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DESCRIPCION
Produccion de particulas similares al virus de la gripe en plantas
Campo de la invencion
Esta invencion se refiere a la produccién de particulas similares a virus en plantas.
Antecedentes de la invencion

La gripe es causada por un virus de ARN de la familia de los ortomixoviridos. Hay tres tipos de estos virus y causan
tres tipos diferentes de gripe: tipo A, B y C. Los virus de la gripe tipo A infectan a mamiferos (seres humanos, cerdos,
hurones, caballos) y aves. Esto es muy importante para la humanidad, ya que este es el tipo de virus que ha causado
pandemias en todo el mundo. El virus de la gripe tipo B (también conocido simplemente como gripe B) infecta solo a
los seres humanos. Ocasionalmente causa brotes locales de gripe. Los virus de la gripe C también infectan solo a los
seres humanos. Infectan a la mayoria de las personas cuando son jovenes y rara vez causan enfermedades graves.

La vacunacion proporciona proteccion contra la enfermedad causada por un agente similar al inducir a un sujeto a
levantar una defensa antes de la infeccion. Convencionalmente, esto se ha logrado mediante el uso de formas vivas
atenuadas o inactivadas completas de los agentes infecciosos como inmundgenos. Para evitar el peligro de usar el
virus completo (como los virus muertos o atenuados) como vacuna, se han buscado proteinas virales recombinantes,
por ejemplo, subunidades, para usar como vacunas. Tanto las vacunas de péptidos como de subunidades estan
sujetas a una serie de posibles limitaciones. Las vacunas de subunidades pueden exhibir una inmunogenicidad
deficiente, debido al plegamiento incorrecto o una presentacion de antigeno deficiente. Un problema importante es la
dificultad de asegurar que la conformacioén de las proteinas modificadas genéticamente imita la de los antigenos en
su entorno natural. Se deben usar adyuvantes adecuados y, en el caso de péptidos, proteinas transportadoras, para
estimular la respuesta inmunitaria. Ademas, estas vacunas provocan principalmente respuestas humorales y, por lo
tanto, pueden no provocar una inmunidad efectiva. Las vacunas de subunidades a menudo son ineficaces para
enfermedades en las que se puede demostrar que el virus completo inactivado proporciona proteccion.

Las particulas similares a virus (VLP) son posibles candidatos para su inclusion en composiciones inmunogénicas.
Las VLP se parecen mucho a los viriones maduros, pero no contienen material genémico viral. Por lo tanto, las VLP
son de naturaleza no replicativa, lo que las hace seguras para la administracion como vacuna. Ademas, las VLP
pueden modificarse genéticamente para expresar glicoproteinas virales en la superficie de la VLP, que es su
configuracion fisiolégica mas nativa. Ademas, dado que las VLP se parecen a viriones intactos y son estructuras
particuladas multivalentes, las VLP pueden ser mas efectivas para inducir anticuerpos neutralizantes contra la
glucoproteina que los antigenos solubles de proteinas de la envoltura.

Las VLP se han producido en plantas (documentos W02009/009876; WO 2009/076778; WO 2010/003225; WO
2010/003235; WO 2011/03522; WO 2010/148511), y en sistemas de insectos y mamiferos (Noad, R. y Roy, P., 2003,
Trends Microbiol 11: 438-44; Neumann y otros, 2000, J. Virol., 74, 547-551). Latham y Galarza (2001, J. Virol., 75,
6154-6165) informaron la formacion de VLP de la gripe en células de insecto infectadas con baculovirus recombinantes
que coexpresan genes de hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA), M1 y M2. Este estudio demostré que las proteinas
del virién de la gripe se autoensamblan tras la coexpresion en células eucariotas y que la proteina de la matriz M1 era
necesaria para la produccion de VLP. Gomez-Puertas y otros, (1999, J. Gen. Virol, 80, 1635-1645) mostraron que la
sobreexpresion de M2 bloqued completamente la transmisién de ARN de CAT a los cultivos MDCK.

La glucoproteina de pico hemaglutinina (HA) de los virus de la gripe es de gran importancia para la captacion de
particulas virales por la célula huésped. Es responsable de su unién a los receptores celulares que contienen acido
sialico, y esta involucrada en la penetracion del virus a través de la fusiéon de la envoltura del virus con las membranas
celulares. La actividad de fusion y, en consecuencia, la infectividad del virus dependen de la escision de la molécula
precursora de HA, HAOQ, en las cadenas polipeptidicas unidas por disulfuro, HA1y HA2. La escisiéon de un consiguiente
cambio conformacional dependiente del pH da como resultado la exposicion y la reubicacion de un péptido hidréfobo
altamente conservado en el extremo amino del polipéptido transmembrana HA2, que media la fusion de la membrana.

HA se sintetiza como una proteina precursora HAO, que se somete a procesamiento proteolitico en dos subunidades
(HA1 y HA2) unidas por un puente disulfuro. Se cree que dos caracteristicas estructurales estan involucradas en la
escision de HA: en las HA de escision restringida, el enlazador generalmente consiste en una Unica arginina, mientras
que las HA escindibles en una amplia gama de diferentes tipos de células tienen una insercion de una serie de mdltiples
residuos basicos en esta posicidon con el motivo principal de reconocimiento enzimatico Arg-X-Lys/Arg-Arg, en donde
X es un aminoacido no basico. Las HA con un sitio de escisidon basico multiple se escinden en la ruta de transporte
exocitica antes de que lleguen al sitio de gemacion en la superficie celular, en contraste con las HA con un enlazador
monobasico que se activan en las particulas de virus en el espacio extracelular o, como se muestra para la cepa WSN,
en la etapa de entrada del virus. Un segundo determinante de la escisién de HA parece ser una cadena lateral de
carbohidratos que esta presente en las proximidades del sitio de escision e interfiere con la accesibilidad de la
proteasa. La pérdida de este carbohidrato dio como resultado una mayor capacidad de escision de HA y patogenicidad
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viral.

Las cepas de virus de la gripe aviar apatogénicas y de mamiferos causan infecciones localizadas anatémicamente
como resultado de la variedad restringida de células que secretan una proteasa que puede escindir el precursor HAO
extracelularmente (Chen J, y otros, 1998, Cell. Vol. 95: 409-417). Las proteasas responsables de la escision de HAO
en las infecciones por gripe en seres humanos, son secretadas por células del tracto respiratorio, o por coinfecciéon de
bacterias o micoplasma, o pueden producirse en respuestas inflamatorias a las infecciones. Un candidato de proteasa
importante es la triptasa Clara, que es producida por las células Clara del epitelio bronquiolar y tiene una distribucion
tisular limitada (tracto respiratorio superior). La proteasa es especifica para la secuencia monobasica Q/E-X-R
encontrada en el sitio de escision de H1, H2, H3 y H6. Las HA de las cepas H9 y B muestran un sitio de escision
monobasico ligeramente diferente con una secuencia SSR y KER respectivamente. No se ha identificado ninguna
proteasa para la mayoria de los virus de la gripe que causan infeccidon entérica y respiratoria en las aves acuaticas.
La mayoria de las lineas celulares no admiten la replicacién de multiples ciclos a menos que se agregue proteasa
exogena (generalmente tripsina).

Sin embargo, en cepas de aves altamente patégenas, la HAO es escindida por una familia de proteasas intracelulares
mas distribuidas, lo que resulta en infecciones sistémicas de gripe. Esta diferencia en patogenicidad se correlaciona
con diferencias estructurales en el sitio de escision de HAQ. Las cepas patégenas tienen insertos de aminoacidos
polibasicos dentro o al lado del sitio monobasico. La escisidon en este caso ocurre intracelularmente y las proteasas
involucradas han sido identificadas como furina y otras enzimas similares a la subtilisina, encontradas en el Golgi e
involucradas en el procesamiento postraduccional de precursores de hormonas y factores de crecimiento. La
secuencia de reconocimiento de furina R-X-R/K-R es un aminoacido de insercién frecuente en los sitios de escision
de HAO de H5 y H7. La amplia distribucion tisular de la enzima, y la eficiencia de la escision intracelular, contribuyen
a la infeccion sistémica virulenta y de amplia dispersion causada por estos virus.

El sitio de escision de HA es un objetivo para la atenuacion del virus, ya que la escision de activacion del precursor
HAO en los fragmentos HA1 y HA2 por las proteasas del huésped es una etapa en el ciclo de replicaciéon de todas las
cepas de virus de la gripe A y B. Solo la HA escindida puede experimentar un cambio conformacional en el medio
acido del endosoma después de la endocitosis mediada por el receptor para exponer el extremo N hidrofébico del
fragmento HA2 para mediar la fusion entre las membranas endosémicas y de los viriones.

Horimoto T, y otros (2006, Vaccine, Vol 24: 3669-3676) describe la abolicion del sitio de escision polibasico de H5
(RERRRKKR|G) en H5. Los mutantes seleccionados se sometieron al estudio de inmunogenicidad en ratones,
incluido un mutante con una delecion de los 4 primeros aminoacidos cargados (RERR) y una modificacién para
inactivar el sitio de escision polibasico (RKKR con TETR). La abolicion del sitio de escision no afecto las propiedades
inmunogénicas del mutante H5. También se ha informado la abolicion del sitio polibasico (GERRRKKR|G
reemplazado por RETR) para producir el virus de referencia de la gripe NIBSC 05/240 NIBSC mutante NIBG-23.
Hoffman y otros (2002, Vaccine, Vol 20: 3165-3170) reemplazaron el sitio de escision polibasico de una HA de H5 con
el sitio monobasico de H6 para aumentar la expresion en los huevos. Los primeros 4 residuos se eliminaron y los
cuatro ultimos aminoacidos del sitio polibasico se reemplazaron por IETR (reemplazo de RERRRKKR |G con IETR|G).
Este H5 mutante mostré un alto nivel de expresion, protedlisis potencial y cambio conformacional a pH bajo necesario
para la replicacién viral y la produccion en la célula huésped, no se informaron datos de inmunogenicidad. Estos
estudios muestran que la modificacion del sitio de escisidon puede emplearse para disminuir la virulencia de la particula
viral (en los casos en que se replican los virus verdaderos), permitiendo que el virus se replique sin matar el huevo
huésped. Sin tales mutaciones, los virus matan al huevo antes de alcanzar titulos altos.

El documento W0O2013043067 de Sirko y otros, describe una vacuna de ADN para pollos que contiene el ADNc que
codifica una proteina de hemaglutinina (HA) de H5 modificada en donde se elimina el sitio de escision proteolitica
entre subunidades de HA. Sirko y otros, plantean que esto proporciona una mayor seguridad de las vacunas vy la
expresion de un "superantigeno" en forma de un polipéptido largo no procesado. Ademas, Sirko y otros, afirman que
la region codificante de la HA se modifica de tal manera que la produccion de proteinas en las células de las aves
alcanza el maximo rendimiento. La modificacion principal es la optimizacion de codones para pollo y la eliminacién de
la region sensible a la protedlisis de HA.

El documento WO 2013/044390 describe un método para producir una particula similar a virus (VLP) en una planta
con hemaglutinina modificada (HA) en donde la proteina HA modificada comprende un bucle proteolitico modificado.
La HA modificada se expresa en presencia de la region reguladora HT del virus del mosaico del caupi (CPMV) y el
elemento de amplificacion de geminivirus del virus del mosaico enano amarillo del frijol (BeYDV).

El documento US 2008/0069821 de Yang y otros, describe variantes de polipéptidos y polinucleétidos de HA de la
gripe para su uso en la produccion de virus de la gripe como vacunas. Los virus de la gripe reagrupados se obtienen
mediante la introduccién de un subconjunto de vectores correspondientes a segmentos gendomicos de un virus de la
gripe maestro, en combinacién con segmentos complementarios derivados de las variantes de HA de la gripe.
Tipicamente, las cepas maestras se seleccionan en base a las propiedades convenientes de interés para la
administracion de la vacuna. Por ejemplo, para la producciéon de vacunas, p. €j., para la produccion de una vacuna
viva atenuada, la cepa maestra del virus donante puede seleccionarse en cuanto a un fenotipo atenuado, adaptacion
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al frio y/o sensibilidad a la temperatura.
Resumen de la invencién
Esta invencion se refiere a la produccion de particulas similares a virus y proteinas HA modificadas en plantas.

Un objeto de la invencién es proporcionar una produccion mejorada de particulas similares a virus y proteinas HA en
plantas.

En este documento se describe un acido nucleico que comprende un potenciador de la expresién activo en una planta
y unido operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica una hemaglutinina (HA) modificada de la gripe
tipo B que comprende una eliminaciéon completa del bucle proteolitico.

Ademas, en este documento se describe un método para producir particulas similares a virus de la gripe (VLP) en una
planta, que comprende:

a) proporcionar una planta, o una parte de una planta, que comprende un acido nucleico que comprende un
potenciador de la expresion activo en una planta y unido operativamente a una secuencia de nucledtidos que
codifica una hemaglutinina (HA) modificada de la gripe que comprende un bucle proteolitico modificado, e

b) incubar la planta o parte de la planta en condiciones que permitan la expresion del acido nucleico, produciendo
asi las VLP

El método descrito anteriormente puede comprender ademas las etapas de
c) cosechar la planta, y
d) purificar las VLP, en donde las VLP varian en tamafio de 80 a 300 nm.

El potenciador de la expresion es CPMVX, CPMVX+ o CPMV-HT+. Ademas, el acido nucleotidico no comprende un
elemento de amplificacién de geminivirus. Por lo tanto, el acido nucleotidico no comprende una regién intergénica
larga del virus del mosaico enano amarillo del frijol (BeYDV LIR), y una region intergénica corta de BeYDV (BeYDV
SIR). La HA modificada puede comprender un péptido sefial nativo o no nativo. Ademas, la secuencia de nucleétidos
que codifica la HA modificada puede comprender una secuencia de nucleétidos quimérica que codifica, en serie, un
ectodominio de HA modificada que comprende un bucle proteolitico completamente eliminado, un dominio
transmembrana de la gripe y una cola citoplasmatica, en donde el ectodominio de HA modificada es de una primera
cepa de gripe y el dominio transmembrana y la cola citoplasmatica son de una segunda cepa de gripe.

En el presente documento se describe, ademas, un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una hemaglutinina (HA) de la gripe, la secuencia de nucledtidos esta unida operativamente con una regién
reguladora que es activa en una planta, en donde la HA comprende una secuencia de bucle proteolitico completamente
eliminada. Se proporciona, ademas, una planta que comprende el acido nucleico.

Este sumario de la invencion no describe necesariamente todas las caracteristicas de la invencion.
Breve descripcion de los dibujos

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

La Figura 1 muestra los componentes utilizados para preparar A-2X35S/CPMV-HT/H5 Indonesia/NOS (Construccion
ndmero 489). La Figura 1A muestra el cebador IF-H5A-1-05.s1+3c (SEQ ID NO: 2). La Figura 1B muestra el cebador
IF-H5dTm.r (SEQ ID NO: 3). La Figura 1C muestra una representacion esquematica de la construccion 1191. La figura
1D muestra la construccion 1191 (SEQ ID NO: 4). La Figura 1E muestra el casete de expresion numero 489 (SEQ ID
NO: 5). La Figura 1F muestra la secuencia de aminoacidos de H5 de la gripe A/Indonesia/5/2005 (H5N1) (SEQ ID NO:
6). La Figura 1G muestra una secuencia de nucleétidos que codifica H5 de la gripe A/Indonesia/5/2005 (H5N1) (SEQ
ID NO: 42).

La Figura 2 muestra los componentes utilizados para preparar B-2X35S/CPMV HT/M2 New Caledonia/NOS
(Construccion numero 1261). La Figura 2A muestra el cebador IF-S1-M1+M2ANC.c (SEQ ID NO: 7). La Figura 2B
muestra el cebador IF-S1-4-M2ANC.r (SEQ ID NO: 8). La Figura 2C muestra la secuencia de nucleétidos para el gen
de M2 sintetizado (correspondiente a los nt 1-26 unidos a 715-982 del numero de acceso al Genbank DQ508860)
(SEQ ID NO: 9). La Figura 2D muestra el casete de expresion nimero 1261 desde el promotor 2X358S al terminador
NOS. M2 de la gripe A/New Caledonia/20/1999 (H1N1) esta subrayado. (SEQ ID NO: 10). La Figura 2E muestra la
secuencia de aminoacidos de M2 de la gripe A/New Caledonia/20/1999 (H1N1) (SEQ ID NO: 11).
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La Figura 3 muestra los componentes utilizados para preparar C-2X35S/CPMV-HT/M2 Puerto Rico/NOS (Construccion
numero 859). La Figura 3A muestra la secuencia de nucleétidos del gen de M2 sintetizado (correspondiente a los nt
26-51 unidos a los nt 740-1007 del numero de acceso al Genebank EF467824) (SEQ ID NO: 12). La figura 3B muestra
el casete de expresion numero 859 desde el promotor 2X35S al terminador NOS. M2 de la Gripe A/Puerto Rico/8/1934
(H1N1) esta subrayado. (SEQ ID NO: 13). La Figura 3C muestra la secuencia de aminoacidos de M2 de la Gripe
A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) (SEQ ID NO: 14).

La Figura 4 muestra los componentes utilizados para preparar G-2X35S/CPMV-HT/PDISP/HA B Brisbane/NOS en el
sistema de amplificacion de BeYDV+Replicasa (Construccion niumero 1008). La Figura 4A muestra una representacion
esquematica de la construccion 1194. Los sitios de enzimas de restriccion Sacll y Stul usados para la linealizacion del
plasmido se anotan en la representacion. La Figura 4B muestra la construccion 1194 desde el limite izquierdo al
derecho de ADN-t (subrayados). 2X35S/CPMV-HT/PDISP/NOS en el sistema de amplificacion de BeYDV+Replicasa
con casete de expresion de inhibidor de silenciamiento de plastocianina-P19-plastocianina (SEQ ID NO: 31). La Figura
4C muestra el casete de expresion numero 1008 desde LIR izquierda de BeYDV a LIR derecha de BeYDV. PDISP/HA
de la gripe B/Brisbane/60/2008 esta subrayado. (SEQ ID NO: 32).

La Figura 5 muestra los componentes utilizados para preparar 1-2X35S/CPMV-HT/PDISP/HA B Brisbane con bucle
proteolitico eliminado/NOS en el sistema de amplificacion de BeYDV+Replicasa (Construccion nimero 1059). La
Figura 5A muestra el cebador 1039+1059.r (SEQ ID NO: 38). La Figura 5B muestra el cebador 1039+1059.c (SEQ ID
NO: 39). La Figura 5C muestra el casete de expresion nimero 1059 desde LIR izquierda de BeYDV a LIR derecha de
BeYDV. El PDISP/HA de la Gripe B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminado esta subrayado (SEQ ID NO:
40). La Figura 5D muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/HA de la Gripe B/Brisbane/60/2008 con bucle
proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 41). La Figura 5E muestra la secuencia de nucleétidos de PDISP/HA de la Gripe
B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 43).

La Figura 6 muestra los componentes utilizados para preparar B-2X35S/CPMV-HT/HA B Wisconsin/NOS en el sistema
de amplificacion de BeYDV(m)+Replicasa (Construccion numero 1462). La Figura 6A muestra el cebador IF-
HAB110.S1+3c (SEQ ID NO: 49). La Figura 6B muestra el cebador IF-HAB110.s1-4r (SEQ ID NO: 50). La Figura 6C
muestra la secuencia de nucleétidos de HA B Wisconsin sintetizada (niUmero de acceso al Genbank JN993010) (SEQ
ID NO: 51). La figura 6D muestra una representacion esquematica de la construccion 193. La Figura 6E muestra la
construccion 193 desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t (subrayados). 2X35S/CPMV-HT/NOS en el sistema
de amplificacion de BeYDV(m)+Replicasa con casete de expresion de inhibidor de silenciamiento de plastocianina-
P19-plastocianina (SEQ ID NO: 52). La Figura 6F muestra la secuencia de nucleétidos del casete de expresién nimero
1462 desde el promotor 2X35S hasta el terminador NOS. HA de la Gripe B/Wisconsin/1/2010 esta subrayada (SEQ
ID NO: 53). La Figura 6G muestra la secuencia de aminoacidos de HA de la Gripe B/Wisconsin/1/2010 (SEQ ID NO:
54). La Figura 6H muestra una representacion esquematica de la construccion 1462.

La Figura 7 muestra los componentes utilizados para preparar C-2X35S/CPMV-HT/HA B Wisconsin con bucle
proteolitico eliminado/NOS en el sistema de amplificacion de BeYDV(m)+Replicasa (Construccion numero 1467). La
Figura 7A muestra el cebador HAB110(PrL-).r (SEQ ID NO: 55). La Figura 7B muestra el cebador HAB110(PrL-).c
(SEQ ID NO: 56). La Figura 7C muestra la secuencia de nucleétidos del casete de expresion numero 1467 desde el
promotor 2X35S hasta el terminador NOS. La HA de la Gripe B/Wisconsin/1/2010 con bucle proteolitico eliminado esta
subrayada (SEQ ID NO: 57). La Figura 7D muestra la secuencia de aminoacidos de la gripe B/Wisconsin/1/2010 con
bucle proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 58). La Figura 7E muestra una representacion esquematica de la
construccion 1467.

La Figura 8 muestra los componentes utilizados para preparar A-2X35S/CPMV-HT/PDISP/HA B Brisbane con bucle
proteolitico eliminado/NOS (Construccion nimero 1039). La Figura 8A muestra la secuencia de nucleétidos del casete
de expresion numero 1039 desde el promotor 2X35S hasta el terminador NOS. La HA de la gripe B/Brisbane/60/2008
con bucle proteolitico eliminado estd subrayada (SEQ ID NO: 15). La Figura 8B muestra una representacion
esquematica de la construccion 1039.

La Figura 9 muestra el mapa plasmidico de la construccién nimero 1008. La construccion nimero 1008 dirige la
expresion de HA natural de la cepa de la gripe B/Brisbane/60/2008. Esta construccion comprende elementos derivados
de BeYDV para la amplificacion de ADN.

La Figura 10 muestra el mapa plasmidico de la construccion nimero 1059. La construccién numero 1059 dirige la
expresion de una HA mutante de la cepa de la gripe B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminado. Esta
construccion comprende elementos derivados de BeYDV para la amplificacion de ADN.

La Figura 11 muestra el mapa plasmidico de la construccion nimero 1261. La construccién numero 1261 dirige la
expresion del M2 natural de la cepa de la gripe A/New Caledonia/20/99 (H1N1).

La Figura 12 muestra el mapa plasmidico de la construccién nimero 859. La construccién nimero 859 dirige la
expresion del M2 natural de la cepa de la gripe A/Puerto Rico/8/34 (H1N1).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 803 508 T3

La Figura 13A muestra un analisis de transferencia Western de la expresion de la proteina HA en hojas de Nicotiana
benthamiana agroinfiltradas. "1008": expresion de HA natural de B/Brisbane/60/2008 en presencia de elementos de
amplificacion (BeYDV); "1008+1261": coexpresion de HA natural de B/Brisbane/60/2008 en presencia de elementos
de amplificacion (BeYDV) con M2 de A/New Caledonia/20/99; "1059": expresion de HA mutante de B/Brisbane/60/2008
en presencia de elementos de amplificacion (BeYDV); "1059+1261": coexpresion de HA mutante de
B/Brisbane/60/2008 en presencia de elementos de amplificacion (BeYDV) con M2 a partir de A/New Caledonia/20/99.
Se analizaron plantas de tres infiltraciones separadas (A, B y C). Las relaciones indican la proporcion de cultivos de
Agrobacterium utilizados en experimentos de coexpresion. La Figura 13B muestra una comparacion de la capacidad
de hemaglutinacion de extractos proteicos crudos de plantas productoras de HA.

La Figura 14 muestra un andlisis de transferencia Western de la expresion de la proteina HA en hojas de Nicotiana
benthamiana agroinfiltradas. "1059": expresion de HA mutante de B/Brisbane/60/2008 en presencia de elementos de
amplificacion (BeYDV); "1059+1261": coexpresion de HA mutante de B/Brisbane/60/2008 en presencia de elementos
de amplificacion (BeYDV) con M2 de A/New Caledonia/20/99. "1059+859": coexpresion de HA mutante de
B/Brisbane/60/2008 en presencia de elementos de amplificacion (BeYDV) con M2 de A/Puerto Rico/8/34. Se
analizaron plantas de tres infiltraciones separadas (A, B y C). Las relaciones indican la proporcion de cultivos de
Agrobacterium utilizados en experimentos de coexpresion.

La Figura 15 muestra la alineacion de secuencias de aminoacidos de la region que rodea el enlazador de las HA de
varias cepas de gripe: H1 New Cal (SEQ ID NO: 22); H1 Brisbane (SEQ ID NO: 23); H1 Sol Islands (SEQ ID NO: 24);
H2A Singapore (SEQ ID NO: 25); H3A Brisbane (SEQ ID NO: 26); H3A WCN (SEQ ID NO: 27); H5 Anhui (SEQ ID
NO: 28); H5 Indo (SEQ ID NO: 29); H5 Vietnam (SEQ ID NO: 30); H6 Teal HK (SEQ ID NO: 33); H7 Eq Prague (SEQ
ID NO: 34); H9A HK (SEQ ID NO: 35); B Florida (SEQ ID NO: 36); B Malaysia (SEQ ID NO: 37). El sitio de escision
del precursor HAO se indica mediante una flecha.

La Figura 16A muestra un analisis de transferencia Western de la expresion de la proteina HA en hojas de Nicotiana
benthamiana agroinfiltradas. HA de B/Wisconsin/1/2010 se coexpresa con M2 de A/New Caledonia/20/99. Se cargaron
diez microgramos de extracto de proteina por carril. "C+": control positivo, virus B/Wisconsin/1/2010 semipurificado
del Instituto Nacional de Normas y Control Biolégicos, Reino Unido; "1462": expresion de HA natural de
B/Wisconsin/1/2010 en presencia de elementos de amplificacion (BeYDV); "1467": expresion de la HA mutante de
B/Wisconsin/1/2010 en presencia de elementos de amplificacion (BeYDV); "1462+1261": coexpresion de HA natural
de B/Wisconsin/1/2010 en presencia de elementos de amplificacion (BeYDV) con M2; "1467+1261": coexpresion de
la HA mutante de B/Wisconsin/1/2010 en presencia de elementos de amplificacion (BeYDV) con M2. Las relaciones
indican la densidad optica para cada cultivo de Agrobacterium utilizado en experimentos de expresion y coexpresion.
La Figura 16B muestra una comparacion de la capacidad de hemaglutinacion de extractos proteicos crudos de plantas
transformadas con AGL1/1462, AGL1/1467, AGL1/1462+AGL1/1261 y AGL1/1467+AGL1/1261.

Las Figuras 17A y 17B muestran un analisis de transferencia Western de la expresion de la proteina HA en hojas de
Nicotiana benthamiana agroinfiliradas. "1008": expresion de HA natural de B/Brisbane/60/2008 en presencia de
elementos de amplificacion (BeYDV); "1008+1261": coexpresion de HA natural de B/Brisbane/60/2008 en presencia
de elementos de amplificacion (BeYDV) con M2 de A/New Caledonia/20/99; "1039": expresion de HA mutante de
B/Brisbane/60/2008 en ausencia de elementos de amplificacion (BeYDV). "1039+1261": coexpresion de HA mutante
de B/Brisbane/60/2008 en ausencia de elementos de amplificacion (BeYDV) con M2 de A/New Caledonia/20/99. HA
de A/Brisbane/59/2007 (H1N1). "1059": expresion de HA mutante de B/Brisbane/60/2008 en presencia de elementos
de amplificacion (BeYDV); "1059+1261": coexpresion de HA mutante de B/Brisbane/60/2008 en presencia de
elementos de amplificacion (BeYDV) con M2 de A/New Caledonia/20/99.

La Figura 18A muestra la representacion esquematica de la escision del HAO por la proteasa similar a Clara y/o similar
a Furina en HA1 y HA2. La Figura 18B muestra la alineacion de secuencias de HA de varias cepas de gripe: H1 New
Cal (SEQ ID NO: 22); H1 Brisbane (SEQ ID NO: 23); H1 Sol Islands (SEQ ID NO: 24); H2A Singapore (SEQ ID NO:
25); H3A Brisbane (SEQ ID NO: 26); H3A WCN (SEQ ID NO: 27); H5 Anhui (SEQ ID NO: 28); H5 Indo (SEQ ID NO:
29); H5 Vietnam (SEQ ID NO: 30); H6 Teal HK (SEQ ID NO: 33); H7 Eq Prague (SEQ ID NO: 34); H9A HK (SEQ ID
NO: 35); B Florida (SEQ ID NO: 36); B Malaysia (SEQ ID NO: 37). La Figura 18C muestra la eliminacion de parte del
sitio de escision en cepas H5, A/Anhui/1/2005 (H5N1) SEQ ID NO: 69, A/Indonesia/5/2005 (H5N1) SEQ ID NO: 70,
AlVietnam/1194/2004 (H5N1) SEQ ID NO: 71, y cepas de tipo B, B/Florida/4/2006 SEQ ID NO: 72, y
B/Malaysia/2506/2004 SEQ ID NO: 73.

La Figura 19 muestra la mutacion del sitio de escision en H5/Indo. Secuencia nativa (SEQ ID NO: 44); sitio de escision
modificado de H5/Indo que comprende TETR (SEQ ID NO: 45); sitio de escision modificado de H5/Indo que comprende
TETQ (SEQ ID NO: 46).

La Figura 20 muestra los titulos encontrados en las biomasas iniciales después de la extraccién enzimatica de
diferentes HA de H5/Indo modificadas que comprenden mutaciones dentro del bucle proteolitico. Control de H5/Indo
(construccion 489); bucle proteolitico de H5/Indo reemplazado con un enlazador GG (construccion 928); bucle
proteolitico de H5/Indo reemplazado con un enlazador TETR (construccién 676); bucle proteolitico de H5/Indo
reemplazado con un enlazador TETQ (construccion 766).
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La Figura 21 muestra varios enfoques para modificar el bucle proteolitico de HA tipo B. La Figura 21A muestra la
secuencia de aminoacidos de B/Brisbane/60/2008 nativa (SEQ ID NO: 16). La parte subrayada es el bucle proteolitico
y el dominio HA2. La Figura 21B muestra la secuencia de aminoacidos de B/Brisbane/60/2008 con el bucle proteolitico
modificado (SEQ ID NO: 17), en donde 19 residuos de aminoacidos que comprenden la secuencia
AKLLKERGFFGAIAGFLEG se han reemplazado con un enlazador GG (cursiva). La Figura 21 C muestra la secuencia
de aminoacidos de B/Brisbane/60/2008 (SEQ ID NO: 18), en donde 9 aminoacidos que comprenden la secuencia
PPAKLLKER se han reemplazado por un enlazador -GSSSGSSSG- (cursiva). La Figura 21 D muestra la secuencia
de aminoacidos de H3 A/Perth/16/2009 nativa (SEQ ID NO: 19). La Figura 21 E muestra la secuencia de aminoacidos
de H3 A/Perth/16/2009 (SEQ ID NO: 20) con 12 restos de aminoacidos que comprenden la secuencia
RNVPEKQTRGIF reemplazada por un enlazador GS (cursiva). La Figura 21 F muestra la secuencia de aminoacidos
de H3 A/Perth/16/2009 (SEQ ID NO: 21) con 9 restos de aminoacidos que comprenden la secuencia RNVPEKQTR
reemplazada por un enlazador GSSGSSGSS (cursiva).

La Figura 22 muestra un andlisis de transferencia Western de la expresion de la proteina HA en hojas de Nicotiana
benthamiana agroinfiliradas. HA de H5/Indo. Panel superior lista de componentes cargados en cada carril; panel
inferior Western blot. C: H5 recombinante Indonesia/5/05 S-STD-0002; anticuerpo primario: Anti-HA
Al/Indonesia/05/2005 CBER # S-BIO-0003 1/50 000; transferencia. Carriles 1 y 2: control de H5/Indo (construccion
489); carriles 3 y 4 bucle proteolitico de H5/Indo reemplazado con un enlazador GG (construccion 928); carriles 5y 6
bucle proteolitico de H5/Indo reemplazado con un enlazador TETR (construccién 676); carriles 7 y 8 bucle proteolitico
de H5/Indo reemplazado con un enlazador TETQ (construccion 766); carril 9 marcador de peso molecular; carril 10
control de H5.

La Figura 23 muestra los componentes utilizados para preparar B-2X35S/CPMV-HT/H5 de A/Indonesia/5/2005 con
mutacion TETR del sitio de escision (Construcciéon numero 676). La Figura 23A muestra la secuencia del cebador
MutCleavage-H5(Indo).r (SEQ ID NO: 74). La Figura 23B muestra la secuencia del cebador MutCleavage-H5(Indo).c
(SEQ ID NO: 75). La Figura 23C muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 76) para el casete de expresion
676 desde el promotor 2X35S hasta el terminador NOS. El mutante TETR del sitio de escision de H5 de la gripe
AlIndonesia/5/2005 (H5N1) esta subrayado. La Figura 23D muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 77) de
un mutante TETR del sitio de escision de H5 de la gripe A/Indonesia/5/2005 (H5N1). La Figura 23E muestra una
representacion esquematica de la construccién niumero 676.

La Figura 24 muestra los componentes utilizados para preparar B-2X35S/CPMV-HT/H5 de A/Indonesia/5/2005 con
mutacién TETQ del sitio de escision (Construccion nimero 766). La Figura 24A muestra la secuencia del cebador
H5I505_TETQ.r (SEQ ID NO: 78). La Figura 24B muestra la secuencia del cebador H51505_TETQ.c (SEQ ID NO: 79).
La Figura 24C muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 80) para el casete de expresion 766 desde el
promotor 2X35S hasta el terminador NOS. El mutante TETQ del sitio de escision de H5 de la gripe A/Indonesia/5/2005
(H5N1) esta subrayado. La Figura 24D muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 81) de un mutante TETQ
del sitio de escisiéon de H5 de la gripe A/lndonesia/5/2005 (H5N1). La Figura 24E muestra una representacion
esquematica de la construccién nimero 766.

La Figura 25 muestra los componentes utilizados para preparar B-2X35S/CPMV-HT/H5 de A/Indonesia/5/2005 con
bucle proteolitico eliminado (Construcciéon nimero 928). La Figura 25A muestra la secuencia del cebador H51505(PrL-
).-r (SEQ ID NO: 82). La Figura 25B muestra la secuencia del cebador H51505(PrL-).c (SEQ ID NO: 83). La Figura 25C
muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 84) para el casete de expresion 928 desde el promotor 2X358S al
terminador NOS. H5 de la gripe A/Indonesia/5/2005 (H5N1) el bucle proteolitico eliminado esta subrayado. La Figura
25D muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 85) de un mutante de H5 de la gripe A/Indonesia/5/2005
(H5N1) que comprende un bucle proteolitico eliminado. La Figura 25E muestra una representacion esquematica de la
construccion numero 928.

La Figura 26A muestra un esquema general de un ejemplo de varias secuencias potenciadoras, CPMVX y CPMVX+
(que comprende CPMVX y un fragmento de relleno, que en este ejemplo no limitante, comprende un sitio de clonacion
multiple y una secuencia Kozak de plantas), como se describe en el presente documento. CPMCX y CPMVX+ se
muestran cada uno unidos operativamente a la region reguladora en plantas en sus extremos 5’ y en sus extremos 3/,
en serie, una secuencia de nucleétidos de interés (que incluye un sitio de inicio ATG y un sitio de PARADA), una
3'UTR, y una secuencia terminadora. Un ejemplo de construccion CPMVX como se describe en este documento, es
CPMV160. Un ejemplo de construccion CPMVX+ como se describe en este documento, es CPMV160+. La Figura 26B
muestra los titulos relativos de hemaglutinaciéon (HMG) en extractos proteicos crudos de proteinas HA modificadas
producidas en plantas que comprenden construcciones de expresion CPMV-HT y construcciones de expresion
basadas en CPMV160+. Se muestran datos para la expresion de HA B Brisbane/60/08 con bucle proteolitico eliminado
y con un péptido sefial de PDI (Construccion nimero 1039, 5'UTR: CMPV HT; y construccion nimero 1937, 5'UTR:
CMPV160+; ver el Ejemplo 5.7), B Brisbane/60/08+H1Tm, con bucle proteolitico eliminado, con dominio
transmembrana y cola citoplasmatica reemplazados por los de H1, B Massachusetts/2/2012 2012 con bucle
proteolitico eliminado y con un péptido sefial de PDI (construccién numero 2072, 5’UTR: CMPV HT; y construccion
numero 2050, 5'UTR: CMPV160+; ver el Ejemplo 5.14), B Massachusetts/2/2012+H1Tm con bucle proteolitico
eliminado, con dominio transmembrana y cola citoplasmatica reemplazados por los de H1 A/California/07/2009 y con
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un péptido sefal de PDI (construcciéon numero 2074, 5UTR: CMPV HT; y construccién numero 2060, 5'UTR:
CMPV160+; ver el Ejemplo 5.15), B Wisconsin/1/2010 con bucle proteolitico eliminado y con el péptido sefial nativo
(construccién numero 1445, 5'UTR: CMPV HT; y construccion nimero 1975, 5'UTR: CMPV160+; ver el Ejemplo 5.16),
y B Wisconsin/1/2010+H1Tm con bucle proteolitico eliminado, con dominio transmembrana y cola citoplasmatica
reemplazados por los de H1 A/California/07/2009 y con el péptido sefal nativo (construcciéon numero 1454, 5'UTR:
CMPV HT; y construccion nimero 1893, 5'UTR: CMPV160+; ver el Ejemplo 5.18).

La Figura 27A muestra un esquema general de la secuencia potenciadora de CPMV HT y CPMV HT+ fusionado a una
secuencia de nucledtidos de interés. No todos los elementos mostrados en esta figura pueden ser necesarios dentro
de la secuencia potenciadora. Se pueden incluir elementos adicionales en el extremo 3’ de la secuencia de nucledétidos
de interés (no mostrada) que incluyen una secuencia que codifica una region no traducida (UTR) 3' de comovirus, una
3'UTR de plastocianina, o una combinacion de la 3UTR de comovirus y la 3UTR de plastocianina. La Figura 27B
muestra el titulo relativo de hemaglutinacion (HMG) en extractos proteicos crudos de proteinas producidas en plantas
que comprenden construcciones de expresion de CPMV-HT, y construcciones de expresion basadas en CPMV HT+,
unidas operativamente con una secuencia de nucleétidos de interés. Se muestran datos para la expresion de HA B
Brisbane/60/08 con bucle proteolitico eliminado y con un péptido sefial de PDI (Construccién nimero 1039: CPMV HT;
ver el Ejemplo 5.7 y construccion numero 1829: CPMV HT+; ver el ejemplo 5.12), B Brisbane/60/08 + H1TM con bucle
proteolitico eliminado, con dominio transmembrana y cola citoplasmatica reemplazados por los de H1
A/California/07/2009, y con un péptido sefial de PDI (construccién nimero 1067: CPMV HT; ver el Ejemplo 5.14 y
construccion nimero 1875: CPMV HT+; ver el ejemplo 5.19), B Massachusetts/2/2012 con bucle proteolitico eliminado
y con un péptido sefal de PDI (Construccién nimero 2072: CMPV HT; ver el ejemplo 5.15 y la construccién nimero
2052: CMPV HT+; ver el ejemplo 5.20), B Massachusetts/2/2012+H1Tm con bucle proteolitico eliminado, con dominio
transmembrana y cola citoplasmatica reemplazados por los de H1 A/California/07/2009 y con un péptido sefial de PDI
(construccion numero 2074: CMPV HT; ver el Ejemplo 5.16 y construccion numero 2062: CMPV HT+; ver el Ejemplo
5.21), B Wisconsin/1/2010 con bucle proteolitico eliminado y con el péptido sefal nativo (construccion nimero 1445:
CMPV HT; ver el Ejemplo 5.17 y construccion numero 1839: CMPV HT+; ver el Ejemplo 5.22), y B
Wisconsin/1/2010+H1Tm con bucle proteolitico eliminado, con dominio transmembrana y cola citoplasmatica
reemplazados por los de H1 A/California/07/2009 y con el péptido sefial nativo (construccién nimero 1454: CMPV HT;
ver el ejemplo 5.18 y la construccion numero 1860: CMPV HT+; ver el ejemplo 5.23).

La Figura 28A muestra un analisis de transferencia Western de la expresion de la proteina H3 Perth en hojas de
Nicotiana benthamiana agroinfiltradas. Carril 1: (2019+1261) coexpresion de HA nativa (natural) de H3 Perth-16-09 en
presencia de un potenciador de la expresion (CPMV-HT+) con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 2: (2139+1261)
coexpresion de HA nativa (natural) de H3 Perth-16-09 en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV 160+)
con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 3 (2039+1261) coexpresion de HA mutante (modificada) de H3 Perth-16-09
en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV HT+) con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 4: (2159+1261)
coexpresion de HA mutante (modificada) de H3 Perth-16-09 en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV
160+) con M2 de A/New Caledonia/20/99.

La Figura 28B muestra un analisis de transferencia Western de la expresion de la proteina B Malaysia en hojas de
Nicotiana benthamiana agroinfiltradas. Carril 2: (2013+1261) coexpresion de HA nativa (natural) de B Malaysia 2506-
04 en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV-160+) con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 2:
(2014+1261) coexpresion de HA mutante (modificada) de B Malaysia 2506-04 en presencia de un potenciador de la
expresion (CPMV 160+) con M2 de A/New Caledonia/20/99.

La Figura 28C muestra un analisis de transferencia Western de la expresion de la proteina H9 Hong Kong en hojas de
Nicotiana benthamiana agroinfiltradas. Carril 1: (1610+1261) coexpresion de HA nativa (natural) de H9 Hong Kong -
1037-99 en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV-HT) con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 2:
(1630+1261) coexpresion de HA nativa (natural) de H9 Hong Kong -1037-99 en presencia de un potenciador de la
expresion (CPMV-HT+) y elemento de amplificacion BEYDV con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 3: (2244+1261)
coexpresion de HA nativa (natural) de H9 Hong Kong -1037-99 en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV-
HT+) con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 4: (2226+1261): coexpresion de HA nativa (natural) de H9 Hong Kong
-1037-99 en presencia de un potenciador de la expresién (CPMV 160+) con M2 de A/New Caledonia/20/99. Carril 6:
(2246+1261) coexpresion de HA nativa (natural) de H9 Hong Kong -1037-99 en presencia de un potenciador de la
expresion (CPMV-160+) y elemento de amplificacion de BeYDV con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 7:
(2225+1261) coexpresion de HA mutante (modificada) de H9 Hong Kong -1037-99 en presencia de un potenciador de
la expresion (CPMV-HT+) con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 8: (2245+1261) coexpresion de HA mutante
(modificada) de H9 Hong Kong -1037-99 en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV HT+) y elemento de
amplificacion de BeYDV con M2 de A/New Caledonia/20/99. Carril 9: (2227+1261) coexpresion de HA mutante
(modificada) de H9 Hong Kong -1037-99 en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV 160+) con M2 de
A/New Caledonia/20/99. Carril 10: (2247+1261) coexpresion de HA mutante (modificada) de H9 Hong Kong -1037-99
en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV 160+) y elemento de amplificacion de BeYDV con M2 de
A/New Caledonia/20/99.

La Figura 28D muestra un analisis de transferencia Western de la expresion de la proteina B Massachusetts en hojas
de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas. Carril 1: (2070+1261) coexpresiéon de HA nativa (natural) de B
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Massachusetts -2-12 en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV-HT) con M2 de A/New Caledonia/20/99;
Carril 2: (2080+1261) coexpresion de HA nativa (natural) de B Massachusetts -2-12 en presencia de un potenciador
de la expresion (CPMV-HT+) con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 3: (2090+1261) coexpresion de HA nativa
(natural) de B Massachusetts -2-12 en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV-160+) con M2 de A/New
Caledonia/20/99; Carril 4: (2072+1261) coexpresion de HA mutante (modificada) de B Massachusetts -2-12 en
presencia de un potenciador de la expresion (CPMV HT) con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 5: (2052+1261)
coexpresion de HA mutante (modificada) de B Massachusetts -2-12 en presencia de un potenciador de la expresion
(CPMV HT+) con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 6: (2050+1261) coexpresion de HA mutante (modificada) de B
Massachusetts -2-12 en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV 160+) con M2 de A/New Caledonia/20/99.

La Figura 28E muestra un analisis de transferencia Western de la expresion de la proteina H2 Sin en hojas de Nicotiana
benthamiana agroinfiliradas. Carril 1: (2220+1261) coexpresion de HA nativa (natural) de H2 Singapore -1-57 en
presencia de un potenciador de la expresion (CPMV-HT+) con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 2: (2222+1261)
coexpresion de HA nativa (natural) de H2 Singapore -1-57 en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV
160+) con M2 de A/New Caledonia/20/99. Carril 3: (2221+1261) coexpresion de HA mutante (modificada) de H2
Singapore -1-57 en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV-HT+) con M2 de A/New Caledonia/20/99;
Carril 4: (2223+1261) coexpresion de HA mutante (modificada) de H2 Singapore -1-57 en presencia de un potenciador
de la expresion (CPMV 160+) con M2 de A/New Caledonia/20/99.

La Figura 28F muestra un analisis de transferencia Western de la expresion de la proteina B/Florida en hojas de
Nicotiana benthamiana agroinfiltradas. Carril 1: (1004+1261) coexpresion de HA nativa (natural) de B/Florida en
presencia de un potenciador de la expresion (CPMV-HT) con M2 de A/New Caledonia/20/99; Carril 2: (1003+1261)
coexpresion de HA nativa (natural) de B/Florida en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV HT) y elemento
de amplificacién de BeYDV con M2 de A/New Caledonia/20/99. Carril 3: (2102+1261) coexpresion de HA mutante
(modificada) de B/Florida en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV-HT+) con M2 de A/New
Caledonia/20/99; Carril 4: (2104+1261) coexpresion de HA mutante (modificada) de B/Florida en presencia de un
potenciador de la expresion (CPMV HT+) y elemento de amplificacion de BeYDV con M2 de A/New Caledonia/20/99.
Carril 5: (2106+1261) coexpresion de HA mutante (modificada) de B/Florida+H1 California TMCT en presencia de un
potenciador de la expresion (CPMV HT+) con M2 de A/New Caledonia/20/99. Carril 6: (2108+1261) coexpresion de
HA mutante (modificada) de B/Florida+H1 California TMCT en presencia de un potenciador de la expresion (CPMV
HT+) y elemento de amplificacion de BeYDV con M2 de A/New Caledonia/20/99.

La Figura 29A muestra el titulo relativo de HA modificada de diversas cepas de la gripe que se expresaron en presencia
del elemento potenciador de CPMV HT, CPMV HT+ o CPMV 160+. La actividad se compara con la proteina HA nativa
expresada con el mismo elemento potenciador. H3 A Perth/16/09 (H3 Per1609), H3 Victoria/361/11 (H3 Vic26111), B
Brisbane 60/2008 (HB Bris60008), B Malaysia 2506/04 (HB Mal 250604) y B Massachusetts 2/12 (Ma212) se
coexpresaron con la proteina M2 de la gripe.

La Figura 30A muestra el cebador IF-S2+S4-B Bris.c (SEQ ID NO: 86). La Figura 30B muestra el cebador IF-S1a4-B
Bris.r (SEQ ID NO: 87). La Figura 30C muestra la secuencia de nucleétidos del gen de HA B Brisbane sintetizado
(correspondiente a los nt 34-1791 del numero de acceso al Genbank FJ766840) (SEQ ID NO: 88). La Figura 30D
muestra la secuencia de nucleétidos del casete de expresion nimero 1029 desde el promotor 2X358S al terminador
NOS. PDISP/HA de la gripe B/Brisbane/60/2008 esta subrayado. (SEQ ID NO: 89). La Figura 30E muestra la secuencia
de aminoacidos de PDISP/HA de la gripe B/Brisbane/60/2008 (SEQ ID NO: 90). La Figura 30F muestra una
representacion esquematica de la construccion 1029. Los sitios de enzimas de restriccion Sacll y Stul usados para la
linealizacién del plasmido se anotan en la representacion.

La Figura 31 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones nimero 1039 y 1829
(2X35S/CPMV HT PDISP/HA B Brisbane (PrL-) NOS y 2X35S/CPMV HT+ PDISP/HA B Brisbane (PrL-) NOS,
respectivamente; ver el Ejemplo 5.12). La construccion nimero 1039 incorpora una secuencia de CPMV-HT de la
técnica anterior (5’UTR de CMPV con coddn de inicio mutado en la posicion 161 fusionado a una secuencia que
codifica una proteina M incompleta) y no comprende una secuencia kozak heteréloga entre la 5'UTR y la secuencia
de nucledtidos de interés (PDISP/HA B Brisbane (PrL-)). La construccién nimero 1829 incluye una 5UTR de CPMV
que comprende 160 nucledtidos, un fragmento de relleno que comprende una proteina M incompleta, un sitio de
clonaciéon multiple y una secuencia Kozak de plantas y es un ejemplo de una construccion basada en CPMV HT+.
PDISP: péptido sefal de proteina disulfuro isomerasa; NOS: terminador de nopalina sintasa; PrL-: bucle proteolitico
eliminado. La Figura 31A muestra la secuencia de nucleotidos de PDISP/HA B Brisbane (PrL-) (SEQ ID NO: 91). La
Figura 31B muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Brisbane (PrL-); SEQ ID NO: 92). La Figura 31C
muestra una representacion esquematica de la construccion numero 1829 (2X35S/CPMV HT+).

La Figura 32 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones numero 1039 y 1937
(2X35S/CPMV HT PDISP/HA B Brisbane (PrL-) NOS y 2X35S/CPMV160+ PDISP/HA B Brisbane (PrL-) NOS,
respectivamente; ver el Ejemplo 5.7). La construccion nimero 1039 incorpora una secuencia de CPMV-HT de la
técnica anterior (5’UTR de CMPV con coddn de inicio mutado en la posicion 161 fusionado a una secuencia que
codifica una proteina M incompleta) y no comprende una secuencia kozak heteréloga entre la 5'UTR y la secuencia
de nucledtidos de interés (PDISP/HA B Brisbane (PrL-)). La construccion numero 1937 incluye una 5UTR de CPMV
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que comprende 160 nucledtidos, un fragmento de relleno (sitio de clonacion multiple) y una secuencia kozak de plantas
(esta construccion no comprende una secuencia que codifica una proteina M incompleta) y es un ejemplo de una
construccion basada en CPMV160+ (CPMVX+, donde X=160). PDISP: péptido sefial de proteina disulfuro isomerasa;
NOS: terminador de nopalina sintasa; PrL-: bucle proteolitico eliminado. La Figura 32A muestra una representacion
esquematica de la construccion nimero 1937 (2X35S/CPMV160+; una construccion basada en CPMVX+, donde
X=160).

La Figura 33 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones nimero 1067 y 1977
(2X35S/CPMV HT PDISP/HA B Brisbane (Prl-)+H1 California TMCT NOS y 2X35S/CPMV 160+ PDISP/HA B Brisbane
(PrL-)+H1 California TMCT NOS, respectivamente; ver el Ejemplo 5.14). La construccién nimero 1067 incorpora una
secuencia de CPMV-HT de la técnica anterior (5UTR de CMPV con codén de inicio mutado en la posicion 161
fusionado a una secuencia que codifica una proteina M incompleta) y no comprende una secuencia kozak heteréloga
entre la 5'UTR y la secuencia de nucleétidos de interés (PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT). La
construccion ndmero 1977 incluye una 5’UTR de CPMV que comprende 160 nucledtidos, un fragmento de relleno
(sitio de clonacion multiple) y una secuencia kozak de plantas (esta construccion no comprende una secuencia que
codifica una proteina M incompleta) y es un ejemplo de una construcciéon basada en CPMV160+ (CPMVX+, donde
X=160). PDISP: péptido sefial de proteina disulfuro isomerasa; NOS: terminador de nopalina sintasa; PrL-: bucle
proteolitico eliminado; TMCT: cola citoplasmatica del dominio transmembrana. La Figura 33A muestra la secuencia de
nucleétidos de PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT (SEQ ID NO: 95). La Figura 33B muestra la
secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT (SEQ ID NO: 96). La Figura 33C
muestra una representacion esquematica de la construccion numero 1067 (2X35S/CPMV HT; construccion de
referencia). La Figura 33D muestra una representacion esquematica de la construccion numero 1977
(2X35S/CPMV160+; una construccion basada en CPMVX+, donde X=160).

La Figura 34 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones nimero 2072 y 2050
(2X35S/CPMV HT PDISP/HA B Massachusetts (PrL-) NOS y 2X35S/CPMV160+ PDISP/HA B Massachusetts (PrL-)
NOS, respectivamente; ver el Ejemplo 5.15). La construccion niumero 2072 incorpora una secuencia de CPMV-HT de
la técnica anterior (5’UTR de CMPV con codon de inicio mutado en la posicion 161 fusionado a una secuencia que
codifica una proteina M incompleta) y no comprende una secuencia kozak heteréloga entre la 5'UTR y la secuencia
de nucledtidos de interés (PDISP/HA B Massachusetts (PrL-)). La construcciéon nimero 2050 incluye una 5UTR de
CPMV que comprende 160 nucledtidos, un fragmento de relleno (sitio de clonaciéon multiple) y una secuencia kozak
de plantas (esta construccion no comprende una secuencia que codifica una proteina M incompleta) y es un ejemplo
de una construccion basada en CPMV160+ (CPMVX+, donde X=160). PDISP: péptido sefal de proteina disulfuro
isomerasa; NOS: terminador de nopalina sintasa; PrL-: bucle proteolitico eliminado. La Figura 34A muestra la
secuencia de nucleotidos de PDISP/HA B Massachusetts (PrL-) (SEQ ID NO: 97). La Figura 34B muestra la secuencia
de aminoacidos de PDISP/HA B Massachusetts (PrL-) (SEQ ID NO: 98). La Figura 34C muestra una representacion
esquematica de la construccion nimero 2072 (2X35S/CPMV HT; construccion de referencia). La Figura 34D muestra
una representacion esquematica de la construccion numero 2050 (2X35S/CPMV160+; una construccion basada en
CPMVX+, donde X=160).

La Figura 35 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones nimero 2074 y 2060
(2X35S/CPMV HT PDISP/HA B Massachusetts (PrL-)+H1 California TMCT NOS y 2X35S/CPMV160+ PDISP/HA B
Massachusetts (PrL-)+H1 California TMCT NOS, respectivamente; ver el Ejemplo 5.16). La construccién numero 2074
incorpora una secuencia de CPMV-HT de la técnica anterior (5UTR de CMPV con coddn de inicio mutado en la
posicion 161 fusionado a una secuencia que codifica una proteina M incompleta) y no comprende una secuencia kozak
heterdloga entre la 5'UTR y la secuencia de nucledtidos de interés (PDISP/HA B Massachusetts (PrL-)+H1 California
TMCT). La construccién nimero 2060 incluye una 5’'UTR de CPMV que comprende 160 nucleétidos, un fragmento de
relleno (sitio de clonacion multiple) y una secuencia kozak de plantas (esta construccion no comprende una secuencia
que codifica una proteina M incompleta) y es un ejemplo de una construccion basada en CPMV160+ (CPMVX+, donde
X=160). PDISP: péptido sefial de proteina disulfuro isomerasa; NOS: terminador de nopalina sintasa; PrL-: bucle
proteolitico eliminado; TMCT: cola citoplasmatica del dominio transmembrana. La Figura 35A muestra la secuencia de
nucleétidos de PDISP/HA B Massachusetts (PrL-)+H1 California TMCT (SEQ ID NO: 99). La Figura 35B muestra la
secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Massachusetts (PrL-)+H1 California TMCT (SEQ ID NO: 100). La Figura
35C muestra una representacion esquematica de la construccion nimero 2074 (2X35S/CPMV HT; construccion de
referencia). La Figura 35D muestra una representacion esquematica de la construccion numero 2060
(2X35S/CPMV160+; una construccion basada en CPMVX+, donde X=160).

La Figura 36 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones nimero 1445, 1820
y 1975 (2X35S/CPMV HT HA B Wisconsin (PrL-) NOS, 2X35S/CPMV160+ HA B Wisconsin (PrL-) NOS vy
2X35S/CPMV160 HA B Wisconsin (PrL-) NOS, respectivamente; ver el Ejemplo 15.17). La construccion nimero 1445
incorpora una secuencia de CPMV-HT de la técnica anterior (5UTR de CMPV con coddn de inicio mutado en la
posicion 161 fusionado a una secuencia que codifica una proteina M incompleta) y no comprende una secuencia kozak
heterdloga entre la 5'UTR y la secuencia de nucleoétidos de interés (HA B Wisconsin (PrL-)). La construccién nimero
1820 incluye una 5UTR de CPMV que comprende 160 nucledtidos, un fragmento de relleno (sitio de clonacion
multiple) y una secuencia kozak de plantas (esta construccion no comprende una secuencia que codifica una proteina
M incompleta) y es un ejemplo de una construccién basada en CPMV 160+ (CPMVX+, donde X=160). La construccion
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namero 1975 incluye una 5UTR de CPMV que comprende 160 nucleétidos, y no incluye un fragmento de relleno (sitio
de clonacion multiple) o una secuencia kozak de plantas (esta construccion tampoco comprende una secuencia que
codifica una proteina M incompleta) y es un ejemplo de una construccién basada en "CPMV160" (CPMVX). PrL-: bucle
proteolitico eliminado; NOS: terminador de nopalina sintasa. La Figura 36A muestra la secuencia de nucledtidos de
HA B Wisconsin (PrL-) (SEQ ID NO: 101). La Figura 36B muestra la secuencia de aminoacidos de HA B Wisconsin
(PrL-) (SEQ ID NO: 102). La Figura 36C muestra una representacion esquematica de la construccion numero 1445
(2X35S/CPMV HT; construccion de referencia). La Figura 36D muestra una representacion esquematica de la
construccion nimero 1820 (2X35S/CPMV160+; una construccion basada en CPMVX+). La Figura 36E muestra una
representacion esquematica de la construccion ndmero 1975 (2X35S/CPMV160; una construccion basada en CPMVX,
donde X=160).

La Figura 37 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones nimero 1454 y 1893
(2X35S/CPMV HT HA B Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT NOS y 2X35S/CPMV160+ HA B Wisconsin (PrL-)+H1
California TMCT NOS, respectivamente; ver el Ejemplo 5.18). La construccion niumero 1454 incorpora una secuencia
de CPMV-HT de la técnica anterior (5'UTR de CMPV con coddén de inicio mutado en la posicién 161 fusionado a una
secuencia que codifica una proteina M incompleta) y no comprende una secuencia kozak heteréloga entre la 5UTR y
la secuencia de nucleétidos de interés (HA B Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT). La construcciéon numero 1893
incluye una 5’'UTR de CPMV que comprende 160 nucledtidos, un fragmento de relleno (sitio de clonacion multiple) y
una secuencia kozak de plantas (esta construccion no comprende una secuencia que codifica una proteina M
incompleta) y es un ejemplo de una construccion basada en CPMV160+ (CPMVX+, donde X=160). NOS: terminador
de nopalina sintasa; PrL-: bucle proteolitico eliminado; TMCT: cola citoplasmatica del dominio transmembrana. La
Figura 37A muestra la secuencia de nucleétidos de HA B Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT (SEQ ID NO: 103). La
Figura 37B muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT (SEQ ID NO:
104). La Figura 37C muestra una representacion esquematica de la construccion numero 1454 (2X35S/CPMV HT;
construccion de referencia). La Figura 37D muestra una representacion esquematica de la construccion nimero 1893
(2X35S/CPMV160+; una construccion basada en CPMVX+, donde X=160).

La Figura 38 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones numero 1067 y 1875
(2X35S/CPMV HT PDISP/HA B Brisbane (Prl-)+H1 California TMCT NOS y 2X35S/CPMV HT+ PDISP/HA B Brisbane
(PrL-)+H1 California TMCT NOS, respectivamente; ver el Ejemplo 5.19). La construccién nimero 1067 incorpora una
secuencia de CPMV-HT de la técnica anterior (5UTR de CMPV con codén de inicio mutado en la posicion 161
fusionado a una secuencia que codifica una proteina M incompleta) y no comprende una secuencia kozak heteréloga
entre la 5’'UTR y la secuencia de nucleétidos de interés (PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT). La
construccion nimero 1875 incluye una 5’UTR de CPMV que comprende 160 nucleétidos, un fragmento de relleno que
comprende una proteina M incompleta, un sitio de clonaciéon mdltiple y una secuencia Kozak de plantas y es un ejemplo
de una construccion basada en CPMV HT+. PDISP: péptido sefial de proteina disulfuro isomerasa; NOS: terminador
de nopalina sintasa; PrL-: bucle proteolitico eliminado; TMCT: cola citoplasmatica del dominio transmembrana. La
Figura 38A muestra la secuencia de nucleotidos de PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT (SEQ ID NO:
105). La Figura 38B muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT (SEQ
ID NO: 106). La Figura 38C muestra una representacion esquematica de la construccion numero 1875
(2X35S/CPMV160+).

La Figura 39 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones nimero 2072 y 2052
(2X35S/CPMV HT PDISP/HA B Massachusetts (PrL-) NOS y 2X35S/CPMV HT+ PDISP/HA B Massachusetts (PrL-)
NOS, respectivamente; ver el Ejemplo 5.20). La construccion nimero 2072 incorpora una secuencia de CPMV-HT de
la técnica anterior (5’UTR de CMPV con codon de inicio mutado en la posicion 161 fusionado a una secuencia que
codifica una proteina M incompleta) y no comprende una secuencia kozak heteréloga entre la 5'UTR y la secuencia
de nucledtidos de interés (PDISP/HA B Massachusetts (PrL-)). La construcciéon nimero 2052 incluye una 5UTR de
CPMV que comprende 160 nucleétidos, un fragmento de relleno que comprende una proteina M incompleta, un sitio
de clonacién multiple y una secuencia kozak de plantas y es un ejemplo de una construccién basada en CPMV HT+.
PDISP: péptido sefal de proteina disulfuro isomerasa; NOS: terminador de nopalina sintasa; PrL-: bucle proteolitico
eliminado. La Figura 39A muestra la secuencia de nucledtidos de PDISP/HA B Massachusetts (PrL-) (SEQ ID NO:
107). La Figura 39B muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Massachusetts (PrL-) (SEQ ID NO: 108).
La Figura 39C muestra una representacion esquematica de la construccion nimero 2052 (2X35S/CPMV HT+).

La Figura 40 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones nimero 2074 y 2062
(2X35S/CPMV HT PDISP/HA B Massachusetts (PrL-)+H1 California TMCT NOS y 2X35S/CPMV HT+ PDISP/HA B
Massachusetts (PrL-)+H1 California TMCT NOS, respectivamente; ver el Ejemplo 5.21). La construccién numero 2074
incorpora una secuencia de CPMV-HT de la técnica anterior (5UTR de CMPV con coddén de inicio mutado en la
posicion 161 fusionado a una secuencia que codifica una proteina M incompleta) y no comprende una secuencia kozak
heterdloga entre la 5'UTR y la secuencia de nucledtidos de interés (PDISP/HA B Massachusetts (PrL-)+H1 California
TMCT). La construccion numero 2062 incluye una 5’'UTR de CPMV que comprende 160 nucleétidos, un fragmento de
relleno que comprende una proteina M incompleta, un sitio de clonaciéon mdltiple y una secuencia kozak de plantas y
es un ejemplo de una construccion basada en CPMV HT+. PDISP: péptido sefial de proteina disulfuro isomerasa;
NOS: terminador de nopalina sintasa; PrL-: bucle proteolitico eliminado; TMCT: cola citoplasmatica del dominio
transmembrana. La Figura 40A muestra la secuencia de nucleétidos de PDISP/HA B Massachusetts (PrL-)+H1
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California TMCT (SEQ ID NO: 109). La Figura 40B muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B
Massachusetts (PrL-)+H1 California TMCT (SEQ ID NO: 110). La Figura 40C muestra una representacion esquematica
de la construccion nimero 2062 (2X35S/CPMV HT+).

La Figura 41 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones nimero 1445y 1839
(2X35S/CPMV HT HA B Wisconsin (PrL-) NOS, y 2X35S/CPMV HT+ HA B Wisconsin (PrL-) NOS, respectivamente;
ver el Ejemplo 5.22). La construcciéon nimero 1445 incorpora una secuencia de CPMV-HT de la técnica anterior (5'UTR
de CMPV con codén de inicio mutado en la posicién 161 fusionado a una secuencia que codifica una proteina M
incompleta) y no comprende una secuencia kozak heteréloga entre la 5'UTR y la secuencia de nucledétidos de interés
(HA B Wisconsin (PrL-)). La construccién nimero 1839 incluye una 5UTR de CPMV que comprende 160 nucledtidos,
un fragmento de relleno que comprende una proteina M incompleta, un sitio de clonacién multiple y una secuencia
Kozak de plantas y es un ejemplo de una construcciéon basada en CPMV HT+. PrL-: bucle proteolitico eliminado; NOS:
terminador de nopalina sintasa. La Figura 41A muestra la secuencia de nucleétidos de HA B Wisconsin (PrL-) (SEQ
ID NO: 111). La Figura 41B muestra la secuencia de aminoacidos de HA B Wisconsin (PrL-) (SEQ ID NO: 112). La
Figura 41C muestra una representacion esquematica de la construccion nimero 1839 (2X35S/CPMV HT+).

La Figura 42 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones nimero 1454 y 1860
(2X35S/CPMV HT HA B Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT NOS y 2X35S/CPMV HT+ HA B Wisconsin (PrL-)+H1
California TMCT NOS, respectivamente; ver el Ejemplo 5.23). La construccion nimero 1454 incorpora una secuencia
de CPMV-HT de la técnica anterior (5'UTR de CMPV con coddén de inicio mutado en la posicién 161 fusionado a una
secuencia que codifica una proteina M incompleta) y no comprende una secuencia kozak heteréloga entre la 5UTR y
la secuencia de nucleétidos de interés (HA B Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT). La construcciéon numero 1860
incluye una 5’'UTR de CPMV que comprende 160 nucledtidos, un fragmento de relleno que comprende una proteina
M incompleta, un sitio de clonacién multiple y una secuencia Kozak de plantas y es un ejemplo de una construccion
basada en HT+ de CPMV. NOS: terminador de nopalina sintasa; PrL-: bucle proteolitico eliminado; TMCT: cola
citoplasmatica del dominio transmembrana. La Figura 42A muestra la secuencia de nucleétidos de HA B Wisconsin
(PrL-)+H1 California TMCT (SEQ ID NO: 113). La Figura 42B muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B
Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT (SEQ ID NO: 114). La Figura 42C muestra una representacion esquematica de
la construccion nimero 1893 (2X35S/CPMV HT+).

La Figura 43 muestra los componentes de secuencia usados para preparar la construccion nimero 489 (2X35S/CPMV
HT H5 Indonesia NOS, ver el Ejemplo 5.24). La construccion nimero 489 incorpora una secuencia de CPMV-HT
(5’'UTR de CMPV con coddén de inicio mutado en la posicion 161 fusionado a una secuencia que codifica una proteina
M incompleta) y no comprende una secuencia kozak heterdloga entre la 5'UTR y la secuencia de nucleétidos de interés
(PDISP/H1 California). La Figura 43A muestra la secuencia de nucleétidos de H5 Indonesia nativa (SEQ ID NO: 115).
La Figura 43B muestra la secuencia de aminoacidos de H5 Indonesia nativa (SEQ ID NO: 116). La Figura 43C muestra
una representacion esquematica de la construccion nimero 489 (2X35S/CPMV HT; construccion de referencia).

La Figura 44 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar la construccion numero 1800 (A-2X35S
CPMV160+ PDISP H3Victoria NOS; ver el ejemplo 5.25). La construccion namero 1800 incluye una 5’UTR de CPMV
que comprende 160 nucledtidos, un fragmento de relleno (sitio de clonacion multiple) y una secuencia kozak de plantas
(esta construccion no comprende una secuencia que codifica una proteina M incompleta) y es un ejemplo de una
construccion basada en CPMV160+ (CPMVX+, donde X=160). PDISP: péptido sefial de proteina disulfuro isomerasa.
NOS: terminador de nopalina sintasa. La Figura 44A muestra la secuencia del cebador IF**(Sacll)-PDIl.s1+4c (SEQ ID
NO: 117). La Figura 44B muestra la secuencia del cebador IF-H3V36111.s1-4r (SEQ ID NO: 118). La Figura 44C
muestra la secuencia de PDISP/H3 Victoria (SEQ ID NO: 119). La Figura 44D muestra una representacion
esquematica de la construccién 2171 (se indican los sitios de enzimas de restriccion Sacll y Stul usados para la
linealizacion de plasmidos). La Figura 44E muestra la construccion 2171 desde el limite izquierdo al derecho del ADN-
t (subrayados), 2X35S/CPMV160+/NOS con casete de expresion de inhibidor de silenciamiento de plastocianina-P19-
plastocianina, una cola citoplasmatica transmembrana de H1 California y la 3’UTR de CPMV (SEQ ID NO: 120). La
Figura 44F muestra el casete de expresion nimero 1800 desde el promotor 2X35S hasta el terminador NOS. La
secuencia de nucledtidos de PDISP/H3 Victoria esta subrayada; la 5'UTR se muestra en negrita; la secuencia kozak
de plantas esta subrayada doble; un fragmento de relleno (sitio de clonacién multiple) de 16 pares de bases se ubica
entre la 5'UTR y la secuencia Kozak de plantas (SEQ ID NO: 121). La Figura 44G muestra la secuencia de aminoacidos
de PDISP/H3 Victoria (SEQ ID NO: 122). La Figura 44H muestra una representacion esquematica de la construccion
numero 1800 (una construcciéon basada en CPMVX+, donde X=160).

La Figura 45 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar la construccion numero 1819 (2X35S
CPMV-HT+ PDISP H3Victoria NOS). La construccion nimero 1819 incorpora una secuencia de CPMV-HT+ (5°UTR
de CMPV con codoén de inicio mutado en la posicién 161 fusionado a un fragmento de relleno que codifica una proteina
M incompleta, un sitio de clonacién multiple, y comprende una secuencia kozak de plantas entre el sitio de clonacion
multiple y la secuencia de nucleétidos de interés (PDISP/H3 Victoria)). PDISP: péptido sefal de proteina disulfuro
isomerasa. NOS: terminador de nopalina sintasa. La Figura 45A muestra la secuencia del cebador IF(Sacll)-
Kozac_PDl.c (SEQ ID NO: 123). La Figura 45B muestra la secuencia del cebador IF-H3V36111.s1-4r (SEQ ID NO:
124). La Figura 45C muestra una representacion esquematica de la construccion 2181. La Figura 45D muestra la
secuencia para la construccion 2181 (bordes de ADN-t de izquierda a derecha, subrayados; 2X35S/CPMV-HT+/NOS
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con casete de expresion de inhibidor de silenciamiento de plastocianina-P19-plastocianina; SEQ ID NO: 126). La
Figura 45E muestra el casete de expresion nimero 1819 desde el promotor 2X35S hasta el terminador NOS. La
secuencia de nucleétidos de PDISP/H3 Victoria esta subrayada (SEQ ID NO: 127). La Figura 45F muestra una
representacion esquematica de la construccion 1819.

La Figura 46A muestra la actividad de hemaglutinacion relativa de HA nativa de H7 Hangzhou y HA modificada de H7
Hangzhou, con bucle proteolitico eliminado cuando se coexpresa con M2. La HA nativa y modificada de H7 Hangzhou
(construcciones # 2142 y 2152, ver los ejemplos 5.33 y 5.34) se expresaron en presencia de M2 (construccion # 1261,
ver el ejemplo 5.1) y se purificaron a partir de plantas. La Figura 46B muestra el rendimiento de proteina HA nativa de
H7 Hangzhou (construccion # 2142) y HA modificada de H7 Hangzhou, con bucle proteolitico eliminado (construccion
# 2152). La Figura 46C muestra un analisis de SDS-PAGE, donde el carril 2 muestra HA modificada de H7 Hangzhou
purificada con bucle proteolitico eliminado (construccion nim. 2152) y el carril 3 muestra la HA nativa de H7 Hangzhou
purificada (construccion num. 2142). Para cada carril, se cargaron 2 ug de proteina total en el gel. La pureza de los
perfiles de proteinas es similar para ambas construcciones.

La Figura 47A muestra la resistencia a la tripsina entre la proteina HA nativa y la HA modificada con el bucle proteolitico
reemplazado con un enlazador GG (prl-), la HA modificada con el bucle proteolitico reemplazado con un enlazador
TETQ (TETQ) y la HA modificada con el bucle proteolitico reemplazado con un enlazador TETR (TETR). Las
construcciones de VLP de HA nativa (# 489), PRL- (# 928), TETQ (# 766) y TETR (# 676) de H5 Indonesia fueron
purificadas. Para cada lote, se volvieron a suspender dos muestras de VLP de HA en tampdn (Na/KPo4 100 mM, NaCl
150 mM, TWEEN 80 al 0,01 %) a pH 7,4 a una concentracion objetivo de 150 ug/ml. Se afadié tripsina en una
proporcion de proteina 1:100 a una muestra resuspendida. Las muestras se incubaron durante 30, 60 y 120 minutos
a temperatura ambiente. 30 yl del extracto no digerido (control) y 30 pl de los extractos digeridos se cargaron en gel
SDS-PAGE, que se tifié con azul de Coomassie. La Figura 47B muestra la inmunogenicidad (titulo de HI) de VLP de
H5 nativa y sus contrapartes mutantes (prl-, TETQ y TETR) en ratones después de dos dosis. Las barras representan
la comparacion de titulos de Hl relativos (%) de cada VLP de los mutantes H5 con la VLP de H5 nativa.

La Figura 48 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar la construccién ndmero 2220
(2X35S/CPMV HT+/PDISP/H2 Singapore/NOS, ver el Ejemplo 5.27). La Figura 48A muestra la secuencia de
nucleotidos del cebador IF**-H2S157.s1-6r (SEQ ID NO: 127). La Figura 48B muestra la secuencia de nucleétidos de
PDISP/H2 Singapore (SEQ ID NO: 128). La Figura 48C muestra la secuencia de nucleétidos del casete de expresion
namero 2220 desde el promotor 2X35S al terminador NOS. La secuencia de nucleétidos de PDISP/H2 Singapore esta
subrayada. La Figura 48D muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/H2 Singapore. La Figura 48E muestra una
representacion esquematica de la construccion nimero 2220.

La Figura 49 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar la construcciéon ndmero 2221
(2X35S/CPMV HT+/PDISP/H2 Singapore con bucle proteolitico eliminado/NOS, ver el Ejemplo 5.28). La Figura 49A
muestra la secuencia de nucleétidos del cebador H2S157(Prl-).r (SEQ ID NO: 131). La Figura 49B muestra la
secuencia de nucleotidos del cebador H2S157(Prl-).c (SEQ ID NO: 132) La Figura 49C muestra la secuencia de
nucledtidos del casete de expresion niumero 2221 desde el promotor 2X35S al terminador NOS. La secuencia de
nucleotidos de PDISP/H2 Singapore esta subrayada (SEQ ID NO: 133). La Figura 49D muestra la secuencia de
aminoacidos de PDISP/H2 Singapore con bucle proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 134). La Figura 49E muestra una
representacion esquematica de la construccion nimero 2221.

La Figura 50 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones numero 2222
(2X35S/CPMV 160+/PDISP/H2 Singapore) y 2223 (2X35S/CPMV 160+/PDISP/H2 Singapore con bucle proteolitico
eliminado/NOS), ver el Ejemplo 5.29). La Figura 50A muestra la secuencia de nucleétidos del casete de expresion
namero 2222 desde el promotor 2X35S hasta el terminador NOS. La secuencia de nucledtidos de PDISP/H2 Singapore
esta subrayada (SEQ ID NO: 135). La Figura 50B muestra la secuencia de nucleétidos del casete de expresion nimero
2223 desde el promotor 2X35S hasta el terminador NOS. La secuencia de nucleétidos de PDISP/H2 Singapore con
bucle proteolitico eliminado esta subrayada (SEQ ID NO: 136). La Figura 50C es una representacion esquematica de
la construccion nimero 2222 La Figura 50D es una representacion esquematica de la construcciéon nimero 2223.

La Figura 51 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar la construccién ndmero 2219
(2X35S/CPMV HT+ PDISP/H3 Perth) y 2139 (2X35S/CPMV 160+/PDISP/H3 Perth), ver el Ejemplo 5.30). La Figura
51A muestra la secuencia de nucleétidos de PDISP/H3 Perth (SEQ ID NO: 137). La Figura 51B muestra la secuencia
de nucledtidos del cebador IF**-H3P1609.S1-6r (SEQ ID NO: 138). La Figura 51C muestra la secuencia de
aminoacidos de PDISP/H3 Perth (SEQ ID NO: 139). La figura 51D muestra una representacion esquematica de la
construccion nimero 2219. La Figura 51E muestra una representacion esquematica de la construcciéon nimero 2139.

La Figura 52 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones numero 2039
(2X35S/CPMV HT+ PDISP/H3 Perth con bucle proteolitico eliminado) y 2159 (2X35S/CPMV 160+ PDISP/H3 Perth
con bucle proteolitico eliminado) ver el Ejemplo 5.31). La Figura 52A muestra la secuencia de nucleétidos de PDISP/H3
Perth con bucle proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 140). La Figura 52B muestra la secuencia de nucleétidos del
cebador H3P1609(Prl-)#2.r (SEQ ID NO: 141). La Figura 52C muestra la secuencia de nuclettidos del cebador
H3P1609(Prl-)#2.c (SEQ ID NO: 142). La Figura 52D muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/H3 Perth con
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bucle proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 143). La Figura 52E muestra una representacion esquematica de la
construccion numero 2039. La Figura 52F muestra una representacion esquematica de la construcciéon nimero 2159.

La Figura 53 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones numero 2230
(2X35S/CPMV HT+ PDISP/H3 Victoria con bucle proteolitico eliminado) y 2250 (2X35S/CPMV 160+ PDISP/H3 Victoria
con bucle proteolitico eliminado) ver el Ejemplo 5.32). La Figura 53A muestra la secuencia de nucleétidos de PDISP/H3
Victoria con bucle proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 144). La Figura 53B muestra la secuencia de nucleétidos del
cebador H3V36111(Prl-).r (SEQ ID NO: 145). La Figura 53C muestra la secuencia de nucleétidos del cebador
H3V36111(Prl-).c (SEQ ID NO: 146). La Figura 53D muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/H3 Victoria con
bucle proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 147). La Figura 53E muestra una representacion esquematica de la
construccion numero 2230. La Figura 53F muestra una representacion esquematica de la construcciéon nimero 2250.

La Figura 54 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar la construcciéon ndmero 2142
(2X35S/CPMV HT+/PDISP/H7 Hangzhou/NOS), ver el Ejemplo 5.33). La Figura 54A muestra la secuencia de
nucledtidos de PDISP/H7 Hangzhou (SEQ ID NO: 148). La Figura 54B muestra la secuencia de nucleétidos del
cebador IF*-H7H113.s1-6r (SEQ ID NO: 149). La Figura 54C muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/H7
Hangzhou (SEQ ID NO: 150). La Figura 53D muestra una representacion esquematica de la construccién nimero
2142.

La Figura 55 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar la construcciéon ndmero 2152
(2X35S/CPMV HT+/PDISP/H7 Hangzhou con bucle proteolitico eliminado/NOS), ver el Ejemplo 5.34). La Figura 55A
muestra la secuencia de nucledtidos de PDISP/H7 Hangzhou con bucle proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 151). La
Figura 55B muestra la secuencia de nucledtidos del cebador H7H113(PrL-).r (SEQ ID NO: 152). La Figura 55C muestra
la secuencia de nucleétidos del cebador H7H113(PrL-).c (SEQ ID NO: 153). La Figura 55D muestra la secuencia de
aminoacidos de PDISP/H7 Hangzhou con bucle proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 154). La Figura 53E muestra una
representacion esquematica de la construccion nimero 2152.

La Figura 56 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones numero 2224
(2X35S/CPMV HT+ PDISP/H9 Hong Kong) y 2226 (2X35S/CPMV 160+ PDISP/H9 Hong Kong), ver el Ejemplo 5.35).
La Figura 56A muestra la secuencia de nucleétidos de PDISP/H9 Hong Kong (SEQ ID NO: 155). La Figura 56B
muestra la secuencia de nucleotidos del cebador IF**-HIHK107399.S1-6r (SEQ ID NO: 156). La Figura 56C muestra
la secuencia de aminoacidos de PDISP/H9 Hong Kong (SEQ ID NO: 157). La Figura 56D muestra una representacion
esquematica de la construccion nimero 2224. La Figura 56E muestra una representacion esquematica de la
construccion numero 2226.

La Figura 57 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones numero 2225
(2X35S/CPMV HT+ PDISP/H9 Hong Kong con bucle proteolitico eliminado) y 2227 (2X35S/CPMV 160+ PDISP/H9
Hong Kong con bucle proteolitico eliminado) ver el Ejemplo 5.36. La Figura 57A muestra la secuencia de nucleétidos
de PDISP/H9 Hong Kong con bucle proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 158). La Figura 57B muestra la secuencia de
nucleotidos del cebador HOHK107399(Prl-).r (SEQ ID NO: 159). La Figura 57C muestra la secuencia de nucleotidos
del cebador HOHK107399(Prl-).c (SEQ ID NO: 160). La Figura 57D muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/H9
Hong Kong con bucle proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 161). La Figura 57E muestra una representacion
esquematica de la construccion ndimero 2225. La Figura 57F muestra una representacion esquematica de la
construccion nimero 2227.

La Figura 58 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar la construcciéon ndmero 2013
(2X35S/CPMV 160 +/PDISP/HA B Malaysia/NOS), ver el Ejemplo 5.37. La Figura 58A muestra la secuencia de
nucledtidos de PDISP/HA B Malaysia (SEQ ID NO: 162). La Figura 58B muestra la secuencia de nucleétidos del
cebador IF**-HBM250604.S1-6r (SEQ ID NO: 163). La Figura 58C muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/HA
B Malaysia (SEQ ID NO: 164). La Figura 58D muestra una representacion esquematica de la construccion numero
2013.

La Figura 59 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar la construcciéon ndmero 2014
(2X35S/CPMV 160+/PDISP/HA B Malaysia con bucle proteolitico eliminado/NOS) ver el Ejemplo 5.38. La Figura 59A
muestra la secuencia de nucleétidos de PDISP/HA B Malaysia con bucle proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 165). La
Figura 59B muestra la secuencia de nucleétidos del cebador HBM250604(PrL-).r (SEQ ID NO: 166). La Figura 59C
muestra la secuencia de nucledtidos del cebador HBM250604(PrL-).c (SEQ ID NO: 167). La Figura 59D muestra la
secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Malaysia con bucle proteolitico eliminado (SEQ ID NO: 168). La Figura
59E muestra una representacion esquematica de la construccion niumero 2014.

La Figura 60 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones numero 2070
(2X35S/CPMV HT PDISP/HA B Massachusetts), 2080 (2X35S/CPMV HT+ PDISP/HA B Massachusetts) y 2090
(2X35S/CPMV 160+ PDISP/HA B Massachusetts) ver el Ejemplo 5.39. La Figura 60A muestra la secuencia de
nucleotidos de PDISP/HA B Massachusetts (SEQ ID NO: 169). La Figura 60B muestra la secuencia de aminoacidos
de PDISP/HA B Massachusetts (SEQ ID NO: 170). La Figura 60C muestra una representacion esquematica de la
construccion numero 2070. La Figura 60D muestra una representacion esquematica de la construcciéon nimero 2080.
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La Figura 60E muestra una representacion esquematica de la construccion nimero 2090.

La Figura 61 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones numero 2102
(2X35S/CPMV HT PDISP/HA B Florida con bucle proteolitico eliminado) y 2104 (2X35S/CPMV HT+/BeYDV/PDISP/HA
B Florida con bucle proteolitico eliminado), ver el Ejemplo 5.40. La Figura 61A muestra la secuencia de nucleotidos
del cebador HBF406(PrL-).r (SEQ ID NO: 190). La Figura 61B muestra la secuencia de nucleétidos del cebador
HBF406(PrL-).c (SEQ ID NO: 191). La Figura 61C muestra la secuencia de nucleétidos del cebador IF*-HBF406.s1-
6r (SEQ ID NO: 192). La Figura 61D muestra la secuencia de nucleétidos de PDISP/HA B Florida con bucle proteolitico
eliminado. La Figura 61E muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Florida con bucle proteolitico
eliminado. La Figura 61F muestra la secuencia de nucledtidos del casete de expresion numero 2102. La Figura 61G
muestra la representacion esquematica de la construccion numero 2102. La Figura 61H muestra la secuencia de
nucledtidos del casete de expresion ndmero 2104. La Figura 611 muestra la representacion esquematica de la
construcciéon numero 2104.

La Figura 62 muestra los componentes de secuencia utilizados para preparar las construcciones numero 2106
(2X35S/CPMV  HT+/PDISP/B Florida+H1 California TMCT con bucle proteolitico eliminado/NOS) y 2108
(2X35S/CPMV HT+/BeYDV/PDISP/B Florida +H1 California TMCT con bucle proteolitico eliminado/NOS) ver el
Ejemplo 5.41. La Figura 62A muestra la secuencia de nucleétidos del cebador IF-H1cTMCT.S1-4r (SEQ ID NO: 197).
La Figura 62B muestra la secuencia de nucleotidos de PDISP/HA B Florida+H1Cal TMCT con bucle proteolitico
eliminado (SEQ ID NO: 198). La Figura 62C muestra la secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Florida+H1Cal
TMCT con bucle proteolitico eliminado. La Figura 62D muestra la secuencia de nucleétidos del casete de expresion
numero 2106. La Figura 62E muestra la representacion esquematica de la construccién nimero 2106. La Figura 62F
muestra la secuencia de nucleétidos del casete de expresion numero 2108. La Figura 62G muestra la representacion
esquematica de la construcciéon nimero 2108.

Descripcion detallada
La siguiente descripcion es de una modalidad preferida.
La presente invencion se refiere a particulas similares a virus (VLP) y a métodos de produccion en plantas.

La presente invencion proporciona, en parte, un método para producir una particula similar a virus (VLP) en una planta.
El método implica introducir un acido nucleico en la planta. El acido nucleico comprende una region reguladora activa
en la planta y unida operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica una hemaglutinina (HA) de la gripe
tipo B. La HA comprende un bucle proteolitico completamente eliminado. La planta se incuba en condiciones que
permiten la expresion del acido nucleico, produciendo asi la VLP. Si se desea, se puede cosechar la planta y purificar
la VLP.

La VLP se puede usar para preparar una composicion que comprende una dosis eficaz de la VLP para inducir una
respuesta inmunitaria, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En este documento se proporciona, ademas, una hemaglutinina modificada, en la que el bucle proteolitico esta
completamente eliminado.

La presente invencion proporciona, ademas, materia vegetal que comprende la VLP producida mediante la expresion
de los acidos nucleicos descritos anteriormente. La materia vegetal puede usarse para inducir inmunidad contra una
infeccion por virus de la gripe en un sujeto. La materia vegetal también se puede mezclar como un complemento
alimenticio.

La VLP descrita también puede producirse al proporcionar una planta que comprende un acido nucleico como se
definié anteriormente, e incubar la planta o parte de la planta en condiciones que permitan la expresién del acido
nucleico, produciendo asi la VLP. La VLP puede comprender uno o mas de un lipido derivado de una planta. La VLP
se puede usar para preparar una composicion que comprende una dosis eficaz de la VLP para inducir una respuesta
inmunitaria, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La presente invencion proporciona, ademas, materia vegetal
que comprende la VLP producida mediante la expresion del acido nucleico. La materia vegetal puede usarse para
inducir inmunidad contra una infeccion por virus de la gripe en un sujeto. La materia vegetal también se puede mezclar
como un complemento alimenticio.

La VLP descrita comprende hemaglutinina (HA) de la gripe modificada. La HA modificada se deriva de la HA de tipo
B como se describe en los documentos WO 2009/009876; WO 2009/076778; WO 2010/003225; WO 2010/003235;
WO 2011/03522.

Proteina HA

El término "hemaglutinina" o "HA", como se usa en el presente documento, se refiere a una glucoproteina que se
encuentra en el exterior de las particulas virales de la gripe. La HA es una glicoproteina de membrana de tipo |
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homotrimérica, que generalmente comprende un péptido sefial, un dominio HA1 y un dominio HA2 que comprende un
sitio de anclaje que abarca la membrana en el extremo C-terminal y una cola citoplasmatica pequefa. Las secuencias
de nucledtidos que codifican HA son bien conocidas y estan disponibles; consulte, por ejemplo, la base de BioDefence
Public Health (virus de la gripe; consulte la URL: biohealthbase.org) o el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica
(consulte la URL: ncbi.nim.nih.gov).

El mondémero de HA puede subdividirse en tres dominios funcionales: un dominio de tallo o un grupo de dominios de
tallo (SDC), un dominio de cabeza globular o un grupo de dominios de cabeza (HDC) y un grupo de dominio
transmembrana (TDC). EI SDC y el HDC pueden denominarse colectivamente "ectodominio”. Una publicacion de Ha
y otros, 2002 (EMBO J. 21: 865-875) ilustra la orientacion relativa de los diferentes subdominios de SDC y HDC en
varios subtipos de gripe, sobre la base de las estructuras cristalograficas por rayos X.

La proteina HA se sintetiza como una proteina precursora (HAO) de aproximadamente 75 kDa, que se ensambla en
la superficie en una proteina trimérica alargada. La escision de la proteina precursora en un sitio de escision
conservado para la activacion produce 2 cadenas polipeptidicas, HA1 y HA2 (que comprende la region
transmembrana), unidas por un enlace disulfuro. La Figura 15 proporciona ejemplos no limitantes de secuencias de
aminoacidos de la region enlazadora para varias HA.

El término "homotrimero" u "homotrimérico" indica que un oligémero esta formado por tres moléculas de proteina HA.
Sin desear estar limitados por la teoria, la proteina HA se sintetiza como proteina precursora monomérica (HAO) de
aproximadamente 75 kDa, que se ensambla en la superficie en una proteina trimérica alargada. Antes de que se
produzca la trimerizacion, la proteina precursora se escinde en un sitio de escisiéon conservado para la activacion
(también denominado péptido de fusion) en 2 cadenas polipeptidicas, HA1 y HA2 (que comprende la region
transmembrana), unidas por un enlace disulfuro. El segmento HA1 puede tener 328 aminoacidos de longitud, y el
segmento HA2 puede tener 221 aminoacidos de longitud. Aunque esta escision puede ser importante para la
infectividad del virus, puede no ser esencial para la trimerizacion de la proteina o para la inmunogenicidad. La insercién
de HA dentro de la membrana del reticulo endoplasmico (ER) de la célula huésped, la escision del péptido sefial y la
glucosilacion de la proteina son eventos co-traduccionales. El replegamiento correcto de HA requiere la glucosilacion
de la proteina y la formacion de 5-6 enlaces disulfuro intracatenarios. El trimero de HA se ensambla dentro del complejo
cis y trans-Golgi, y el dominio transmembrana desempefia un papel en el proceso de trimerizacion. Las estructuras
cristalinas de las proteinas HA tratadas con bromelina, que carecen del dominio transmembrana, han mostrado una
estructura altamente conservada entre las cepas de gripe. También se ha establecido que la HA experimenta cambios
conformacionales importantes durante el proceso de infeccion, lo que requiere que el precursor HAO se escinda en las
2 cadenas polipeptidicas HA1 y HA2. La proteina HA puede procesarse (es decir, comprender los dominios HA1 y
HAZ2), o puede no procesarse (es decir, comprender el dominio HAOQ). La proteina precursora no procesada de HA se
sintetiza como una proteina precursora (HAO) de aproximadamente 75 kDa, que se ensambla en la superficie en una
proteina trimérica alargada. La proteina precursora se escinde en un sitio de escision conservado (también conocido
como bucle proteolitico) en 2 cadenas polipeptidicas, HA1 y HA2 (que comprende la region transmembrana), unidas
por un enlace disulfuro.

La proteina HA como se describe en el presente documento es una proteina HA modificada (también denominada "HA
mutante") en la que el bucle proteolitico estda completamente eliminado.

HA modificada/sitio de escision

Después de la escision de HAO, HA se vuelve sensible al pH, experimentando un cambio conformacional irreversible
en el pH del endosoma (<pH 6,0). La conformacion del precursor HAO es estable a pH bajo, pero la forma escindida
HA1-HA2 es metaestable (Bullough PA y otros, 1994, Nature. Vol. 371: 37-43). El umbral de pH que induce un cambio
conformacional en diferentes HA es aproximadamente pH 5,8-5,9 para las cepas B, mientras que es mas acido, pH
5,1 a 5,8, para HA tipo A (Beyer WEP y otros, 1986, Archives Virol, vol 90: 173). Después de la escision, el terminal
amino de HA2 es una secuencia no polar de 23 aminoacidos que luego se convierte en un dominio transmembrana
que atraviesa la membrana de la célula huésped (llamado péptido de fusion; Figura 15). El sitio de escision de una HA
esta ubicado en un bucle que sobresale en la superficie de la HA, y a este sitio pueden acceder las proteasas.

Para optimizar la produccion de vacuna en los huevos y mantener un virus activo pero atenuado, se ha estudiado la
modificacion del sitio de escision polibasico de H5 (RERRRKKR | G) (Horimoto T, y otros, 2006, Vaccine, Vol 24: 3669
-3676). Los mutantes de interés contenian una delecion de los 4 primeros aminoacidos cargados (RERR) y un
reemplazo de los aminoacidos RKKR con TETR que inactivan el sitio de escision polibasico, pero mantienen la
posibilidad de procesar HAO a HA1-HA2 a través del residuo de Arginina del motivo TETR (ver la Figura 19). NIBSC
emplea una estrategia similar para producir virus atenuados para abolir el sitio polibasico que permite producir con
altos rendimientos la cepa H5N1 A/Turquia/Turquia/1/2005 sin matar los huevos. La secuencia del sitio polibasico
(GERRRKKR|G) se reemplaza por RETR en su mutante (virus de referencia de la gripe NIBSC 05/240 NIBSC NIBG-
23). El sitio de escisién polibasico de una HA de H5 también ha sido reemplazado por el sitio monobasico de H6 para
la expresion en huevos. En este ejemplo, los primeros 4 residuos y los cuatro ultimos aminoacidos del sitio polibasico
se reemplazan por IETR (reemplazo de RERRRKKR |G con IETR|G; Hoffman E, y otros, 2002, Vaccine, Vol 20: 3165-
3170). En cada uno de los ejemplos proporcionados anteriormente, la modificacion se realizd para atenuar el virus
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mientras se mantenia la produccién de HA dentro de los huevos. Es decir, la escision del precursor HAO no se inactivo
totalmente para permitir que la HAO se procese a HA1-HA2 y se someta a un cambio conformacional por pH,
permitiendo asi la replicacion del virus en la célula huésped.

Como se usa en el presente documento, el término "hemaglutinina modificada" o "HA modificada", "hemaglutinina
mutada" o "HA mutada" se refiere a una HA en la que la HA tiene una modificacion o mutacién que da como resultado
la delecién del bucle proteolitico.

Se ha determinado la estructura cristalina de HAO de A/Hong Kong/68 (Chen, J., 1998. Cell 95: 409-417). Los residuos
que estan expuestos al disolvente generalmente se consideran parte del sitio de escisién que forma un bucle de
superficie extendido y altamente expuesto. Se puede determinar una secuencia consenso en esta region elegida, por
ejemplo, pero sin limitarse a:

Consenso de A/H3/HAO: NVPEKQTR/GIFGAIAGFIE (SEQ ID NO: 66)
Consenso de A/H1/HAO: NIPSIQSR/GLFGAIAGFIE (SEQ ID NO: 67)

Consenso de H5 aviar QRESRRKKR/GLFGAIAGFIEG (SEQ ID NO: 1)
Consenso de B/HAO: PAKLLKER/GFFGAIAGFLE (SEQ ID NO: 68)

Donde la escision entre HA1 y HA2 se indica con "/" (ver Bianchi y otros, 2005, Journal of Virology, 79: 7380-7388), y
también las Figuras 15y 18A.

La proteina HA es una hemaglutinina de la gripe tipo B con una region de bucle proteolitico completamente eliminada.
Sin desear limitarse a la teoria, la modificacion del bucle proteolitico puede garantizar que la molécula de HA se
mantenga como un precursor HAO. Asi, esto produce una VLP mas homogénea y uniforme que comprende proteinas
HAO.

Por "bucle proteolitico" o "sitio de escision" se entiende la secuencia consenso del sitio proteolitico que esta implicada
en la escision del precursor HAQ. "Consenso" o "secuencia consenso”, como se usa en el presente documento,
significa una secuencia (secuencia de aminoacidos o de nucleétidos) que comprende la variabilidad de secuencia de
las secuencias relacionadas sobre la base del analisis de alineamiento de secuencias multiples, por ejemplo, subtipos
de una secuencia particular de HAO de la gripe. La secuencia consenso del sitio de escision de HAQ de la gripe puede
incluir secuencias de aminoacidos consenso de hemaglutinina de la gripe A, que incluyen, por ejemplo, secuencias de
aminoacidos de hemaglutinina consenso de H1, consenso de H3, consenso de H5 o consenso de la gripe B, por
ejemplo, pero sin limitarse a, B Florida y B Malaysia. Los ejemplos no limitantes de secuencias de la region del bucle
proteolitico se muestran en las Figuras 15y 18B (y ver Bianchi y otros, 2005, Journal of Virology, 79: 7380-7388).

Por "bucle proteolitico modificado" se entiende que el bucle proteolitico se elimind por completo.

Al estabilizar la proteina HA mediante la eliminacién del bucle proteolitico, se pueden lograr mayores rendimientos de
producto o proteina al expresar la HA modificada en una planta, en comparacién con una HA nativa expresada en una
planta en las mismas condiciones. Ademas, al eliminar el bucle proteolitico, se reduce la variabilidad de la expresién
de la HA modificada expresada y se aumenta la uniformidad de la HA modificada producida, en comparacién con una
HA nativa expresada en una planta en las mismas condiciones.

Por lo tanto, se describe un método para aumentar el rendimiento del producto de una proteina HA en una planta. Sin
desear limitarse a la teoria, se cree que al eliminar el bucle proteolitico en una proteina HA, se proporciona mejor
estabilidad frente a la degradacion proteolitica en la planta, estabilizacién durante el paso de la HA en el proceso de
secrecion por el aparato de Golgi y durante el proceso de purificacion.

Ademas, se describe un método para aumentar la calidad del producto de una proteina HA expresada en una planta.
Por calidad del producto, se entiende, por ejemplo, un aumento del rendimiento del producto de una HA expresada en
una planta, la estabilidad del producto, por ejemplo, una mayor estabilidad de la HA expresada en una planta, la
uniformidad del producto, por ejemplo, la produccién de un producto homogéneo por ejemplo HAO o una combinacion
de estos.

Por un aumento en el rendimiento del producto o de la proteina, se entiende un aumento en el rendimiento relativo de
la proteina de aproximadamente un 20 % a aproximadamente un 100 %, o cualquier cantidad entre ellos segun se
determine utilizando técnicas estandar en la técnica, por ejemplo, de aproximadamente un 40 % a aproximadamente
un 70 % o cualquier valor entre ellos, por ejemplo, aproximadamente 20, 22, 24, 25, 26, 28, 30, 32, 34, 35, 36, 38, 40,
42,44, 45, 46, 48, 50, 52, 54, 55, 56, 58, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 100 %, o cualquier cantidad entre ellos, en
comparacién con el rendimiento de producto o proteina de la misma proteina HA que no tiene su bucle proteolitico
eliminado.
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Como se muestra en las Figuras 13A 'y 14, la HA de B/Brisbane/60/2008 se expresa pobremente en hojas de Nicotiana
benthamiana agroinfiltradas (véase el carril 1008). Sin embargo, la expresion de HA tipo B que se ha modificado para
eliminar el bucle proteolitico (véase el carril 1059, Figura 13A, Figura 14) dio como resultado una expresion aumentada.
Ademas, la coexpresion de HA-tipo B con M2 de A/New Caledonia/20/99, da como resultado un aumento en la
expresion de HA (véanse los carriles "1008+1261" y 1059+1261"). La coexpresion de HA tipo B que comprende una
delecion en el bucle proteolitico, con un M2 de A/Puerto Rico/8/34 también dio como resultado una expresion
aumentada (1059+859; Figura 14).

Como se muestra adicionalmente en la Figura 46B, el rendimiento de la proteina HA de H7 A/Hangzhou/1/13
expresada en Nicotiana benthamiana agroinfiltrada aumenta en la HA que se ha modificado para eliminar o modificar
el bucle proteolitico. La coexpresién de HA H7 A/Hangzhou/1/13 nativa (natural) con M2 de A/New Caledonia/20/99
conduce a un rendimiento de proteina relativo del 100 %, mientras que la coexpresion de HA H7 A/Hangzhou/1/13
que comprende una delecién en el bucle proteolitico, con M2 de A/New Caledonia/20/99, conduce a un rendimiento
relativo de proteina del 182 % (Figura 46B). Sin embargo, el aumento del rendimiento relativo de proteina HA que
comprende una delecidn en el bucle proteolitico no depende de M2. Por ejemplo, como se muestra en la Figura 29A,
H7 A/Hangzhou/1/13 que comprende una delecién en el bucle proteolitico mostré una mayor expresion (segin se mide
por el titulo relativo de HA) en comparacién con H7 A/Hangzhou/1/13 nativa.

Se evaluaron varias estrategias para inactivar la escisiéon de HAO para las cepas A y B. La secuencia consenso
reconocida por las proteasas esta encerrada en un bucle extendido, expuesto al disolvente y cerrado a la parte distal
de la membrana a la proteina. En la cepa B, este bucle contiene 2 motivos de secuencia reconocidos por las proteasas
y los primeros aminoacidos del N-terminal del dominio HA2. Un enfoque de mutacién puntual (para los ejemplos, véase
la Tabla 2, mas abajo) para inactivar la escision del precursor HAO dio como resultado la produccién de HAO, sin un
aumento de la acumulacion de la VLP de la cepa B. La eliminacién de los motivos de secuencia que comprenden los
2 motivos de escisidon de proteasa (7 aminoacidos) abolié la acumulacion de HA B. Eliminar todo el bucle de 18
aminoacidos de la proteina HA de la cepa B e insertar un enlazador para conservar las caracteristicas estructurales
(cadenas beta) de la estructura proteica fue eficaz (ver mas abajo; Figuras 13A, 14, 16A, 17B). La eliminacién o el
reemplazo del bucle proteolitico en la proteina HA de las cepas A también fue eficaz (ver las Figuras 20, 22).

Las deleciones e inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen deleciones de aminoacidos e inserciones de
aminoacidos. Un ejemplo de wuna delecion en la gripe B es la eliminacion de 17 aminoacidos
(AKLLKERGFFGAIAGFLE) desde la posicion 340 a la 357 de la proteina HA madura, por ejemplo, como se muestra
en la Figura 18C para la gripe B Florida y B Malaysia. Esta delecion puede ser reemplazada por un enlazador apropiado
para unir las cadenas polipeptidicas para una expresién adecuada, por ejemplo, mediante el uso de la secuencia "GG",
como se muestra en la Figura 21B (SEQ ID NO: 17; B/Brisbane/60/2008 modificada; el reemplazo de
AKLLKERGFFGAIAGFLEG con GG; por ejemplo, Construcciéon 1059, Figuras 5D, 10; Construcciéon 1039, Figura 8B
o Construccion 1467; Figura 7D, 7E). Un reemplazo alternativo comprende reemplazar "PPAKLLKER" con
"GSSSGSSSG", como se muestra en la Figura 21C (SEQ ID NO: 18). Ademas, la secuencia "RESRRKKR" puede
reemplazarse por "TETR" o "TETQ", como se muestra en la Figura 19 para la gripe H5/Indonesia.

Otras mutaciones de aminoacidos para HA de la cepa A incluyen sustituciones, inserciones y deleciones de
aminoacidos, por ejemplo, pero sin limitarse a, una delecidon en la region del bucle proteolitico de H5 Anhui de la
secuencia de aminoacidos "RERRRKRGLFGAIAGFIE", una delecion de la secuencia de aminoacidos de la region del
bucle proteolitico de H5 Indo que comprende "RESRRKKRGLFGAIAGFIE" o una delecion de la secuencia de
aminoacidos de la region del bucle proteolitico de H5 Vietham "RERRRKKRGLFGAIAGFIE". Para H3, la secuencia
"RNVPEKQTRGIF" puede eliminarse y reemplazarse por una secuencia enlazadora apropiada, por ejemplo, pero sin
limitarse a "GS" como se muestra en la Figura 21E (SEQ ID NO: 20). Alternativamente, la secuencia "RNVPEKQTR"
en H3 puede reemplazarse por "GSSGSSGSS" como se muestra en la Figura 21F (SEQ ID NO: 21; H3
A/Perth/16/2009 modificada).

Las mutaciones de aminoacidos para HA de la cepa B y/o las cepas A pueden incluir deleciones de aminoacidos. Por
ejemplo, para reducir o abolir la escision del bucle proteolitico o el sitio de escisiéon por una proteasa, uno o mas
aminoacidos son eliminados o removidos dentro de la secuencia del bucle proteolitico o del sitio de escision. Los
ejemplos no limitantes de deleciones incluyen la eliminacion de los aminoacidos 323 a 341 de la proteina HA H5 nativa,
por ejemplo H5 Anhui (RERRRKRGLFGAIAGFIE), H5 Indo (RESRRKKRGLFGAIAGFIE) o H5 Vietnam
(RERRRKKRGLFGAIAGFIE), como se muestra en la Figura 18C. Para H3, la secuencia "RNVPEKQTRGIF" puede
reemplazarse por "GS" (Figura 21E; SEQ ID NO: 20), o la secuencia H3 "RNVPEKQTR" puede reemplazarse por
"GSSGSSGSS" (Figura 21F; SEQ ID NO: 21). Para las cepas B, la secuencia "AKLLKERGFFGAIAGFLE" se puede
eliminar y/o reemplazar por la secuencia "GG", como se muestra en la Figura 21B (SEQ ID NO: 17), la secuencia
"AKLLKERGFFGAIAGFLEG" se puede reemplazar por "GG"), o la secuencia "PPAKLLKER" reemplazada por
"GSSSGSSSG" (Figura 21C; SEQ ID NO: 18).

Las mutaciones de aminoacidos se pueden generar mediante el uso de métodos genéticos o quimicos bien conocidos
en la técnica. Los métodos genéticos pueden incluir mutagénesis dirigida al sitio, PCR, sintesis de genes y similares.
Se contempla que los métodos para alterar el grupo de la cadena lateral de un aminoacido por métodos distintos a la
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ingenieria genética, como la modificacion quimica, también pueden ser Utiles.

El analisis de la secuencia de las HA H1, H3 y B revela que H1 posee un sitio proteolitico monobasico (monobasico
tipo Clara: Q/EXR) que precede directamente al péptido de fusion, mientras que las HA H3 y B tienen 2 sitios
proteoliticos, uno que es reconocido por proteasas tipo Clara (como se encuentran en H1), y otro sitio reconocido por
tripsina y proteasas similares a quimotripsina (P-E/A-K). La secuencia consenso para la escision de estas HA se
presenta en la Tabla 1.

Tabla 1: Secuencia consenso del sitio proteolitico para la escisién de HAq precursora. Las secuencias reconocidas
por las triptasas Clara o por tripsina/quimotripsina estan en cursiva y en negrita, respectivamente. Varias cepas de
HA comprenden sitios de escision polibasicos de tipo furina (RKKR; texto sin formato, subrayado).

H1 NIPSIQSR|GLF SEQ ID NO: 47
H3 NVPEKQTR|GIF SEQ ID NO: 48
H5 TGLRNSPQRESRRKKR |GLF SEQ ID NO: 60
B PAKLLKER|GFF SEQ ID NO: 59

Para evitar una posible escision proteolitica del precursor HAO de la HA, solo es necesario modificar un sitio proteolitico
de la secuencia de H1, mientras que, en el caso de H3 y B, puede ser necesario modificar dos sitios monobasicos.

Por ejemplo, un primer sitio de escision de HAo de B/Florida y B/Brisbane, por ejemplo, puede eliminarse reemplazando
la Lys 341 (numeracion de la proteina madura) con una lle (ver la Tabla 2). El segundo sitio monobasico puede ser
eliminado reemplazando tres aminoacidos antes del péptido de fusion, KER (344-346), con NIQ. Las secuencias de
varios bucles proteoliticos modificados de HA se proporcionan en la Tabla 2.

Tabla 2: llustracién de ejemplos de mutaciones para destruir la escision del precursor HAy. El sitio monobasico esta
en cursiva (reconocimiento tipo Clara) y en negrita (sin subrayar; tipo tripsina/quimotripsina). La mutacion se muestra
en negrita y subrayada. La flecha representa el sitio de escision para la conversion de HAg en HA1-HA2.

Cepa Secuencia natural IAbolicién del sitio de escision del precursor
H5/Indo TGLRNSPQRESRRKKR|GLF TGLRNSPQTETRGLF
SEQ ID NO: 60 SEQ ID NO: 61 TGLRNSPQTETQGLF
SEQ ID NO: 62
H1/Brisbane NIPSIQSR|GLF NIPSIQSQGLF
SEQ ID NO: 47 SEQ ID NO: 63
H3/Brisbane NVPEKQTR| GIF NVPEIQTQGIF
SEQ ID NO: 48 SEQ ID NO: 64
B/Florida, B/Brisbane |PAKLLKER| GFF PAILLNIQGFF
SEQ ID NO: 59 SEQ ID NO: 65

En otros ejemplos, las secuencias que comprenden el bucle proteolitico en HAO pueden reemplazarse o eliminarse.
Por ejemplo, en la Figura 21E se proporciona una variante de H3 que contiene una eliminacién de la secuencia
RNVPEKQT en el extremo C terminal de HA1 ademas de la eliminacion de los aminoacidos en extremo N terminal
GIFGIA de HA2. HA1-HA2 acortadas pueden unirse entre si por un enlazador GS.

En otro ejemplo, el bucle contiene el sitio de escisién proteolitica, por ejemplo en H3, puede haber sido reemplazado
por un enlazador flexible, y la parte de HA2 puede dejarse intacta. Un enlazador (GSS)3 puede disefiarse para
acomodar la HA1 acortada a HA2. (ver la Figura 21F).

En otro ejemplo, la HA de la gripe B puede contener una eliminaciéon de la secuencia ALKLLKER en el extremo C
terminal de HA1 ademas de la eliminacion de los aminoacidos en el extremo N terminal GFFGAIAGFLEG de HAZ2.
HA1-HA2 acortadas pueden unirse entre si por un enlazador GG (véase, por ejemplo, la Figura 21B; Construccion
1008). La expresion de esta construccion se muestra en las Figuras 13Ay B.

En otro ejemplo, HA de la gripe B, el bucle que contiene el sitio proteolitico puede haber sido reemplazado por un
enlazador flexible, y la parte de HA2 se dejé intacta. Se puede disefiar un enlazador GSSS mas largo para acomodar
la HA1 acortada a HA2. (ver, por ejemplo, la Figura 21 C).
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Como se muestra en las Figuras 13A 'y 14, la HA de B/Brisbane/60/2008 se expresa pobremente en hojas de Nicotiana
benthamiana agroinfiltradas (véase el carril 1008). Sin embargo, la expresion de HA tipo B que se ha modificado para
eliminar el bucle proteolitico (véase el carril 1059, Figura 13A, Figura 14) dio como resultado una expresion aumentada.
Ademas, la coexpresion de HA-tipo B con M2 de A/New Caledonia/20/99, da como resultado un aumento en la
expresion de HA (véanse los carriles "1008+1261" y 1059+1261"). La coexpresion de HA tipo B que comprende una
delecion en el bucle proteolitico, con un M2 de A/Puerto Rico/8/34 también dio como resultado una expresion
aumentada (1059+859; Figura 14).

De manera similar, la eliminacion del bucle proteolitico en H5/Indo y el reemplazo con una secuencia "GG"
(Construccion 928; ver la Figura 46D), "TETR" (Construccion 676; también ver las Figuras 19, 24D) o "TETQ"
(Construccion 766; también ver las Figuras 19, 25D) resulto en niveles de expresidon que coincidieron o aumentaron
con relacion al nivel de expresion observado con H5/Indo nativa (Construccion 489; ver las Figuras 20 y 23).

Como se muestra en la Figura 13B, al eliminar el bucle proteolitico de HAO (secuencia que se muestra en la Figura
21B), la proteina HAO resultante exhibe una mayor actividad como se muestra por una mayor capacidad de
hemaglutinacién, en comparacion con una proteina HA en la que no se ha eliminado su bucle proteolitico.

Por un aumento en la actividad, se entiende un aumento en la capacidad de hemaglutinaciéon de aproximadamente 2
% a aproximadamente 100 %, o cualquier cantidad entre ellas segun se determine mediante el uso de técnicas
estandar en la técnica, por ejemplo, de aproximadamente 10 % a aproximadamente 50 % o cualquier valor entre ellos,
por ejemplo, aproximadamente 2, 5, 8, 10, 12, 15, 18, 20, 22, 24, 25, 26, 28, 30, 32, 34, 35, 36, 38, 40, 42, 44, 45, 46,
48, 50, 52, 54, 55, 56, 58, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 %, o cualquier cantidad entre estos, en comparacion
con la actividad de la misma proteina HA que no tiene su bucle proteolitico eliminado.

La presente invencion incluye, ademas, secuencias de nucleétidos que codifican una HA modificada de HA de tipo B,
o cualquier secuencia de nucledtidos que hibridan con HA de tipo B en condiciones rigurosas, o una secuencia de
nucledtidos que hibrida en condiciones de hibridacién rigurosas con un complemento de HA de tipo B, en donde la
secuencia de nucledtidos codifica una proteina hemaglutinina que cuando se expresa forma una VLP y que la VLP
induce la produccién de un anticuerpo. Por ejemplo, la expresion de la secuencia de nucleétidos dentro de una célula
vegetal forma una VLP, y la VLP puede usarse para producir un anticuerpo que es capaz de unirse a HA, incluida HA
madura de B. La VLP, cuando se administra a un sujeto, induce una respuesta inmunitaria. Preferentemente, la VLP
induce la produccién de un anticuerpo y la VLP, cuando se administra a un sujeto, induce una respuesta inmunitaria.

Por ejemplo, la expresion de la secuencia de nucledtidos dentro de una célula vegetal forma una VLP, y la VLP puede
usarse para producir un anticuerpo que sea capaz de unirse a una proteina viral como, por ejemplo, HA, que incluye
HA1 o HA2 de una o mas HA de la gripe tipo B. La VLP, cuando se administra a un sujeto, induce una respuesta
inmunitaria.

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

Ademas, la presente invencion incluye secuencias de aminoacidos que se caracterizan por tener aproximadamente
70, 75, 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 % o cualquier cantidad entre ellas, de identidad de
secuencia o similitud de secuencia, con las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 98, 108, 110, 168, 194 y
199, en donde la secuencia de aminoacidos codifica una proteina HA modificada que cuando se expresa forma una
VLP, y que la VLP induce la produccién de un anticuerpo que es capaz de unirse a HA, incluida HA no procesada
(HAO) o no procesada en la que el bucle proteolitico se ha eliminado o modificado. La VLP, cuando se administra a
un sujeto, induce una respuesta inmunitaria.

La identidad de secuencia o la similitud de secuencia se pueden determinar mediante el uso de un programa de
comparacion de secuencias de nucleétidos, como el proporcionado dentro de DNASIS (por ejemplo, que usa, pero sin
limitarse a, los siguientes parametros: penalizacion por HUECO 5, # de diagonales superiores 5, penalizacion por
HUECO fijo 10, k-tupla 2, hueco flotante 10 y tamafio de ventana 5). Sin embargo, otros métodos de alineacion de
secuencias para su comparacion son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, los algoritmos de Smith y Waterman
(1981, Adv. Appl. Math. 2:482), Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48: 443, 1970), Pearson y Lipman (1988, Proc.
Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444), y mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (por ejemplo, GAP,
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BESTFIT, FASTA y BLAST), o mediante alineacién manual e inspeccion visual. En la Figura 24 se puede encontrar
un ejemplo de alineacion de secuencias de HA de diferentes cepas de gripe.

Por ejemplo, pero sin limitarse a, las secuencias de nucleétidos que codifican:

— una HA de tipo B con un bucle proteolitico modificado como se define en las SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 100,
SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 168.

Elementos de amplificacion y elementos potenciadores/Elementos reguladores

Como se usa en la presente descripcion, la frase "elementos de amplificacion" se refiere a un segmento de acido
nucleico que comprende al menos una parte de una o mas regiones intergénicas largas (LIR) de un genoma de
geminivirus. Como se usa en la presente descripcion, "region intergénica larga" se refiere a una regién de una region
intergénica larga que contiene un sitio de unién a rep capaz de mediar la escision y replicacion por una proteina Rep
de geminivirus. En algunos aspectos, el segmento de acido nucleico que comprende una o mas LIR, puede
comprender ademas una region intergénica corta (SIR) de un genoma de geminivirus. Como se usa en la presente
descripcion, "region intergénica corta" se refiere a la cadena complementaria (la IR corta (SIR) de un Mastrevirus). En
la presente descripcion puede usarse cualquier elemento de amplificacion derivado de geminivirus adecuado. Ver, por
ejemplo, los documentos WO2000/20557; WO2010/025285; Zhang X. y otros (2005, Biotechnology and
Bioengineering, Vol. 93, 271-279), Huang Z. y otros (2009, Biotechnology and Bioengineering, Vol. 103, 706-714),
Huang Z. y otros (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 y la secuencia de acido nucleico de
interés y el terminador estan flanqueados por cada una de las dos LIR.

Como se describe en el presente documento, la administracion conjunta del vector derivado del virus del mosaico
enano amarillo del frijol (BeYDV) y un vector suministrador de Rep/RepA, mediante agroinfiliracion de hojas de
Nicotiana benthamiana da como resultado una amplificacion eficiente del replicon y una robusta produccion de
proteina. El analisis de transferencia Western de extractos de proteinas de plantas transformadas con construcciones
de genes que conducen la expresion de la HA modificada de la gripe B (de B/Brisbane/60/2008) con o sin el bucle
proteolitico eliminado (ver la Figura 17A para las construcciones) y en presencia o ausencia del elemento de
amplificacion de BeYDV (construccion nim. 1059 y 1039) mostré que en ausencia de BeYDV no se pudo detectar
acumulacion de la HA de la gripe B (Figura 17B), cuando el elemento regulador era CPMV-HT.

Como se muestra en las Figuras 17B, la expresion de HA de B/Brisbane/60/2008 con el bucle proteolitico eliminado
en ausencia de BeYDV no conduce a una expresion detectable por analisis de Western Blot (véase el carril 1039 en
la Figura 17B). Sin embargo, la expresion de HA tipo B con bucle proteolitico eliminado en presencia del elemento de
amplificacion de BeYDV, da como resultado una expresion aumentada (véase el carril 1059). De manera similar, en
ausencia de BeYDV, la coexpresion de HA mutante tipo B que comprende una delecién en el bucle proteolitico, con
M2 de A/New Caledonia/20/99, no da como resultado una expresion de HA detectable (ver los carriles "1039+ 1261
"en la Figura 17B). La coexpresion de HA mutante tipo B que comprende una delecién en el bucle proteolitico en
presencia de BeYDV, con un M2 de A/New Caledonia/20/99, por otro lado, dio como resultado una expresion
aumentada (véase el carril "1059+1261"; Figura 17B).

Sin embargo, no se requiere la presencia de BeyDV cuando hay un elemento potenciador en el sistema de expresion
y cuando el elemento potenciador no es CPMV-HT. Como se muestra, por ejemplo, en la Figura 29A, la expresion de
HA de varias cepas B bajo el control de un elemento potenciador, como por ejemplo CPMV 160, CPMV160+ o CPMV
HT+, conduce a la produccion de proteinas HA que muestran un aumento del titulo de hemaglutinacion (HMG) en
ausencia de BeYDV.

Por lo tanto, la proteina HA mutante (modificada) se expresa en ausencia de un elemento de amplificacion, como un
elemento de amplificacion basado en geminivirus, por ejemplo, BeYDV, pero en presencia de un elemento potenciador,
como por ejemplo CPMV 160, CPMV160+ o CPMV HT+.

El mutante (HA modificada) se expresa en presencia de un elemento potenciador, como por ejemplo CPMV 160,
CPMV160+ o CPMV HT+, pero en ausencia o presencia de un elemento de amplificaciéon, como por ejemplo BeYDV.
Como se muestra en las Figuras 28B, 28C y 28F la HA mutante (modificada) puede expresarse en presencia de un
elemento potenciador, con o sin la presencia de un elemento de amplificacién. Por lo tanto, la presente invencion
también se dirige a la expresion de una HA mutante (modificada) en presencia de un elemento potenciador y
opcionalmente un elemento de amplificacion.

Las construcciones de HA que comprenden un elemento potenciador (ya sea CMPV HT+ o CMPV 160+) y un bucle
proteolitico reemplazado con un enlazador GG (bucle proteolitico eliminado) exhiben una mayor expresiéon en
comparacion con las construcciones de HA modificados o de tipo silvestre que comprenden CPMV HT (Figura 28A,
H3 Per; Figura 28B, B Malaysia; Figura 28C, H9 HK; Figura 29D, B Mass; Figura 28E, H2 Sin).

La Figura 29A presenta un resumen de los datos para el titulo de hemaglutinaciéon de proteinas HA modificadas
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producidas en plantas que comprenden elementos potenciadores basados en CPMV HT, CPMV HT+, CPMV 160 o
CPMV160+, unidos operativamente con una secuencia de nucleétidos que codifica una HA modificada con bucle
proteolitico eliminado (enlazador GG) o una HA nativa. En la mayoria de los casos, la expresion (determinada como
titulo de hemaglutinacién) fue mayor para la construccion basada en CPMV HT+, CPMV 160 o CPMV160+ que
demuestra niveles de expresion importantes.

Los elementos potenciadores pueden usarse para lograr un alto nivel de expresion transitoria de proteinas HA
mutantes (modificadas) con bucles proteoliticos modificados. Los elementos potenciadores pueden basarse en virus
de plantas de ARN, que incluyen los comovirus, tales como el virus del mosaico del caupi (CPMV; ver, por ejemplo,
los documentos W02007/135480; W02009/087391; US 2010/0287670, Sainsbury F. y otros, 2008, Plant Physiology;
148: 121-1218; Sainsbury F. y otros, 2008, Plant Biotechnology Journal; 6: 82-92; Sainsbury F. y otros, 2009, Plant
Biotechnology Journal; 7: 682-693; Sainsbury F. y otros, 2009, Methods in Molecular Biology, Recombinant Proteins
From Plants, vol. 483: 25-39).

CPMV 160 (CPMVX) y CPMV 160+ (CPMVX+)

En una modalidad, los elementos potenciadores son "CPMVX" (también denominado "CPMV 160") y/o "CPMVX+"
(también denominado "CPMV 160+") como se describe en el documento US 61/925,852.

El potenciador de la expresion "CPMVX" comprende una region no traducida (UTR) 5’ de comovirus como el virus del
mosaico del caupi (CPMV). La 5’UTR de los nucledtidos 1-160 de la secuencia de ARN -2 del CPMV (SEQ ID NO:
93), comienza en el sitio de inicio de la transcripcion hasta el primer coddn de inicio en marco (en la posicion 161), que
sirve como el sitio de inicio para la produccién de la mas larga de dos proteinas carboxi coterminales codificadas por
un segmento de genoma de comovirus natural. Ademas, un “tercer” sitio de iniciacién en (o correspondiente a) la
posicion 115 en la secuencia genémica de ARN-2 del CPMV también puede estar mutado, eliminado o alterado de
otra manera. Se ha demostrado que la eliminacion de AUG 115 ademas de la eliminacion de AUG 161 mejora la
expresion cuando se combina con una proteina M incompleta (Sainsbury y Lomonossoff, 2008, Plant Physiology; 148:
1212-1218; documento WO 2009/087391).

CPMVX comprende X nucleétidos de la SEQ ID NO: 93, donde X=160, 155, 150 o0 114 de la SEQ ID NO: 93, o una
secuencia que comprende entre 80 % a 100 % de similitud de secuencia con CPMVX, donde X=160, 155, 150 0 114
de la SEQ ID NO: 93. Este potenciador de la expresion generalmente se denomina CPMVX (ver la Figura 26A).

El potenciador de la expresion CPMVX, donde X=160, consiste en los nucleétidos 1-160 de la SEQ ID NO: 93:
1 tattaaaatc ttaataggtt ttgataaaag cgaacgtggg gaaacccgaa ccadaccthtco
£l ttctaaactc tctoctcatct ctcttaaagce aaacttcetet cttgtettte ttgegtgage

121 gatcttcaac gttgtcagat cgtgettegy caccagtaca {(SEQ ID N0O:93)

La secuencia potenciadora CPMVX se puede fusionar adicionalmente a una secuencia de relleno, en donde el CMPVX
comprende X nucleétidos de la SEQ ID NO: 1, donde X=160, 155, 150 o 114 de la SEQ ID NO: 1, o una secuencia
que comprende entre 80 a 100 % de similitud de secuencia con CPMVX, donde X=160, 155, 150 o 114 de la SEQ ID
NO: 93, y la secuencia de relleno comprende de 1-100 nucleétidos fusionados al extremo 3’ de la secuencia de
CMPVX. Por ejemplo, la secuencia de relleno puede comprender aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 nucledtidos,
o cualquier numero de nucleétidos entre ellos.

Si la secuencia CMPVX comprende un fragmento de relleno, entonces este potenciador de la expresion puede
denominarse CPMVX+ (consulte la Figura 26A), donde X=160, 155, 150, 114 de la SEQ ID NO: 1, también puede
denominarse CMPVX que comprende una secuencia de relleno, o puede denominarse CPMV160+; CPMV155+;
CPMV150+; CPMV114+, cuando X-160, 155, 150 o 114, respectivamente. Las construcciones que comprenden
CPMVX gue no comprende una secuencia de relleno pueden denominarse CPMVX+, donde X=160, 155, 150, 114 de
la SEQ ID NO: 93, y donde la secuencia de relleno tiene 0 nucleétidos de longitud.

La secuencia de relleno puede modificarse por truncamiento, delecién o reemplazo de la secuencia nativa de 5'UTR
de CMPV que se encuentra 3’ al nucleétido 160. La secuencia de relleno modificada puede eliminarse, reemplazarse,
truncarse o acortarse en comparacion con la secuencia de relleno inicial o no modificada (es decir, nativa) asociada
con la 5’UTR (como se describe en Sainsbury F., y Lomonossoff G.P., 2008, Plant Physiol. 148: pags. 1212-1218). La
secuencia de relleno puede comprender uno o mas sitios de restriccion (polienlazador, sitio de clonaciéon multiple, uno
0 mas sitios de clonacién), una o mas secuencias Kozak de plantas, una o mas secuencias enlazadoras, uno o mas
sitios de recombinacion, o una combinacion de estos. Por ejemplo, que no debe considerarse limitante, una secuencia
de relleno puede comprender en serie, un sitio de clonacién multiple de una longitud deseada, fusionado a una
secuencia kozak de plantas. La secuencia de relleno no comprende una secuencia de nucleétidos de la secuencia
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5'UTR nativa que se coloca 3’ al nucleétido 160 de la 5’UTR nativa de CPMV, por ejemplo los nucleétidos 161 al 512
como se muestra en la Figura 1 de Sainsbury F. y Lomonossoff G.P. (2008, Plant Physiol. 148: pags. 1212-1218), o
los nucleodtidos 161-509 de la SEQ ID NO: 4. Es decir, la proteina M incompleta presente en la secuencia de CPMV
HT de la técnica anterior (Figura 1; de Sainsbury F. y Lomonossoff G.P., 2008) se elimina de la 5UTR en la presente
invencion.

Las secuencias consenso Kozak en plantas son conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, Rangan y otros, Mol.
Biotechnol., 2008, julio 39(3), pags. 207-213). Tanto las secuencias Kozak sintéticas como las naturales pueden usarse
en el potenciador de la expresion o pueden fusionarse con la secuencia de nucleétidos de interés como se describe
en el presente documento.

La secuencia kozak de plantas puede ser cualquier secuencia kozak conocida de plantas (véase, por ejemplo, L.
Rangan y otros, Mol. Biotechnol.2008), incluidas, entre ofras, las siguientes secuencias consenso en plantas:

caA(A/C)a (SEQ ID NO: 174; reino vegetal)

aaA(A/C)a (SEQ ID NO: 175; dicotiledéneas)

aa(A/G)(A/C)a (SEQ ID NO: 176; arabidopsis)

La secuencia kozak de plantas también se puede seleccionar del grupo de:

AGAAA (SEQ ID NO: 177)
AGACA (SEQ ID NO: 178)
AGGAA (SEQ ID NO: 179)
AAAAA (SEQ ID NO: 180)
AAACA (SEQ ID NO: 181)
AAGCA (SEQ ID NO: 182)
AAGAA (SEQ ID NO: 183)
AAAGAA (SEQ ID NO: 184)
AAAGAA (SEQ ID NO: 185)

(A-)A(A/G) (A/G) (A/C)A. (SEQ ID NO: 186; secuencia consenso)

El potenciador de la expresion CPMVX, o CPMVX+, puede unirse operativamente en el extremo 5’ de la secuencia
potenciadora con una region reguladora que es activa en una planta, y unirse operativamente a una secuencia de
nucleétidos de interés en el extremo 3' del potenciador de la expresion (Figura 26A), para conducir la expresion de la
secuencia de nucleétidos de interés dentro de una planta huésped.

CPMV HT+, CPMV HT+[WT115], CPMV HT+ [511]

En otra modalidad, los elementos potenciadores son "CPMV HT+" como se describe en el documento US 61/971,274.
El potenciador de la expresion "CPMV HT+" (ver la Figura 27A) comprende una regiéon no traducida (UTR) 5’ de
comovirus y una secuencia de relleno modificada, alargada o truncada.

Se proporciona, ademas, un sistema de expresion en plantas que comprende una primera secuencia de acido nucleico
que comprende una region reguladora, unida operativamente con uno o mas de un potenciador de la expresion como
se describe en el presente documento (por ejemplo, CPMV HT+, CPMV HT+ [WT115], CPMV HT+ [511]) y una
secuencia de nucleétidos que codifica una HA modificada. Se describe, ademas, un acido nucleico que comprende
una secuencia promotora (region reguladora), un potenciador de la expresion (por ejemplo, CPMV HT+ o CPMV
HT+[WT115]) que comprende una 5’UTR de comovirus y una secuencia de relleno con una secuencia kozak de plantas
fusionada a una o mas secuencias de acido nucleico que codifican una HA modificada. El acido nucleico puede
comprender ademas una secuencia que comprende una region no traducida (UTR) 3’ de comovirus, por ejemplo, una
3'UTR de plastocianina, u otra 3'UTR activa en una planta, y una secuencia terminadora, por ejemplo un terminador
NOS, operativamente unido al extremo 3’ de la secuencia de nucledtidos que codifica una HA modificada (referida
como nucledtido de interés en la Figura 27A), de modo que la secuencia de nucleétidos que codifica la HA modificada
se inserta hacia el extremo 3’ de la region no traducida (UTR) 3’ de comovirus, 3’'UTR de plastocianina, u otra secuencia
3'UTR.

La SEQ ID NO: 173 comprende un potenciador de la expresion "CPMV HT" como se conoce en la técnica anterior (por
ejemplo, la Figura 1 de Sainsbury y Lomonossoff 2008, Plant Physiol. 148: pags. 1212-1218). CPMV HT incluye la
secuencia 5'UTR de los nucleétidos 1-160 de SEQ ID NO: 173 con nucledtidos modificados en la posicién 115 (cgt),
y una proteina M incompleta con un nucleétido modificado en la posicion 162 (acg), y carece de una secuencia kozak
de plantas (5'UTR: nucledtidos 1-160; proteina M incompleta subrayada, nucleétidos 161-509). La SEQ ID NO: 173
incluye, ademas, un sitio de clonacion multiple (cursiva, nucleétidos 510-528) que no esta presente en la secuencia
de CPMV HT de la técnica anterior:
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ttaataggtt

tctctecatet

gttgtcagat

atctctttgt

ttgataaaag

ctcttaaage

cgtgcttegg

ggacacgtag

cgaacgtggg
aaacttetcet

caccagtaca

tgcggegeca

gaaacccgaa

cttgtettte

acgttttctt

ccaaaccttc

ttgcgtgage

tcactgaagc

ttaaataacg

tgtacttgte

ctattcttgt

cggtgtggtce

ttgggaaaag

aaagcttget

ggaggctgcot

gttcagcccc

301

atacattact

tgttacgatt

ctgctgactt

tecggegggtyg

cdatatctct

acttctgett

361

gacgaggtat

tgttgcectgt

acttctttct

tcttecttett

gctgattggt

tctataagaa

421

atctagtatt

ttctttgaaa

cagagttttc

cocgtggtttt

cgaacttgga

gqaaagattgt

481 taagcttectg tatattetge

ccaaatttgt

CHIGoee

SEQ ID NO:

173

El CPMV HT+ con una secuencia consenso de Kozak de plantas se proporciona en la SEQ ID NO: 187 (nucledtido 1-
160, 5'UTR, incluido ATG modificado en las posiciones 115 (GTG) en mindscula, negrita y cursiva; fragmento de
relleno que comprende: una proteina M incompleta subrayada, nucleétidos 161 - 509, con nucleétido modificado en
162 (ACG); un sitio de clonacion mdltiple, cursiva, nucleotidos 510-528; y una secuencia kozak consenso de plantas,
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6l

121

181

241

301

361

421

481

tattaaaatc
ttctaaacte

gatcttcaac

gaaatcaaag

ttaataggtt
teteteatet

gttgtcagat

atctctttgt

ttgataaaag
ctcttaaage

cgtgcttegyg

ggacacgtag

cgaacgtggg
aaacttctect

caccagtaca

tgcggogeoca

gaaacccgaa
cttgtottte

acgttttett

ccaaacctte

ttgcgtgage

tcactgaagc

ttaaataacg

tgtacttgtc

ctattettgt

cggtgtggte

ttgggaaaag

aaagcttgct

ggaggctgcet

gttcagecece

atacattact

tgttacgatt

ctgctgactt

tcggcgagtyg

caatatctct

acttctgctt

gacgaggtat

tgttgcocctgt

acttctttct

tcttcttctt

gctgattggt

tctataagaa

atctagtatt

ttectttgaaa

cagagttttc

cegtggtttt

cgaacttgga

gaaagattgt

taagcttetg

tatattetge

ccaaatttgt

(A/G) (A/C)A

tegggoccaa

taccgegyg (A/-)A(A/G)

{(SEQ ID WNO:187)

La SEQ ID NO: 188 ("CPMV HT+ 511") comprende un segmento de la secuencia nativa del genoma de ARN 2 de
CPMV de los nucleétidos 1-154. La secuencia 5'UTR de los nucleétidos 1-511 de la SEQ ID NO: 188 comprende
secuencias "atg" modificadas en las posiciones 115 ("g" en lugar de "a"; cursiva en negrita) y 162 ("c" en lugar de "t";
cursiva en negrita), y una proteina M incompleta (subrayada) de los nucleétidos 161-511. CPMV HT+ 511 comprende
una secuencia consenso kozak de la proteina M nativa (nucleotidos 508-511; negrita):
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ttaataggtt
tcteteatcet

gttgtcagat

atctctttgt

ttgataaaag
ctottaaage

cgtgcttogyg

ggacacgtag

Cgaacgtggg
aaacttctct

caccagtaca

tgocggcgoca

gaaacccgaa
cttgteottte

acgttttctt

Ccaaaccttc

ttgcgtgagce

tcactgaagc

ttaaataacg

tgtacttgtc

ctattcttgt

cggtgtggtce

ttgggaaaag

aaagcttgct

ggaggctgcet

gttcagcccc

301

atacattact

tgttacgatt

ctgctgactt

tcggegagtyg

caatatctct

acttctgctt

361

gacgaggtat

tgttgectgt

acttctttct

tcttcttctth

gctgattggt

tctataagaa

421

atctagtatt

ttctttgaaa

cagagttttc

ccgbggtttt

cgaacttgga

gaaagattgt

481 taagcttetg tatattctge ccaaatttga a.. SEQ ID NO: 188

Otro ejemplo de una secuencia potenciadora de CPMV HT+ es proporcionado por la secuencia de SEQ ID NO: 189
(CPMV HT+[WT115]). Los casetes o vectores de expresion que comprenden CPMV HT+ y que incluyen una region
reguladora de plantas en asociacion operativa con la secuencia potenciadora de la expresion de la SEQ ID NO: 189,
y el sitio de inicio de la transcripcion (ATG) en el extremo 3’ fusionado a una secuencia de nucleétidos que codifica
una HA modificada son también parte de la presente invencion.

SEQ ID NO: 189 (CPMV HT+[WT115]) nucleédtidos 1-160, 5'UTR, con un ATG en la posicion 115-117, mindscula en
negrita; fragmento de relleno que comprende: una proteina M incompleta subrayada, nucleétidos 161 - 509; con un
ATG modificado en la posicion 161-153 mindscula en negrita y subrayado, un sitio de clonacién multiple, cursiva,
nucledtidos 510-528; y una secuencia kozak de plantas, mayusculas y negrita, nucleétidos 529-534).

1

6l

121

181

tattaaaatc
ttctaaactc

gatcttcaac

gaaatcaaag

ttaataggtt
tctotocatcet

gttgtcagat

atctctttgt

ttgataaaag
ctcttaaage

cgtgetteogg

ggacacgtag

cgaacgtggg
aaacttctct

caccagtaca

tgcggegeca

gaaacccgaa
cttgtctttc

acgttttctt

ccaaaccttc
ttgcatgagc

tcactgaagc

ttaaataacg

tgtacttgtc

241

ctattcttgt

cggtgtggtc

ttgggaaaag

aaagcttgct

Jggaggctgct

gttcagccco

301

atacattact

tgttacgatt

ctgctgactt

tcggegggtg

caatatctct

acttctgctt

361

gacgaggtat

tgttgcetgt

acttctttct

Lcttcectkctt

gctgattggt

tctataagaa

4121

atctagtatt

ttctttgaaa

cagagttttc

ccgtggtttt

cgaacttgga

gaaagattgt

431

taagcttctyg

tatattctgc

ccaaatttgt

(SEQ ID NO: 189)

La secuencia kozak de plantas de SEQ ID NO: 189 puede ser cualquier secuencia kozak de plantas, que incluye pero

no se limita a una de las secuencias de SEQ ID NO: 174-186.

Péptido serial

25

tcgggoccaa

taccgcggAG
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Un péptido sefal (SP) puede ser nativo de la HA modificada o HA modificada quimérica, o un péptido sefial puede ser
heterélogo con respecto a la secuencia primaria de la HA modificada que se expresa. La HA modificada puede
comprender un péptido sefial de un primer tipo, subtipo o cepa de la gripe con el equilibrio de la HA de uno o mas de
un tipo, subtipo o cepa de la gripe diferente. Por ejemplo, el péptido sefial nativo de HA subtipos de H1, H2, H3, H5,
H6, H7, H9 o gripe tipo B se puede usar para expresar la HA modificada en un sistema vegetal. En algunas
modalidades de la invencion, el SP puede ser de la gripe tipo B, H1, H3 o H5; o del subtipo H1/Bri, H1/NC, H5/Indo,
H3/Bri o B/Flo.

Ademas, la HA modificada o la HA modificada quimérica puede comprender un péptido sefial nativo o no nativo; el
péptido sefial no nativo puede ser de origen vegetal u obtenerse de un polipéptido animal o bacteriano. El péptido
sefal nativo puede corresponder al de la HA o a HA modificada que se expresa, ademas, el péptido sefial puede ser
de una proteina estructural o hemaglutinina de un virus distinto de la gripe. Ejemplos no limitantes de un péptido sefal
que se puede usar es el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDI SP; nucleétidos 32-103 del nimero de
acceso Z11499 también ver los documentos WO 2009/076778; WO 2010/148511, o WO 2010/003235), o el péptido
sefial de patatina (PatA SP; nucleodtidos localizados 1738 - 1806 del nimero de acceso de GenBank A08215). La
secuencia de nucleétidos de PatA SP para este nimero de acceso es:

ATGGCAACTACTAAAACTTTTTTAATTTTATTTTTTATGATATTAGCAACTACTAGTTCAACATGTGCT
(SEQ ID NO: 171)

la secuencia de aminoacidos del péptido sefial de patatina A es:
MATTKTFLILFFMILATTSSTCA (SEQ ID NO: 172)

Por lo tanto, la presente invencién proporciona una HA modificada o HA modificada quimérica que comprende un
péptido sefial nativo o no nativo, y acidos nucleicos que codifican tales proteinas de HA modificadas quiméricas.

Coexpresioén con proteina de canal

La HA mutante (modificada) puede producirse en una planta coexpresando un primer acido nucleico que codifica la
HA modificada con un segundo acido nucleico que codifica una proteina de canal, por ejemplo, pero sin limitarse a
una proteina de canal de protones. Los acidos nucleicos primero y segundo pueden introducirse en la planta en el
mismo paso, o pueden introducirse en la planta secuencialmente. Los acidos nucleicos primero y segundo pueden
introducirse en la planta de manera transitoria, 0 de manera estable. Ademas, una planta que expresa un primer acido
nucleico que codifica la HA modificada puede transformarse con una proteina de canal, por ejemplo, pero sin limitarse
a una proteina de canal de protones (segundo acido nucleico), de modo que tanto el primer como el segundo acido
nucleico se coexpresan en la planta. Alternativamente, una planta que expresa una proteina de canal, por ejemplo,
pero sin limitarse a una proteina de canal de protones, (segundo acido nucleico) puede transformarse con un primer
acido nucleico que codifica la HA modificada de modo que tanto el primer como el segundo acido nucleico se
coexpresan en la planta. Ademas, una primera planta que expresa el primer acido nucleico que codifica una HA
modificada, puede cruzarse con una segunda planta que expresa el segundo acido nucleico que codifica la proteina
de canal, por ejemplo, pero sin limitarse a una proteina de canal de protones, para producir una planta de progenie
que coexpresa los acidos nucleicos primero y segundo que codifican la HA modificada y la proteina de canal, por
ejemplo, pero sin limitarse a, una proteina de canal de protones, respectivamente.

Sin desear limitarse a la teoria, el pH de un compartimento celular que comprende HA modificada, incluido el aparato
de Golgi, puede ser importante para el plegamiento, la estabilidad y/o la protedlisis de HA. Las proteinas de canal de
protones, como por ejemplo la proteina M2 y BM2 de la gripe, pueden regular el pH en los compartimentos celulares.
Por ejemplo, M2 regula la potenciacion de la fusidn de membranas al amortiguar los compartimentos intracelulares
tanto en las etapas tardias como tempranas de la replicacion viral de la gripe.

Al coexpresar una proteina de canal, por ejemplo, pero sin limitarse a una proteina de canal de protones, junto con
una HA modificada, el pH dentro del aparato de Golgi puede aumentar y dar como resultado un aumento de la
estabilidad, reduccion de la degradacién o una combinacién de estos, y aumentar los niveles de expresion y el
rendimiento de HA modificada y/o VLP.

Al coexpresar una HA modificada junto con una proteina de canal, por ejemplo, pero sin limitarse a una proteina de
canal de protones, en una planta, se observa un mayor rendimiento de HA y/o VLP, en comparacion con una planta
que expreso la modificacion sin coexpresion de la proteina de canal, por ejemplo, pero sin limitarse a, una proteina de
canal de protones (véanse las Figuras 13A y 14). Como se muestra, por ejemplo, en la Figura 13A, la coexpresién de
M2 con la HA modificada de la gripe B aumenté el nivel de acumulacion de HA (Figura 13A, 1059 frente a 1059+1261).

Ademas, la eficacia de M2 de la gripe A/Puerto Rico/8/1934 para aumentar la acumulacion de la HA modificada de la
gripe B y H3 se comparé con la de M2 de la gripe A/New Caledonia/20/1999. Para la HA modificada de la gripe B, la
comparacion se realizd mediante analisis de transferencia Western de extractos de proteinas de plantas transformadas
con las construcciones 1059, 1059+1261 y 1059+859. Los resultados obtenidos demostraron que la coexpresion de
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M2 de la gripe A/Puerto Rico/8/1934 (codificada por la construccion num. 859) fue tan eficiente como la coexpresion
de M2 de la gripe A/New Caledonia/20/1999 (codificada por la construccion nium. 1261) para aumentar la acumulacion
de la HA modificada de la gripe B (Figura 14).

Como se usa en el presente documento, los términos "M2", "proteina M2", "secuencia de M2" y "dominio de M2" se
refieren a toda o una parte de una secuencia de la proteina M2 aislada, basada o presente en cualquier cepa o aislado
del virus de la gripe producidos de forma natural o artificial. Por lo tanto, el término M2 y similares incluyen variantes
de la secuencia de M2 de origen natural producidas por mutacion durante el ciclo de vida del virus o producidas en
respuesta a una presion selectiva (por ejemplo, terapia farmacoldgica, expansion del tropismo o infectividad de la
célula huésped, etc.), asi como secuencias de M2 producidas de forma recombinante o sintética. Ejemplos no
limitativos de secuencias que pueden usarse con la presente invencion incluyen M2 de A/Puerto Rico/8/1934 y M2 de
A/New Caledonia/20/1999.

Respuesta inmunitaria

Una "respuesta inmunitaria" generalmente se refiere a una respuesta del sistema inmunitario adaptativo. El sistema
inmunitario adaptativo generalmente comprende una respuesta humoral y una respuesta mediada por células. La
respuesta humoral es el aspecto de la inmunidad mediada por anticuerpos secretados, producidos en las células del
linaje de linfocitos B (célula B). Los anticuerpos secretados se unen a los antigenos en las superficies de los microbios
invasores (como virus o bacterias), lo que los marca para su destruccion. La inmunidad humoral se usa generalmente
para referirse a la produccion de anticuerpos y los procesos que la acompafian, asi como a las funciones efectoras de
los anticuerpos, incluida la activacion de células Th2 y la produccién de citocinas, la generacion de células de memoria,
la promocion de la fagocitosis por opsonina, la eliminacion de patdégenos y similares. Los términos "modular" o
"modulacion” o similares se refieren a un aumento o disminucion en una respuesta o parametro particular, segun lo
determinado por cualquiera de varios ensayos generalmente conocidos o usados, algunos de los cuales se
ejemplifican en este documento.

Una respuesta mediada por células es una respuesta inmunitaria que no involucra anticuerpos, sino que implica la
activacion de macroéfagos, células asesinas naturales (NK), linfocitos T citotoxicos especificos de antigeno y la
liberacion de varias citocinas en respuesta a un antigeno. La inmunidad mediada por células se usa generalmente
para referirse a alguna activacion de células Th, activacion de células Tc y respuestas mediadas por células T. La
inmunidad celular es de particular importancia para responder a las infecciones virales.

Por ejemplo, la induccidn de linfocitos T positivos para CD8 especificos de antigeno se puede medir mediante el uso
de un ensayo ELISPOT; La estimulacion de linfocitos T CD4 positivos se puede medir mediante el uso de un ensayo
de proliferacion. Los titulos de anticuerpos contra la gripe pueden cuantificarse mediante el uso de un ensayo ELISA;
los isotipos de anticuerpos especificos de un antigeno o con reactividad cruzada también se pueden medir con el uso
de anticuerpos anti-isotipo (por ejemplo, anti-IgG, IgA, IgE o IgM). Los métodos y técnicas para realizar tales ensayos
son bien conocidos en la técnica.

Los titulos de HAI con reactividad cruzada también se pueden usar para demostrar la eficacia de una respuesta
inmunitaria a otras cepas de virus relacionadas con el subtipo de vacuna. Por ejemplo, el suero de un sujeto
inmunizado con una composicion vacunal de una primera cepa (por ejemplo, VLP de A/Indonesia 5/05) puede usarse
en un ensayo de HAI con una segunda cepa de virus completo o particulas virales (por ejemplo, A/Vietnam/1194/2004),
y el titulo de HAI determinado.

La presencia o los niveles de citocinas también pueden cuantificarse. Por ejemplo, una respuesta de células T
auxiliares (Th1/Th2) se caracterizara por la medicion de las células secretoras de IFN-y e IL-4 mediante ELISA (por
ejemplo, kits de BD Biosciences OptEIA). Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) o los esplenocitos
obtenidos de un sujeto pueden cultivarse y analizarse el sobrenadante. Los linfocitos T también se pueden cuantificar
mediante clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS), mediante el uso de etiquetas fluorescentes
especificas de marcadores y métodos como se conocen en la técnica.

También se puede realizar un ensayo de microneutralizacién para caracterizar una respuesta inmunitaria en un sujeto,
véanse, por ejemplo, los métodos de Rowe y otros, 1973. Los titulos de neutralizacion del virus se pueden obtener de
varias maneras, que incluyen: 1) enumeracion de las placas de lisis (ensayo de placa) después de la fijacion/coloracion
con cristal violeta; 2) observacion microscopica de la lisis celular en cultivo; 3) ELISA y deteccion espectrofotométrica
de la proteina del virus NP (correlacionada con la infeccion viral de las células huésped).

Los términos "particula similar a virus" (VLP), o "particulas similares a virus" o "VLP" se refieren a estructuras que se
autoensamblan y comprenden proteinas virales, por ejemplo, una proteina HA de la gripe o proteina HA modificada,
por ejemplo, una proteina HAO, en donde el bucle proteolitico ha sido modificado. Generalmente las VLP son
morfolégica y antigénicamente similares a los viriones producidos en una infeccion, pero carecen de informacion
genética suficiente para replicarse y, por lo tanto, no son infecciosas. En algunos ejemplos, las VLP pueden
comprender una sola especie de proteina o0 mas de una especie de proteina. Para las VLP que comprenden mas de
una especie de proteina, la especie de proteina puede ser de la misma especie de virus, o puede comprender una
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proteina de una especie, género, subfamilia o familia de virus diferentes (segun lo designado por la nomenclatura de
ICTV). En otros ejemplos, una o mas de las especies de proteinas que comprenden una VLP pueden modificarse a
partir de la secuencia natural, como por ejemplo una HA modificada como se describe en el presente documento. Las
VLP se pueden producir en células huésped adecuadas, incluidas las células huésped de plantas e insectos. Tras la
extraccion de la célula huésped y tras el aislamiento y posterior purificacion en condiciones adecuadas, las VLP pueden
purificarse como estructuras intactas.

Ademas, se pueden producir VLP que comprenden una combinacion de subtipos de HA. Por ejemplo, las VLP pueden
comprender una o mas de una HA o una o mas de una HA modificada del subtipo H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8,
H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16, HA del subtipo B o una combinacién de estos. La seleccion de la combinacion
de HA o HA modificadas puede determinarse por el uso previsto de la vacuna preparada a partir de la VLP. Por
ejemplo, una vacuna para usar en la inoculacién de aves puede comprender cualquier combinacién de subtipos de
HA o subtipos de HA modificadas, mientras que las VLP Utiles para inocular humanos pueden comprender uno o mas
de los subtipos o subtipos modificados de H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16,
HA de subtipo B. Sin embargo, se pueden preparar otras combinaciones de subtipos de HA o subtipos de HA
modificadas segun el uso de la VLP. Para producir VLP que comprenden combinaciones de subtipos de HA o subtipos
de HA modificadas, el subtipo de HA deseada o el subtipo de HA modificada se pueden coexpresar dentro de la misma
célula, por ejemplo, una célula vegetal.

Las VLP producidas a partir de proteinas derivadas de la gripe, de acuerdo con la presente invencion, no comprenden
proteina M1. Se sabe que la proteina M1 se une al ARN (Wakefield y Brownlee, 1989), que es un contaminante de la
preparacion de VLP. La presencia de ARN no se desea cuando se obtiene la aprobaciéon reglamentaria para el
producto de VLP, por lo tanto, una preparacion de VLP que carece de ARN puede ser ventajosa.

Las VLP producidas como se describe en el presente documento tipicamente no comprenden neuraminidasa (NA).
Sin embargo, NA puede coexpresarse con HA si se desean VLP que comprenden HA y NA.

La invencion incluye, ademas, pero sin limitarse a, VLP derivadas de virus que obtienen una envoltura lipidica de la
membrana plasmatica de la célula en la que se expresan las proteinas de VLP. Por ejemplo, si la VLP se expresa en
un sistema basado en plantas, la VLP puede obtener una envoltura lipidica de la membrana plasmatica de la célula.

En general, el término "lipido" se refiere a moléculas solubles en grasa (lipofilicas) que se producen naturalmente. El
término también se usa mas especificamente para referirse a los acidos grasos y sus derivados (incluidos los tri, di y
monoglicéridos y fosfolipidos), asi como otros metabolitos o esteroles que contienen esteroles solubles en grasa. Los
fosfolipidos son un componente principal de todas las membranas biolégicas, junto con los glucolipidos, esteroles y
proteinas. Los ejemplos de fosfolipidos incluyen fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina
y similares. Los ejemplos de esteroles incluyen zoosteroles (por ejemplo, colesterol) y fitoesteroles. Se han identificado
mas de 200 fitoesteroles en varias especies de plantas, donde los mas comunes son campesterol, estigmasterol,
ergosterol, brasicasterol, delta-7-estigmasterol, delta-7-avenasterol, daunosterol, sitosterol, 24-metilcolesterol,
colesterol o beta-sitosterol. Como entendera un experto en la materia, la composicion lipidica de la membrana
plasmatica de una célula puede variar con las condiciones de cultivo o crecimiento de la célula u organismo del que
se obtiene la célula.

Las membranas celulares generalmente comprenden bicapas lipidicas, asi como proteinas para diversas funciones.
Se pueden encontrar concentraciones localizadas de lipidos particulares en la bicapa lipidica, denominadas “balsas
lipidicas”. Sin desear limitarse a la teoria, las balsas lipidicas pueden tener un papel importante en la endo y exocitosis,
la entrada o salida de virus u otros agentes infecciosos, la transduccion de sefales intercelulares, la interaccion con
otros componentes estructurales de la célula u organismo, como matrices intracelulares y extracelulares.

En las plantas, las VLP de la gripe brotan de la membrana plasmatica, por lo tanto, la composicion lipidica de las VLP
refleja su origen. Las VLP producidas de acuerdo con la presente invencién comprenden HA de uno o mas de un tipo
o subtipo de gripe, en complejo con lipidos derivados de plantas. Los lipidos de las plantas pueden estimular células
inmunitarias especificas y mejorar la respuesta inmunitaria inducida. Las membranas vegetales estan constituidas por
lipidos, fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE), y también contienen glucoesfingolipidos, saponinas y
fitoesteroles. Ademas, las balsas lipidicas también se encuentran en las membranas plasmaticas de las plantas; estos
microdominios estan enriquecidos en esfingolipidos y esteroles. En las plantas, se sabe que existe una variedad de
fitoesteroles, que incluyen estigmasterol, sitosterol, 24-metilcolesterol y colesterol (Mongrand y otros, 2004).

La PC y la PE, asi como los glucosfingolipidos pueden unirse a las moléculas CD1 expresadas por las células
inmunitarias de los mamiferos, como las células presentadoras de antigenos (APC), como las células dendriticas y los
macréfagos y otras células, incluidos los linfocitos By T en el timo y el higado (Tsuji M. 2006). Las moléculas CD1 son
estructuralmente similares a las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | y su funcién
es presentar antigenos de glucolipidos a las células NKT (células T asesinas naturales). Tras la activacion, las células
NKT activan las células de la inmunidad innata, como las células NK y las células dendriticas, y también activan las
células de la inmunidad adaptativa, como las células T y las células B productoras de anticuerpos.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 803 508 T3

Se puede encontrar una variedad de fitoesteroles en una membrana plasmatica; el complemento especifico puede
variar segun la especie, las condiciones de crecimiento, los recursos nutrientes o el estado del patégeno, por nombrar
algunos factores. En general, el beta-sitosterol es el fitoesterol mas abundante.

Los fitoesteroles presentes en una VLP de la gripe en complejo con una bicapa lipidica, como una envoltura derivada
de la membrana plasmatica, pueden proporcionar una composicion vacunal ventajosa. Sin desear limitarse a la teoria,
las VLP de origen vegetal en complejo con una bicapa lipidica, como una envoltura derivada de la membrana
plasmatica, pueden inducir una reaccién inmunitaria mas fuerte que las VLP producidas en otros sistemas de
expresion, y puede ser similar a la reaccién inmunitaria inducida por vacunas con virus enteros vivos o atenuados.

La VLP como se describe en el presente documento puede estar en complejo con una bicapa lipidica derivada de
plantas. En algunas modalidades, la bicapa lipidica derivada de plantas puede comprender la envoltura de la VLP. Los
lipidos derivados de la planta pueden comprender componentes lipidicos de la membrana plasmatica de la planta
donde se produce la VLP, que incluyen, entre otros, fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
glucoesfingolipidos, fitoesteroles o una combinacion de estos. Un lipido derivado de plantas se puede denominar
alternativamente como un "lipido vegetal". Los ejemplos de fitoesteroles son conocidos en la técnica e incluyen, por
ejemplo, estigmasterol, sitosterol, 24-metilcolesterol y colesterol; véase, por ejemplo, Mongrand y otros, 2004.

Se puede evaluar la estructura y el tamafio de las VLP mediante, por ejemplo, un ensayo de hemaglutinacion,
microscopia electronica o mediante cromatografia de exclusion por tamanio.

Para la cromatografia de exclusion por tamafio, las proteinas solubles totales se pueden extraer del tejido vegetal al
homogeneizar (Polytron) una muestra de material vegetal congelado triturado en tampén de extraccion, y el material
insoluble se elimina por centrifugacion. También puede usarse la precipitacion con PEG. La proteina soluble se
cuantifica y el extracto pasa a través de una matriz de exclusiéon por tamafio, por ejemplo, pero sin limitarse a
Sephacryl™. Después de la cromatografia, las fracciones pueden analizarse adicionalmente por inmunotransferencia
para determinar el complemento proteico de la fraccion.

Sin desear limitarse a la teoria, la capacidad de HA para unirse a RBC de diferentes animales esta dirigida por la
afinidad de HA por los acidos sialicos 02,3 0 02,3 y la presencia de estos acidos sialicos en la superficie de RBC. La
HA equina y aviar de los virus de la gripe aglutina los eritrocitos de todas las especies, incluidos pavos, pollos, patos,
cobayas, seres humanos, ovejas, caballos y vacas; mientras que las HA humanas se uniran a los eritrocitos de pavo,
pollos, patos, cobayas, seres humanos y ovejas (ver también Ito T. y otros, 1997, Virology, vol 227, p493-499; y
Medeiros R y otros, 2001, Virology, vol 289 p.74-85).

El plegamiento correcto de la proteina viral expresada puede ser importante para la estabilidad de la proteina, la
formacion de multimeros, la formacién de VLP, la funcién de la proteina viral y el reconocimiento de la proteina viral
por un anticuerpo, entre otras caracteristicas. El plegamiento y la acumulacion de una proteina pueden estar
influenciados por uno o mas factores, que incluyen, entre otros, la secuencia de la proteina, la abundancia relativa de
la proteina, el grado de amontonamiento intracelular, el pH en un compartimento celular, la disponibilidad de cofactores
que pueden unirse o estar asociados transitoriamente con la proteina plegada, parcialmente plegada o desplegada, la
presencia de una o mas proteinas chaperonas, o similares.

Las proteinas de choque térmico (Hsp) o las proteinas de estrés son ejemplos de proteinas chaperonas, que pueden
participar en varios procesos celulares que incluyen sintesis de proteinas, trafico intracelular, prevencion de
plegamientos erréneos, prevencion de la agregacion de proteinas, ensamblaje y desensamblaje de complejos
proteicos, plegamiento de proteinas y desagregacion de proteinas. Los ejemplos de tales proteinas chaperonas
incluyen, pero no se limitan a, Hsp60, Hsp65, Hsp 70, Hsp90, Hsp100, Hsp20-30, Hsp10, Hsp100-200, Hsp100,
Hsp90, Lon, TF55, FKBP, ciclofilinas, ClpP, GrpE, ubiquitina, calnexina y proteinas disulfuro isomerasas (véase, por
ejemplo, Macario, A.J.L., Cold Spring Harbor Laboratory Res. 25: 59-70. 1995; Parsell, D.A. y Lindquist, S. Ann. Rev.
Genet. 27: 437-496 (1993); patente de Estados Unidos num. 5,232,833). Como se describe en este documento, las
proteinas chaperonas, por ejemplo, pero sin limitarse a Hsp40 y Hsp70, pueden usarse para asegurar el plegamiento
de una proteina viral.

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

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

Entre las Hsp, Hsp70 y su co-chaperona, Hsp40, estan involucradas en la estabilizacion de los polipéptidos en
traduccion y recién sintetizados antes de que se complete la sintesis. Sin desear estar limitados por la teoria, Hsp40
se une a los parches hidréfobos de polipéptidos desplegados (nacientes o recién transferidos), lo que facilita la
interaccion del complejo Hsp70-ATP con el polipéptido. La hidrélisis de ATP conduce a la formacion de un complejo
estable entre el polipéptido, Hsp70 y ADP, y la liberacion de Hsp40. La asociacion del complejo Hsp70-ADP con los
parches hidréfobos del polipéptido evita su interaccion con otros parches hidrofobos, evitando el plegamiento
incorrecto y la formacién de agregados con otras proteinas (revisado en Hartl, FU. 1996. Nature 381: 571-579).

Las proteinas chaperonas nativas pueden facilitar el plegamiento correcto de niveles bajos de proteina recombinante,
pero a medida que aumentan los niveles de expresion, la abundancia de chaperonas nativas puede convertirse en un
factor limitante. Los altos niveles de expresion de la proteina viral en las hojas agroinfiltradas pueden conducir a la
acumulacion de proteina viral en el citosol, y la coexpresion de una o mas de una proteina chaperona como Hsp70,
Hsp40 o Hsp70 y Hsp40 puede reducir el nivel de proteinas mal plegadas o agregadas, y aumentan el nimero de
proteinas que exhiben caracteristicas estructurales terciarias y cuaternarias que permiten la formacion de particulas
similares a virus.

Por lo tanto, la presente invencidn proporciona, ademas, un método para producir VLP de proteina viral en una planta,
en donde un primer acido nucleico que codifica una proteina viral se coexpresa con un segundo acido nucleico que
codifica una proteina de canal, por ejemplo, pero sin limitarse a una proteina de canal de protones y un tercer acido
nucleico que codifica una chaperona. Los acidos nucleicos primero, segundo y tercero pueden introducirse en la planta
en el mismo paso, o pueden introducirse en la planta secuencialmente.

La VLP producida dentro de una planta puede inducir una proteina viral que comprende N-glucanos especificos de la
planta. Por lo tanto, esta invencién proporciona, ademas, una VLP que comprende proteina viral que tiene N-glucanos
especificos de la planta.

Ademas, se conoce la modificacion de N-glucano en las plantas (véanse, por ejemplo, los documentos WO
2008/151440; WO 2010/006452; o US 60/944,344) y se puede producir proteina viral que tiene N-glucanos
modificados. Se puede obtener proteina viral que comprende un patrén de glicosilacién modificado, por ejemplo, N-
glucanos con reduccioén de fucosilacion, xilosilacion, o ambas, fucosilacion y xilosilacién, o se puede obtener proteina
viral que tiene un patrén de glicosilacion modificado, en donde la proteina carece de fucosilacion, xilosilacion, o ambos,
y comprende una galactosilacion aumentada. Ademas, la modulacién de modificaciones postraduccionales, por
ejemplo, la adicién de galactosa terminal puede dar como resultado una reduccién de la fucosilacion y la xilosilacion
de la proteina viral expresada en comparacion con una planta natural que expresa una proteina viral.

Por ejemplo, que no debe considerarse limitante, la sintesis de la proteina viral que tiene un patrén de glicosilacion
modificado se puede lograr coexpresando la proteina de interés junto con una secuencia de nucleétidos que codifica
beta-1.4galactosiltransferasa (GalT), por ejemplo, pero sin limitarse a GalT de mamifero o GalT humana, sin embargo,
también se puede utilizar GalT de otras fuentes. El dominio catalitico de GalT también puede fusionarse con un dominio
CTS (es decir, la cola citoplasmatica, dominio transmembrana, region del tallo) de N-acetilglucosaminil transferasa
(GNT1), para producir una enzima hibrida GNT1-GalT, y la enzima hibrida puede coexpresarse con la proteina viral.
La proteina viral también se puede coexpresar junto con una secuencia de nucledtidos que codifica N-
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnT-lll), por ejemplo, pero sin limitarse a GnT-Ill de mamifero o GnT-Ill humana,
también pueden 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-lll.

Por lo tanto, la presente invencion incluye, ademas, VLP que comprenden una o mas proteinas virales que tienen N-
glucanos modificados.

Los ejemplos no limitantes de secuencias que pueden usarse con la presente invencién para producir HA modificadas
también incluyen las descritas en los documentos WO 2009/009876; WO 2009/076778; WO 2010/003225; WO
2010/148511; WO 2010/003235; WO 2010/006452), por ejemplo, pero sin limitarse a:

la proteina H1 codificada por la molécula de acido nucleico, por ejemplo, cepa de A/Brisbane/59/2007 (H1N1), A/New
Caledonia/20/99 (H1N1), A/ Solomon Islands 3/2006 (H1N1), /PuertoRico/8/34 (H1N1), A/Brisbane/59/2007 (H1N1);

la proteina H2 codificada por la molécula de acido nucleico puede ser de la cepa A/Singapore/1/57 (H2N2);

la proteina H3 codificada por la molécula de acido nucleico puede ser de la cepa A/Brisbane 10/2007 (H3N2),
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), A/Victoria/361/2011 (H3N2) o A/Perth/16/2009 (H3N2);

la proteina H5 codificada por la molécula de acido nucleico puede ser de A/Anhui/1/2005 (H5N1), A/Indonesia/5/2005
(H5N1), A/Vietnam/1194/2004 (H5N1)
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la proteina H6 codificada por la molécula de acido nucleico puede ser de la cepa A/Teal/HongKong/W312/97 (HEN1);

la proteina H7 codificada por la molécula de acido nucleico también puede ser de la cepa A/ Hangzhou/1/13 (H7N9),
A/Equine/Prague/56 (H7N7);

la proteina H9 codificada por la molécula de acido nucleico puede ser de la cepa A/Hong Kong/1073/99 (HON2);

la proteina HA del subtipo B codificada por el acido nucleico puede ser de la cepa B/Florida/4/2006,
B/Massachusetts/2/12, B/Malaysia/2506/2004, B/Wisconsin/1/2010 o B/Brisbane/60/2008.
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Tabla 3: Ejemplos de construcciones que se han preparado como se describe en este documento:

Constr. # |Potenciador de/Ampl. Descripcion Ejemplo
la expresion Elemento

1261 CPMV-HT A/New Caledonia/20/1999 (H1N1) Ejemplo 5.1

859 CPMV-HT A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) Ejemplo 5.2

1008 CPMV-HT BeYDV B/Brisbane/60/2008 Ejemplo 5.3

1059 CPMV-HT BeYDV B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminadolEjemplo 5.4

1462 CPMV-HT BeYDV B/Wisconsin/I/2010 Ejemplo 5.5

1467 CPMV-HT BeYDV B/Wisconsin/I/2010 con bucle proteolitico eliminado [Ejemplo 5.6

1039 CPMV-HT B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminadolEjemplo 5.7

1029 CPMV-HT B/Brisbane/60/2008 [Ejemplo 5.11

1829 CPMV-HT+ B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminadoEjemplo 5.12

1937 CPMV-160+ B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eIiminado|EjempIo 5.13

1067 CPMV-HT B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eIiminado‘EjempIo 5.14
+H1 California TMCT

1977 CPMV-160+ B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminadolEjemplo 5.14
+H1 California TMCT

1875 CPMV-HT+ B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminadolEjemplo 5.19
+H1 California TMCT

676 CPMV-HT H5 A/Indonesia, 5/2005 con sitio de escision TETR [Ejemplo 5.8

766 CPMV-HT H5 A/Indonesia/5/2005 con sitio de escision TETQ [Ejemplo 5.9

928 CPMV-HT H5 A/Indonesia/5/2005 con bucle proteoliticoEjemplo 5.10
eliminado

489 CPMV-HT H5 A/Indonesia/5/2005 (nativa) Ejemplo 5.24

2220 CPMV-HT+ H2 A/Singapore/1/57 (nativa) Ejemplo 5.27

2221 CPMV-HT+ H2 AJSingapore/1/57 con bucle proteoliticoEjemplo 5.28
eliminado

2222 CPMV-160+ H2 A/Singapore/1/57 (nativa) Ejemplo 5.29

2223 CPMV-160+ H2 AJSingapore/1/57 con bucle proteoliticoEjemplo 5.29
eliminado

2019 CPMV-HT+ H3 A/Perth/16/09 (nativa) Ejemplo 5.30

2039 CPMV-HT+ H3 A/Perth/16/09 con bucle proteolitico eliminado |Ejemplo 5.31

2139 CPMV-160+ H3 A, Perth/16/09 (nativa) Ejemplo 5.30

2159 CPMV-160+ H3 A/Perth/16/09 con bucle proteolitico eliminado |Ejemplo 5.31
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1819 CPMV-HT+ H3 A/Victoria/361/11 (nativa) Ejemplo 5.26

2230 CPMV-HT+ H3 A/Victoria/361/11 con bucle proteoliticolEjemplo 5.32
eliminado

1800 CPMV-160+ H3 A/Victoria/361/11 (nativa) Ejemplo 5.25

2250 CPMV-160+ H3 A/Victoria/361/11 con bucle proteoliticolEjemplo 5.32
eliminado

2142 CPMV-HT+ H7 A/Hangzhou/1/13 (nativa) Ejemplo 5.33

2152 CPMV-HT+ H7 A/Hangzhou/1/13 con bucle proteoliticolEjemplo 5.34
eliminado

2224 CPMV-HT+ H9 A/Hong Kong/1073/99 (nativa) Ejemplo 5.35

2225 CPMV-HT+ H9 A/Hong Kong/1073/99 con bucle proteoliticolEjemplo 5.36
eliminado

2226 CPMV-160+ H9 A/Hong Kong/1073/99 (nativa) Ejemplo 5.35

2227 CPMV-160+ H9 A/Hong Kong/1073/99 con bucle proteoliticolEjemplo 5.36
eliminado

2013 CPMV-160+ B/Malaysia/2506/04 (nativa) Ejemplo 5.37

2014 CPMV-160+ B/Malaysia/2506/04 con bucle proteoliticolEjemplo 5.38
eliminado

2070 CPMV-HT B/Massachusetts/2/12 (nativa) Ejemplo 5.39

2072 CPMV-HT B/Massachusetts/2/12 con bucle proteoliticolEjemplo 5.15
eliminado

2080 CPMV-HT+ B/Massachusetts/2/12 (nativa) Ejemplo 5.39

2052 CPMV-HT+ B/Massachusetts/2/12 con bucle proteoliticolEjemplo 5.20
eliminado

2090 CPMV-160+ B/Massachusetts/2/12 (nativa) Ejemplo 5.39

2050 CPMV-160+ B/Massachusetts/2/12 con bucle proteoliticolEjemplo 5.15
eliminado

2074 CPMV-HT HA B/Massachusetts/2/12 (PrL-) + H1 CalifornialEjemplo 5.16
TMCT

2060 CPMV-160+ HA B/Massachusetts/2/12 (PrL-) + H1 CalifornialEjemplo 5.16
TMCT

2062 CPMV-HT+ HA B/Massachusetts/2/12 (PrL-) + H1 CalifornialEjemplo 5.21
TMCT

1445 CPMV HT B/Wisconsin/1/2010 con bucle proteoliticolEjemplo 5.17
eliminado (PrL-)

1839 CPMV-HT+ B/Wisconsin/1/2010 con bucle proteoliticolEjemplo 5.22
eliminado (PrL-)

1820 CPMV160+ B/Wisconsin/1/2010 con bucle proteoliticolEjemplo 5.17
eliminado (PrL-)

1975 CPMV160 B/Wisconsin/1/2010 con bucle proteoliticolEjemplo 5.17
eliminado (PrL-)

1454 CPMV-HT HA B Wisconsin con bucle proteolitico eliminadolEjemplo 5.18
(PrL-)+H1 California TMCT

1893 CPMV-160+ HA B Wisconsin con bucle proteolitico eliminadolEjemplo 5.18
(PrL-) + H1 California TMCT

1860 CPMV-HT+ HA B Wisconsin con bucle proteolitico eliminado|Ejemplo 5.23
(PrL-)+H1 California TMCT

2102 CPMV-HT+ B Florida con bucle proteolitico eliminado (PrL-) |Ejemplo 5.40

2104 CPMV-HT+ BeYDV B Florida con bucle proteolitico eliminado (PrL-) |Ejemplo 5.40

2016 CPMV-HT+ B Florida +H1 California TMCT con bucle[Ejemplo 5.41
proteolitico eliminado (PrL-)

2108 CPMV-HT+ BeYDV B Florida +H1 California TMCT con bucle[Ejemplo 5.41
proteolitico eliminado (PrL-)

Tabla: 4: Descripcion de secuencias

SEQ ID|Descripcion Figura |SEQ ID|Descripcion Figura

NO: NO:

1 Secuencia consenso de bucle 102 Secuencia de aminoacidos de HA B[36B

proteolitico de H5 aviar

Wisconsin (PrL-).
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2 IF-H5A-I-05.si+3c 1A 103 Secuencia de nucledtidos de HA B37A
Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT
3 IF-H5dTm.r 1B 104 Secuencia de aminoacidos de HA B|37B
\Wisconsin (PrL-)+H1 California TMC.
4 Construccion 1191 ID 105 Secuencia de  nucledtidos  de38A
PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+HI
California TMCT.
5 Casete 489 1E 106 Secuencia de aminoacidos de|38B
PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+HI
California TMCT.
6 Secuencia de aminoacidos de H5(1F 107 Secuencia de  nucledtidos  de39A
A/ Indonesia/5/2005 (H5N1) PDISP/HA B Massachussetts (PrL-).
7 IF-S 1-M1+M2ANC.c 2A 108 Secuencia de aminoacidos de39B
PDISP/HA B Massachussetts (PrL-).
8 IF-S 1-4-M2ANC.r 2B 109 Secuencia de  nucledtidos  de40A
PDISP/HA B Massachussetts (PrL-
)+H1 California TMCT.
9 M2 sintético (nt 1-26 unidos a 715-2C 110 Secuencia de aminoacidos dei40B
982 de DQ508860) PDISP/HA B Massachussetts (PrL-
)+H1 California TMCT.
10 Casete 1261 2D 111 Secuencia de nucledtidos de HA B41A
Wisconsin (PrL-).
11 M2 de la gripe A/New]2E 112 Secuencia de aminoacidos de HA B41B
Caledonia/20/1999 (H1N1) Wisconsin (PrL-).
12 M2 sintético (nt 26-51 unidos a los|3A 113 Secuencia de nucledtidos de HA B42A
nt 740-1007 de EF467824) Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT
13 Casete 859 3B 114 Secuencia de aminoacidos de HA B42B
\Wisconsin (PrL-)+H1 California TMC.
14 Secuencia de aminoacidos de M23C 115 Secuencia de nucledtidos de H543A
de gripe A/Puerto Rico/8/1934 Indonesia nativa.
(H1IN1)
15 Casete 1039 8A 116 Secuencia de aminoacidos de H543B
Indonesia nativa
16 Secuencia de aminoacidos de21A 117 IF**(Sacll)-PDIl.s1+4c 44A
B/Brisbane/ 60/2008
17 Secuencia de aminoacidos de21B 118 IF-H3V36111.sl-4r 44B
bucle proteolitico delta de HA tipo
B (con enlazador GG)
18 Secuencia de aminoacidos quel21C 119 Secuencia de nucledtidos  ded4C
reemplaza el sitio de escision de B PDISP/HS3 Victoria.
HA con enlazador
19 Secuencia de aminoacidos de H321D 120 Construccion 2171 44E
A/Perth/ 16/2009
20 Secuencia de aminoacidos de21E 121 Construccion 1800 44F
bucle proteolitico delta de H3 (con
enlazador GS)
21 Secuencia de aminoacidos quel21F 122 Secuencia de aminoacidos del44G
reemplaza el sitio de escision de PDISP/H3 Victoria
H3 con enlazador
22 Region enlazadora de H1 New Cal|15 123 IF(Sacll)-Kozac PDl.c 45A
23 Region  enlazadora de H1[15 124 IF-H3V36111.s1-4r 45B
Brisbane
24 Region enlazadora de H1 Sol15 125 Construccion 2181 45D
Islands
25 Region enlazadora de H2A15 126 Construccion 1819 45E
Singapore
26 Region enlazadora de H3A15 127 IF**-H2S157.s1-6r 48A
Brisbane
27 Region enlazadora de H3A WCN |15 128 Secuencia de  nucledtidos  dei48B
PDISP/H2 Singapore.
28 Region enlazadora de H5 Anhui |15 129 Casete de expresion nimero 2220  |48C
29 Region enlazadora de H5 Indo |15 130 Secuencia de aminoacidos de48D

PDISP/H2 Singapore
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30 Region enlazadora de H5 Vietnam |15 131 H2S157(Prl-).r 49A
31 Construccion 1194 4B 132 H2S8157(Prl-).c 49B
32 Casete 1008 4C 133 Casete de expresion nimero 2221 49C
33 Region enlazadora de H6 Teal HK |15 134 Secuencia de  aminoacidos  ded9D
PDISP/H2 Singapore con bucle]
proteolitico eliminado
34 Region enlazadora de H7 Eq15 135 Casete de expresion nimero 2222 50A
Prague
35 Region enlazadora de H9A HK 15 136 Casete de expresion nimero 2223 50B
36 Region enlazadora de B Florida 15 137 Secuencia de nucledtidos de PDISP/H3|51A
Perth
37 B Malaysia 15 138 IF**-H3P1609.S1-6r 51B
38 1039+1059.r 5A 139 Secuencia de  aminoacidos  de51C
PDISP/H3 Perth
39 1039+1059.c 5B 140 Secuencia de nucledtidos de PDISP/H3|52A
Perth con bucle proteolitico eliminado
40 Casete 1059 5C 141 H3P1609(Prl-)#2.r 52B
41 Secuencia de aminoacidos de/5D 142 H3P1609(Prl-)#2.c 52C
PDISP/HA gripe
B/Brisbane/60/2008 (bucle
proteolitico eliminado)
42 Secuencia de nucledtidos de H5|1G 143 Secuencia de  aminoacidos  de52D
IA/Indonesia/5/2005 (H5N1) PDISP/H3 Perth con bucle proteolitico|
eliminado
43 secuencia de nucledtidos de|5E 144 Secuencia de nucledtidos de PDISP/H3|53A
PDISP/HA gripe Victoria con bucle proteolitico eliminado
B/Brisbane/60/2008 (bucle
proteolitico eliminado)
44 secuencia natural del sitio de|19 145 H3V36111(Prl-).r 53B
escision de H5/Indo
45 sitio de escision modificado de|19 146 H3V36111(Prl-).c 53C
H5/Indo (TETR)
46 sitio de escision modificado de|19 147 Secuencia de  aminoacidos  de53D
H5/Indo (TETQ) PDISP/H3 Victoria con bucle proteolitico|
eliminado
47 Sitio de escision H1 Tabla1 [148 Secuencia de nucledtidos de PDISP/H7|54A
Hangzhou
48 Sitio de escision de H3 Tabla1 [149 IF*-H7H113.s1-6r 54B
49 IF-HAB110.S1+3c 6A 150 Secuencia de  aminoacidos  de54C
PDISP/H7 Hangzhou
50 IF-HAB110.s1-4r 6B 151 Secuencia de nucledétidos de PDISP/H7|55A
Hangzhou con bucle proteolitico]
eliminado
51 HA B Wisconsin sintética 6C 152 H7H113(PrL-).r 55B
52 Construccién 193 6E 153 H7H113(PrL-).c 55C
53 Casete 1462 6F 154 Secuencia de  aminoacidos  de55D
PDISP/H7 Hangzhou con bucle
proteolitico eliminado
54 Secuencia de aminoacidos de HABG 155 Secuencia de nucledtidos de PDISP/H956A
gripe B/Wisconsin/1/2010 Hong Kong
55 HAB110(PrL-).r 7A 156 IF**-H9HK107399.S1-6r 56B
56 HAB110(PrL-).c 7B 157 Secuencia de  aminoacidos  de56C
PDISP/H9 Hong Kong
57 Casete 1467 7C 158 Secuencia de nucledtidos de PDISP/H957A
Hong Kong con bucle proteolitico]
eliminado
58 Secuencia de aminoacidos de HA[7D 159 HOHK107399(Prl-).r 57B
gripe  B/Wisconsin/1/2010  (PL|
eliminado)
59 sitio de escision B Tabla1 [160 HI9HK107399(Prl-).c 57C
60 sitio de escision natural de H5/Indo [Tabla2 161 Secuencia de  aminoacidos  de57D
PDISP/H9 Hong Kong con bucle
proteolitico eliminado
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61 Sitio de escision modificado de[Tabla2 (162 Secuencia de nucledtidos de PDISP/HA|58A
H5/Indo B Malaysia
62 Sitio de escision modificado de[Tabla2 [163 IF**-HBM250604.S1-6r 58B
H5/Indo
63 Sitio de escision modificado de[Tabla2 (164 Secuencia de  aminoacidos  de|58C
H1/Brisbane PDISP/HA B Malaysia
64 sitio de escision modificado de[Tabla2 [165 Secuencia de nucledtidos de PDISP/HA|59A
H3/Brisbane B Malaysia con bucle proteolitico
eliminado
65 Sitio de escision modificado de[Tabla2 [166 HBM250604(PrL-).r 59B
B/Florida, B/Brisbane
66 A/H3/HAQ consenso 167 HBM250604(PrL-).c 59C
67 A/H1/HAO consenso 168 Secuencia de  aminoacidos  de|59D
PDISP/HA B Malaysia con bucle
proteolitico eliminado
68 B/HAO consenso 169 Secuencia de nucledtidos de PDISP/HA/60A
B Massachusetts
69 Delecién de bucle proteolitico de H5(18C 170 Secuencia de  aminoacidos  del60B
Anhui PDISP/HA B Massachusetts
70 Delecioén de bucle proteolitico de H5(18C 171 secuencia de nucleétidos de PatA SP
Indo
71 Delecién de bucle proteolitico de H5(18C 172 secuencia de aminoacidos del péptido
\Vietnam sefal de patatina A
72 Delecion del bucle proteolitico de B[18C 173 Secuencia de CPMV HT
Florida
73 Delecion del bucle proteolitico de B[18C 174 Secuencia kozak consenso de plantas-
Malaysia reino vegetal
74 MutCleavage-H5(Indo).r 23A 175 Secuencia kozak consenso en plantas-
dicotiledoneas
75 MutCleavage-H5(Indo).c 23B 176 Secuencia kozak consenso de plantas-
arabidopsis
76 Casete 676 23C 177 Secuencia kozak consenso de plantas
77 Secuencia de aminoacidos del23D 178 Secuencia kozak consenso de plantas
mutante TETR del sitio de escision
de gripe A/ Indonesia/5/2005
(H5N1).
78 H51505 TETQ.r 24A 179 Secuencia kozak consenso de plantas
79 H51505 TETQ.c 24B 180 Secuencia kozak consenso de plantas
80 Casete 766 25C 181 Secuencia kozak consenso de plantas
81 Secuencia de aminoacidos del25D 182 Secuencia kozak consenso de plantas
mutante TETQ del sitio de escision
de gripe A/ Indonesia/5/2005
(H5N1).
82 H51505(PrL-).r 26A 183 Secuencia kozak consenso de plantas
83 H51505(PrL-).c 26B 184 Secuencia kozak consenso de plantas
84 Casete 928 26C 185 Secuencia kozak consenso de plantas
85 Secuencia de aminoacidos de gripe|26D 186 Secuencia Kozak consenso
A/ Indonesia/5/2005 (H5N1) con
bucle proteolitico eliminado.
86 IF-S2+S4-B Bris.c 30A 187 Secuencia de nucledtidos de CPMV HT+
87 IF-S1a4-B Bris.r 30B 188 Secuencia de nucledtidos de CPMV HT+
511
88 Gen sintetizado de HA B Brisbane [30C 189 Secuencia de nucledtidos de CPMV HT+
[WT115]
89 Construccion 1029 30D 190 HBF406(PrL-).r 61A
90 Secuencia de aminoacidos de30E 191 HBF406(PrL-).c 61B
PDISP/HA de la gripe
B/Brisbane/60/2008
91 Secuencia de nucledtidos de31A 192 IF*-HBF406.s1-6r 61C
PDISP/HA B Brisbane (PrL-).
92 Secuencia de aminoacidos de31B 193 Secuencia de nucledtidos de PDISP/HA|61D
PDISP/HA B Brisbane (PrL-) B Florida con bucle proteolitico
eliminado
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93 Secuencia de nucledtidos de| 194 Secuencia de aminoacidos  de61E
CPMVX/CPMVX+ PDISP/HA B Florida con bucle
proteolitico eliminado
94 secuencia de aminoacidos| 195 Casete de expresion nimero 2102 61F
consenso del dominio|
transmembrana
95 Secuencia de nucledtidos de|33A 196 Casete de expresion numero 2104 61H

PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1
California TMCT.

96 Secuencia de aminoacidos de|33B 197 IF-H1cTMCT.S1-4r 62A
PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1
California TMCT.

97 Secuencia de nucledtidos del34A 198 Secuencia de nucleotidos de PDISP/HA|62B
PDISP/HA B Massachussetts (PrL- B Florida+tH1Cal TMCT con bucle
) proteolitico eliminado

98 Secuencia de aminoacidos de|34B 199 Secuencia de  aminoacidos  de|62C
PDISP/HA B Massachussetts (PrL- PDISP/HA B Florida+H1Cal TMCT con
) bucle proteolitico eliminado

99 Secuencia de nucledtidos de|35A 200 Casete de expresion numero 2106 62D

PDISP/HA B Massachussetts (PrL-
)+H1 California TMCT.

100 Secuencia de aminoacidos de|35B 201 Casete de expresion numero 2108 62F
PDISP/HA B Massachussetts (PrL-
)+H1 California TMCT.

101 Secuencia de nucleétidos de HA B|36A
Wisconsin (PrL-).

Ejemplos
Ejemplo 1
Transfeccion de Agrobacterium

La cepa de Agrobacterium AGL1 se transfectd por electroporacion con las construcciones de ADN con el uso de los
métodos descritos por D'Aoust y otros 2008 (Plant Biotechnology Journal 6:930-940). Las Agrobacterias transfectadas
se cultivaron en medio YEB suplementado con acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES) 10 mM, acetosiringona 20
MM, kanamicina 50 pg/ml y carbenicilina 25 pg/ml pH 5,6 a una DOey entre 0,6 y 1,6. Las suspensiones de
Agrobacterium se centrifugaron antes de su uso y se resuspendieron en medio de infiltracion (MgCl; 10 mM y MES 10
mM pH 5,6).

Preparacion de biomasa vegetal, indculo y agroinfiltracion

Los términos "biomasa" y "materia vegetal" tal como se usan en el presente documento pretenden reflejar cualquier
material derivado de una planta. La biomasa o materia vegetal puede comprender una planta completa, tejido, células
o cualquier fraccion de estos. Ademas, la biomasa o materia vegetal puede comprender componentes vegetales
intracelulares, componentes vegetales extracelulares, extractos liquidos o sdlidos de plantas, o una combinacion de
estos. Ademas, la biomasa o materia vegetal puede comprender plantas, células vegetales, tejidos, un extracto liquido,
o una combinacién de estos, de hojas, tallos, frutos, raices de las plantas o una combinacién de estos. Una parte de
una planta puede comprender materia vegetal o biomasa.

Las plantas de Nicotiana benthamiana se cultivaron a partir de semillas en bandejas llenas con un sustrato de turba
comercial. Se permitié que las plantas crecieran en el invernadero con un fotoperiodo de 16/8 y un régimen de
temperaturas de 25 °C de dia/20 °C de noche. Tres semanas después de la siembra, se escogieron plantulas
individuales, se trasplantaron en macetas y se dejaron crecer en el invernadero durante tres semanas adicionales en
las mismas condiciones ambientales.

Las agrobacterias transfectadas con cada construccion se cultivaron en un medio YEB suplementado con acido 2-(N-
morfolino)etanosulfénico (MES) 10 mM, acetosiringona 20 pM, kanamicina 50 pg/ml y carbenicilina 25 pg/ml, pH 5,6
hasta alcanzar una DOggo entre 0,6 y 1,6. Las suspensiones de Agrobacterium se centrifugaron antes de su uso y se
resuspendieron en medio de infiltracion (MgCl, 10 mM y MES 10 mM, pH 5,6) y se almacenaron durante la noche a 4
°C. El dia de la infiltracion, los lotes de cultivo se diluyeron en 2,5 volimenes de cultivo y se permitié que se calentaran
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 vacio de 20-40 Torr durante 2 min. Las plantas se devolvieron al invernadero
durante un periodo de incubacion de 2-6 dias hasta la cosecha.
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Cosecha de hojas y extraccion de proteinas totales

Después de la incubacion, la parte aérea de las plantas se cosecho, se congeld a -80 °C y se triturd en pedazos. Las
proteinas solubles totales se extrajeron mediante homogeneizacion (Polytron) de cada muestra de material vegetal
congelado triturado en 3 volumenes de Tris 50 mM frio pH 8,0, NaCl 0,5 M, Triton X-100 al 0,1 % y fluoruro de
fenilmetanosulfonilo 1 mM. Después de la homogeneizacion, las suspensiones se centrifugaron a 10 000 g durante 10
minutos a 4 °C y estos extractos crudos clarificados (sobrenadante) se guardaron para su analisis.

Analisis de proteinas e inmunotransferencia

El contenido de proteina total de los extractos crudos clarificados se determind mediante el ensayo de Bradford (Bio-
Rad, Hercules, CA) utilizando albumina de suero bovino como patrén de referencia. Las proteinas se separaron por
SDS-PAGE vy se transfirieron por electrotransferencia a membranas de difluoruro de polivinileno (PVDF) (Roche
Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN) para la inmunodeteccion. Antes de la inmunotransferencia, las membranas
se bloquearon con leche descremada al 5 % y Tween-20 al 0,1 % en solucion salina tamponada con Tris (TBS-T)
durante 16-18 ha 4 °C.

La inmunotransferencia se realizé con una primera incubacién con un anticuerpo primario (la Tabla 4 presenta los
anticuerpos y las condiciones utilizadas para la deteccién de cada HA), en 2 pug/ml en leche descremada al 2 % en
TBS-Tween 20 al 0,1 %. Los anticuerpos secundarios utilizados para la deteccion de quimioluminiscencia fueron como
se indica en la Tabla 4, diluidos como se indica en leche descremada al 2 % en TBS-Tween 20 al 0,1 %. Los complejos
inmunorreactivos se detectaron por quimioluminiscencia utilizando luminol como sustrato (Roche Diagnostics
Corporation). La conjugacion con la enzima peroxidasa de rabano picante y el anticuerpo IgG humano se llevé a cabo
mediante el uso del kit de conjugacion de peroxidasa activada EZ-Link Plus® (Pierce, Rockford, IL).

Tabla 4: Condiciones de electroforesis, anticuerpos y diluciones para inmunotransferencia de proteinas expresadas.

Subtipo de|Cepa de gripe Condicion delAnticuerpo |Dilucién  |Anticuerpo secundario |Dilucién
HA electroforesis primario
B B/Brisbane/60/2008 |No reductora TGA, AS397|1:20 000 |Anti-oveja producido en(1:10 000
conejo (JIR 313-035-
045)
B B/Wisconsin/1/2010 [No reductora NIBSC 1:2000 /Anti-oveja producido en|1:10 000
07/356 conejo (JIR 313-035-
045)
B B/Malaysia/2506/2004{No reductora NIBSC 1:2000 /Anti-oveja producido en|1:10 000
07/184 conejo (JIR 313-035-
045)
H3 IA/Perth/16/2009 No reductora TGA, AS400|1:20 000 |Anti-oveja producido en(1:10 000
(H3N2) conejo (JIR 313-035-
045)
H3 A/Victoria/361/2011  |No reductora TGA, AS400|1:20 000 |Anti-oveja producido en(1:10 000
conejo (JIR 313-035-
045)
H1 IA/California/07/2009 [Reductora Sino, 11055-1 pug/ml Anti-ratéon producido en(1: 7500
(H1N1) MMO1 cabra (JIR 115-035-146)
H5 A/Indonesia/05/2005 [Reductora CBER, S-1:4000 /Anti-oveja producido en|1:10 000
(H5N1) 7858 conejo (JIR 313-035-
045)
JIR: Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, Estados Unidos;
CBER: Center for Biologics Evaluation and Research, Rockville, MD, Estados Unidos.
Sino: Sino Biological inc., Beijing, China.
TGA: Therapeutic Goods Administration, Australia.
NIBSC: National Institute for Biological Standards and Control, Reino Unido

Ensayo de hemaglutinacion

El ensayo de hemaglutinacion se basé en un método descrito por Nayak y Reichl (2004). Brevemente, se prepararon
diluciones dobles en serie de las muestras de prueba (100 pl) en placas de microtitulacion de 96 pocillos de fondo en
V que contenian 100 pl de PBS, dejando 100 ul de muestra diluida por pocillo. Se afiadieron cien microlitros de una
suspensioén de globulos rojos de pavo al 0,25 % (Bio Link Inc., Syracuse, NY) a cada pocillo, y las placas se incubaron
durante 2 h a temperatura ambiente. El reciproco de la dilucién mas alta que muestra hemaglutinacion completa se
registré como actividad de HA. Paralelamente, un patron de HA recombinante (A/Vietnam/1203/2004 H5N1) (Protein
Science Corporation, Meriden, CT) se diluyé en PBS y se utilizé6 como control en cada placa.
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Extraccion de VLP por digestion de la pared celular

Se recogio6 tejido foliar de las plantas de Nicotiana benthamiana y se cortd en pedazos de ~ 1 cm?. Los pedazos de
hojas se empaparon en manitol 500 mM durante 30 minutos a temperatura ambiente (RT). La solucién de manitol se
retiré y se cambié con la mezcla de enzimas (mezcla de celulasas de Trichoderma viride (Onozuka R-10; 3 % v/v) y
una mezcla de pectinasas de Rhizopus sp. (MACEROZYME™; 0,75 % v/v; ambos de Yakult Pharmaceuticals) en
solucion protoplastica (manitol 500 mM, CaCl; 10 mM y MES/KOH 5 mM (pH 5,6)). La proporcion utilizada fue de 20
g de pedazos de hoja por 100 ml de solucion. Esta preparacion se extendié uniformemente en un recipiente poco
profundo (~11 x 18 cm) y se incub6 durante 16 horas en un agitador rotatorio a 40 rpm y 26 °C.

Alternativamente, la extraccion de VLP se puede realizar de la siguiente manera: las plantas se agroinfiltraron con
AGL1/# 489, 928, 676 y 766. Se recogio tejido foliar de las plantas de N. benthamiana el dia 7 después de la infiltracion
y se cortd en pedazos de ~ 1 cm?. Se afiadieron pectinasa 162L (Biocatalysts), Multifect CX CG y Multifect CX B
(Genencor) a un tampoén de manitol 200 mM, citrato 75 mM, bisulfito de sodio al 0,04 %, pH 6,0; tampdn de digestion.
Las biomasas se digirieron por duplicado durante la noche a temperatura ambiente en un agitador orbital..

Después de la extraccion asistida por enzimas, los restos de hojas se eliminaron por filtracion (filtro de nailon de malla
de 250 o0 400 um). El extracto filirado grueso se centrifugd a 5000 xg durante 5 minutos. El sobrenadante se sometid
a la deteccion de la expresion de HA (actividad de hemaglutinacion (ver la Figura 20) y transferencia Western (ver la
Figura 22).

Ejemplo 2:
Efecto del bucle proteolitico modificado sobre la acumulacién de HA

Como se muestra en la Figura 13A, la expresion de B/Brisbane nativa (Construccion num.: 1008) fue menor que la
expresion de B/Brisbane que comprende un bucle proteolitico modificado (Construccion nim.: 1059). También se
observo una mayor actividad de hemaglutinacién con B/Brisbane que comprende un bucle proteolitico modificado
(Construccion nam.: 1059) en comparacion con la HA B/Brisbane nativa (Construccion num.: 1008; Figura 13B).

Se observaron resultados similares en el nivel de acumulaciéon de B/Wisconsin que comprende un bucle proteolitico
modificado (Construccion nim.: 1467), que es mayor que el observado para la HA B/Wisconsin nativa (Construccion
nuam.: 1462; Figura 16A). También se observd una mayor actividad de hemaglutinacion con B/Wisconsin que
comprende un bucle proteolitico modificado (Construccion nim.: 1467) en comparacion con la HA B/Wisconsin nativa
(Construccion nam.: 1462; Figura 16B) que indica una mayor acumulacion de la proteina mutante.

La expresion de H5/Indo que comprende un bucle proteolitico modificado también se observé con modificaciones que
incluyen un bucle proteolitico que comprende un enlazador GG (Construccion num.: 928; SEQ ID NO: 85), un
enlazador TETR (Construccion num.: 676; SEQ ID NO: 77), o un enlazador TETQ (Construccion num.: 766; SEQ ID
NO: 8; Figura 22).

Efecto de la coexpresion de M2 de la gripe sobre el nivel de acumulacion de HA

Se evalud el impacto de la coexpresion de M2 sobre el nivel de acumulacion de una HA modificada de la gripe B. La
Construccion num. 1059 codifica una HA de la gripe B en la cual el bucle proteolitico se reemplaza por un enlazador
de 2 aminoacidos (GG en lugar de los aa 341-359). Los resultados del analisis de transferencia Western presentados
en la figura 13A muestran que la eliminacién del bucle proteolitico dio como resultado un aumento en el nivel de
acumulacion de HA de la gripe B (comparese 1008 con 1059) y que la coexpresion de M2 con la HA modificada de la
gripe B también aumenté el nivel de acumulacién de HA (Figura 13A, 1059 vs 1059+1261). Un analisis de la actividad
de hemaglutinacién en extractos proteicos crudos de plantas transformadas con HA de la gripe B con o sin modificacion
y con o sin coexpresion de M2 confirmo el efecto positivo de la coexpresion de M2 sobre el nivel de acumulacion de
la HA de la gripe B nativa (Figura 13B, 1008 vs 1008+1261) y la HA modificada de la gripe B (Figura 13B, 1059 vs
1059+1261).

La coexpresion de M2 con HA de tipo A que comprende un bucle proteolitico modificado también dio como resultado
la expresion de HA. Por ejemplo, la coexpresion de H3 modificada, con el bucle proteolitico reemplazado con un
enlazador GS o un enlazador (GSS)3 (ver la Figura 21E, 21F), junto con M2 también puede dar lugar a la acumulacion
de HA en una planta.

La eficacia de M2 de la gripe A/Puerto Rico/8/1934 para aumentar la acumulacion de la HA modificada de la gripe By
H3 se comparo con la de M2 de la gripe A/New Caledonia/20/1999. Para la HA modificada de la gripe B, la comparacion
se realizé mediante analisis de transferencia Western de extractos de proteinas de plantas transformadas con las
construcciones 1059, 1059+1261 y 1059+859. Los resultados obtenidos demostraron que la coexpresion de M2 de la
gripe A/Puerto Rico/8/1934 (codificada por la construccion nim. 859) fue tan eficiente como la coexpresion de M2 de
la gripe A/New Caledonia/20/1999 (codificada por la construcciéon nium. 1261) para aumentar la acumulacion de la HA
modificada de la gripe B (Figura 14).

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 803 508 T3

Efecto de la coexpresion de M2 de gripe sobre el nivel de acumulacién de diferentes cepas de HA B

El analisis de transferencia Western de extractos de proteinas de plantas transformadas con construcciones génicas
que dirigen la expresion de HA de la gripe B (de B/Wisconsin/1/2010) (construcciones nums. 1462) en presencia o
ausencia de construcciones para la expresion de M2 (construccion num. 1261) mostré que la coexpresion de M2 da
como resultado una mayor acumulacion de la HA de la gripe B (Figura 16A).

También se evalud el impacto de la coexpresion de M2 sobre el nivel de acumulacién de una HA modificada de la
gripe B. La Construccion nim. 1467 codifica una HA de la gripe B en la que el bucle proteolitico se reemplaza por un
enlazador de 2 aminoacidos (GG en lugar de aa 341-359). Los resultados del analisis de transferencia Western
presentados en las figuras 16A muestran que la eliminacién del bucle proteolitico dio como resultado un aumento del
nivel de acumulacion de HA de la gripe B (comparese 1462 con 1467) y que la coexpresion de M2 con la HA modificada
de la gripe B también aumento el nivel de acumulacion de HA (Figura 16A, 1467 vs 1467+1261). Un analisis de la
actividad de hemaglutinacion en extractos proteicos crudos de plantas transformadas con HA de la gripe B con o sin
modificacién y con o sin coexpresion de M2 confirmé el efecto positivo de la coexpresion de M2 en el nivel de
acumulacion de la HA nativa de la gripe B (Figura 16B, 1462 vs 1462+1261) y la HA modificada de la gripe B (Figura
16B, 1467 vs 1467+ 1261).

Efecto del elemento de amplificacion de BeYDV y el bucle proteolitico modificado sobre la acumulacion de HA

El analisis de transferencia Western de extractos de proteinas de plantas transformadas con construcciones de genes
que conducen la expresion de la HA modificada de la gripe B (de B/Brisbane/60/2008) con o sin el bucle proteolitico
eliminado (ver la Figura 17A para las construcciones) y en presencia o ausencia del elemento de amplificacion de
BeYDV (construccion nim. 1059 y 1039) mostré que en ausencia de BeYDV no se pudo detectar acumulacion de la
HA de la gripe B (Figura 17B), cuando el elemento regulador era CPMV-HT.

Efecto del bucle proteolitico modificado sobre el titulo relativo de HA y la hemaglutinacion

Con referencia a la Figura 29A, se muestra una comparacion de la actividad de las proteinas HA modificadas
producidas en plantas que comprenden elementos potenciadores basados en CPMV HT, CPMV HT+, CPMV 160 o
CPMV160+, unidos operativamente con una secuencia de nucleétidos que codifica una HA modificada con bucle
proteolitico eliminado (reemplazado con un enlazador GG) o una HA nativa. En la mayoria de los casos, la expresion
(determinada como titulo o actividad de hemaglutinacién) fue mayor para la construccién basada en CPMV HT+,
CPMV 160 o CPMV160+ que demuestra niveles de expresion significativos.

Tabla 5a: Titulo relativo de HA (HA natural = 1) (ver la Figura 29A)

Fct=1

de tipo silvestre PrL-
Descripcion (n=) GM |MD n = GM MD n =
H2 Sin157 (HT+) (n = 2) 1,0 04 2 1,2 0,1 2
H2 Sin157 (160+) (n = 2) 1,0 10,3 2 1,9 0,9 2
H3 Per1609 (HT+) (n = 4) 1,0 0,0 4 4,9 4,2 o
H3 Per1609 (160+) (n = 4) 1,0 10,3 4 6,1 3,6 4
H3 Vic36111 (HT+) (n = 6) 1,0 0,3 6 0,9 0,3 6
H3 Vic36111 (160+) (n = 6) 1,0 10,3 6 1,2 0,4 6
H5 Indo505 (HT) (n = 3) 1,0 01 3 1,2 0,3 3
H7 Han113 (HT+) (n =5) 1,0 0,2 5 1,0 0,1 5
H9 HK107399 (HT+) (n = 2) 1,0 0,4 2 1,2 0,2 2
H9 HK107399 (160+) (n = 2) 1,0 (0,2 2 0,7 0,1 2
HB Bri6008 (HT) (n =1) 1,0 10,6 1 0,6 0,1 1
HB Mal250604 (160+) (n = 2) 1,0 10,3 2 8,4 2,4 2
HB Mas212 (HT) (n = 3) 1,0 01 3 1,4 1,3 3
HB Mas212 (HT+) (n = 3) 1,0 10,6 3 6,7 3,5 3
HB Mas212 (160+) (n = 2) 1,0 10,8 2 11,5 4,2 2

Ejemplo 3

Aumento del rendimiento de VLP de HA de H7 Hangzhou cuando se elimina el bucle proteolitico (PrL-) en comparacion
con la construccion nativa.

Las plantas de N. benthamiana se infiltraron con AGL1/# 2142+1261 y # 2152+1261 y las hojas se cosecharon después
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de un periodo de incubacién de siete dias. Se recogio tejido foliar y se corté en pedazos de ~ 1 cm?. Se agregaron
pectinasa 162L y pectinasa 444L (Biocatalysts), Multifect CX CG y Multifect CX B (Genencor) en un tampén de manitol
200 mM, citrato 125 mM, bisulfito de sodio al 0,04 % pH 6,0. La biomasa se digirié durante la noche a temperatura
ambiente en un agitador orbital.

Después de la digestion, la fraccion apoplastica se filtré a través de un filtro de nailon de 400 ym para eliminar el tejido
vegetal grueso no digerido (<5 % de la biomasa de partida). El extracto filtrado se centrifug6 a temperatura ambiente
durante 15 minutos a 5000xg para eliminar protoplastos y contaminantes intracelulares (proteinas, ADN, membranas,
vesiculas, pigmentos, etc.). A continuacion, el sobrenadante se filtré a profundidad (para su clarificacion) utilizando un
filtro de fibra de vidrio de 1,2 ym (Sartopore GF plus/Sartorius Stedim) y un filtro de 0,45/0,2 ym (Sartopore 2/Sartorius
Stedim), antes de someterse a cromatografia.

La fraccion apoplastica clarificada se cargd sobre una columna de intercambio catidnico (Poros HS Applied
Biosystems) equilibrada con un tampoén de equilibrio/elucion (NaPO4 50 mM, NaCl 100 mM, Tween 80 al 0,005 %, pH
6,0). Una vez que la radiacion UV volvié a cero, el extracto se eluyo por etapas con el tampoén de equilibrio/elucion que
contenia concentraciones crecientes de NaCl (500 mM). Las VLP purificadas se concentraron mediante TFF, se
diafiltraron contra el tampon de formulacion (PO4 100 mM, NaCl 150 mM, Tween 80 al 0,01 % a pH 7,4) y se pasaron
a través de un filtro de 0,22 uym.

El ensayo de hemaglutinacion para H7 se realizd sobre la base de un método descrito por Nayak y Reichl (2004).
Brevemente, se prepararon diluciones dobles sucesivas de las muestras de prueba (100 ul) en placas de
microtitulacion de 96 pocillos de fondo en V que contenian 100 yl de PBS, dejando 100 pl de muestra diluida por
pocillo. Se afiadieron cien microlitros de una suspension de glébulos rojos de pavo al 0,25 % (Bio Link Inc., Syracuse,
NY) a cada pocillo, y las placas se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente. El reciproco de la dilucion mas alta
que mostré hemaglutinacion completa se registré como actividad de hemaglutinacion.

El contenido de proteina total de los extractos crudos clarificados se determiné utilizando albumina de suero bovino
como patron de referencia. Los rendimientos relativos se obtuvieron comparando la construccion PrL- con la
construccion nativa utilizada como control. La separacion por SDS-PAGE, con tampén de carga de muestra
desnaturalizante (Tris 0,1 M, pH 6,8, bromofenol azul al 0,05 %, glicerol al 12,5 %, SDS al 4 % y beta-mercaptoetanol
al 5 %), se realizé en condiciones reductoras y se utilizé el azul brillante de Coomassie R-250 para la tincion de
proteinas.

La Figura 46A muestra que la actividad de hemaglutinacion en extractos de plantas es mayor para la construccion de
H7 Hangzhou donde se elimina el bucle proteolitico (#2152 + #1261, ver el Ejemplo 5.34) en comparacion con la
construccion nativa (# 2142 + # 1261, ver el Ejemplo 5.33).

La Figura 46B muestra que el rendimiento relativo de proteina total en VLP purificada es mayor para la construccion
de H7 Hangzhou donde se elimina el bucle proteolitico (#2152 + #1261) en comparacion con la construccion nativa (#
2142 + # 1261). Este ejemplo demuestra una buena correlacion entre la mejora en la VLP acumulada en las plantas
frente a los rendimientos finales al realizar el proceso completo.

La Figura 46C muestra un analisis de SDS-PAGE, donde el carril 2 muestra la construccion de H7 Hangzhou purificada
con bucle proteolitico eliminado y el carril 3 muestra la construccion de H7 Hangzhou nativa purificada. Para cada
carril, se cargaron 2 ug de proteina total en el gel. La pureza de los perfiles de proteinas es similar para ambas
construcciones y superior al 90 %.

Ejemplo 4.1.

La resistencia a la tripsina de las VLP de mutantes H5 Indonesia donde se modifica o elimina el bucle proteolitico es
mayor que la H5 Indonesia nativa.

Las plantas de N. benthamiana se agroinfiltraron con AGL1/# 489, # 928, # 766 y # 676 como se describe en el Ejemplo
1 (arriba). Las hojas fueron recolectadas de las plantas 7 dias después de la infiltracion, cortadas en pedazos de ~
cm2. Se afadieron pectinasa 162L (Biocatalysts), Multifect CX CG y Multifect CX B (Genencor) en un tampoén de
manitol 200 mM, citrato 75 mM, bisulfito de sodio al 0,04 %, pH 6,0. La biomasa se digiri6 durante la noche a
temperatura ambiente en un agitador orbital. Los extractos digeridos se sometieron a filtracién gruesa, centrifugacion,
clarificacién y purificacion como se describe en el Ejemplo 3 (H7 Hangzhou).

Para cada uno de los extractos de VLP de HA de H5 Indonesia nativa (# 489), PRL- (# 928), TETQ (# 766) y TETR (#
676), se resuspendieron dos muestras de VLP de HA en tampdn (Na/KPO4 100 mM, NaCl 150 mM, TWEEN 80 al 0,01
%) a pH 7,4. Se afadié tripsina en una proporcién con la proteina de 1:100. Se tomaron muestras después de 30, 60
y 120 minutos de incubacion a temperatura ambiente, luego se llevaron a ebullicion en tampdn de carga de muestra
para detener la reaccion. Los extractos no digeridos (control) y los extractos digeridos con tripsina se analizaron por
gel SDS-PAGE como se describe en el Ejemplo 3.
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La Figura 47A muestra un analisis de SDS-PAGE de las muestras digeridas con tripsina, donde los carriles 2 a 5
muestran VLP de H5 Indonesia nativa (# 489), los carriles 6 al 9 muestran VLP de H5 Indonesia PrL- (# 928), los
carriles 10 a 13 muestran VLP de H5 Indonesia TETQ (# 766) y los carriles 14 a 17 muestran VLP de H5 Indonesia
TETR (# 676) en diferentes puntos de tiempo en la digestion (0, 30, 60 y 120 minutos). La VPL de H5 Indonesia nativa,
con una banda correspondiente al monémero HAO que es detectable a aproximadamente 75 kDa en el extracto no
digerido en el carril 2, se proces6 rapidamente en bandas de HA1 y HA2 mediante la adicion de tripsina, detectables
a aproximadamente 50 y 25 kDa respectivamente durante la digestion con tripsina en los carriles 3 a 5. Tanto las VLP
de H5 Indonesia PrL- como TETQ, estabilizadas por la eliminacién o modificacion del sitio proteolitico, mostraron
resistencia a la tripsina ya que la banda HAO no se escindi6 en las bandas HA1 y HA2. Las VLP de H5 Indonesia
TETR se estabilizaron parcialmente mediante la modificacién del sitio proteolitico y los monémeros de HAO se
escindieron en HA1 y HA2 mas lentamente que en las VLP de H5 Indonesia nativas.

Estos datos demuestran la proteccion exitosa de la proteina HAO en su sitio proteolitico dentro de HA1-HA2, ya sea
eliminando el bucle proteolitico (prl-) o reemplazando el bucle proteolitico con un enfoque de secuencia enlazadora
(TETQ).

Ejemplo 4.2. La inmunogenicidad de las VLP de H5 Indonesia nativa es similar a sus contrapartes mutantes (PrL-,
TETQy TETR) en ratones.

Los extractos de VLP de H5 Indonesia nativa, PrL-, TETR y TETQ se purificaron como se describe en el Ejemplo 4.1
(anterior).

La Figura 47B muestra la inmunogenicidad (titulo de HI) de VLP de H5 nativa y sus contrapartes mutantes (prl-, TETQ
y TETR) en ratones después de dos dosis. Los ratones BALB/c (n = 8/grupo) se inyectaron dos veces por via
intramuscular, con 21 dias de diferencia, con una dosis de 10 ug de vacunas de VLP de H5 basadas en plantas (nativa,
prl-, TETQ o TETR) en funcioén de su contenido de HA. El andlisis de titulos de HI se realiz6 a partir de sueros de cada
animal, 42 dpv (21 dias después de la 2da dosis) y se us6 VLP de H5 A/Indonesia/5/2005 (H5N1) como antigeno. Las
barras representan la comparacion relativa (%) de los titulos de HI de cada VLP de mutantes H5 con la VLP de H5
nativa (calculado con el log2 del titulo de HI GMT e IC del 95 %). Las diferencias estadisticas entre los grupos para
cada dosis se compararon mediante el uso de un ANOVA de una via seguido de un analisis post-hoc de Tukey en los
datos transformados por Log2 (suponiendo una distribucion normal de estos). * p <0,05 se considero significativo. No
se observaron diferencias entre los grupos para cada dosis.

Ejemplo 5.1: B-2X35S/CPMV-HT/M2 New Caledonia/NOS (Construccion num. 1261)

Una secuencia que codifica M2 de la gripe A/New Caledonia/20/1999 (H1N1) se clond en el sistema de expresion
2X35S/CPMV-HT/NOS en un plasmido que contiene el casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter mediante el
uso del siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contiene la secuencia codificante de M2 completa se
amplifico mediante el uso de los cebadores IF-S1-M1+M2ANC.c (Figura 2A, SEQ ID NO: 7) e IF-S1-4-M2ANC.r (Figura
2B, SEQ ID NO: 8) mediante el uso del gen de M2 sintetizado (correspondiente a los nt 1-26 unidos a los nt 715-982
del nimero de acceso de GenBank DQ508860; Figura 2C, SEQ ID NO: 9) como molde. El producto de PCR se cloné
en el sistema de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS con el uso del sistema de clonacion “In-Fusion” (Clontech, Mountain
View, CA). La construccion 1191 (Figura 1C) se digiri6 con las enzimas de restriccion Sacll y Stul y el plasmido
linealizado se us6 para la reaccion de ensamblaje “In-Fusion”. La construccién 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 coexpresion del supresor de silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor
y terminador del gen de plastocianina de la alfalfa. La cadena principal es un plasmido binario pPCAMBIAy la secuencia
desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t se presenta en la Figura ID (SEQ ID NO: 4). La construccion resultante
recibié el numero 1261 (Figura 2D, SEQ ID NO: 10). La secuencia de aminoacidos de M2 de la gripe A/New
Caledonia/20/1999 (H1N1) se presenta en la Figura 2E (SEQ ID NO: 11). Una representacion del plasmido 1261 se
presenta en la Figura 11.

Ejemplo 5.2: C-2X35S/CPMV-HT/M2 Puerto Rico/NOS (Construccién nim. 859)

Una secuencia que codifica M2 de la gripe A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) se clon6 en el sistema de expresion
2X35S/CPMV-HT/NOS en un plasmido que contiene el casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter mediante el
uso del siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contiene la secuencia codificante de M2 completa se
amplific6 mediante el uso de los cebadores IF-S1-M1+M2ANC.c (Figura 2A, SEQ ID NO: 7) e IF-S1-4-M2ANC.r (Figura
2B, SEQ ID NO: 8), utilizando el gen de M2 sintetizado (correspondiente a los nt 26-51 unidos a los nt 740-1007 del
numero de acceso al Genbank EF467824) (Figura 3A, SEQ ID NO: 12) como molde. El producto de PCR se cloné en
el sistema de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS con el uso del sistema de clonacion “In-Fusion” (Clontech, Mountain
View, CA). La construccion 1191 (Figura 1C) se digiri6 con las enzimas de restriccion Sacll y Stul y el plasmido
linealizado se us6 para la reaccion de ensamblaje “In-Fusion”. La construccién nimero 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 construccion génica para la coexpresion del supresor de silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor
y terminador del gen de plastocianina de la alfalfa. El vector es un plasmido binario pPCAMBIA y la secuencia desde el
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limite izquierdo al derecho del ADN-t se presenta en la Figura ID (SEQ ID NO: 4). A la construccion resultante se le
asigno el numero 859 (Figura 3B, SEQ ID NO: 13). La secuencia de aminoacidos de M2 de la gripe A/Puerto
Rico/8/1934 (H1N1) se presenta en la Figura 3C (SEQ ID NO: 14). Una representacion del plasmido 859 se presenta
en la Figura 17.

Ejemplo 5.3: G-2X35S/CPMV-HT/PDISP/HA B Brisbane/NOS en el sistema de amplificacion de BeYDV+Replicasa
(Construccion namero 1008)

La preparacion de la construccion 1008 se describe en el documento US 61/541,780. Brevemente, una secuencia que
codifica HA de la gripe B/Brisbane/60/2008 se clond en 2X35S/CPMV-HT/PDISP/NOS que comprende el sistema de
amplificacién de BeYDV+replicasa en un plasmido que contiene un casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter
mediante el uso de un método basado en PCR que utiliza el gen de HA B Brisbane sintetizado (correspondiente a los
nt 34-1791 del nimero de acceso al Genbank FJ766840). El producto de PCR se clon6 en marco con el péptido sefial
de PDI de alfalfa en un casete de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS en el sistema de amplificacion de BeYDV. La
construccion 1194 (véanse las Figuras 4A, 4B) se digirid con las enzimas de restriccion Sacll y Stul y el plasmido
linealizado se us6 para una reaccion de ensamblaje para producir la construccion numero 1008 (Figura 4C, Figura 9;
SEQ ID NO: 32).

La construccion numero 1194 (Figura 4A) es un plasmido aceptor destinado a la clonaciéon "In Fusion" de genes de
interés en marco con un péptido sefal de PDI de alfalfa en un casete de expresién basado en CPMV-HT en el sistema
de amplificacion de BeYDV. También incorpora una construccidon génica para la coexpresion del supresor de
silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor y terminador del gen de plastocianina de la alfalfa. La cadena principal
es un plasmido binario pPCAMBIA.

Ejemplo 5.4: 1-2X35S/CPMV-HT/PDISP-HA B Brisbane con bucle proteolitico eliminado en el sistema de amplificacion
de BeYDV+Replicasa (Construccién nimero 1059)

La preparacion de la construccién 1059 se describe en el documento US 61/541,780. Brevemente, se cloné una
secuencia que codifica HA de la gripe B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminado en 2X35S/CPMV-
HT/PDISP/NOS que comprende el sistema de amplificacion de BeYDV+replicasa en un plasmido que contiene el
casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter mediante el uso del método de ligadura basado en PCR (Darveau y
otros, 1995, Methods in Neuroscience 26: 77-85). En una primera ronda de PCR, se amplific6 un fragmento que
contenia la secuencia codificante de HA B Brisbane del nt 46 al nt 1065 mediante el uso del gen de HA B Brisbane
sintetizado (correspondiente a los nt 34-1791 del nimero de acceso al Genebank FJ766840) como molde. Un segundo
fragmento, que contenia la secuencia codificante de HA B Brisbane del nt 1123 al nt 1758, se amplific6 mediante el
uso del gen de HA B Brisbane sintetizado (correspondiente a los nt 34-1791 del numero de acceso al Genbank
FJ766840) como molde. Los productos de PCR de ambas amplificaciones se mezclaron y se usaron como molde para
una segunda ronda de amplificacion. El fragmento resultante (que codifica HA B/Brisbane/60/2008 Aa.a. 356-374 con
un enlazador GG entre fragmentos; ver la Figura 21B) se clon6é en marco con el péptido sefial de PDI de alfalfa en un
casete de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS que comprende el sistema de amplificacién de BeYDV para producir la
construccion 1194 (Figuras 4A, 4B) se digirié con las enzimas de restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado fue
utilizado para una reaccion de ensamblaje. La construccion resultante recibié el nimero 1059 (Figura 5C; SEQ ID NO:
40).

La secuencia de aminoacidos de PDISP-HA B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminado se presenta en la
Figura 5D (SEQ ID NO: 41).

Ejemplo 5.5: B-2X35S/CPMV-HT/HA B Wisconsin/NOS en el sistema de amplificacion de BeYDV(m)+Replicasa
(Construccion namero 1462)

La preparacioén de la construccion 1462 se describe en el documento US 61/541,780. Brevemente, una secuencia que
codifica HA de la gripe B/Wisconsin/1/2010 se cloné en 2X35S/CPMV-HT/NOS que comprende el sistema de
amplificacion de BeYDV(m)+replicasa en un plasmido que contiene un casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter
mediante el uso de un método basado en PCR. Se amplificd un fragmento que contenia la secuencia codificante de
HA B Wisconsin completa mediante el uso del gen de HA B Wisconsin sintetizado (nimero de acceso al Genbank
JN993010) como molde. El producto de PCR se cloné en un casete de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS en el sistema
de amplificacion de BeYDV(m). La construccion 193 (Figura 6D) se digiri6 con las enzimas de restriccion Sacll y Stul
y el plasmido linealizado se uso6 para una reaccion de ensamblaje.

La construccion nimero 193 (Figura 6D, 6E) 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 de BeYDV(m). También
incorpora una construccion génica para la coexpresion del supresor de silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor
y terminador del gen de plastocianina de la alfalfa. La cadena principal es un plasmido binario pPCAMBIAy la secuencia
desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t se presenta en la Figura 6E (SEQ ID NO: 52). La construccion resultante
recibié el numero 1462 (Figura 6F, SEQ ID NO: 53). La secuencia de aminoacidos de PDISP/HA de la gripe
B/Wisconsin/1/2010 se presenta en la Figura 6G (SEQ ID NO: 54). Una representacion del plasmido 1462 se presenta
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en la Figura 6H.

Ejemplo 5.6: C-2X35S/CPMV-HT/HA B Wisconsin con bucle proteolitico eliminado en sistema de amplificacion de
BeYDV(m)+replicasa (Construccion nimero 1467)

La preparacioén de la construccion 1467 se describe en el documento US 61/541,780. Brevemente, una secuencia que
codifica HA de la gripe B/Wisconsin/1/2010 con bucle proteolitico eliminado se cloné en 2X35S/CPMV-HT/NOS que
comprende el sistema de amplificacion de BeYDV(m)+replicasa en un plasmido que contiene el casete de expresion
Plasto_pro/P19/Plasto_ter utilizando un método de ligadura basado en PCR (Darveau y otros 1995, Methods in
Neuroscience 26: 77-85). En una primera ronda de PCR, un fragmento que contiene la secuencia codificante de HA
B Wisconsin del nt 1 al nt 1062 se amplificé mediante el uso de los cebadores IF-HAB110.S1+3c (Figura 6A, SEQ ID
NO: 49) y HAB110(PrL-).r (Figura 7A, SEQ ID NO: 55), mediante el uso del gen de HA B Wisconsin sintetizado (nUmero
de acceso al Genbank JN993010) (Figura 6C, SEQ ID NO: 51) como molde. Un segundo fragmento, que contiene la
secuencia codificante de HA B Wisconsin del nt 1120 al nt 1755, se amplific6 mediante el uso de los cebadores
HAB110(PrL-).c (Figura 7B, SEQ ID NO: 56) e IF-HAB110.s1-4r (Figura 6B, SEQ ID NO: 50), con el uso del gen de
HA B Wisconsin sintetizado (numero de acceso al Genbank JN993010) (Figura 6C, SEQ ID NO: 51) como molde. Los
productos de PCR de ambas amplificaciones se mezclaron y usaron como molde para una segunda ronda de
amplificacién con el uso de IF-HAB110.S1+3c (Figura 6A, SEQ ID NO: 49) e IF-HAB110.s1-4r (Figura 6B, SEQ ID NO:
50) como cebadores. El fragmento resultante (que codifica HA B/Wisconsin/1/2010 Aa.a. 340-358 con un enlazador
GG entre fragmentos) se clon6é en un casete de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS que comprende el sistema de
amplificacion de BeYDV(m) con el uso del sistema de clonacion “In-Fusion” (Clontech, Mountain View, CA). La
construccion 193 (Figura 6D) se digirid con las enzimas de restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado se us6
para la reaccion de ensamblaje “In-Fusion”.

La construccién 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 hacia un sistema de amplificacién de BeYDV(m). También incorpora una
construccion génica para la coexpresion del supresor de silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor y terminador
del gen de plastocianina de la alfalfa. La cadena principal es un plasmido binario pCAMBIA y la secuencia desde el
limite izquierdo al derecho del ADN-t se presenta en la Figura 6E (SEQ ID NO: 52). La construccion resultante recibio
el numero 1467 (Figura 7C, SEQ ID NO: 57). La secuencia de aminoacidos de HA de la Gripe B/Wisconsin/1/2010
con bucle proteolitico eliminado se presenta en la Figura 7D (SEQ ID NO: 58). Una representacion del plasmido 1467
se presenta en la Figura 7E.

Ejemplo 5.7: A-2X35S/CPMV-HT/PDISP-HA B Brisbane con bucle proteolitico eliminado (Construccion nimero 1039)

La preparacion de la construccion 1192 se describe en el documento US 61/541,780. Brevemente, una secuencia que
codifica HA de la gripe B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminado se cloné en 2X35S/CPMV-HT/PDISP/NOS
en un plasmido que contiene el casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter utilizando el siguiente método de
ligadura basado en PCR (Darveau y otros, 1995, Methods in Neuroscience 26: 77-85). En una primera ronda de PCR,
se amplificé un fragmento que contenia la secuencia codificante de HA B Brisbane del nt 46 al nt 1065 mediante el
uso del gen de HA B Brisbane sintetizado (correspondiente a los nt 34-1791 del nimero de acceso al Genebank
FJ766840) como molde. Un segundo fragmento, que contenia la secuencia codificante de HA B Brisbane del nt 1123
al nt 1758, se amplificd mediante el uso del gen de HA B Brisbane sintetizado (correspondiente a los nt 34-1791 del
namero de acceso al Genbank FJ766840) como molde. Los productos de PCR de ambas amplificaciones se mezclaron
y se usaron como molde para una segunda ronda de amplificaciéon. El fragmento resultante (que codifica HA
B/Brisbane/60/2008 Aa.a. 356-374 con un enlazador GG entre fragmentos) se cloné en marco con el péptido sefal de
PDI de alfalfa en el casete de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS. La construccion 1192 se digirié con las enzimas de
restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado se uso6 para la reaccion de ensamblaje “In-Fusion”.

La construccion niumero 1192 es un plasmido aceptor destinado a la clonacién "In Fusion" de genes de interés en
marco con un péptido sefial de PDI de alfalfa en un casete de expresién basado en CPMV-HT. También incorpora una
construccion génica para la coexpresion del supresor de silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor y terminador
del gen de plastocianina de la alfalfa. La cadena principal es un plasmido binario pPCAMBIA. La construccion resultante
recibié el numero 1039 (Figura 8B). La secuencia de aminoacidos de PDISP-HA B/Brisbane/60/2008 con bucle
proteolitico eliminado se presenta en la Figura 5D (SEQ ID NO: 41). Una representacion del plasmido 1039 se presenta
en la Figura 8A (SEQ ID NO: 15).

Ejemplo 5.8: A-2X35S/CPMV-HT/H5 de A/Indonesia/5/2005 con mutacion TETR del sitio de escision (Construccion
numero 676)

Una secuencia que codifica H5 de A/Indonesia/5/2005 con mutacion TETR del sitio de escision se cloné en 2X35S/CP-
MV-HT/ NOS en un plasmido que contiene el casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter mediante el uso del
siguiente método de ligadura basado en PCR (Darveau y otros, 1995, Methods in Neuroscience 26: 77-85). En una
primera ronda de PCR, se amplificé un fragmento que contenia H5 de la secuencia codificante de A/Indonesia/5/2005
del nt 1 al nt 1015 mediante el uso de los cebadores IF-H5A-1-05.s1+3c (Figura 1A, SEQ ID NO: 2) y MutCleavage-
H5(Indo).r (Figura 23A, SEQ ID NO: 74), utilizando H5 sintetizada de A/Indonesia/5/2005 (Figura 1G, SEQ ID NO: 42)
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como molde. Un segundo fragmento, que contenia H5 de la secuencia codificante de A/Indonesia/5/2005 del nt 1038
al nt 1707, se amplifico utilizando los cebadores MutCleavage-H5(Indo).c (Figura 23B, SEQ ID NO.: 75) e IF-H5dTm.r
(Figura 1B, SEQ ID NO: 3), utilizando H5 sintetizada de A/Indonesia/5/2005 (Figura 1G, SEQ ID NO: 42) como molde.
Los productos de PCR de ambas amplificaciones se mezclaron y usaron como molde para una segunda ronda de
amplificacion mediante el uso de IF-H5A-I-05.s1+3c (Figura 1A, SEQ ID NO: 2) e IF-H5dTm.r (Figura 1B, SEQ ID NO:
3) como cebadores. El fragmento resultante (que codifica H5 de A/Indonesia/5/2005 Aa.a. 339-346 con un enlazador
TETR entre fragmentos) se clon6 en un casete de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS con el uso del sistema de
clonacion “In-Fusion” (Clontech, Mountain View, CA). La construccion 1191 (Figura ID) se digirié con las enzimas de
restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado se usé para la reaccion de ensamblaje “In-Fusion”. La construccion
nuamero 1191 es un plasmido aceptor destinado a la clonacién "In Fusion" de genes de interés en marco en un casete
de expresion basado en CPMV-HT. También incorpora una construccion génica para la coexpresion del supresor de
silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor y terminador del gen de plastocianina de la alfalfa. La cadena principal
es un plasmido binario pPCAMBIA y la secuencia desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t se presenta en la Figura
ID (SEQ ID NO: 4). A la construccion resultante se le asigno el numero 676 (Figura 23C, SEQ ID NO: 76). La secuencia
de aminoacidos de H5 del mutante TETR del sitio de escision de A/Indonesia/5/2005 se presenta en la Figura 23D
(SEQ ID NO: 77). Una representacion esquematica del plasmido 676 se presenta en la Figura 23E.

Ejemplo 5.9: B-2X35S/CPMV-HT/H5 de A/Indonesia/5/2005 con mutacion TETQ en el sitio de escision (Construccion
numero 766)

Una secuencia que codifica H5 de A/Indonesia/5/2005 con mutacién TETQ del sitio de escision se clond en
2X35S/CPMV-HT/ NOS en un plasmido que contiene el casete de expresion Plasto _pro/P19/Plasto_ter mediante el
uso del siguiente método de ligadura basado en PCR (Darveau y otros., 1995, Methods in Neuroscience 26: 77-85).
En una primera ronda de PCR, se amplificé un fragmento que contenia H5 de la secuencia codificante de
Al/Indonesia/5/2005 del nt 1 al nt 1015 mediante el uso de los cebadores IF-H5A-1-05.s1+3c (Figura 1A, SEQ ID NO:
2) y H51505_TETQ.r (Figura 24A, SEQ ID NO: 78), utilizando H5 sintetizada de A/lndonesia/5/2005 (Figura 1G, SEQ
ID NO: 42) como molde. Un segundo fragmento, que contenia H5 de la secuencia codificante de A/Indonesia/5/2005
del nt 1038 al nt 1707, se amplificé utilizando los cebadores H5I505_TETQ.c (Figura 24B, SEQ ID NO: 79) e IF-
H5dTm.r (Figura 1B, SEQ ID NO: 3), utilizando H5 sintetizada de A/Indonesia/5/2005 (Figura 1G, SEQ ID NO: 42)
como molde. Los productos de PCR de ambas amplificaciones se mezclaron y usaron como molde para una segunda
ronda de amplificaciéon mediante el uso de IF-H5A-I1-05.s1+3c (Figura 1A, SEQ ID NO: 2) e IF-H5dTm.r (Figura 1B,
SEQ ID NO: 3) como cebadores. El fragmento resultante (que codifica H5 de A/lIndonesia/5/2005 Aa.a. 339-346 con
un enlazador TETQ entre fragmentos) se clond en un casete de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS utilizando el sistema
de clonacion “In-Fusion” (Clontech, Mountain View, CA). La construccion 1191 (Figura ID) se digirié con las enzimas
de restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado se us6 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 marco en un casete
de expresion basado en CPMV-HT. También incorpora una construccion génica para la coexpresion del supresor de
silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor y terminador del gen de plastocianina de la alfalfa. La cadena principal
es un plasmido binario pCAMBIA y la secuencia desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t se presenta en la Figura
ID (SEQ ID NO: 4). A la construccion resultante se le asigno el numero 766 (Figura 24C, SEQ ID NO: 80). La secuencia
de aminoacidos de H5 del mutante TETQ del sitio de escision de A/Indonesia/5/2005 se presenta en la Figura 24D
(SEQ ID NO: 81). Una representacion esquematica del plasmido 766 se presenta en la Figura 24E.

Ejemplo 5.10: C-2X35S/CPMV-HT/H5 de A/Indonesia/5/2005 con bucle proteolitico eliminado (Construcciéon nimero
928)

Una secuencia que codifica H5 de A/Indonesia/5/2005 con bucle proteolitico eliminado se cloné en 2X35S/CPMV-HT/
NOS en un plasmido que contenia el casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter utilizando el siguiente método de
ligadura basado en PCR presentado por Darveau y otros (Methods in Neuroscience 26: 77-85 (1995)). En una primera
ronda de PCR, se amplific6 un fragmento que contenia H5 de la secuencia codificante de A/Indonesia/5/2005 del nt 1
al nt 1011 mediante el uso de los cebadores IF-H5A-1-05.s1+3c (Figura 1A, SEQ ID NO: 2) y H51505(PrL-).r (Figura
25A, SEQ ID NO: 82), utilizando H5 sintetizada de A/Indonesia/5/2005 (Figura 1G, SEQ ID NO: 42) como molde. Un
segundo fragmento, que contenia H5 de la secuencia codificante de A/lndonesia/5/2005 del nt 1075 al nt 1707, se
amplificé utilizando los cebadores H51505(PrL-).c (Figura 25B, SEQ ID NO: 83) e IF-H5dTm.r (Figura 1B, SEQ ID NO:
3), utilizando H5 sintetizada de A/Indonesia/5/2005 (Figura 1G, SEQ ID NO: 42) como molde. Los productos de PCR
de ambas amplificaciones se mezclaron y usaron como molde para una segunda ronda de amplificaciéon mediante el
uso de IF-H5A-1-05.s1+3c (Figura 1A, SEQ ID NO: 2) e IF-H5dTm.r (Figura 1B, SEQ ID NO: 3) como cebadores. El
fragmento resultante (que codifica H5 de A/Indonesia/5/2005 Aa.a. 338-358 con un enlazador GG entre fragmentos)
se clond en un casete de expresion 2X35S/CPMV-HT/NOS con el uso del sistema de clonacioén “In-Fusion” (Clontech,
Mountain View, CA). La construccion 1191 (Figura ID) se digirié con las enzimas de restriccion Sacll y Stul y el
plasmido linealizado se uso6 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 marco en un casete de expresion basado en
CPMV-HT. También incorpora una construccion génica para la coexpresion del supresor de silenciamiento de TBSV
P19 bajo el promotor y terminador del gen de plastocianina de la alfalfa. La cadena principal es un plasmido binario
pCAMBIA y la secuencia desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t se presenta en la Figura ID (SEQ ID NO: 4).
A la construccion resultante se le asigné el nimero 928 (Figura 25C, SEQ ID NO: 84). La secuencia de aminoacidos
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de H5 de A/Indonesia/5/2005 con bucle proteolitico eliminado se presenta en la Figura 25D (SEQ ID NO: 85). Una
representacion del plasmido 928 se presenta en la Figura 25E.

Ejemplo 5.11 - F-2X35S/CPMV-HT/PDISP/HA B Brisbane/NOS (Construccién nimero 1029)

Una secuencia que codifica HA de la gripe B/Brisbane/60/2008 se clond en un sistema de expresion 2X35S/CPMV-
HT/PDISP/NOS en un plasmido que contenia un casete de expresion Plasto_pro/P19/Plasto_ter mediante el uso del
siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenia la secuencia codificante de HA B Brisbane sin su péptido
sefial de tipo silvestre se amplificd con el uso de los cebadores IF-S2+S4-B Bris.c (Figura 30A, SEQ ID NO: 86) e IF-
S1a4-B Bris.r (Figura 30B, SEQ ID NO: 87), con el uso del gen de HA B Brisbane sintetizado (correspondiente a los
nt 34-1791 del numero de acceso al Genbank FJ766840) (Figura 30C, SEQ ID NO: 88) como molde. El producto de
PCR se cloné en marco con el péptido sefal de PDI de alfalfa en un sistema de expresién 2X35S/CPMV-HT/NOS con
el uso del sistema de clonacion “In-Fusion” (Clontech, Mountain View, CA). La construccion 1192 se digirié con las
enzimas de restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado se us6 para la reaccion de ensamblaje “In-Fusion”. La
construccion numero 1192 es un plasmido aceptor destinado a la clonacién "In Fusion" de genes de interés en marco
con un péptido sefial de PDI de alfalfa en un casete de expresién basado en CPMV-HT. También incorpora una
construccion génica para la coexpresion del supresor de silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor y terminador
del gen de plastocianina de la alfalfa. La cadena principal es un plasmido binario pCAMBIA y la secuencia desde los
limites izquierdo al derecho del ADN-t. La construccion resultante recibié el nimero 1029 (Figura 30D, SEQ ID NO:
89). La secuencia de aminoacidos de PDISP/HA de la gripe B/Brisbane/60/2008 se presenta en la Figura 30E (SEQ
ID NO: 90). Una representacion del plasmido 1029 se presenta en la Figura 30F.

Ejemplo 5.12 - 2X35S/CPMV HT (construccion num. 1039) y HT+ (construccion nim. 1829) para PDISP/HA B Brisbane
(PrL-)

Una secuencia codificante correspondiente a HA de la gripe B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminado (PrL-
) en la que el péptido sefial nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/HA
B Brisbane (PrL-; Figura 31A, SEQ ID NO: 91) se clond en HT original y HT+ modificado mediante el uso del mismo
método basado en PCR descrito en los Ejemplos 5.7 y 5.11, pero con cebadores de PCR modificados disefiados
especificamente para PDISP/HA B Brisbane (PrL-). La secuencia de aminoacidos de HA B Brisbane (PrL-) madura
fusionada con PDISP se presenta en la Figura 31B (SEQ ID NO: 92). Las representaciones de los plasmidos 1039 y
1829 se presentan en las Figuras 8B y 31D.

Ejemplo 5.13 - 2X35S/CPMV HT (construccion nim. 1039) y 2X35S/CPMV160+ (construccion num. 1937) para
PDISP/HA B Brisbane (PrL-)

Una secuencia codificante correspondiente a HA de la gripe B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminado (PrL-
) (consulte la solicitud provisional de Estados Unidos nim. 61/806,227 presentada el 28 de marzo de 2013 para obtener
informacion adicional sobre: regiones eliminadas del bucle proteolitico en secuencias de HA) en el que el péptido sefial
nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/HA B Brisbane (PrL-)) (Figura
32A, SEQ ID NO: 93) se clon6 en CPMV-HT original y CPMV 160+ mediante el uso del mismo Método basado en PCR
como se describe en el Ejemplo 5.7 y en el Ejemplo 5.11, pero con cebadores de PCR modificados disefiados
especificamente para PDISP/HA B Brisbane (PrL-). La secuencia de aminoacidos de HA B Brisbane (PrL-) madura
fusionada con PDISP se presenta en la Figura 31B (SEQ ID NO: 92). Las representaciones de los plasmidos 1039 y
1937 se presentan en la Figura 8B y la Figura 32C.

Ejemplo 15.14 - 2X35S/CPMV HT (construccion nim. 1067) y 2X35S/CPMV160+ (construccion nim. 1977) para
PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT

Una secuencia codificante de hemaglutinina quimérica correspondiente al ectodominio de HA de la gripe
B/Brisbane/60/08 con bucle proteolitico eliminado (PrL-) (consulte la solicitud provisional de Estados Unidos num.
61/806,227 presentada el 28 de marzo de 2013, para obtener informacién adicional sobre: regiones eliminadas de
bucle proteolitico en secuencias de HA) fusionada con el dominio transmembrana y la cola citoplasmatica (TMCT) de
H1 de la gripe A/California/7/2009 y con el péptido sefial de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/HA B
Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT) (Figura 33A, SEQ ID NO: 95) se clon6 en CPMV-HT original y CPMV160+
mediante el uso del mismo método basado en PCR como se describe en los Ejemplos 5.7 y 5.11, pero con cebadores
de PCR modificados disefiados especificamente para PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT. La secuencia
de aminoacidos de HA madura de B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT fusionada con PDISP se presenta en la
Figura 33B (SEQ ID NO: 96). Las representaciones de los plasmidos 1067 y 1977 se presentan en la Figura 33C y la
Figura 33D.

Ejemplo 5.15 - 2X35S/CPMV HT (construccion num. 2072) y 2X35S/CPMV160+ (construccion num. 2050) para
PDISP/HA B Massachussetts (PrL-)

Una secuencia codificante correspondiente a HA de la gripe B/Massachussetts/2/2012 con bucle proteolitico eliminado
(PrL-) (consulte la solicitud provisional de Estados Unidos num. 61/806,227 presentada el 28 de marzo de 2013 para
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obtener informacién adicional sobre: regiones eliminadas de bucle proteolitico en secuencias de HA) en la que el
péptido sefial nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/HA B
Massachussetts (PrL-)) (Figura 34A, SEQ ID NO: 97) se clon6 en CPMV-HT original y CPMV 160+ mediante el uso del
mismo método basado en PCR como se describe en los Ejemplos 5.7 y 5.11, pero con cebadores de PCR modificados
disefiados especificamente para PDISP/HA B Massachussetts (PrL-). La secuencia de aminoacidos de HA madura de
B Massachussetts (PrL-) fusionada con PDISP se presenta en la Figura 34B (SEQ ID NO: 98). Las representaciones
de los plasmidos 2072 y 2050 se presentan en la Figura 34C y la Figura 34D.

Ejemplo 5.16 - 2X35S/CPMV HT (construccion num. 2074) y 2X35S/CPMV160+ (construccion num. 2060) para
PDISP/HA B Massachussetts (PrL-)+H1 California TMCT

Una secuencia codificante de hemaglutinina quimérica correspondiente al ectodominio de HA de la gripe
B/Massachussetts/2/2012 con bucle proteolitico eliminado (PrL-) (consulte la solicitud provisional de Estados Unidos
num. 61/806,227 presentada el 28 de marzo de 2013 para obtener informacion adicional sobre: regiones eliminadas
de bucle proteolitico en secuencias de HA) fusionada con el dominio transmembrana y la cola citoplasmatica (TMCT)
de H1 de la gripe A/California/7/2009 y con el péptido seial de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/HA B
Massachussetts (PrL-)+H1 California TMCT) (Figura 35A, SEQ ID NO: 99) se cloné en CPMV-HT original y CPMV160+
utilizando el mismo método basado en PCR que se describe en los Ejemplos 5.7 y 5.11, pero con cebadores de PCR
modificados disefiados especificamente para PDISP/HA B Massachussetts (PrL-)+H1 California TMCT. La secuencia
de aminoacidos de la HA madura de B Massachussetts (PrL-)+H1 California TMCT fusionada con PDISP se presenta
en la Figura 35B (SEQ ID NO: 100). Las representaciones de los plasmidos 2074 y 2060 se presentan en las Figuras
35C vy 35D.

Ejemplo 5.17 - 2X35S/CPMV HT (construccion num. 1445), 2X35S/CPMVHT+ (construcciéon nim. 1820) y CPMV160+
(construccién nim. 1975) para HA B Wisconsin (PrL-)

Una secuencia codificante correspondiente a HA de la gripe B/Wisconsin/1/2010 con bucle proteolitico eliminado (PrL-
) (consulte la solicitud provisional de Estados Unidos num. 61/806,227 presentada el 28 de marzo de 2013 para obtener
informacion adicional sobre: regiones eliminadas de bucle proteolitico en secuencias de HA) con su péptido sefal
nativo (HA B Wisconsin (PrL-)) (Figura 36AA, SEQ ID NO: 101) se cloné en CPMV-HT original, CPMVHT+ y CPMV160
mediante el uso del mismo método basado en PCR que se describe en los Ejemplos 5.7 y 5.11, pero con cebadores
de PCR modificados disefiados especificamente para HA B Wisconsin (PrL-). La secuencia de aminoacidos de HA B
Wisconsin (PrL-) con su péptido sefial nativo se presenta en la Figura 36B (SEQ ID NO: 102). Las representaciones
de los plasmidos 1445, 1820 y 1975 se presentan en las Figuras 36C, 36D y 36E, respectivamente.

Ejemplo 5.18 - 2X35S/CPMV HT (construccion num. 1454) y 2X35S/CPMV160+ (construccién num. 1893) para HA B
Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT

Una secuencia codificante de hemaglutinina quimérica correspondiente al ectodominio de HA de la Gripe B/ Wisconsin
/2/2012 con bucle proteolitico eliminado (PrL-) (consulte la solicitud provisional de Estados Unidos num. 61/806,227
presentada el 28 de marzo de 2013 para obtener informacion adicional sobre: regiones eliminadas de bucle proteolitico
en secuencias de HA) fusionada con el dominio transmembrana y la cola citoplasmatica (TMCT) de H1 de la gripe
A/California/7/2009 con el péptido sefial nativo de HA B Wisconsin (HA B Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT)
(Figura 37A, SEQ ID NO: 103) se cloné en CPMV-HT original y CPMV160+ mediante el uso del mismo método basado
en PCR como se describe en los Ejemplos 5.7 y 5.11, pero con cebadores de PCR modificados disefiados
especificamente para HA B Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT. La secuencia de aminoacidos de HA B Wisconsin
(PrL-)+H1 California TMCT se presenta en la Figura 37 (SEQ ID NO: 104). Las representaciones de los plasmidos
1454 y 1893 se presentan en las Figuras 37C y 37D.

Ejemplo 5.19: 2X35S/CPMV HT (construccién nim. 1067) y HT+ (construccion num. 1875) para PDISP/HA B Brisbane
(PrL-)+H1 California TMCT

Una secuencia codificante de hemaglutinina quimérica correspondiente al ectodominio de HA de la gripe
B/Brisbane/60/08 con bucle proteolitico eliminado (PrL-) fusionada con el dominio transmembrana y la cola
citoplasmatica (TMCT) de H1 de la gripe A/California/7/2009 y con el péptido sefial de la proteina disulfuro isomerasa
de alfalfa (PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT) (Figura 38A, SEQ ID NO: 105) se clon6 en HT original y
HT+ modificado utilizando el mismo método basado en PCR como se describe en el Ejemplo 5.26, pero con cebadores
de PCR modificados disefiados especificamente para PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT. La secuencia
de aminoacidos de HA madura de B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT fusionado con PDISP se presenta en la
Figura 38B (SEQ ID NO: 106). Las representaciones de los plasmidos 1067 y 1875 se presentan en las Figuras 33C
y 39C.

Ejemplo 5.20: 2X35S/CPMV HT (construccion num. 2072) y HT+ (construccion ndm. 2052) para PDISP/HA B
Massachussetts (PrL-)

Una secuencia codificante correspondiente a HA de la gripe B/Massachussetts/2/2012 con bucle proteolitico eliminado
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(PrL-) en la que el péptido sefial nativo ha sido reemplazado por el de proteina disulfuro isomerasa de alfalfa
(PDISP/HA B Massachussetts (PrlL-)) (Figura 39A, SEQ ID NO: 107) se cloné en HT original y HT+ modificado
mediante el uso del mismo método basado en PCR como se describe en el Ejemplo 5.26, pero con cebadores de PCR
modificados disefiados especificamente para PDISP/HA B Massachussetts (PrL-). La secuencia de aminoacidos de
la HA madura de B Massachussetts (PrL-) fusionada con PDISP se presenta en la Figura 39B (SEQ ID NO: 108). Las
representaciones de los plasmidos 2072 y 2052 se presentan en la Figura 34C y la Figura 39C.

Ejemplo 5.21: 2X35S/CPMV HT (construccion num. 2074) y HT+ (construccion ndm. 2062) para PDISP/HA B
Massachussetts (PrL-)+H1 California TMCT

Una secuencia codificante de hemaglutinina quimérica correspondiente al ectodominio de HA de la gripe
B/Massachussetts/2/2012 con bucle proteolitico eliminado (PrL-) fusionada con el dominio transmembrana y la cola
citoplasmatica (TMCT) de H1 de la gripe A/California/7/2009 y con el péptido sefial de proteina disulfuro isomerasa de
alfalfa (PDISP/HA B Massachussetts (PrL-)+H1 California TMCT) (Figura 40A, SEQ ID NO: 109) se clon6 en HT
original y HT+ modificado mediante el uso del mismo método basado en PCR como se describe en el Ejemplo 5.26,
pero con cebadores de PCR modificados disefiados especificamente para PDISP/HA B Massachussetts (PrL-)+H1
California TMCT. La secuencia de aminoacidos de la HA madura de B Massachussetts (PrL-)+H1 California TMCT
fusionada con PDISP se presenta en la Figura 40B (SEQ ID NO: 110). Las representaciones de los plasmidos 2074 y
2062 se presentan en la Figura 35C y la Figura 40C.

Ejemplo 5.22: 2X35S/CPMV HT (construccion num. 1445) y HT+ (construccién nium. 1839) para HA B Wisconsin (PrL-

Una secuencia codificante correspondiente a HA de la gripe B/Wisconsin/1/2010 con bucle proteolitico eliminado (PrL-
) con su péptido sefial nativo (HA B Wisconsin (PrL-)) (Figura 41A, SEQ ID NO: 111) se cloné en HT original y HT+
modificado mediante el uso del mismo método basado en PCR que se describe en el Ejemplo 5.26, pero con cebadores
de PCR modificados disefiados especificamente para HA B Wisconsin (PrL-). La secuencia de aminoacidos de HA B
Wisconsin (PrL-) con su péptido sefial nativo se presenta en la Figura 41B (SEQ ID NO: 112). Las representaciones
de los plasmidos 1445 y 1839 se presentan en las Figuras 36C y 41C.

Ejemplo 5.23: 2X35S/CPMV HT (construccion num. 1454) y HT+ (construccién nium. 1860) para HA B Wisconsin (PrL-
)+H1 California TMCT

Una secuencia codificante de hemaglutinina quimérica correspondiente al ectodominio de HA de la gripe B/ Wisconsin
/2/2012 con bucle proteolitico eliminado (PrL-) fusionada con el dominio transmembrana y la cola citoplasmatica
(TMCT) de H1 de la gripe A/California/7/2009 con el péptido sefal nativo de HA B Wisconsin (HA B Wisconsin (PrL-
)*H1 California TMCT) (Figura 42A, SEQ ID NO: 113) se clon6 en HT original y HT+ modificado con el uso del mismo
método basado en PCR como se describe en el Ejemplo 5.26 pero con cebadores de PCR modificados disefiados
especificamente para HA B Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT. La secuencia de aminoacidos de HA B Wisconsin
(PrL-)+H1 California TMCT se presenta en la Figura 42B (SEQ ID NO: 114). Las representaciones del plasmido 1454
y 1860 se presentan en las Figuras 37C y 42C.

Ejemplo 5.24 - 2X35S/CPMV HT (construccién num. 489), 2X35S/CPMV160+ (construccién num. 1880) y
2X35S/CPMV160 (construccion nim. 1885) para H5 Indonesia

Una secuencia codificante correspondiente a H5 nativa de la gripe A/Indonesia/5/2005 (Figura 43A, SEQ ID NO: 115)
se cloné en CPMV-HT original, CPMV160+ y CPMV160 con el uso del mismo método basado en PCR como se
describe en el Ejemplo 5.25 pero con cebadores de PCR modificados disefiados especificamente para H5 Indonesia.
La secuencia de aminoacidos de H5 nativa de la gripe A/Indonesia/5/2005 se presenta en la Figura 43B (SEQ ID NO:
116). Una representacion del plasmido 489 se presenta en la Figura 43C.

Ejemplo 5.25 - 2X35S/CPMV160+/PDISP/H3 Victoria/NOS (Construccién nimero 1800)

Una secuencia que codifica H3 de la gripe A/Victoria/361/2011 en la que el péptido sefial nativo ha sido reemplazado
por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/H3 Victoria) se clond en el sistema de expresion
2X35S/CPMV160+/NOS (CPMV160+) con el uso del siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenia
la secuencia codificante de PDISP/H3 Victoria se amplifico utilizando los cebadores IF**(Sacll)-PDI.s1+4c (Figura 44A,
SEQ ID NO: 117) e IF-H3V36111.s1-4r (Figura 44B, SEQ ID NO: 118), con el uso de la secuencia de PDISP/H3
Victoria (Figura 44C, SEQ ID NO: 119) como molde. El producto de PCR se clon6 en el sistema de expresion
2X35S/CPMV160+/NOS con el uso del sistema de clonacion “In-Fusion” (Clontech, Mountain View, CA). La
construccion niumero 2171 (Figura 44D) se digirid con las enzimas de restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado
se uso para la reaccion de ensamblaje “In-Fusion”. La construccion ndmero 2171 es un plasmido aceptor destinado a
la clonacién "In Fusion" de genes de interés en un casete de expresion basado en CPMV160+. También incorpora
una construccion génica para la coexpresion del supresor de silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor y
terminador del gen de plastocianina de la alfalfa. La cadena principal es un plasmido binario pCAMBIA y la secuencia
desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t se presenta en la Figura 44E (SEQ ID NO: 120). La construccion
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resultante recibié el numero 1800 (Figura 44F, SEQ ID NO: 121). La secuencia de aminoacidos de la H3 madura de
la gripe A/Victoria/361/2011 fusionada con PDISP se presenta en la Figura 44G (SEQ ID NO: 122). Una representacion
del plasmido 1800 se presenta en la Figura 44H.

Ejemplo 5.26: 2X35S/CPMV-HT+/PDISP/H3 Victoria/NOS (Construccién nimero 1819)

Una secuencia que codifica H3 de la gripe A/Victoria/361/2011 en la que el péptido sefal nativo se ha reemplazado
con el de la proteina disulfuro isomerasa de la alfalfa (PDISP/H3 Victoria) se cloné en el casete de expresion 2X35S-
CPMV-HT+/NOS con el uso del siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenia la secuencia codificante
de PDISP/H3 Victoria se amplificé utilizando los cebadores IF(Sacll)-Kozac_PDI.c (Figura 45A, SEQ ID NO: 123) e IF-
H3V36111.s1-4r (Figura 45B, SEQ ID NO: 124), mediante el uso de la secuencia de PDISP/H3 Victoria (Figura 44C,
SEQ ID NO: 119) como molde. El producto de PCR se cloné en el sistema de expresion 2X35S/CPMV-HT+/NOS con
el uso del sistema de clonacién “In-Fusion” (Clontech, Mountain View, CA). La construccion nimero 2181 (Figura 45D)
se digiri6 con las enzimas de restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado se uso para la reaccion de ensamblaje
“In-Fusion”. La construccion numero 2181 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 construccién génica para la
coexpresion del supresor de silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor y terminador del gen de plastocianina de
la alfalfa. La cadena principal es un plasmido binario pPCAMBIA y la secuencia desde el limite izquierdo al derecho del
ADN-t se presenta en la Figura 45E (SEQ ID NO: 125). La construccion resultante recibié el nimero 1819 (Figura 45E,
SEQ ID NO: 126). La secuencia de aminoacidos de la H3 madura de la gripe A/Victoria/361/2011 fusionada con PDISP
se presenta en la Figura 44G (SEQ ID NO: 122). Una representacion del plasmido 1819 se presenta en la Figura 45F.

Ejemplo 5.27 2X35S/CPMV HT+/PDISP/H2 Singapore/NOS (Construccién nimero 2220)

Una secuencia que codifica H2 de la gripe A/Singapore/1/1957 en la que el péptido sefial nativo ha sido reemplazado
por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/H2 Singapore) se cloné en el sistema de expresion
2X35S/CPMV HT+/NOS mediante el uso del siguiente método basado en PCR. Un fragmento que contenia la
secuencia codificante de PDISP/H2 Singapore se amplificé mediante el uso de los cebadores IF(Sacll)-Kozac_PDl.c
(descrito para la construccion 1819 en el Ejemplo 5.26) e IF**-H2S157.s1-6r (Figura 48A, SEQ ID NO: 127), utilizando
la secuencia de PDISP/H2 Singapore (Figura 48B, SEQ ID NO: 128) como molde. El producto de PCR se clon6 en el
sistema de expresion 2X35S/CPMV-HT+/NOS con el uso del sistema de clonacién “In-Fusion” (Clontech, Mountain
View, CA). La construccion numero 2181 (descrita para la construccion 1819 en el Ejemplo 5.26) se digirié con las
enzimas de restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado se us6 para la reaccion de ensamblaje “In-Fusion”. La
construccion numero 2181 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 construccion génica para la coexpresion del
supresor de silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor y terminador del gen de plastocianina de la alfalfa. La
cadena principal es un plasmido binario pCAMBIA y la secuencia desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t se
presenta en la Figura 45D. La construccion resultante recibié el nimero 2220 (Figura 48C, SEQ ID NO: 129). La
secuencia de aminoacidos de la H2 madura de la gripe A/Singapore/1/1957 fusionada con PDISP se presenta en la
Figura 48D (SEQ ID NO: 130). Una representacién del plasmido 2220 se presenta en la Figura 48E.

Ejemplo 5.28 2X35S/CPMV HT+/PDISP/H2 Singapore con bucle proteolitico eliminado/NOS (Construccién ndmero
2221)

Una secuencia que codifica H2 de la gripe A/Singapore/1/1957 con bucle proteolitico eliminado en la que el péptido
sefial nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/H2 Singapore con bucle
proteolitico eliminado) se clond en el sistema de expresion 2X35S/CPMV HT+/NOS mediante el uso del siguiente
método de ligadura basado en PCR presentado por Darveau y otros (Methods in Neuroscience 26: 77-85 (1995)). En
una primera ronda de PCR, un fragmento que contenia H2 de la secuencia codificante de la Gripe A/Singapore/1/1957
del nt 1 al nt 1032 se amplificd con los cebadores IF(Sacll)-Kozac_PDI.c (descrito para la construccion 1819 en el
Ejemplo 5.26) y H2S157(Prl-).r (Figura 49A, SEQ ID NO: 131), con el uso de la secuencia de PDISP/H2 Singapore
(Figura 48B, SEQ ID NO: 128) como molde. Un segundo fragmento, que contenia H2 de la secuencia codificante de
la Gripe A/Singapore/1/1957 del nt 1084 al nt 1716, se amplificd con los cebadores H2S157(Pr1-).c (Figura 49B, SEQ
ID NO: 132) e IF**-H2S157.s1-6r (Figura 48A, SEQ ID NO: 127) con el uso de la secuencia de PDISP/H2 Singapore
(Figura 48B, SEQ ID NO: 128) como molde. Los productos de PCR de ambas amplificaciones se mezclaron y usaron
como molde para una segunda ronda de amplificacién mediante el uso de IF(Sacll)-Kozac_PDI.c (descrito para la
construccion 1819 en el Ejemplo 5.26) e IF**-H2S157.s1-6r (Figura 48A, SEQ ID NO: 127) como cebadores. El
producto de PCR (que comprende la secuencia codificante de PDISP/H2 Singapore con los aa 321 a 337
reemplazados por un enlazador GG) se cloné en un sistema de expresion 2X35S/CPMV HT+/NOS con el uso del
sistema de clonacion “In-Fusion” (Clontech, Mountain View, CA). La construccion nimero 2181 (descrita para la
construccion 1819 en el Ejemplo 5.26) se digirié con las enzimas de restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado
se uso para la reaccion de ensamblaje “In-Fusion”. La construccién numero 2181 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 coexpresion del supresor de silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor y
terminador del gen de plastocianina de la alfalfa. La cadena principal es un plasmido binario pCAMBIA y la secuencia
desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t se presenta en la Figura 45D (descrita para la construccion 1819, en el
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ejemplo 5.26). La construccion resultante recibié el nimero 2221 (Figura 49C, SEQ ID NO: 133). La secuencia de
aminoacidos de la H2 madura de la gripe A/Singapore/1/1957 con bucle proteolitico eliminado, fusionada con PDISP
se presenta en la Figura 49D (SEQ ID NO: 134). Una representacion del plasmido 2221 se presenta en la Figura 49E.

Ejemplo 5.29 PDISP/H2 Singapore (Construccion numero 2222) y PDISP/H2 Singapore con bucle proteolitico
eliminado (Construccion nimero 2223) en el sistema de expresion 2X35S/CPMV 160+/NOS

Las secuencias que codifican H2 de la gripe A/Singapore/1/1957 con o sin bucle proteolitico en la que el péptido sefal
nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/H2 Singapore y PDISP/H2
Singapore con bucle proteolitico eliminado) fueron clonadas en el sistema de expresion 2X35S/CPMV 160 +/NOS
mediante el mismo método basado en PCR que la construccion 2220 y 2221, respectivamente, pero con el uso del
cebador directo modificado IF**(Sacll)-PDI.s1+4c (descrito para la construccion 1800 en el Ejemplo 5.25) para la
amplificacion y un plasmido aceptor diferente. Los productos de PCR resultantes se clonaron en el sistema de
expresion 2X35S/CPMV 160 +/NOS con el uso del sistema de clonacion “In-Fusion” (Clontech, Mountain View, CA).
La construccion numero 2171 (descrita para la construccion 1800 en el Ejemplo 5.25) se digirié con las enzimas de
restriccion Sacll y Stul y el plasmido linealizado se usé para la reaccion de ensamblaje “In-Fusion”. La construccion
nuamero 2171 es un plasmido aceptor destinado a la clonacion "In Fusion" de genes de interés en un casete de
expresion basado en CPMV 160+. También incorpora una construccion génica para la coexpresion del supresor de
silenciamiento de TBSV P19 bajo el promotor y terminador del gen de plastocianina de la alfalfa. La cadena principal
es un plasmido binario pCAMBIA y la secuencia desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t se presenta en (descrito
para la construccion 1800 en el Ejemplo 5.25). Las construcciones resultantes recibieron el nimero 2222 para
PDISP/H2 Singapore (Figura 50A, SEQ ID NO: 135) y 2223 para PDISP/H2 Singapore con bucle proteolitico eliminado
(Figura 50B, SEQ ID NO: 136). Las representaciones de los plasmidos 2222 y 2223 se presentan en las figuras 50C
y 50D, respectivamente.

Ejemplo 5.30 2X35S/CPMV HT+ (construccion num. 2019) y 160+ (construccién num. 2139) para PDISP/H3 Perth

Una secuencia codificante correspondiente a H3 de la gripe A/Perth/16/2009 en la que el péptido sefial nativo ha sido
reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/H3 Perth) (Figura 51A, SEQ ID NO: 137) se
cloné en CPMV HT+ modificado y 160+ utilizando el mismo enfoque basado en “In Fusion” que la construccion 2220
y 2222, respectivamente, pero con cebador de PCR modificado especificamente disefiado para PDISP/H3 Perth
(Figura 51B, SEQ ID NO: 138). La secuencia de aminoacidos de la H3 madura de la gripe A/Perth/16/2009 fusionada
con PDISP se presenta en la Figura 51C (SEQ ID NO: 139). Las representaciones de los plasmidos 2019y 2139 se
presentan en la Figura 51D y la Figura 51E.

Ejemplo 5.31 2X35S/CPMV HT+ (construccion num. 2039) y 160+ (construccion nim. 2159) para PDISP/H3 Perth con
bucle proteolitico eliminado

Una secuencia codificante correspondiente a H3 de la gripe A/Perth/16/2009 con bucle proteolitico eliminado en la que
el péptido sefial nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/H3 Perth con
bucle proteolitico eliminado) (Figura 52, SEQ ID NO: 140) se cloné en CPMV HT+ modificado y 160+ utilizando el
mismo enfoque basado en “In Fusion” que la construccion 2221 y 2223, respectivamente, pero con cebadores de PCR
modificados disefiados especificamente para PDISP/H3 Perth con bucle proteolitico eliminado (Figura 51B (SEQ ID
NO: 138), 52B (SEQ ID NO: 141) y 53C (SEQ ID NO: 142). La secuencia de aminoacidos de la H3 madura de la gripe
A/Perth/16/2009 con bucle proteolitico eliminado, fusionada con PDISP se presenta en la Figura 52D (SEQ ID NO:
143). Las representaciones de los plasmidos 2039 y 2159 se presentan en la Figura 52E y la Figura 52F.

Ejemplo 5.32 2X35S/CPMV HT+ (construccién ndm. 2230) y 160+ (construccion num. 2250) para PDISP/H3 Victoria
con bucle proteolitico eliminado

Una secuencia codificante correspondiente a H3 de la gripe A/Victoria/361/2011 con bucle proteolitico eliminado en la
que el péptido sefial nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/H3 Victoria
con bucle proteolitico eliminado) (Figura 53, SEQ ID NO: 144) se cloné en CPMV HT+ modificado y 160+ con el uso
del mismo enfoque basado en “In Fusion” que la construccion 2221 y 2223 (ver Ejemplos 5.28 y 5.29),
respectivamente, pero con cebador de PCR modificado especificamente disefiado para PDISP/H3 Victoria con bucle
proteolitico eliminado (Figuras 53B (SEQ ID NO: 145) y 53C (SEQ ID NO: 146). La secuencia de aminoacidos de la
H3 madura de la gripe A/Victoria/361/2011 con bucle proteolitico eliminado, fusionada con PDISP se presenta en la
Figura 53D (SEQ ID NO: 147). Las representaciones de los plasmidos 2230 y 2250 se presentan en la Figura 53E y
la Figura 53F.

Ejemplo 5.33 2X35S/CPMV HT+/PDISP/H7 Hangzhou/NOS (Construccion nim. 2142)

Una secuencia codificante correspondiente a H7 de la gripe A/Hangzhou/1/2013 en la que el péptido sefal nativo ha
sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/H7 Hangzhou) (Figura 54A, SEQ ID NO:
148) se cloné en CPMV HT+ modificado utilizando el mismo enfoque basado en “In Fusion” que la construccion 2220
pero con cebador de PCR modificado disefiado especificamente para PDISP/H7 Hangzhou (Figura 54B, SEQ ID NO.:
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149). La secuencia de aminoacidos de la H7 madura de la gripe A/Hangzhou/1/2013 fusionada con PDISP se presenta
en la Figura 54C (SEQ ID NO: 150). La representacion del plasmido 2142 se presenta en la Figura 54E.

Ejemplo 5.34 2X35S/CPMV HT+/PDISP/H7 Hangzhou con bucle proteolitico eliminado/NOS (Construccion nim. 2152)

Una secuencia codificante correspondiente a H7 de la gripe A/Hangzhou/1/2013 con bucle proteolitico eliminado en la
que el péptido sefal nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/ H7
Hangzhou con bucle proteolitico eliminado) (Figura 55A, SEQ ID NO: 151) se clon6 en CPMV HT+ modificado con el
uso del mismo enfoque basado en “In Fusion” que la construccion 2221 pero con cebadores de PCR modificados
disefiados especificamente para PDISP/ H7 Hangzhou con bucle proteolitico eliminado (Figura 54B (SEQ ID NO: 149),
Figura 55B (SEQ ID NO: 152) y Figura 55C (SEQ ID NO: 153)). La secuencia de aminoacidos de la H7 madura de la
gripe A/Hangzhou/1/2013 con bucle proteolitico eliminado, fusionada con PDISP se presenta en la Figura 55D (SEQ
ID NO: 154). La representacion del plasmido 2152 se presenta en la Figura 55E.

Ejemplo 5.35 2X35S/CPMV HT+ (construccion num. 2224) y 160+ (construccion num. 2226) para PDISP/H9 Hong
Kong

Una secuencia codificante correspondiente a H9 de la gripe A/Hong Kong/1073/1999 en la que el péptido sefal nativo
ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/H9 Hong Kong) (Figura 56A, SEQ ID
NO: 155) fue clonada en CPMV HT+ modificado y 160+ utilizando el mismo enfoque basado en “In Fusion” que la
construccion 2220 y 2222, respectivamente, pero con cebador de PCR modificado especificamente disefiado para
PDISP/H9 Hong Kong (Figura 56B, SEQ ID NO: 156). La secuencia de aminoacidos de la H9 madura de la gripe
A/Hong Kong/1073/1999 fusionada con PDISP se presenta en la Figura 56C (SEQ ID NO: 157). Las representaciones
de los plasmidos 2224 y 2226 se presentan en las Figuras 56D y Figura 56E.

Ejemplo 5.36 2X35S/CPMV HT+ (construccion num. 2225) y 160+ (construccion num. 2227) para PDISP/H9 Hong
Kong con bucle proteolitico eliminado

Una secuencia codificante correspondiente a H9 de la gripe A/Hong Kong/1073/1999 con bucle proteolitico eliminado
en donde el péptido sefial nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/H9
Hong Kong con bucle proteolitico eliminado) (Figura 57A, SEQ ID NO: 158) se cloné en CPMV HT+ modificado y 160+
utilizando el mismo enfoque basado en “In Fusion” que la construccion 2221 y 2223, respectivamente, pero con
cebadores de PCR modificados disefiados especificamente para PDISP/H9 Hong Kong con bucle proteolitico
eliminado (Figura 56B (SEQ ID NO: 156), Figura 57B (SEQ ID NO: 159) y Figura 57C (SEQ ID NO: 160)). La secuencia
de aminoacidos de H9 madura de la gripe A/Hong Kong/1073/1999 con el bucle proteolitico eliminado fusionado con
PDISP se presenta en la Figura 57D (SEQ ID NO: 161). Las representaciones de los plasmidos 2225 y 2227 se
presentan en la Figura 57E y la Figura 57F.

Ejemplo 5.37 2X35S/CPMV 160+/PDISP/HA B Malaysia/NOS (Construccion nium. 2013)

Una secuencia codificante correspondiente a HA de la gripe B/Malaysia/2506/2004 en la que el péptido sefial nativo
ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/HA B Malaysia) (Figura 58A, SEQ ID
NO: 162) se clon6 en CPMV 160+ modificado con el uso del mismo enfoque basado en “In Fusion” que la construccion
2222 pero con cebador de PCR modificado especificamente disefiado para PDISP/HA B Malaysia (Figura 58B, SEQ
ID NO: 163). La secuencia de aminoacidos de HA madura de la gripe B/Malaysia/2506/2004 fusionada con PDISP se
presenta en la Figura 58C (SEQ ID NO: 164). La representacion del plasmido 2013 se presenta en la Figura 58D.

Ejemplo 5.38 2X35S/CPMV 160+/PDISP/HA B Malaysia con bucle proteolitico eliminado/NOS (Construccién ndam.
2014)

Una secuencia codificante correspondiente a HA de la gripe B/Malaysia/2506/2004 con bucle proteolitico eliminado en
la que el péptido sefial nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/HA B
Malaysia con bucle proteolitico eliminado) (Figura 59A, SEQ ID NO: 165) se cloné en CPMV 160+ modificado utilizando
el mismo enfoque basado en In Fusion que la construccion 2223 pero con cebadores de PCR modificados disefiados
especificamente para PDISP/HA B Malaysia con bucle proteolitico eliminado (Figura 58B (SEQ ID NO: 163), Figura
59B (SEQ ID NO: 166), Figura 59C (SEQ ID NO: 167)). La secuencia de aminoacidos de HA madura de la gripe
B/Malaysia/2506/2004 con bucle proteolitico eliminado, fusionada con PDISP se presenta en la Figura 59D (SEQ ID
NO: 168). La representacion del plasmido 2014 se presenta en la Figura 59E.

Ejemplo 5.39 2X35S/CPMV HT (construccion ndm. 2070), HT+ (construccion num. 2080) y 160+ (-Mprot) (construccion
num. 2090) para PDISP/HA B Massachusetts

Una secuencia codificante correspondiente a HA de la gripe B/Massachusetts/2/2012 en la que el péptido sefial nativo
ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/HA B Massachusetts) (Figura 60A,
SEQ ID NO: 169) se cloné en HT original, HT+ modificado y 160+ con el uso del mismo enfoque basado en “In Fusion”
que la construccion 2072, 2220 y 2222, respectivamente, pero con cebadores de PCR modificados disefiados

50



10

15

20

25

30

35

ES 2 803 508 T3

especificamente para PDISP/HA B Massachusetts. La secuencia de aminoacidos de HA madura de la gripe
B/Massachusetts/2/2012 fusionada con PDISP se presenta en la Figura 60B (SEQ ID NO: 170). Las representaciones
de los plasmidos 2070, 2080 y 2090 se presentan en la Figura 60C, Figura 60D y Figura 60E.

Ejemplo 5.40 2X35S/CPMV HT+ (construccion nim. 2102), HT+ con BeYDV (construccion num. 2104) para PDISP/HA
B Florida con bucle proteolitico eliminado

Una secuencia codificante correspondiente a HA de la gripe B/Florida con bucle proteolitico eliminado y en la que el
péptido sefial nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa (PDISP/HA B Florida)
(Figura 61D, SEQ ID NO: 193) se cloné en HT+ modificado, el mismo enfoque basado en “In Fusion” como se describid
anteriormente, pero con cebadores de PCR modificados disefiados especificamente para PDISP/HA B/Florida (ver la
Fig. 61A (SEQID NO: 190), la Fig. 61B (SEQ ID NO: 191) y la Fig. 61C (SEQ ID NO: 192). La secuencia de nucledtidos
del casete de expresion resultante 2102 se proporciona en la Fig. 61F (SEQ ID NO: 195). De manera similar, una
secuencia codificante correspondiente a HA de la gripe B/Florida con bucle proteolitico eliminado y en la que el péptido
sefial nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa se cloné en HT+ modificado junto
con el elemento de amplificacién de BeYDV. La secuencia de nucleétidos del casete de expresion resultante 2104 se
proporciona en la Fig. 61F (SEQ ID NO: 196). La secuencia de aminoacidos de HA madura de la gripe B/Florida con
bucle proteolitico eliminado fusionada con PDISP se presenta en la Figura 61E (SEQ ID NO: 194). Las
representaciones de los plasmidos 2102 y 2104 se presentan en las Figuras 61G y 611.

Ejemplo 5.41 2X35S/CPMV HT+ (construccion num. 2106), HT+ con BeYDV (construccion num. 2108) para PDISP/HA
B Florida+H1 California TMCT con bucle proteolitico eliminado

Una secuencia codificante correspondiente a HA de la gripe B/Florida + H1 California TMCT con el bucle proteolitico
eliminado y en la que el péptido sefal nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa de alfalfa
(PDISP/HA B Florida + H1 California TMCT) (Figura 62B, SEQ ID NO: 198) se clon6 en HT+ modificado, el mismo
enfoque basado en “In Fusion” como se describié anteriormente, pero con cebadores de PCR modificados disefiados
especificamente para PDISP/HA B/Florida + H1 California TMCT (ver la Figura 61A (SEQ ID NO: 197). La secuencia
de nucleodtidos del casete de expresion resultante 2106 se proporciona en la Fig. 62D (SEQ ID NO: 200). De forma
similar, una secuencia codificante correspondiente a HA de la gripe B/Florida + H1 California TMCT con el bucle
proteolitico eliminado y en la que el péptido sefial nativo ha sido reemplazado por el de la proteina disulfuro isomerasa
de alfalfa se clon6 en HT+ modificado junto con el elemento de amplificacion de BeYDV. La secuencia de nucleotidos
del casete de expresion resultante 2108 se proporciona en la Fig. 62F (SEQ ID NO: 201). La secuencia de aminoacidos
de HA madura de la gripe B/Florida + H1 California TMCT con bucle proteolitico eliminado fusionada con PDISP se
presenta en la Figura 62C (SEQ ID NO: 199). Las representaciones de los plasmidos 2106 y 2108 se presentan en la
Figura 62E y 62G.

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

10.

ES 2 803 508 T3

REIVINDICACIONES

Un acido nucleico que comprende una region reguladora activa en una planta y un potenciador de la expresion
activo en una planta, la region reguladora y el potenciador de la expresidon unidos operativamente a una
secuencia de nucledtidos que codifica una hemaglutinina (HA) de la gripe tipo B modificada que comprende un
bucle proteolitico completamente eliminado, y el potenciador de la expresion se selecciona del grupo que
consiste en el CPMVX del comovirus virus del mosaico del caupi (CPMV), CPMVX+, CPMV-HT+, CPMV
HT+[WT115] y CPMV HT+ [511], en donde el acido nucleico no comprende una regién intergénica larga del
virus del mosaico enano amarillo del frijol (BeYDV LIR) y una region intergénica corta de BeYDV (BeYDV SIR),
y en donde:

CPMVX comprende X nucleétidos de la SEQ ID NO: 93, donde X=160, 155, 150, o 114 de la SEQ ID NO:
93, o una secuencia que comprende entre 80 % a 100 % de similitud de secuencia con CPMVX, donde
X=160, 155, 150 o 114 de la SEQ ID NO: 93, CPMVX+ comprende X nucleétidos de la SEQ ID NO: 93,
donde X=160, 155, 150, o 114 de la SEQ ID NO: 93, o una secuencia que comprende entre 80 y 100 % de
similitud de secuencia con CPMVX, donde X=160, 155, 150 o 114 de la SEQ ID NO: 93, y una secuencia
de relleno comprende de 1-100 nucleétidos fusionados al extremo 3’ de la secuencia de CMPVX, CPMV-
HT+ comprende una region no traducida (UTR) 5 de comovirus y una secuencia de relleno modificada,
alargada o truncada, CPMV HT+[WT115] comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 189, y CPMV HT+
[511] comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 188.

El acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 1, en donde la HA modificada se mantiene como un
precursor HAO o en donde el bucle proteolitico se reemplaza completamente con una secuencia enlazadora.

El acido nucleico de conformidad con las reivindicaciones 1 o 2, en donde la secuencia de nucleétidos que
cadifica la proteina hemaglutinina (HA) de la gripe tiene al menos un 70 % de identidad de secuencia con una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 98, 100, 108, 110, 168, 194 y 199.

El acido nucleico de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la HA modificada
comprende un péptido sefial nativo o no nativo.

El acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 1, en donde la secuencia de nucleétidos que codifica la
HA modificada comprende una secuencia de nucleétidos quimérica que codifica, en serie, un ectodominio de
HA modificada que comprende un bucle proteolitico completamente eliminado, un dominio transmembrana de
la gripe y una cola citoplasmatica, en donde el ectodominio de la HA modificada es de una primera cepa de
gripe y el dominio transmembrana y la cola citoplasmatica son de una segunda cepa de gripe.

Un método para producir particulas similares al virus (VLP) de la gripe en una planta que comprende,

a) introducir un acido nucleico de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5 en la planta o
parte de la planta; o proporcionar una planta, o una parte de una planta, que comprende el acido nucleico
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5; e

b) incubar la planta o parte de la planta en condiciones que permitan la expresion de los acidos nucleicos,
produciendo asi las VLP.

El método de conformidad con la reivindicacién 6, que comprende ademas las etapas de

c) cosechar la planta, y
d) purificar las VLP, en donde las VLP varian en tamario de 80 a 300 nm.

El método de conformidad con la reivindicacion 6 o 7, en donde la etapa a) comprende ademas introducir un
segundo acido nucleico en la planta o parte de la planta, el segundo acido nucleico comprende una segunda
region reguladora activa en la planta y unida operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina de canal de protones, por ejemplo M2 o BM2.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en donde en la etapa de introduccion
(etapa a), el acido nucleico se introduce en la planta de manera transitoria, o el acido nucleico se introduce en
la planta para que sea estable.

Una planta que comprende el acido nucleico de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-6.
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Figura 1: A-2X35S/CPMV-HT/H5 Indonesia/NOS (Construccidn nimero 489)

Figura 1A
IF-H5A-1-05.51+3c SEQ ID NO: 2
AARTTTGTCGGGCCCATGGAGARAATAGTGCTTCTTCTTGE

Figura 1B

IF-H3dTm.r SEQ 1D NO: 3
ACTAAAGAAAATAGGCCTTTAAATGCARATTCTGCATTGTARACGATCCAT

Figura 1C
Representacion esguematica de la construccion 1191. Los sitios de enzimas de restriccion Sacll y Stul

usados para la linealizacion del plasmido se anotan en la representacion.
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Figura 1D

Construccion 1191 desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t (subrayados). 2X355/CPMV-HT/NOS con
casete de expresion del inhibidor de silenciamiento de plastocianina-P19-plastocianina (SEQ 1D NO: 4)

TGGCAGGATATATTGTGGTGTARACAAATTGACGCT TAGACAACT TAATARACACATTGCGGACG
TTTTTAATGTACTGAATTAACGCCGAATCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCARAATAACTC
ARRARCCATAARAGTTTAAGT TAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAAARATATTCACCTA
CTACTGTTATARATCATTATTAAACATTAGAGTAAAGAAATATGGATGATARGAACRAGAGTAG
TGATATTTTGACAACAATTTTGTTGCAACATTTGAGARRATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTG
GTCAAARRACARATAGAGAGAGARARAAGGAAGAGGGAGAATARRRACATAATGTGAGTATGAGAGA
GARAGTTGTACAARAGTTGTACCAARATAGTTGTACARATATCATTGAGGAATTTGACAARAGC
TRCACARATAAGGGTTAAT TGCTGTARAATARATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTA
GAGAATTTTTGGCAAGTCATTARAAAGAAAGAATARATTATTTTTARRATTAARAGTTGAGTCA
TTTGATTARACATGTGATTATTTAATGAATTGATGAARAGAGTTGGAT TARAGTTGTATTAGTAR
TTAGRATTTGGTGTCARATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTC
AGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAA
ARARRAARRAACGGTATATTTACTARRARATCTARGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTA
GGAGGATAARCATCCAATCCAACCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCAC
GCATCTGTGGCACATCTACATTATCTARATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACARAR
ACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAARAAATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATT
CCCTTCAAACACATACARAAGAGAAGAGACTAATTAATTAATTAATCATCTTGAGAGARAATGGA
ACGAGCTATACAAGGARACGACGCTAGGGAACAAGCTAACAGTGAACGTTGGGATGGAGGATCA
GGAGGTACCACTTCTCCCTTCARACTTCCTGACGARAGTCCGAGT TGGACTGAGTGGCGGCTAC
ATARACGATGAGACGAATTCGAATCARGATAATCCCCTTGGTTTCAAGGARAGCTGGGEGTTTCGG
GAAAGTTGTATTTAAGAGATATCTCAGATACGACAGGACGGAAGCTTCACTGCACAGAGTCCTT
GGATCTTGGACGGGAGATTCGGTTAACTATGCAGCATCTCGATTTTTCGGTTTCGACCAGATCG
GATGTACCTATAGTATTCGGTTTCGAGGAGTTAGTATCACCGTTTCTGGAGGGTCGCGAACTCT
TCAGCATCTCTGTGAGATGGCARTTCGGTCTARAGCAAGARCTGCTACAGCTTGCCCCARATCGAR
GTGGAAAGTAATGTATCARGAGGATGCCCTGAAGGTACTCAAACCTTCGARARAAGAAAGCGAGT
ARGTTARRATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTARTTTTGTTCTTGT
AGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGT TATGAARATACTATTTGTATGAGATGAACTGGTGTAATG
TARATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTARCTAGACATGAAG
ACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGAACAACTAAAATTGAACATCTTTTGCCACAACTTT
ATAAGTGGTTAATATAGCTCARATATATGETCARGT TCAATAGAT TAATAATGGARATATCAGT
TATCGAAATTCATTAACAATCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGA
TARATGATAGTACACCAATTAGGAAGGAGCATGCTCGCCTAGGAGATTGTCGTTTCCCGCCTTC
AGTTTGCAAGCTGCTCTAGCCGTGTAGCCAATACGCARACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGGART
TACTAGCGUGTGTCGACAAGCTTGCATGCCGGTCAACATGETGGAGCACGACACACTTGTCTAC
TCCAAARATATCARAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAARGGG
TAATATCCGGARACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGT
GGARAAGGAAGETGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGARAGGCCATCGTTGAAGAT
GCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAMAGARG
ACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACT
TGTCTACTCCAAARATATCARAGATACAGTCTCAGAAGACCARAGGGCAATTGAGACTTTTCAA
CARAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGA
AGATAGTGGARARAGGAAGGTGGCTCCTACARATGCCATCATTGCGATARAGGARAGGCCATCGT
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TGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAARGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAA
ARAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCARAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAA
GGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATARGGRAAGTTCATTTCA
TTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGCGTTTTGATARRAGCGAACGTGGGGARACCCGAACCAR
ACCTTCTTCTARACTCTCTCTCATCTCTCTTAARGCARACTTCTCTCTTGTCTTITCTTGCGTGA
GCGATCTTCRACGT TGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGA
AATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTC
TTGTCGGTGTGGTCTTGGGRAARAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACT
TGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCGGETGCAATATCTCTACTTCTGCTTGRACGAGGTATTGTT
GCCTGTACTTCTTICTTCTTCTTCTTGCTGATTGETTCTATARGAAATCTAGTATTTTCTTTGA
AACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGARAGATT GTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCC
ARATTTGTCGGGCCCECGGATGGCGAARMACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTT
GIGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCTGCAGGCTCCTCAGCCAAAACGACACCCCCATCTGTC
TATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCA
AGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGEAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCA
CACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCC
AGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGG
ACRAGARRRTTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATC
ATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAARGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTARGGTC
ACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATG
ATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCCGEGAGGAGCAGTTCAACAGCACTTTCCGCTC
AGTCAGTGRACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGCGATCGCTCACCATC
ACCATCACCATCACCATCACCATTARAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGG
TGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTA
ATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCARGGACACARAARGATTTTARTT
TTATTAARARARARAAARARAAAGACCGGGAATTCGATAT CARGCTTATCGACCTGCAGATCGT
TCAAACATTTGGCAATARAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCA
TATAATTTCTGT TGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTARCATGTAATGCATGACGTTATTTAT
GAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATT TAATACGCGATAGARAACARAATA
TAGCGCGCARACTAGGATAAATTATCGCGOGCGETGTCATCTATGTTACTAGATCTCTAGAGTC
TCAAGCTTGGCGCGCCCACGTGACTAGTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGA
ARACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAAT
AGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGCTAGA
GCAGCTTGAGCTTGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAGTGTTTGACAG
GATATATTGGCGGGTAARARCCTAAGAGARRAGAGCGTTTA
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Figura 1E

Casete de expresion ndmero 489 desde el promotor 2X355 al terminador MOS. La H5 de la gripe
Aflndonesia/s2005 (H5M1) esta subrayada. SEQ ID MNO: 5

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCARAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAG
ACCAARGGGCAATTGAGACTTTTCAACARAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTG
CCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGARAAAGGAAGGTGGCTCCTACARATGCCAT
CATTGCGATAARRAGGARRGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCARRGATGGAC
CCCCACCCACGAGGAGUATCGTGGAAARAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCARGTGGA
TTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCARAAATATCARAGATACAGTC
TCAGRAGACCARAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGARACCTCCTCGGAT
TCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAR
ATGCCATCATTGCGATARAGGARAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCARR
GATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGARAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGC
AAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCA
AGACCCTTCCTCTATATAAGGARGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTARAATCTTAATAGGTTT
TGATAAAAGCGAACGTGGGGAARCCCGAACCAAACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTT
ARAGCARRCTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCG
GCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAAT CARAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGC
GGCGCCATTARATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGARRAGAAAGCTT
GCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGTGC
AATATCTCTACTTCTGCTTGRACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGA
TTGGTTCTATAAGAAAT CTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGG
AGARAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCARATTTGTCGGGCCCATGGAGARRATAGTGC
TTCTTCTTGCAATAGTCAGTCTTGTTAARAGTGATCAGATTTGCATTGGT TACCATGCARACAR
TTCARCAGAGCAGGTTGACACAATCATGGARRRGARCCGTTACTGTTACACATGCCCARGACATA
CTGGARARAGACACACARCGGGARGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTAAGAG
ATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGGAACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTACCGGA
ATGGTCTTACATAGTGGAGARGGCCAATCCARCCARTGACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCARC
GACTATGAAGARCTGAAACACCTATTGAGCAGAATARACCATTTTGAGRAAATTCARATCATCC
CCARAAGTTCTTGGTCCGATCATGAAGCCTCATCAGGAGTTAGCT CAGCATGTCCATACCTGGG
AAGTCCCTCCTTTTTTAGARATGTGGTATGGCTTAT CARAAAAGAACAGTACATACCCAACAATA
ARGARARRGCTACAATARTACCARCCARAGAGGATCTTTTGGTACTGTGEGGGAATTCACCATCCTA
ATGATGCGGCAGAGCAGACAAGGCTATATCARAACCCAACCACCTATATTTCCATTGGGACATC
ARCACTAARCCAGAGATTGGTACCAAARATAGCTACTAGATCCAARGTARACGGGCARAGTGGA
AGGATGGAGTTCTTCTGGACARATTTTAARACCTAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATGGAR
ATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACARARTTGTCARGARAGGGGACTCAGCAATTATGARARG
TGAATTGGRAATATGGTAACTGCAACACCAAGTGTCARACTCCAATGGGGGCGATARACTCTAGT
ATGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATATGTGAARTCAAACK
GATTAGTCCTTGCAACAGGGCTCAGARATAGCCCTCARAGAGAGAGCAGARAGARAARARRGAGAGG
ACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTAT
GGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCARAAGG
CAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCARCTCAATCATTGACARAATGAACACTCAGTTTGAGGC
COTTGGEAAGGGAATTTAATAACT TAGARAGGAGAATAGAGAATTTAARCAAGAAGATGGAAGAC
GGGTTTCTAGATGTCTGGACTTATAATGCCGAACTTCTGGTTCTCATGGARAATGAGAGAACTC
TAGACTTTCATGACTCAAATGTTAAGAACCTCTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAR
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TECAARAGGAGCTGEGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCACAAATGTGATAATGAATGTATGGAR
AGTATAAGARACGGARCGTACARACTATCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGAT TAAARAGAGAGG
AARTAAGTGGGGTAARATTGGAATCAATAGGAACTTACCARATACTGTCAATTTATTCAACAGT
GGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGATGGCTGGTCTATCTTTATGGATGTGCTCCAATGGA
TCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCG
GTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTT
AATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACARAAAGATT TTAAT
TTTATTAARAARRRARAMADMAARRAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCG
TTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTARGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATC
ATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATART TARCATGTAATGCATGACGTTATTTA
TGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAARACAAAAT
ATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGAT

Figura 1F
Secuencia de aminoacidos de H5 de la gripe A/lndonesia/5/2005 (H5M1) SEQ ID MO: 6

MEKIVLLLAIVSLVESDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNYVTVTHAQDILEKTHNGELCDLDGVE
PLILEDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSY IVEKANPTNDLCY PGSFNDYEELKHLLSRINHFE
KIQIIPKSSWSDHEASSGVSSACPYLGSPSFFRNVVWLIKENSTYPTIKKSYNNTNQEDLLVLW
GIHHPNDAREQTRLYONPTTYISIGTSTLNQRLVPKIATRSEVNGOSGRMEFFWTILKPNDAIN
FESNGNF IAPEYAYKIVKKGDSAIMKSELEYGNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLTIGECPK
YVKSNRLVLATGLENSPQRESRREKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADK
ESTQEKAIDGVTNEVNSI IDEKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNEKEMEDGF LDVWTYNAE LLVLM
ENERTLDFHDSNVENLY DKVRLQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESIRNGTYNYPQYSEEA
RLKREEISGVKLESIGTYQILSIYSTVASSLALAIMMAGLSLWMCSHGSLOCRICI
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Figura 1G Secuencia de nucledtidos que codifica H5 de la gripe Aflindonesial/s/2005 (H5MN1) SEQ
ID MO: 42)

ATGGAGARARATAGTGCTTCTTICTTGCAATAGT CAGTCTTGTTARARGTGATCAGATTTGCATTG
GTTACCATGCAAACAATTCAACAGAGCAGGTTGACACAATCATGGAAAAGAACGTTACTGTTAC
ACATGCCCAAGACATACTGGARRAGACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAG
CCTCTAATTTTAAGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGGAACCCAATGTGTGACGAAT
TCATCAATGTACCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAACCAATGACCTCTGTTA
CCCAGGGAGTTTCARCGACTATGAAGAACTGARACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAG
AARRATTCARATCATCCCCARARAGTTCTTGGTCCGATCATGAAGCCTCATCAGGAGTTAGCTCAG
CATGTCCATACCTGGGAAGTCCCTCCTTTTTTAGAAATGTGGTATGGCTTATCAARARAGARACRAG
TACATACCCAACARTAAAGAARAGCTACAATAATACCARCCAAGAGGATCTTTTGGTACTGTGG
GGAATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAGGCTATATCAARACCCAACCACCTATA
TTTCCATTGGGACATCARCACTARACCAGAGATTGGTACCARAAATAGCTACTAGATCCAAAGT
AAACGGGCARAGTGGAAGGATGGAGTTCTTICTGGACAATTTTARAACCTAATGATGCAATCAAC
TTCGAGAGTAATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAARTTGTCAAGAAAGGGGACT
CAGCAATTATGAARAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAACACCARGTGTCAAACTCCAATGGG
GGECGATAARCTCTAGTATGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCARR
TATGTGARATCAARCAGATTAGTCCTTGCAACAGGGCTCAGARATAGCCCTCARAGAGAGAGCA
GAAGAARARAGAGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAAT
GGTAGATGGTTGGTATGGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACARA
GAATCCACTCAAARGGCAATAGATGGAGTCACCAATAARGGTCAACTCAATCATTGACAARATGA
ACACTCAGTTTGAGGCCGT TGGAAGGGAATTTAATAACTTAGARAAGGAGAATAGAGAATTTARR
CARGRAGATGGAAGACGGGTTTCTAGATGTCTGGACTTATARTGCCGAACTTCTGGTTCTCATG
GAARATGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTTARGAACCTCTACGACAAGGTCCGAC
TACAGCTTAGGGATARATGCAAAGGAGCTGGEETARCGGTTGTTTCGAGTTCTATCACARATGTGA
TAATGAATGTATGGAAAGTATAAGAAACGGAACGTACARCTATCCGCAGTATTCAGARAGARGCA
AGATTARAAAGAGAGGARATAAGTGGGETAAAATTGGAAT CAATAGGAACTTACCAAATACTGET
CAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGATGGCTGGTCTATCTTTATG
GATGTGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAR
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Figura 2: B-2X355/CPMV HT/M2 New Caledonia/NOS (Construccién numere 1261)

Figura 2A

IF-S1-M1+M2ANC.c (SEQ ID NO:T)

ARATTTGTCGGGCCCATGAGTCTT CTAACCGAGGTCGARACG

Figura 2B

IF-51-4-M2ANC 1 (SEQ ID NO: 8)

ACTARAGARAATAGGCCTTTACTCCAGCTCTATGCTGACAARA

Figura 2C

Gen de M2 sintetizado (correspondiente a los nt 1-26 unidos a 715-982 del numero de
acceso al Genbank DQ508860) (SEQ ID NO: 9)

ATGAGTCTICTAACCGAGGTCGAAACGCCTATCAGARAACGARTGGGGETGCAGATGCAACGATT
CAAGTGATCCTCTTGTTGTTGCCGCAAGTATAATTGGGATTGTGCACCTGATATTGT GGATTAT
TGATCGCCTTTTTTCCARAAGCATTTATCGTATCTTTAAACACGGTT TAAARAGAGGGCCTTCT
BACGGARGGAGTACCAGAGTCTATGAGGGAAGAATATCGAGAGGARCAGCAGAATGCTGTGGATG
CTGACGATGGTCATTTTGTCAGCATAGAGCTGGAGTAR

Figura 2D

Casete de expresion nimero 1261 desde el promotor 2X35S5 al terminador MOS. M2 de la
gripe A/New Caledonia/20/1999 (H1N1) esta subrayado. (SEQ ID NO: 10)

GTCARCATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCARRARATATCAAAGATACAGTCTCAGAAG
ACCARAGGGCAATTGAGACTT TTCAACARAGGGTAATATCCGGAARCCTCCTCGGATTCCATTG
CCCAGCTATCTGTCACTTTAT TGT GAAGATAGTGGAAAAGGARGGTGGCTCCTACARATGCCAT
CATTGCGATAAAGGARAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCARAGATGGAC
CCCCRCCCACGAGGAGCATCGTGGARRAAGARAGACGTTCCAARCCACGTCTTCARRGCARGTGGA
TTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCARAGATRCAGTC
TCAGARGACCAARAGEGCAATTGAGACTTTTCAACARARGGETARATATCCGGAARRCCTCCTCGGAT
TCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGT GAAGATAGTGGAARAGGAAGGTGGCTCCTACAR
ATGCCATCATTGCGATAAAGGAARGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAR
GATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCT TCAAAGC
AAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCA
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AGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAAARTCTTAATAGGTTT
TCATAAAAGCGAACGTGGGGARACCCGAACCAAACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTT
ARAGCARRCTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCG
GCACCAGTACARACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAAT CARAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGC
GGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGAAAAGAAAGCTT
GCTGGAGGCTGUTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGUGGGETGC
AATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGA
TTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGARACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGG
AGARAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCARATTTGTCGGGCCCATGAGTCTTCTAACCG
AGGTCGAARCGCCTATCAGAARCGAATGGGGGETGCAGATGCARCGATTCAAGTGATCCTCTTGT
TGETTGCCGUARAGTATAATTGGGATTGTGCACCTGATATTGTGGATTATTGATCGCCTTTTTTCC
ARRAGCATTTATCGTATCTTTARACACGGTTTARARARAGAGGGCCTTCTACGEARGGAGTACCAG
AGTCTATGAGGGAAGARATATCGAGAGGAACAGCAGAATGCTGTGGATGCTGACGATGGTCATTT
TETCAGCATAGAGCTGGAGTARAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGRAATTTACTGTTATTCGGTGTG
CATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTT
CTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAARAAGATTTTAATTTTAT
TARAARAAAARAARAARARAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAR
ACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATA
ATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGA
TGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGARAACAAARATATAGC
GCGCARACTAGGATARATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGAT

Figura 2E

Secuencia de aminoacidos de M2 de la gripe A/lNew Caledonia/20/1999 (H1N1) (SEQ ID NO:
11)

MSLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSDPLVVAASTIGIVHLITLWITIDRLFSKSIYRIFKHGLERGES

TEGVPESMREEYREEQONAVDADDGHFVSIELE
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Figura 3: C-2X35S/CPMV-HT/M2 Puerto Rico/NOS (Construccion numero 859

Figura 3A

Gen de M2 sintetizado (correspondiente a los nt 26-51 unidos a los nt 740-1007 del nimero de
acceso al Genebank EF467824) (SEQ ID NO: 12)

ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGRAAACGCCTATCAGAARCGAATGGGGGTGCAGATGCAACGGTT
CARAGTGATCCTCTCACTATTGCCGCAAATATCATTGGGAT CTTGCACTTGACATTGTGGATTCT
TGATCGTCTTTTTTTCAARATGCATTTACCGTCGCTTTAAATACGGACTGAAAGGAGGGCCTTCT
ACGGAAGGAGTGCCAAAGTCTATGAGGGAAGAATAT CGARAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGATG
CTGACGATGGTCATTTTGTCAGCATAGAGCTGGAGTAR

Figura 3B

Casete de expresion nimero 859 desde el promotor 2X355 al terminador NOS. M2 de la Gripe
A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) esta subrayado. (SEQ ID NO: 13)

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCARARATATCAAACGATACAGTCTCAGAAG
ACCARAGGGCAATTGAGACTTTTCAACARAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTG
CCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAARAGGARGGTGGCTCCTACAARTGCCAT
CATTGCGATARAGGAAAGGCCATCGT TGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCARAGATGGAC
COCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCRAACCACGTCTTCAARGCAAGTGGA
TTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAARATATCARAGATACAGTC
TCAGAAGACCAARAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGARRCCTCCTCGGAT
TCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGT GAAGATAGT GGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAR
ATGCCATCATTGCGATARAGGAARGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCARR
GATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAARAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAMAGC
AAGTGGATTGATGTGATATCTCCACT GACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCA
AGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTT CATTTCATTTGGAGAGGTATTAARATCTTAATAGGTTT
TGATAARAGCGAACGTGGGGAAACCCGAACCAARRCCTTCTTCTARACTCTCTCTCATCTCTCTT
ARAGCAARCTTCTCTCTTGTCTTTCT TGCGT GAGCGATCTTCARCGTTGTCAGATCGTGCTTCG
GCACCAGTACARACGTTTTCTTTCACTGAAGCGARAT CARAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGC
GGCGCCATTARATARCGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGARARGAARGCTT
GCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGTGE
ARTATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGA
TTGGTTCTATAAGARATCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGEG
AGARAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCARATTTGTCGGGCCCATGAGTCTTCTAACCG
AGGTCGAAACGCCTATCAGAAACGRATGGGGGTGCAGATGCAACGGTTCAAGTGATCCTCTCAC
TATTGCCGCARATATCATTGGGATCT TGCACTTGACATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTTTTC
ARATGCATTTACCGTCGCTTTAARTACGGACTGARAGGAGGGCCTTCTACGGARGGAGTGCCAA
AGTCTATGAGGGAAGAATATCGARAGGARACAGCAGAGTGCTGTGGATGCTGACGATGGTCATTT
TGTCAGCATAGAGCTGGAGTAARGGCCTATTTTCTTTAGT TTGAATTTACTGTTATTCGGTGTS
CATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTT
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CTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACRARARRRAGATTTTAATTTTAT
TAAARAARAAAARRAAARAGACCGGGAATTCGATATCARGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAR
ACATTTGGCAATAAAGTTTCT TAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATA
ATTTCTGTTGAATTACGTTARAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGA
TGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAARRTATAGC
GCGCAAACTAGGATARATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGAT

Figura 3C

Secuencia de aminoacidos de M2 de la gripe A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) (SEQ ID NO: 14)

MSLLTEVETPIRNEWGCRCNGSSDPLTIAANIIGILHLTLWILDRLEFECIYRRFEYGLEGGEPS
TEGVPESMREEYRKEQQSAVDADDGHEVSIELE
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Figura 4: G-2X355/CPMV-HT/PDISP/HA B Brisbane/NOS en el sistema de amplificacion
de BeYDV+Replicasa (Construccion nimero 1008)

Figura 4A

Representacion esquematica de la construccion 1194. Los sitios de enzimas de restriccion Sacll
y Stul usados para la linealizacién del plasmido se anotan en la representacion.
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Figura 4B

Construccion 1194 desde el limite izquierdo al derecho del ADM-t (subrayados). 2X353/CPMV-
HT/PDISP/NOS en el sistema de amplificacion de BeYDV+Replicasa con casete de expresion
de inhibidor de silenciamiento de plastocianina-P19-plastocianing (SEQ ID MO: 31)

TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACARAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACG
TTTTTAATGTACTGAATTAACGCCGAATCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCARATAACTC
AARAACCATARRAGTTTAAGTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACAARRATATTCACCTA
CTACTGTTATAAATCATTATTARACATTAGAGTARAGARARTATGGATGATARGAACAAGAGTAG
TGATATT TTGACARCAATTTTGTTGCARCAT TTGAGAARAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTG
GTCAARRACAATAGAGAGAGAARARRAGGARGAGGGAGAATARRAACATARTGTGAGTATGAGAGA
GAAAGTTGTACAARAGTTGTACCARAARATAGT TGTACAAATATCATTGAGGARTTTGACAARAGC
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TACACAAATAAGGGTTAATTGCTGTAAATAAATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTA
GAGARATTTTTGGCAAGTCATTARARAGARARGAATARARTTATTTTTARAAT TARARGT TGAGTCA
TTTGATTAAACATGTGATTAT TTAATGAATTGATGARAGAGTTGGAT TARAGTTGTATTAGTAR
TTAGAATTTGGTGTCARATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTC
AGTTRACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATARCGGTATATTAATCCCTCCAR
ARARARAARACGGTATATTTACTARARRATCTAAGCCACGTAGGAGGATARCAGGATCCCCGTA
GGAGGATARACATCCAATCCAACCAATCACRACAATCCTGATGAGATAACCCACTTTAAGCCCAC
GCATCTGTGGCACATCTACATTATCTARRTCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAARR
ACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAARAARTCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATT
CCCTTCAAACACATACARAGAGRAGAGACTAATTAARTTAATTAATCATCT TGAGAGRARATGGR
ACGAGCTATACAAGGAARCGACGCTAGGGAARCAAGCTAACAGTGAACGTTGGGATGGAGGATCA
GEAGGTACCACTTCTCCCTTCARACTTCCTGACGARRGTCCGAGTTGGACTGAGTGGCGGCTAL
ATAACGATGAGACGAATTCGAATCAAGATAATCCCCTTGGTTTCAAGGAAAGCTGGGGTTTCGG
GARRAGTTGTATTTAAGAGATATCTCAGATACGACAGGACGGAAGCTTCACTGCACAGAGTCCTT
GGATCTTGGACGGGAGATTCGGT TAACTATGCAGCATCTCGATTTTTCGGTTTCGACCAGATCG
GATGTACCTATAGTATTCGGT TTCGAGGAGT TAGTATCACCGTTTCTGGAGGGTCGCGAACTCT
TCAGCATCTCTGTGAGATGGCAATTCGGTCTAAGCAAGRACTGCTACAGCTTGCCCCAATCGAR
GTGGAAAGTAATGTATCAAGAGGATGCCCTGAAGGTACTCARACCTTCGAARAAGARAGCGAGT
ARGTTAAAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGT
AGAAGAGCTTAATTAATCGTTCTTGTTATGAAATACTATTTGTATGAGATCGAACTEGTGTAATG
TAATTCATTTACATAAGTGGAGT CAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGAAG
ACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGARCAACTAARATTGAACATCTTTTGCCACARCTTT
ATAAGTGGTTAATATAGCTCAARTATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGARATATCAGT
TATCGAAATTCATTAACRATCAACTTAACGTTATTARCTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGA
TAAATGATAGTACACCARTTAGGARGGAGCATGCTCGCCTAGGRGATTGTCGTTTCCCGCCTTC
AGTTTGCAAGCTGCTCTAGCCGTGTAGCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGGAAT
TACTAGCGCGTGTCGACACGCETGGCGCECCCTAGCAGRAGGCATGTTGTTGTGACTCCGAGGG
GITGCCTCARACTCTATCTTATAACCGGCGTGGAGGCATGGAGGCARAGGGCATTTTGGTAATTT
AAGTAGTTAGTGGAARATGACGTCATTTACT TARAGACGAAGTCTTGCGACARGGGGGEGCCCAC
GCCGAATTTTAATATTACCGGCGTGGCCCCACCTTATCGCGAGTGCT TTAGCACGAGCGGTCCA
GATTTAAAGTAGAAAAGTTCCCGCCCACTAGGGTTARAGGTGTTCACACTATAARARGCATATAC
GATGTGATGGTATTTGATAAAGCGTATATTGTATCAGGTATTTCCGTCGGATACGAATTATTCG
TACAARGCTTCTTAAGCCGGTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCRARAATATCA
ARGATACAGTCTCAGAAGACCARAGGGCAAT TGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGARR
CCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGARARGGAAGGT
GGCTCCTACARATGCCATCATTGCGATARRAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACHA
GTGGTCCCARAGATGGACCCCCACCCACGRAGGAGCATCGTGGARAARGARGARCGTTCCAACCAC
GTCTTCARAGCARGTGGATTGATGTGATARCATGEGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCARR
ARTATCARAGATACAGTCTCAGAAGACCARAGGGCAATTGAGRCTTTTCAACAARGGGTAATAT
CCGGRAACCTCCTCGEATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAARR
GGAAGGTGGCTCCTACARATGCCATCATTGCGATARRGGAARGGCCATCGTTGAAGATGCCTCT
GCCGACAGTGGTCCCARAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAARAAGARGACGTTC
CARCCACGTCTTCAAAGCARACTGGATTGATGTGATATCTCCACTCGACGTAACGGGATGACGCACA
ATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTAT
TARARTCTTAATAGGTTTTGATAARAGCGRAACGTGGGGARACCCGARCCAARCCTTCTTCTARR
CTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTCGAGCGATCTTCAACG
TTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGARATCARAGATCTC
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TTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCAT TAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGT
CTTGGGAARAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTG
CTGACTTTCGGCGGGTGCARTATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTT
TCTTCTTCTTCTTGCTGATTGGTTCTATAAGRAATCTAGTATTTTCTTTGARACAGAGTTTTCC
CeTGGTTTTCGAACTTGGAGAARGAT TGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGC
CCATGGCGAARAACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCA
GATCTTCGCCGCGGCTCCTCAGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGAT
CTGCTGCCCARACTARCTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCARGGGCTATTTCCCTGAGCC
AGTGACAGTGACCTGGARCTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTG
CAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGA
CCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACARGAAAATTGTGCCCAG
GEATTGTGGT TGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCC
CCARAGCCCARGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTARGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACA
TCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGT
TCAGACGCAACCCCEGGAGGAGCAGTTCARCAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATC
ATGCACCAGGACTGGCTCAAT GRCAAGGAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGRATTTACTGTTATT
CEGTGTGCATTTCTATGTT TGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAAT
TTARTTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAARARGATTTTA
ATTTTATTARRARRAARARRAAARARAAGACCGGGARTTCGATATCARGCTTATCGACCTGCAGAT
CETTCAARCATTTGGCARTAAAGTTTCTTRAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTA
TCATATAATTTCTGTTGRATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATT
TATGAGATGGGTTTTTATGAT TAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAARACARR
ATATAGCGCGCARACTAGGATARATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCTCTAGA
GTCTCAAGUTTGGCGOGGGGETACCGAGCTCGAATTCCGAGTGTACTTCAAGTCAGTTGGARATC
AATARARATGATTATTTTATGAATATATTTCATTGTGCAAGTAGATAGAAATTACATATGTTACA
TARCACACGARATAARCARAAARACACAATCCAARRCAAACACCCCARACARAATAACACTATA
TATATCCTCGTATGAGGAGAGGCACGTTCAGTGACTCGACGATTCCCGAGCAARAMBAAGTCTCC
CCGTCACACATATAGTGGGTGACGCAATTATCTTCARAGTAATCCTTCTGTTGACTTGTCATTG
ATARCATCCAGTCTTCGTCAGGATTGCAARAGAATTATAGAAGGGATCCCACCTTTTATTTTCTT
CTTTTTTCCATATTTAGGGTTGACAGTGARATCAGACTGGCAACCTATTAATTGCTTCCACAAT
GEGACGAACT TGAAGGGGATGTCGTCGATGATATTATAGGTGGCGTGTTCATCGTAGTTGGTGA
AGTCGATGGTCCCGTTCCAGTAGTTGTGTCGCCCGAGACT TCTAGCCCAGGTGGTCTTTCCGGT
ACGAGTTGGTCCGCAGATGTAGAGGCTGGGGTGTCTGACCCCAGTCCTTCCCTCATCCTGGTTA
GATCGGCCATCCACTCARGGTCAGATTGTGCTTGATCGTAGGAGACAGGATGTATGAAAGTGTA
GECATCGATGCTTACATGATATAGGTGCGTCTCTCTCCAGTTGTGCAGATCTTCGTGGCAGCGE
AGRATCTGATTCTGT GRAGGGCGACACGTACTGCTCAGGTTGTGGAGGARATAATTTGTTGGCTG
ARTATTCCAGCCATTGARGCTTTGTTGCCCATTCATGAGGGAATTCTTCTTTGATCATGTCARAG
ATACTCCTCCTTAGACGTTGCAGTCTGGATAATAGTTCGCCATCGTGCGTCAGATTTGCGAGGA
GAGACCTTATGATCTCGGARA TCTCCTCTGGTTTTAATATCTCCGTCCTTTGATATGTAATCAR
GEACTTGTTTAGAGTTTCTAGCTGGCTGGATAT TAGGETGATTTCCTTCAARATCGAARARAGA
AGGATCCCTAATACARGGTTTTTTATCARGCTGGATAAGAGCATGATAGTGGGTAGTGCCATCT
TGATGAAGCTCAGAAGCAACACCAAGGAAGARRATARGAAAAGGTGTGAGTTTCTCCCAGAGAR
ACTGGRATARATCATCTCTTTGAGATGAGCACTTGGGGTAGGTAAGGARARCATATTTAGATTG
GAGTCTGAAGTTCTTGCTAGCAGAAGGCATGTTGTTGTGACTCCGAGGGGTTGCCTCAAACTCT
ATCTTATAACCGGCGTGGAGGCATGGAGGCAAGGGCATTTTGETAATTTAAGTAGTTAGTGGAR
ARTGACGTCATTTACTTAAAGACGAAGTCTTGCGACAAGGGGGGCCCACGCCGAATTTTAATAT
TACCGGCGTGGCCCCACCTTATCGCGAGT GCTTTAGCACGAGCGGTCCAGATTTAAAGT AGAAR
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AGTTCCCGCCCACTAGGGTTARAAGGTGTTCACACTATAAAAGCATATACGATGTGATGGTATTT
GATGGAGCGTATATTGTATCAGGTATTTCCGTCGGATACGAATTATTCGTACGGCCGGCCACTA
GTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGAC TGGGAARACCCTGGCGTTACCCAACTTAATC
GCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGLCC
TTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGARTGCTAGAGCAGCTTGAGCTTGGATCAGATTGTC
GTTTCCCGCCTTCAGTT TAAACTATCAGTGTTT GACAGGATATATTGGCGGGTARACCTAAGAG
AARRGAGCGTTTA

Figura 4C

'Casete de expresion numero 1008 de LIR izquierda de BeYDV a LIR derecha de BeYDV.
PDISP/HA de la gripe B/Brisbane/60/2008 esta subrayado (SEQ ID NO: 32)

CTAGCAGAAGGCATGTTGTTGTGACTCCGAGGGETTGCCTCAAACTCTATCTTATAACCGGCGT
GGAGGCATGCAGGCAAGGGCATTTTGGTAATTTAAGTAGTTAGTGGAAAATCACGTCATTTACT
TARAGACGAAGTCTTGCGACARAGGGGGGCCCACGCCGAATTTTAATATTACCGGCGTGGCCCCA
CCTTATCGCGAGTGCTTTAGCACGAGCGGTCCAGATTTARAGTAGAARAGTTCCCGCCCACTAG
GGETTAAAGGTGTTCACACTATARAAGCATATACGATGTGATGGTATTTGATAARGCGTATATTG
TATCAGGTATTTCCGTCGGATACGAATTATTCGTACAAGCTTCTTAAGCCGETCAACATGETGE
AGCACGACACACTTGTCTACTCCARARATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCARAGGGCAAT
TGAGACTTTTCARCAAAGGGTAATATCCGGARACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGT
CACTTTATTGTGAAGATAGTGGARRAGGAAGGTGGCTCCTACARATGCCATCATTGCGATAARG
GAARRGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGETCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAG
GAGCATCGTGGARAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAAC
ATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAARAATATCAAAGATACAGTCTCAGARGACCARR
GGGCAATTGAGACTTTTCAACARAGGGTAATAT CCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGE
TATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGARARLGGARGGTGGCTCCTACARATGCCATCATTGE
GATRAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCARAGATGGACCCCCAC
CCACGAGGAGCATCGTGGAARARACGAAGACGTTCCARCCACGTCTTCARAAGCAAGTGGATTGATG
TGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCT
ATATARAGGRAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTAT TARRATCTTAATAGGTTTTGATARRAGCGAR
CGTGGGGARACCCGAACCAAACCTTCTTCTARACTCTCTCTCATCTCTCTTAARGCARRCTTCT
CTCTTGETCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCARCGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACARC
GTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAAT
AACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGT CTTGGGAARAGRAAAGCTTGCTGGAGGCTGCT
GTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGLGGGTGCAATATCTCTACTT
CTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTT TCTTCTTCTTCTTGCTGATTGGTTCTATAAG
ARRTCTAGTATTTTCTTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAARGATTGTTA
AGCTTCTGTATATTCTGCCCARATTTGTCGGGCCCATGGCGAAARACGTTGCGATTTTCGGCTT
ATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCGATCGAATCTGCACTGGAATA
ACATCGTCAAACTCACCACATGTCGTCAAAACTGCTACTCARAGGGGAGGTCAATGTGACTGGTG
TAATACCACTGACAACAACACCCACCAARATCTCATTTTGCARATCTCAAAGGAACAGAAACCAG
GGGGAAACTATGCCCAAAATGCCTCAACTGCACAGATCTGGACGTAGCCTTGGEGCAGACCAARL
TGCACGGGGAARRTACCCTCGGCAAGAGTTTCAATACTCCATGARGTCAGACCTGTTACATCTG
GGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAARRA TTAGACAGCTGCCTAACCTTCTCCGAGGATA
CGAACATATCAGGTTATCAACCCATAACGTTATCAATGCAGRAAAATGCACCAGGAGGACCCTALC
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ARAATTGGAACCTCAGGGTCTTGCCCTAACATTACCARTGGARACGGATTTTTCGCARCAATGS
CTTGGGCCGTCCCARARAACGACARARACAARACAGCAACAAATCCATTAACAATAGAAGTACC
ATACATTTGTACAGRAGGAGAAGACCARAATTACCGTTTGGGGGTTCCACTCTGACAACGAGACC
CARATGGCARAGCTCTATGGGGACTCARAGCCCCAGAAGTTCACCTCATCTGCCARCGGAGTGA
CCACACATTACGTTTCACAGATTGGTGGCTTCCCAAAT CARACAGAAGACGGAGGACTACCACA
AARGTGGTAGAATTGTTGTTGATTACATECTGCAARAAAT CTCGGCARAACAGCGRACAATTACCTAT
CAAAGGGGTATTTTATTGCCTCAARAAGGTGTGGTGCGCAAGTGCCAGGAGCAAGGTAATAAALG
GATCCTTGCCTTTAATTGGAGAAGCAGATTGLCTCCACGAAAAATACGLRT GGATTARRCAAARG
CAAGCCTTACTACACAGGGGAACATGCARAAGGC CATAGCGAAAT TGCCCARTATGGGTGAARACK
CCCTTGAAGCTGECCAATGGAACCAARATATAGACCTCCTGCARAACTATTAAAGGAAAGGGGTT
T T T GGAGCTATTGCTGGT TTCTTAGAAGGAGGAT GECAAGGARTGATTGCAGGTTGGCACGS
ATACACATCCCATGGGGCACATGGAGTAGCGGTGGCAGCAGACCT TAAGAGCACTCAAGAGGCC
ATAAACAAGATARCAAARAAATCTCAACTCTTTGAGTGAGCTGGAAGTAARGAATCTTCAAAGAC
TARAGCGGTGCCATGGATGAACTCCACAACGAAATACTAGRACTAGATGAGAARGTGGATGATCT
CAGAGCTGATACAATAAGCTCACARATAGAACT CGCAGTCCTGCTTTCCAATGAAGGAATAATA
ARCAGTGAAGATCGAACATCTCTTGGCGCTTGARAGARARGCTGAAGARARATCCTGGGCCCCTCTG
CTIGTAGAGATAGGGAATGGATGCTTTGAARCCAAACACAAGTGCAACCAGACCTGTCTCGACAG
AATAGCTGCTGGTACCTTTGATGCAGGAGAATT TTCTCTCCCCACCTTTGATTCACTGAATATT
ACTGCTGCATCTTTAARATGACGATGGATTGGATAATCATACTATACTGCTTTACTACTCAACTG
CTGCCTCCAGTTTGGCTGTAACACTGATGATAGCTATCTTTGT TGTTTATATGGTCTCCAGAGA
CARATGTTTCTTGCTCCATC TGTCTATAAAGGCCTATTTTCTTTAGTT TGAATTTACTGTTATTC
GGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGT GTGTTTATTTTATGTAATT
TAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCARGGACACARARAGATTTTAR
TTTTATTARARARARRARARRAAARAGACCGGGAATTCGATATCARGCTTATCGACCTGCAGATC
GTTCAAACATTTGGCAATARAGTTTCTTARGAT TGAATCCTGTTGCCGGT CTTGCGATGATTAT
CATATARTTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATARTTRACATGTAATGCATGACGTTATTT
ATGAGATGGGTTTTTATGAT TAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGARARCARARD
TATAGCGCGCARRCTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCTCTAGAG
TCTCAAGCTTGGCGCGGGEGTACCGAGCTCGART TCCEGAGTGTACT TCAAGTCAGTTGGAARATCA
ATAARATGATTATTTTATGAATATATTICATTGTGCAAGTAGATAGAART TACATATGTTACAT
ARCACACGARATRARCAARRAARCACAATCCARARCARACRCCCCARACARRRATARCARCTATAT
ATATCCTCGTATGAGGAGAGGCACGTTCAGTGACTCGACGATT CCCGAGCARRARARGTCTCCC
CGTCACACATATAGTGGGTGACGCRAATTATCTTCAAAGTAATCCTTCTGTTGACTTGTCATTGA
TARACATCCAGTCTTCGTCAGGATTGCAARGAAT TATAGARGGGATCCCACCTTTTATTTTCTTC
TTTTTTCCATATTTAGGGTTGACAGTGAARTCAGACTGGCARCCTATTAATTGCTTCCACRATG
GGACGARCTTGAAGGGGATGTCGTCGATGATAT TATAGGTGGCGTGTTCATCGTAGTTGGTGAR
GTCGATGGTCCCGTTCCAGTAGTTGTGTCGCCCGAGACTTCTAGC CCAGGTGGTCTTTCCGGTA
CGAGTTGGTCCGCAGATGTAGAGGCTGGGETGTCTGACCCCAGTCCTTCCCTCATCCTGGTTAG
ATCGGCCATCCACTCARGGTCAGATTGTGCTTGATCGTAGGAGACAGGATGTATGARRAGTGTAG
GCATCGATGCTTACATGATATAGGTGCGTCTCTCTCCAGTTGTGCAGATCTTCGTGGCAGCGGA
GATCTGATTCTGTGAAGGGCGACACGTACTGCTCAGGT TGTGCGAGGARATAATTTGTTGGCTGA
ATATTCCAGCCATTGAAGCTTTGTTGCCCATT CATGAGGGAATTCTTCTTTGATCATGTCAAGA
TACTCCTCCTTAGACGTTGCAGTCTGGATAATAGTTCGCCATCGTGCGTCAGATTTGCGAGGAG
AGACCTTATGATCTCGGAAATCTCCTCTGGTTT TAATATCTCCGTCCTTTGATATGTAATCARG
GRCTTGTTTAGAGTTTCTAGCTGGCTGCGATATTAGGGTGATTTCCTTCARARTCGARAAAAGAR
GGATCCCTAATACAAGGTTTTTTATCAAGCTGGATAAGAGCATGATAGTGGGTAGTGCCATCTT
GATGAAGCTCAGRAGCAACACCAAGGAAGAARATAAGRARAGCETGTGAGTTTCTCCCAGAGARR
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CTGGAATARATCATCTCTTTGAGATGAGCACTTGGGGTAGGTAAGGARARCATATTTAGATTGG
AGTCTGAAGTTCTTGCTAGCAGAAGGCATGTTGTTGTGACTCCGAGGGLGTTGCCTCARACTCTA
TCTTATARCCGGCGTGGAGGCATGGAGGCARGGGCATTTTGLTAATTTAAGTAGTTAGTGGARS
ATGACGTCATTTACTTAAAGACGAAGTCTTGCGACAAGGGGGGCCCACGCCGAATTTTAATATT
ACCGGCGTGGCCCCACCTTATCGCGAGTGCTTTAGCACGAGCGGTCCAGATTTARACTAGAARR
GTTCCCGCCCACTAGGGTTARAGGTGTTCACACTATAARAGCATATACGATGTGATGGTATTTG
ATGGAGCGTATATTGTATCAGGTATT TCCGTCGGATACGAATTATTCGTAC

Figura 5 [1-2X35S/CPMV-HT/PDISP/HA B Brisbane con_ bucle proteolitico
eliminado/NOS en el sistema de amplificacién de BeYDV+Replicasa (Construccién

numero 1059)

Figura 5A.,
1039+1059.1 (SEQ ID NO: 38)

CTTCCCATCCTCCACCAGGAGGTCTATATTTGGTTCCATTGGCCAGCTTCAM

Figura 5B

1039+1059.c (SEQ ID NO: 39)

CAARTATAGACCTCCTGGTGGAGGAT GGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCAL

Figura 5C,

Casete de expresion nimero 1059 de LIR izquierda de BeYDV a LIR derecha de BeYDV.
PDISP/HA de la gripe B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminado esta subrayado.
(SEQ ID NO: 40)

CTAGCAGAAGGCATGTTGTTGTGACT CCGAGGGGTTGCCTCARAACTCTATCTTATAACCGGCGT
GGAGGCATGGAGGCAAGGGCATTTTGGTAAT TTAAGTAGTTAGTGGAARATGACGTCATTTACT
TAARGACGRAGTCTTGCGACAAGGGGGGCCCACGCCGAATTTTAATATTACCGGCGTGGCCCCA
CCTTATCGCGAGTGCTTTAGCACGAGCGGTCCAGATTTAARAGTAGRARACGTTCCCGCCCACTAG
GGTTAMAGGTGTTCACACTATARAAGCATATACGATGTGATGGTATTTGATARAGCGTATATTG
TATCAGGTATTTCCGTCGGATACGAATTATTCGTACAAGCTTCTTAAGCCGGTCAACATGGTGG
AGCACGACACACTTGTCTACT CCARRAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAARGGGCART
TGAGACTTTTCAACARAGGGTAATAT CCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGT
CACTTTATTGTGAAGATAGTGGARAAAGGAAGGTGGCTCCTACARATGCCATCATTGCGATARRG
GAARGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGEGTCCCARAGATGGACCCCCACCCACGAG
GAGCATCGTGGAARARGAAGACCTTCCAACCACGTCTTCARAGCAAGTGCGATTGATCTGATARC
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ATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCARAARTATCARAGATACAGT CTCAGAAGACCARAR
GOGCAATTGAGACTTTTCAACARAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGT
TATCTGTCACTTTATTGTGARGATAGTGGARRAGGARGGTGGCTCCTACAARTGCCATCATTGC
GATAARAGGARAGGCCATCGTTGARAGATGCCTCTGCCGACAGTGGT CCCARMGATGGACCCCCAC
CCACGAGGAGCATCGTGGAARAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATG
TGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCT
ATATARGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTAT TAARATCTTAATAGGTTTTGATAAAAGCGAR
CGTGGEGAAACCCGAACCARACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAARAGCARACTTCT
CTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACARC
GITTTCTTTCACTGAAGCGARATCAARGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTARAT
AACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGAARAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCT
GTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTT
CTGCTTGACGAGGTATTGT TGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGAT TGGTTCTATAAG
ARATCTAGTATTTTCTT TGARACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAARGATTGTTA
AGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGCGAAARACGTTGCGATTTTCGGCTT
ATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCGATCGAATCTGCACTGGAATA
ACATCGTCAAACTCACCACATGTCGTCAAAACTGCTACTCAAGGGGAGGTCAATGTGACTGGTG
TAATACCACTGACAACAACACCCACCARATCTCATTTTGCARATCTCARAAGGAACAGARACCAG
GGGGARACTATGCCCARAATGCCTCARACTGCACAGATCTGGACGTAGCCTTGGGCAGACCARAA
TGCACGGGGAAAATACCCTCGGCAAGAGTTTCAATACTCCATGAAGTCAGACCTGTTACATCTG
GGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAARRATTAGACAGCTGCCTAACCTTCTCCGAGGATA
CGAACATATCAGGTTATCAACCCATAACGTTATCAATGCAGAAAATGCACCAGGAGGACCCTAC
ARARATTGGARACCTCAGGETCTTGCCCTARCATTACCAATGGARACGGATTTTTCGCARCRAATGE
CTTGGGCCGTCCCARARARCGACARAAACAARARCAGCARACARATCCATTAACAATAGRAGTACC
ATACATTTGTACAGAAGGAGRAGACCARAATTACCGTTTGGGGETTCCACTCTGACRACGAGACT
CARATGGCARAGCTCTATGGGGACTCARAGCCCCAGAAGTTCACCTCATCTGCCARCGGAGTGA
CCACACATTACGTTTCACAGATTGGTGGCTTCCCAARTCARARACAGAAGACGGAGGRCTACCACA
AAGTGETAGAATTGTTGTTGATTACATGGTGCAARAATCTGGGARAAACAGGAACAATTACCTAT
CARAGGGGTATTTTATTGCCTCARARAGGTGTGGTGCGCARGTGGCAGGAGCAAGGTAATARRAG
GATCCTTGCCTTTAATTGGAGAAGCAGATTGCCTCCACGARARRATACGGT GGATTARACARAAG
CARAGCCTTACTACACAGGGGRACATGCARAGGCCATAGGARATTGCCCAATATGGGETGARARCA
CCCTTGAAGCTGGCCAATGGRAACCARATATAGACCTCCTGGTGGAGGATGGGARAGGAATGATTG
CAGGTTGGCACGGATACACATCCCATGGGGCACATGGAGTAGCGGTGGCAGCAGACCTTAAGAG
CACTCAAGAGGCCATAAACARGATAACAAARRATCTCAACTCTTTGAGTGAGCTGGAAGTARAG
ARTCTTCAAAGACTAAGCGGTGCCATGGATGAACTCCACAACGARARTACTAGAACTAGATGAGA
AAGTGGATGATCTCAGAGCTGATACAATAAGCTCACAAATAGAACTCGCAGTCCTGCTTTCCAA
TGARGGAATAATARACAGTGRAGATGAACATCTCTTGGCGCTTGAAAGARAGCTGAAGARRAATG
CTGGGCCCCTCTGCTGTAGAGATAGGGAATGGATGCTTTGAAACCAARACACARAGTGCAACCAGA
CCTGTCTCGACAGAATAGCTGCTGGTACCTTTGATGCAGGAGAAT TTTCTCTCCCCACCTTTGA
TTCACTGAATATTACTGCTGCATCTTTAAATGACGATGGATTGGATAATCATACTATACTGCTT
TACTACTCAACTGCTGCCTCCAGTTTGGCTGTAACACTGATGATAGCTATCTTTGTTGTTTATA
TGGTCTCCAGAGACAATGTTTCTTGCTCCATCTGTCTATARAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAA
TTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTT
ATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGETCGTCCCTTCAGCAAGGACAC
ARARAGATTTTAATTTTATTARAARAAARARARARBRAGACCGGGAATTCGATATCARGCTTAT
CGACCTGCAGATCGTTCAARACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTC
TTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATG
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CATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCG
ATAGAAAACAARATATAGCGCGCAARACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTAC
TAGATCTCTAGAGTCTCAAGCTTGGCGUGGGGTACCGAGC TCGAATT CCGAGTGTACTTCAAGT
CAGTTGGAAATCAATARAATGATTATTTTATGAATATATTTCATTGT GCAAGTAGATAGARATT
ACATATGTTACATAACACACGARRTARRCAAAAARACACAATCCAARRCAARACACCCCAARCAR
AATAACACTATATATATCCTCGTATGAGCGAGAGGCACGTTCAGTGACTCGACGATTCCCGAGCA
ARAARBRGTCTCCCCGTCACACATATAGTGGGTGACGCAATTATCTTCAAAGTARATCCTTCTGTT
GACTTGTCATTGATAACATCCAGTCTTCGTCAGGAT TGCAARGAATTATAGARGGGATCCCACC
TTTTATTTTCTTCTTTTTTCCATATTTAGGGTTGACAGTGARATCAGACTGGCAACCTATTAAT
TGCTTCCACAATGGGACGAACTTGAAGGGGATGTCGTCGATGATATTATAGGTGGCGTGTTCAT
CETAGTTGGTGAAGTCGATGETCCCGTTCCAGTAGTTGTGTCGCCCGAGACTTCTAGCCCAGGT
GGTCTTTCCGGTACGAGTTGGTCCGCAGATGTAGAGGCTGGEGTGTCTGACCCCAGTCCTTCCC
TCATCCTGGTTAGATCGGCCATCCACTCAAGGTCAGATTGTGCTTGATCGTAGGAGACAGGATG
TATGAARAGTGTAGGCATCGATGCTTACATGATATAGGTGCGTCTCTCTCCAGTTGTGCAGATCT
TCGTGGCAGCGGAGATCTGATTCTGTGAAGGGCGACACGTACTGCTCAGGTTGTGGAGGAAATA
ATTTGTTGGCTGAATAT TCCAGCCATTGAAGCTTTGTTGCCCATTCATGAGGGAATTCTTCTTT
GATCATGTCAAGATACTCCTCCTTAGACGTTGCAGTCTGGATAATAGTTCGCCATCGTGCGTCA
GATTTGCGAGGAGAGACCTTATGATCTCGGAAARTCTCCTCTGGTTTTAATATCTCCGTCCTTTG
ATATGTAATCARGGACTTGTTTAGAGTTTCTAGCTGGC TGGATAT TAGGGTGATTTCCTTCARA
ATCGAAARARMGARGGATCCCTAATACARGGTTTTTTATCAAGCTGGATAAGAGCATGATAGTGG
GTAGTGCCATCTTGATGAAGCTCAGAAGCAACACCAAGGAAGAAAATAAGAARAGGTGTGAGTT
TCTCCCAGAGARACTGGAATAARTCATCTCTTTGAGATGAGCACTTGGGGTAGGTAAGGARARC
ATATTTAGATTGGAGT CTGAAGTTCTTGCTAGCAGAAGGCATGTTGTTGTGACTCCGAGGGGTT
GCCTCARACTCTATCTTATAACCGGCGTGGAGGCAT GGAGGCAAGGGCATTTTGGTAATTTAAG
TAGTTAGTGGARRATGACGTCATTTACTTRAAAGACGAAGTCTTGCGACAAGGGGGGCCCACGCC
GAATTTTAATATTACCGGCGTGGCCCCACCTTATCGCGAGTGCTTTAGCACGAGCGGTCCAGAT
TTARAGTAGAARAGTTCCCGCCCACTAGGGT TAAAGGTGTTCACACTATARAAGCATATACGAT
GTGATGGTATTTGATGGAGCGTATATTGTATCAGGTATTTCOCGTCGGATACGAATTATTCGTAC

Figura 5D

Secuencia de aminoacidos de PDISP/HA de la gripe B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico
eliminado (SEQ ID NO: 41)

MAKNVAIFGLLESLLVLVESQIFADRICTGITSSNS PHVVKTATQGEVNVTGVIPLTTTPTKSH
FANLEGTETRGELCPECLNCTDLOVALGRPRECTGKIPSARVSILHEVRPVTSGCFPIMHDRTEI
ROLPNLLEGYEHIRLSTHNVINAENAPGGPYKIGTSGSCPNITNGNGFFATMAWAVEENDENKT
ATNPLTIEVPYICTEGED)ITVWGFHSDNETOQMAKLYGDSEPQEFTS SANGVTTHYVSQIGGEP
NOTEDGGLPOSGRIVVDYMVOKRSGKTGTITYQRGILLEOQEVWCAS GRSKVIKGSLEFLIGEADCL
HEKYGGLNESKPYYTGEHAKAIGNCP IWVKTPLELANGTEYRFPFGGGWEGMIAGWHGY TSHGAH
GVAVAADLESTOQEAINKITKNLNS LSELEVENLORLSGAMDELHNEI LELDERKVDDLRADTISS
QIELAVLLSNEGIINSEDEHLLALERKLEKEMLGPSAVEIGNGCFETKHKCNOQTCLDRIAAGTED
AGEFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNHTILLYYSTAASSLAVTIMIATFVVYMVSRDNVSCSIC

px]
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Figura 5E secuencia de nucledtidos de PDISP/HA de la gripe B/Brisbane/60/2008 con bucle
proteclitico eliminado (SEQ ID NO: 43)

ATGGCGAAARACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTITTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGA
TCTTCGCCGATCGAATCTGCACTGGAATARACATCGTCARACTCACCACATGTCGTCARARCTGC
TACTCAAGGGGAGGTCAATGTGACTGGTGTAATACCACTGACAACAACACCCACCARATCTCAT
TTTGCARATCTCARAGGARCAGARACCAGGGGGAAACTATGCCCARAATGCCTCAACTGCACAG
ATCTGGACGTAGCCTTGGGCAGACCAAARTGCACGGGGAAAATACCCTCGGCAAGAGTTTCAAT
ACTCCATGAAGTCAGACCTGTTACATCTGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACARARARTT
AGACAGCTGCCTAACCTTCTCCGAGGATACGAACATATCAGGTTATCAACCCATAACGTTATCA
ATGCAGRRARATGCACCAGGAGGACCCTACARRATTGGAACCTCAGGGTCTTGCCCTARCATTAC
CAATGGAAACGGATTTTTCGCAACAATGGCTTGGGCCGTCCCAARRAACGACAAAARCAMAACE
GCAACARATCCATTAACARTAGARAGTACCATACATTTGTACAGAAGGAGAAGACCARATTACCG
TTTGGGGGTTCCACTCTGACARCGAGACCCARATGGCARAGCTCTATGGGGACTCARARGCCOCA,
GAAGTTCACCTCATCTGCCAACGGAGTGACCACACATTACGTTTCACAGATTGGTGGCTTCCCA
AATCARACAGAAGACGGAGGACTACCACARRAGTGGTAGAATTGTTGTTGATTACATGGT GCARR
AATCTGGGARAACAGGAACARATTACCTATCARAGGGGTATTTTATTGCCTCAAAAGGTGTGETG
CGCAAGT GGCAGGAGCAAGGTAAT AARAGGATCCTTGCCTTTAAT TGGAGAAGCAGATTGCCTC
CACGARARAATACGGTGGATTAARCAAAAGCAAGCCTTACTACACAGGGGAACATGCARAGGCCA
TAGGARARATTGCCCAATATGGGTGARAACACCCTTGAAGCTGGCCARATGGARCCAAATATAGACC
TCCTGGT GGAGGATGGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATCCCATGGGGCACAT
GGAGTAGCGGTGGCAGCAGACCTTAAGAGCACT CAAGAGGCCATAAACARGATAACARARAAATC
TCAACTCTTTGAGTGAGCTGGAAGTAAAGAATCTTCARRGACTARGCGGTGCCATGGATGAACT
CCACAACGRAATACTAGAACTAGATGAGARAGTGCATGATCTCAGAGCTGATACAATAAGCTCA
CAARATAGRAACTCGCAGTCCTGCTTTCCAATGAAGGAATRATAAACAGTGAAGATGARCATCTCT
TGECGCT TGAAAGAAAGCTGAAGAAAATGCTGGGCCCCTCTGCTGTAGAGATAGGGAATGGATG
CTTTGARACCARACACAAGTGCARCCAGACCTGTCTCGACAGAATAGCTGCTGGTACCTTTGAT
GCAGGAGAATTTTCTCTCCCCACCTTTGATTCACTGAATATTACTGCTGCATCTTTAAATGACG
ATGGATTGGATAATCATACTATACTGCTTTACTACTCAACTGCTGCCTCCAGTTTGGCTGTAAC
ACTGATGATAGCTATCTTTGTTGTTTATATGGTCTCCAGAGACAATGTTTCTTGCTCCATCTGT
CTATAR
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Figura 6: B-2X35S/CPMV-HT/HA B Wisconsin/NOS en el sistema de amplificacién de
BeYDV(m)+Replicasa ({Construccién numero 1462)

Figura 6A, SEQ ID NO: 43
IF-HAB110.51+3c

AAATTTGTCGGGCCCATGAAGGCAATAATTGTACTACTCATGGTAG

Figura 6B, SEQ ID NO: 50
IF-HAB110.51-4r

ACTARAGARARRTAGGCCTTTATAGACAGATGGAGCATGARACGTTGTCTCTG

Figura 6C, SEQ ID MO: 51
HA B Wisconsin sintetizada (nimero de acceso al Genbank JN993010)

ATGAAGGCAATARATTGTACTACTCATGGTAGTAACATCCAATGCAGATCGARATCTGCACTGGGA
TAARCATCTTCARACTCACCTCATGTGGTCAARACAGCTACTCAAGGGGAGCGTCAATCGTGACTGG
CGTGATACCACTGACAACAACACCARCARARATCTTATTTTGCARRTCTCARARGGARACARGGACC
AGAGGGARACTATGCCCGGACTGTCTCARCTGTACAGATCTGGATGTGGCCTTGGGCAGGCCAR
TGETGTGTGGGGACCACACCTTCTGCTAARGCTTCAATACTCCACGAGGTCAGACCTGTTACATC
CGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGARCAARAATCAGGCARACTACCCAATCTTCTCAGAGGA
TATGAARATATCAGGTTATCAACCCARARCGTTATCGATGCAGARRAAGCACCAGGAGGACCCT
ACAGACTTGGAACCTCAGGATCTTGCCCTAACGCTACCAGTAAARTCGGATTTTTTGCAACAAT
GGCTTGGGCTGTCCCARAGGACARCTACARAAATGCARCGAACCCACTAACAGTAGAAGTACCA
TACATTTGTACAGAAGGGGAAGACCARATTACTGTTTGGGGGT TCCATTCAGATARCARRRACCC
AAATGAAGAGCCTCTATGGAGACTCARATCCTCAARAAGTTCACCTCATCTGCTAATGGAGTAAC
CACACATTATGTTTCTCAGAT TGGCGACT TCCCAGATCARACAGARGACGGAGGACTACCACAR
AGCGGCAGAATTGTTGTTGAT TACATGATGCARAARARCCTOGGAARRCAGGARCAATTGTCTATC
AAAGAGGTGTTTTGTTGCCTCAARAGGTGTGGTGCGCGAGTGECAGGAGCARAGTAATAARAGG
GTCATTGCCTTTAATTGETGAAGCAGATTGCCTTCATGAAAARTACGGTGGATTARACARRAGT
AAGCCTTACTACACAGGAGAACATGCAARRGCCATAGGARATTGCCCAATATGGGTAARRACAC
CTTTGAAGCTTGCCAATGGAACCAAATATAGACCTCCTGCARAACTATTGAAGGARAGGGGTTT
CTTCGGAGCTATTGCTGETTT CCTAGAAGGAGGATGEGAAGGRAATGATTGCAGGTTGGCACGGA
TACACATCTCACGGAGCACAT GGAGT GECAGTGGCGLGCAGACCTTAAGAGTACACARGAAGCTA
TAAARTAAGATAACAARAAATCTCAATTCTTTGAGTGAGCTAGAAGTAARGARCCTTCARAGACT
AAGTGGTGCCATGGATGAACT CCACARCGRAARTACTCGAGCTGGATGAGAARGTGGATGATCTC
AGAGCTGACACTATAAGCTCACAAATAGRACTTGCAGTCTTGCTTTCCAACGAAGGAATARTAR
ACAGTGAAGACGAGCATCTATTGGCACTTGAGAGARARCTARAGARAATGCTGGGTCCCTCTGC
TGTAGACATAGGARARCGGATGCTTCGAARCCAAACACAARTGCARCCAGACCTGCTTAGACAGG
ATAGCTGCTGGCACCTTTAAT GCAGGAGRATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCATTGARCATTA
CTGCTGCATCTTTAAATGATGATGGAT TGGATAACCATACTATACTGCTCTATTACTCARCTGC
TGCTTCTAGTTTGGLTGTAACATTAATGC TAGCTATTTTTATTGTTTATATGGTCTCCAGAGAC
AACGTTTCATGCTCCATCTGTCTATAR
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Figura 6D
Representacion esquematica de la construccién 193. Los sitios de enzimas de restriccion Sacll
y Stul usados para la linealizacion del plasmido se anotan en |a representacion.

ADN-T izquierdo
[

Figura 6E, SEQ ID NO: 52

Construccion 193 desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t (subrayados). 2X35S/CPMV-
HT/MOS en el sistema de amplificacion de BeYDV(m)+Replicasa con casete de expresion de
inhibidor de silenciamiento de plastocianina-P19-plastocianina

TEGCAGGATATATTGTGGT GTAAACARATTGACGCTTAGACARCTTAATAACACATTGCGGACG
TTTTTAATGTACTGAATTAACGCCGAATCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCARATARCTC
AARRACCATARAAGTTTAAGTTAGCAAGTGTGTACATTTTTACTTGAACARAAATATTCACCTA
CTACTGTTATAAATCATTATTARACATTAGAGTAAAGARATATGGATGATAAGARCAAGAGTAG
TGATATTTTGACARACAATTTTGTTGCAACATTTGAGRAARATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTG
GTCAARARACAATAGAGAGAGARARAGGARAGAGGGAGAATAARRACATARTGTGAGTATGAGAGH
GAARGTTGTACARARGTTGTACCAARATAGTTGTACARATATCATTGAGGAATTTGACARRAGC
TACACAARTAAGGGTTAAT TGCTGTAAATARRTARAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTA
GAGAATTTTTGGCARGTCATTAARARGAAAGAATARRTTATTTTTARAAT TARRAGTTGAGTCA
TTTGATTAAACATGTGATTATTTAATGAATTGATGARAGAGTTGGATTAARAGTTGTATTAGTAA
TTAGAATTTGGTGTCAAATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATATATTGCCCCATAGAGTC
AGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCAAATAAGAGAAATAACGGTATATTAATCCCTCCAR
ARRRAMARAACGGTATATT TACTAARARATCTAAGCCACGTAGGAGGATAACAGGATCCCCGTA
GGAGGATAACATCCAATCCARCCAATCACARCAATCCTGATGAGATARCCCACTTTAAGCCCAC
GCATCTGTGGCACATCTACATTAT CTARATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAALR
ACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATARAARATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATT
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CCCTTCARACACATACARAGAGARGAGACTAATTAATTAATTAATCATCT TGAGAGARAARTGGA
ACGAGCTATACAAGGRARCGACGCTAGGGAACAAGCTAACAGTGAACGTTGGGATGGAGGATCA
GGAGGTACCACTTCTCCCTTCARACTTCCTGACGARAGTCCGAGTTGGACTGAGTGGCGGCTAC
ATAACGATGAGACGAATTCGAATCARGATAATCCCCTTGGTTTCAAGGAAAGCTGGGGTTTCGG
GARAARCTTGTATTTAAGRAGATATCTCAGATACGACACCACGGAAGCTTCACTGCACAGAGTCCTT
GGATCTTGGACGGGAGATTCGGTTARCTATGCAGCATCTCGATTTTTCGGTTTCGACCAGATCG
GATGTACCTATAGTATTCGGTTTCGAGGAGT TAGTATCACCGTTTCTGGAGGGTCGCGARCTCT
TCAGCATCTCTGTGAGATGGCAATTCGGTCTAAGCAAGAACTGCTACAGCTTGCCCCAATCGAA
GTGGAARGTAATGTATCAAGAGGATGCCCTGAAGGTACTCAARACCTTCGAAAAAGARAGCGAGT
ARGTTARAATGCTTCTTCGTCTCCTATTTATAATATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGTTCTTGT
AGAAGAGCTTAATTAATCGTTGTTGTTATGAAATACTATT TGTATGAGATGAACTGGTGTAATG
TAATTCATTTACATAAGTGGAGTCAGRATCAGAATGTTTCCTCCATAACTAACTAGACATGARG
ACCTGCCGCGTACAATTGTCTTATATTTGAACAACTARRATTGRAACATCTTTTGCCACARCTTT
ATAAGTGGTTAATATAGCTCARATATATGGTCAAGTTCAATAGATTAATAATGGAAATATCAGT
TATCGARATTCATTAACARATCAARCTTARCGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCCCTTTGA
TAARTGATAGTACACCAATTAGGAAGGRAGCATGCTCGCCTAGGAGATTGTCGTTTCCCGCCTTC
AGTTTGCARAGCTGCTCTAGCCGTGTAGCCAATACGCARACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGGAAT
TACTAGCGCGTGTCEAGACGCGTTGTTECTTGTGACTCCGAGGGGTTGCCTCARRCTCTATCTTA
TAACCGGCGTGGAGGCATGGAGGCAGGGGTATTTTGGTCATTTTAATAGATAGTGGAARATGAC
GTGGAATTTACTTAARGACGAAGTCTTTGCGACRAGGGGGGGCCCACGCCGAATTTAATATTAC
CGGLGTGGOCCCCCCTTATCGCGAGTGCTTTAGCACGAGCGGTCCAGATT TARAGTAGARAATT
TCCCGCCCACTAGGGTTAAAGGTGTTCACACTATAAARGCATATACGATGTGATGGTATTTGGT
CGACARGCTTGCATGCCGGTCAACATGETGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCARARATATCA
ARGATACAGTCTCAGAAGACCAARGGGCAATTGAGACTTT TCARCAARGGGTAATATCCGGARAA
CCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGARAAGGAAGGT
GGCTCCTACAARTGCCATCATTGCGATRAAAGGARACCCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACA
GTGGTCCCARAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGT GEGAARAAGAAGACGTTCCARCCAC
GTCTTCRAAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGTEGAGCACGACACACTTGTCTACTCCARR
AARTATCARAGATACAGTCTCAGARGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACARAGGGTAATAT
CCGGAARCCTCCTCGGAT TCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAARR
GGAAGGTGGCTCCTACAARATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCT
GCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAARRRGARGACGTTC
CAACCACGTCTTCAARGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACA
ATCCCACTATCCTTCGCRAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTAT
TAARATCTTAATAGGTTTTGATARARGCGAACGTGGGGARACCCGAACCAARCCTTCTTCTARA
CTCTCTCTCATCTCTCTTARAGCAARCTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACG
TTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATCTC
TTTETGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGET
CTTGGGARAAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTG
CTGACTTTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGT TGCCTGTACTTCTT
TCTTCTTCTTCTTGCTGATTGGT TCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGARACAGAGTTTTCC
CGTGETTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAARTTTGTCGGEC
CCGCGGATGGCGAAAARCGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTT
CTCAGATCTTCGCCTGCAGGCTCCTCAGCCAARRCGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCC
CTGGATCTGCTGCCCARACTARCTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCC
TGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCT
GTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCA
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GCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACARGAARATTGT
GCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATC
TTCCCCCCARAGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGE
TAGACATCAGCARAGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCA
CACAGCTCAGACGCAACCCCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGARCTT
CCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGCGATCGCTCACCATCACCATCACCATCA
CCATCACCATTARAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTAT
GITTGETGAGCGGTTTTCTGTGCT CAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAG
CTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAAARAAGATTTTAATTTTATTARAAARARR
AARARRAARAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCARACATTTGGE
AATARAGTTTCTTARAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTT
GAATTACGTTAAGCATGTAATAAT TAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTT
ATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAARCAAAATATAGCGCGCARACT
AGGATAAATTATCGCGCGCGGTGT CATCTATGTTACTAGATCTCTAGAGTCTCARGCTTGGCGE
GCCATAARARTGATTATTTTATGARTATATTTCATTGTGCAAGTAGATAGARATTACATATGTTA
CATAACACACGARAATAAACAARARAAGACAATCCARARACAARCACCCCAAAARRAATAATCAC
TTTAGATARACTCGTATGAGGAGAGGCACGTTCAGTGACTCGACGATTCCCGAGCARARARAGT
CTCCCCGTCACACATATAGTGGGT GACGCAATTATCTTTAAAGTAATCCTTCTGTTGACTTGTC
ATTGATAARCATCCAGTCTTCGTCAGGATTGCAARRGARATTATAGAAGGGATCCCACCTTTTATTT
TCTTCTTTTTTCCATATTTAGGGT TGACAGTGAAATCAGACTGGCAACCTATTAATTGCTTCCA
CAATGGGACGAACTTGAAGGGGAT GTCGTCGATGATAT TATAGGTGGCGTGTTCATCGTAGTTG
GTGAARATCGATGGTACCGTTCCAATAGTTGTGTCGTCCGAGACTTCTAGCCCAGGTGGTCTTTC
CGGTACGAGTTGGTCCGCAGATGTAGAGGCTGGGGTGTCGGATTCCATTCCTTCCATTGTCCTG
GTITAARATCGGCCATCCATTCAAGGTCAGATTGAGCT TGTTGGTATGAGACAGGATGTATGTAAG
TATAARGCGTCTATGCTTACATGGTATAGATGGGTTTCCCTCCAGGAGTGTAGATCTTCGTGGCA
GCGAAGATCTGATTCTGTGAAGGGCGACACATACGGTTCAGGTTGTGGAGGGAATAATTTGTTG
GCTGAATATTCCAGCCATTGAAGT TTTGTTGCCCATTCATGAGGGAATTCTTCCTTGATCATGT
CARGATATTCCTCCTTAGACGTTGCAGTCTGGATAATAGT TCTCCATCGTGCGTCAGATTTGCG
AGGAGAGACCTTATGATCTCGGARATCTCCTCTGGTTTTAATATCTCCGTCCTTTGATATGTAR
TCAAGGACTTGTTTAGAGTTTCTAGCTGGCTGGATATTAGGGTGATTTCCTTCARAATCGAARR
AAGARGGATCCCTAATACARGGTTTTTTATCAAGCT GGAGAAGAGCATGATAGTGGGTAGTGCC
ATCTTGATGAAGCTCAGAAGCAACACCAAGGAAGARAATAAGAARAGGTGTGAGTTTCTCCCAG
AGRAARCTGGAATAARTCATCTCTT TGAGATGAGCACTTGGGATAGGTAAGGAARRCATATTTAG
ATTGGAGTCTGAAGTTCTTACTAGCAGAARGGCATGT TGTTGTGACTCCGAGGGETTGCCTCARR
CTCTATCTTATAACCGGCGTGGAGGCATGGAGGCAGGGETATTTTGGTCATTTTAATAGATAGT
GGAAARATGACGTGGAATTTACTTAAAGACGAAGTCT TTGCGACARAGGGGEGGCCCACGCCGAAT
TTAATATTACCGGCGTGGCCCCCCCTTATCGCGAGTGCTT TAGCACGAGCGGTCCAGATTTARR
GTAGAAAATTTCCCGCCCACTAGGGT TARAGGTGTTCACACTATAAAAGCATATACGATGTGAT
GGTATTTGACTAGTGGCACTGGCCGTCGTTTTACARCGTCGTGACTGGGAARACCCTGGCGTTA
CCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCG
CACCGATCGCCCTTCCCAACAGTT GCGCAGCCTGAATGGCGAATGCTAGAGCAGCTTGAGCTTG
GATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGE
TARACCTAAGAGRARAGAGCGTTTA
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Figura 6F, SEQ ID NO: 53
Casete de expresion nimero 1462 desde el promotor 2X355 al terminador NOS. HA de la gripe
B/Wisconsin/1/2010 esta subrayada.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAG
ACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACARAGGGTAATATCCGGARACCTCCTCGGATTCCATTG
CCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGCGAAAAGGRAAGGTGECTCCTACAAATGCCAT
CATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGAC
CCCCACCCACGAGGAGCATCGTGCARRARGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGA
TTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAARAATATCAAAGATACAGTC
TCAGAAGACCARAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGARACCTCCTCGGAT
TCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGARAAGGARGGTGGCTCCTACRA
ATGCCATCATTGCGATAAAGGARAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCARR
GATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGCARAARGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCARAGT
AAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCA
AGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAAARATCTTAATAGGTTT
TGATAARAAGCGAACGTGGGGARACCCGARCCAARCCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTT
ARAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCG
GCACCAGTACARCGTTTTCTTTCACTGAAGCGARATCARAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGE
GGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGAAAAGAAAGCTT
GCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGTGC
ARTATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGA
TTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGRAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGG
AGARAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGAAGGCAATAATTG
TACTACTCATGGTAGTAACATCCAATGCAGATCGAATCTGCACTGGGATAACATCTTCAAACTC
ACCTCATGTGGT CARAACAGCTACTCAAGGGGAGGTCAATGTGACTGGCGTGATACCACTGACA
ACARCACCARCARAATCTTATTTTGCAARTCTCAAAGGARACAAGGACCAGAGGGAAACTATGCC
CGEACTGTCTCAACTGTACAGATCTGGATGTGGCCTTGGGCAGGCCAATGTGTGTGGGGACCAC
ACCTTCTGCTARAGCTTCAATACTCCACGAGGTCAGACCTGTTACATCCGGGTGCTTTCCTATA
ATGCACGACAGAACAAAARTCAGGCAACTACCCAATCTTCTCAGAGGATATGARRATATCAGGT
TATCAACCCAARACGTTATCGATGCAGARARAGCACCAGGAGGACCCTACAGACTTGGAACCTC
AGGATCTTGCCCTAACGCTACCAGTAAARTCGGATTTTTTGCARACAATGGCTTGGGCTGTCCCA
AAGGACAACTACARAAAATGCARCGAACCCACTAACAGTAGARGTACCATACATTTGTACAGARG
GGGAAGACCARATTACTGTTTGGGGGTTCCATTCAGATAACARRACCCARAT GAAGAGCCTCTA
TGGAGACTCARARTCCTCARRAGTTCACCTCATCTGCTAATGGAGTAACCACACATTATGTTTCT
CAGATTGGCGACTTCCCAGATCAAACAGARAGACGGAGGACTACCACAAAGCGGCAGAATTGTTG
TTGATTACATGATGCAAARRCCTGGGAARACAGGAACAATTGTCTATCARAGAGGTGTTTTGTT
GCCTCAAARGGTGTGETGCGCGAGTGGCAGGAGCARAGTAATARAAGGGTCATTGCCTTTAATT
GGTGAAGCAGATTGCCTTCATGAARARATACGGTGGATTAARCARAAGCARGCCTTACTACACAG
GAGARCATGCAAARGCCATAGGARATTGCCCAATATGGGTAARARCACCTTTGAAGCTTGCCAR
TGGAACCAARTATAGACCTCCTGCAAAACTATTGAAGGARAGGGGTTTCTTCGGAGCTATTGCT
GGTTTCCTAGAAGGAGGATGGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATCTCACGGAG
CACATGGAGTGGCAGTGECGGUAGACCTTAAGAGTACACARGARGCTATARATAAGATAACARR
AARRTCTCAATTCTTTGAGTGAGCTAGAAGTAARAGAACCTTCRAAAGACTAAGTGGTGCCATGGAT
GAACTCCACAACGARATACTCGAGCTGGATGAGARRGTGGATGAT CTCAGAGCTGACACTATAR
GCTCACAAATAGRACTTGCAGTCTTGCTTTCCAACGAAGGAATAATAAACAGTGAAGACGAGCA
TCTATTGGCACT TGAGAGARRRACTAAAGARAAATGCTGGGTCCCTCTGCTGTAGACATAGGRAAAC
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GGATGCTTCGARACCAAACACARATGCAACCAGACCTGCTTAGACAGGATAGCTGCTGGCACCT
TTAATGCAGGAGAATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCATTGAACATTACTGCTGCATCTTTAAR
TGATGATGGATTGGATAACCATACTATACTGCTCTATTACTCAACTGCTGCTTCTAGTTTGGCT
GTARCATTAATGCTAGCTATTTTTATTGTTTATATGGTCTCCAGAGACAACGTTTCATGCTCCA
TCTGTCTATAAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGRATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGT
TTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCT
CCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAARAAAGATTTTAATTTTATTAAARARAALA
ARARRAAAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCARACATTTGGCAR
TARAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGA
ATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTAT
GATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGARAACARAATATAGCGCGCARACTAG
GATARATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGAT

Figura 6G, SEQ ID NO: 54
Secuencia de aminoacidos de HA de la gripe B/Wisconsin/1/2010

MEAIIVLLMVVTSNADRICTGITSSNSPHVVETATQGEVNVTIGVIPLTTTPTEKSYFANLEGTRT
RGKLCPDCLNCTDLDVALGRPMCVGTTPSAKASILHEVRPVTSGCFPIMHDRTKIRQLPNLLRG
YENIRLSTQNVIDAEKAPGGPYRLGTSGSCPNATSKIGFFATMAWAVPEDNYKNATNFLTVEVE
YICTEGEDQITVWGFHSDNKTOQMESLYGDSNPQEFTSSANGVTTHYVSQIGDFPDQTEDGGLEPQ
SGRIVVDYMMOQKEPGETGT IVYQRGVLLPOQEVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLHEKYGGLNEKS
KPYYTGEHAKAIGNCPIWVETPLELANGTKYRPPAKLLKERGFFGAIAGF LEGGWEGMIAGWHG
YTSHGAHGVAVAADLKSTQEAINKITENLNSLSELEVENLORLSGAMDELHNEILELDEKVDDL
RADTISSQIELAVLLSNEGIINSEDEHLLALERKLKKMLGPSAVDIGNGCFETKHECNQTCLDR
IARGTFNAGEFSLFTFDSLNITAASLNDDGLDNHTILLYYSTAASSLAVTLMLAIFIVYMVSRD
NVSCSICL*
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Figura 6H
Representacion esquematica de la construccién nimero 1462
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Figura 7. C-2X35S/CPMV-HT/HA B Wisconsin con bucle proteolitico eliminade/NOS en
sistema de amplificacién de BeYDV(m)+replicasa (Construccion numero 1467)

Figura 7A, SEQ ID NO: 55
HAB110(PrL-).r

TCCTTCCCATCCTCCACCAGGAGGTCTATATTTGGTTCCATTGGCAAGCTTCARAG

Figura 7B, SEQ ID NO: 56
HAB110(PrL-).c

ATATAGRCCTCCTGGTGGRAGGATGGGARGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGA

Figura 7C, SEQ ID NO: 57
Casete de expresion numero 1467 desde el promotor 2X35S al terminador NOS. La HA de
la gripe B/Wisconsin/1/2010 con bucle proteolitico eliminado esta subrayada.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCARAGATACAGTCTCAGARG
ACCARAGGGCAATTGAGACTTTTCARCARAGGGTAATATCCGGAARCCTCCTCGGATTCCATTG
CCCAGCTATCTGTCACTTTATTGT GAAGATAGT GGAARAGGAAGGTGGCTCCTACARATGCCAT
CATTGCGATAARAGGARAGGCCATCGTTGARGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAARGATGGAC
CCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGARAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCT TCARAGCAMGTGGA
TTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAARAATATCARAGATACAGTC
TCAGAAGACCAARAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAARAGGGTAATATCCGGARACCTCCTCGGAT
TCCATTGCCCAGCTATCTGTCACT TTATTGTGAAGATAGTGGAAARGGAAGGTGGCTCCTACAR
ATGCCATCATTGCGATARRGGAARGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCARA
GATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAARAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCARAGT
ARGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCA
AGACCCTTCCTCTATATARGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAARARTCTTAATAGGTTT
TGATAARAGCGARCGTGGGGARACCCGARCCAAACCTTCTTCTARACTCTCTCTCATCTCTCTT
AAAGCARACTTCTCTCTTGTCTTTCT TGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCG
GCACCAGTACARCGTTTTCTTTCACTGAAGCGAARTCAAAGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGC
GGCGCCATTARATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGARAAGRAARGCTT
GCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACT TTCGECGGGTGE
AATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTETTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGA
TTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGAARCAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGG
AGARAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCARATTTGTCGGGCCCATGAAGGCAATAATTG
TACTACTCATGGTAGTAACATCCAATGCAGATCGAATCTGCACTGGGATAACATCTTCARACTC
ACCTCATGTGGTCARAACAGCTACTCAAGGGGAGGTCAATGTGACTGGCGTGATACCACTGACA
ACAACACCAACARAAATCTTATTTTGCARATCTCAAAGGAACAAGGACCAGAGGGAARCTATGCC
CGGACTGTCTCARCTGTACAGATCTGGATGTGGCCTTGGGCAGGCCARTGTGTGTGEGGACCAC
ACCTTCTGCTARAGCTTCARATACT CCACGAGGTCAGACCTGTTACATCCGGGTGCTTTCCTATA
ATGCACGACAGAACAAARATCAGGCAARCTACCCAATCTTCTCAGAGGATATGARAATATCAGGT
TATCAACCCAAARACGTTATCGATGCAGAARAAGCACCAGGAGGACCCTACAGACTTGGAACCTC
AGGATCTTGCCCTAACGCTACCAGTAARATCGGATTTTTTGCAACRATGGCTTGGGCTGTCCCA
ARGGACARACTACAAARRAATGCAACGAACCCACTAACAGTAGRAAGTACCATACATTTGTACAGARAG
GGGAAGACCARATTACTGTTTGEGGGGTTCCATTCAGATAACARAACCCARATGAAGAGCCTCTA
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TGGAGACTCAAATCCTCAAARAGTTCACCTCATC TGCTAATGGAGTAACCACACATTATGTTTCT
CAGATTGGCGACTTCCCAGATCAARCAGAAGACGGAGGACTACCACARAGCGGCAGAATTGTTG
TTGATTACATGATGCARAAACCTGGGAARACAGGAACAATTGTCTATCARAGAGGTGTTTTGTT
GCCTCAARAGGTGTGGTGCGCGAGTGGCAGGAGCARAGTAATAARAGGGTCATTGCCTTTAATT
GETGAAGCAGATTGCCTTCATGAARAATACGGTGGATTAAACAARAGCARAGCCTTACTACACAG
GAGAACATGCAARARGUCATAGGRAATTGCCCAATATGGGTARAARACACCTTTGRAAGCTTGCCRAA
TGGAARCCAARTATAGACCTCCTGGTGGAGGAT GEGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATAC
ACATCTCACGGAGCACATGGAGTGGCAGTGGCGGCAGACCTTAAGAGTACACARGAAGCTATAA
ATAAGATAACARARAAT CTCAATTCTTTGAGT GAGCTAGAAGTAAAGARCCTTCAARGACTARG
TGGTGCCATGGATGAACTCCACAACGAARATACTCGAGCTGGATGAGAAAGTGGATGATCTCAGA
GCTGACACTATAAGCTCACAAATAGAACTTGCAGTCTTGCTTTCCAACGAAGCGARTAATAAACA
GTGAAGACGAGCATCTATTGGCACTTGAGAGARAACTARAGAAAATGCTGGGTCCCTCTGCTGT
AGACATAGGAARACGGATGCTTCGAAACCAAACACARATGCARCCAGACCTGCTTAGACAGGATA
GCTGCTGGCACCTTTAATGCAGGAGAATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCATTGAACATTACTG
CTGCATCTTTAAATGATGATGGATTGGATAACCATACTATACTGCTCTATTACTCAACTGCTGC
TTCTAGTTTGGC TG TAACATTARATGC TAGCTATTTTTATTGTTTATATGGTCTCCAGAGACARC
GTTTCATGCTCCATCTGTCTATAAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGETG
TGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAAT
TTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACARAAMRGATTTTAATTTT
ATTAAARAARAAARAARAARAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTC
AAACATTTGGCAATAAACGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATA
TAATTTCTGT TGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGA
GATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAARACARAATATA
GCGCGCARACTAGGATARATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGAT

Figura 7D, SEQ ID NO: 58
Secuencia de aminoacidos de HA de la gripe B/Wisconsin/1/2010 con bucle proteolitico
eliminado

MEAIIVLLMVVTSNADRICTGITSSNSPHVVETATOQGEVHNVTGVIPLTTTPTESYFANLEGTRT
RGELCFDCLNCTDLDVALGRPMCVGTTFSAKASILHEVRPVISGCFPIMHDRTEKIRQLPNLLRG
YENIRLSTONVIDAEKAPGGPYRLGTSGSCPNATSKIGEFATMAWAVPEDNY KNATNPLTVEVE
YICTEGEDQITVWGFHSDNKTOMESLYGDSNPQKFTSSANGVTTHYVSQIGDFPDQTEDGGLPQ
SGRIVVDYMMOQKPGKTGTIVYQRGVLLPOQKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLHEKYGGLNKS
KPYYTGEHAKAIGNCPIWVKT PLELANGTEKYRPPGGGWEGMIAGWHGY TSHGAHGVAVAADLES
TOEAINKITENLNSLSELEVENLORLSGAMDELHNEILELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLEN
EGIINSEDEHLLATLERKLKKMLGPSAVDIGNGCFETKHECNQTCLDRIAAGTFNAGEFSLETFD
SLNITAASLNDDGLONHTILLYYSTAASSLAVTLMLAIFIVYMVSRDNVSCSICL*
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Figura TE
Representacion esquematica de la construccion nimero 1467
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Figura 8: A-2X35S/CPMV-HT/PDISP/HA B Brisbane con bucle proteolitico eliminado/NOS
(Construccién numero 1039)

Figura 8A (SEQ ID NO: 13)

Casete de expresion niumero 1039 desde el promotor 2X35S al terminador NOS. PDISP/HA de
la gripe B/Brisbane/60/2008 con bucle proteolitico eliminado esta subrayado.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCARARRATATCARAGATACAGTCTCAGRAAG
ACCARAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTG
CCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAARAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCAT
CATTGCGATRAAGGAARGCGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGETCCCARAGATGGAC
CCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAARAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCARAGCAAGTGGA
TTGATGTGATRACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAARATATCAAAGATACAGTC
TCAGARAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACARAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGAT
TCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTAT TETGAAGATACTGCGAAAACGCGAAGGTCGGCTCCTACAR
ATGCCATCAT TGCGATAARGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGLCCGACAGTGGTCCCARR,
GATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAARAAGAAGRACGTTCCARCCACGTCTTCAARGT
ABAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCA
AGACCCTTCCTCTATATARGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAAAATCTTAATAGGTTT
TGATAARAGCGRACGTGGGGARACCCGAACCAARCCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTT
ARAGCARACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCG
GCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGARATCAARGATCTCT TTGTGGACACGTAGTGC
GECGCCATTAAATARCGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGETCTTGGGARARGARAGCTT
GCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGC TGACTTTCGGCGGETGE
AATATCTCTACTTCTGCTT GACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGA
TTGGETTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTTTGARACAGAGTTTTCCCOTGGTTTTCGAACTTGG
AGARRGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCARATTTGTCGGGCCCATGGCCARRAACGTTG
CGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCGATCGAAT
CTGCACTGGAATAACATCGTCAAACTCACCACATGTCGTCAAAACTGCTACTCAAGGGGAGGTC
AATGTGACTGGTGTAATAC CACTGACAACAACACCCACCARATCTCATTTTGCAARATCT CAARG
GARCAGAAACCAGGGGGARACTATGCCCAARATGCCTCAACTGCACAGATCTGGACGTAGCCTT
GEGCAGACCARAATGCACGGGGAARATACCCTCGGCAAGAGTTTCAATACTCCATGAAGTCAGA
CCTGTTACATCTGGGETGCT TTCCTATAATGCACGACAGAACAARAAT TAGACAGCTGCCTAACC
TTCTCCGAGGATACGRACATATCAGGTTATCAACCCATARCGTTATCAATGCAGARAATGCACC
AGGAGGACCCTACARARATT GGAACCTCAGGGTCTTGCCCTRACATTACCAATGGARACGGATTT
TTCGCAACAATGGCTTCGGCCGTCCCARAARACGACARARRCAMAACAGCAACAARTCCATTAR
CAATAGAAGTACCATACATTTGTACAGAAGGAGRAGACCARATTACCGTTTGGGGGTTCCACTC
TGACAACGAGACCCARATGGCARAGCTCTATGGGGACT CARAGCCCCAGRAAGTTCACCTCATCT
GCCAACGGAGTGACCACACATTACGTTTCACAGATTGETGGCTTCCCARAATCAAACAGAAGACG
GAGGACTACCACARAAGTGGTAGAATTGTTGTTGATTACATGGTGCARRAATCTGGGAARARACAGG
AACAATTACCTATCARAGGGGTATTTTATTGCCTCAARAGGTGTGGT GCGCAAGTGGCAGGAGC
BAGGTAATARARGGATCCTTGCCTTTAATTGGAGAAGCAGATTGCCTCCACGAAARATACGGTG
GATTARACAARAGCAAGCCTTACTACACAGGGGAACATGCAAAGGCCATAGGAAATTGCCCAAT
ATGGGTGAARACACCCT TGAAGCTGGCCAATGGAACCAAATATAGACCTCCTGCTGGAGGATGS
GARGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATCCCATGGEGCACATGEAGTAGCGGTGGCAG
CAGACCTTARGAGCACTCAAGAGGCCATAAACAAGATAACAAAAAAT CTCAACTCTTTGAGTGA

82



ES 2803 508 T3

GCTGGAAGTARAAGAATCTTCAAAGACTAAGCGGTGCCATGGATGAACTCCACAACGAAATACTA
GAACTAGAT GAGARAGTGGATGATCTCAGAGCTGATACAATAAGCTCACARATAGAACTCGCAG
TCCTGCTTTCCAATGAAGGRAATAATALACAGTGARGATGAACATCTCTTGGCGCTTGARAGAAR
GCTGAAGRRRATGCTGGGCCCCTCTGCTGTAGAGATAGGGAATGGATGCTTTGAARACCARAACAC
AAGTGCAACCAGACCTGTCTCGACAGAATAGCTGCTGETACCTTTGATGCAGGAGAATTTTCTC
TCCCCACCTTTGATTCACTGAATATTACTGCTGCATCTTTARATGACGATGGATTGGATAATCA
TACTATACTGCTTTACTACTCAACTGCTGCCTCCAGTTTGGCTGTAACACTGATGATAGCTATC
TTTGTTGTTTATATGGTCTCCAGAGACAATGTTTCTTGCTCCATCTGTCTATARAGGCCTATTT
TCTTTAGTTTGRAAT TTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGC
TCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCT
TCAGCAAGGACACARAALGATTTTAATTTTATTAARAARARAALAARAARMARGACCGGGAATTCG
ATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCAARCATTTGGCAATAARCGTTTCTTAAGATTGAAT
CCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGT TGAATTACGTTAAGCATGTAATAR
TTAACATGTAAT GCATGACGTTATTTATGAGATGLETTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATA
CATTTAATACGCGATAGARRACARAATATAGCGCGCARACTAGGATAAATTATCGCGCGCGETG
TCATCTATGTTACTAGAT
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Figura 8B,
Representacion esquematica de la construccion namero 1039
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Figura 9

Figura 10
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Figura 13A

Figura 13B

Capacidad de hemaglutinacion

proteina)?

1008 533
1008 + 1261 (4:1) 3200

1059 4267
1059 + 1261 (4:1) 34133

# Inverso de la menor cantidad de proteina total requerida para una
reaccién de hemaglutinacion positiva en un volumen final de 200 pl.
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Péptido de fusion

e
350

ki

~|R|GIL{F|GIAJV|A|GIF|I|E|G[G|WIQ|G|M]VID|G|W[Y [

I|P|S]|Q|S|R|GILIF|GIALI|A|G]F|I|E[G|G(W]|T|G|M]|¥ |D|G|W]Y|
I|P{S)IQ[SIRIGIL|F|G &) |A[GIF|IE|G|GIW[T|G|M]VIDIG|W|Y ]
I[P{S)I|Q[S|R|GIL|F|GA)I|A[GIF|I|E]G|CGIW|T|G|M]VIDIG|W|Y ]|

~\VIPIQUIE|SIR|GILIF|GIALI|A[GIFIIE|GG[WIQIG|MIY[DIGIW]Y]|
= \V[PIEIK[QITIR|GII[FIGIALVA[GIFIIEIN[G[WIE|G|MIV[DIGIW]Y]|
< |\V[PIEJK[QTIR|G) I [FIG AL |A[GIF]I|EIN[G[WIE[G|M|V[D|G|W]Y]|

(VIP[QUEITIRIGILIFIGALI[A[GIFIIIE|IG|GIWIT|GIM[I|DIG|W Y]

- |V|P|AIR|S|S|R|GIL{F|G|AI|A|G]F|)|E|G[GWIP|G|L|VIA|G|W[Y[

-[S|PIQIR|E|SIR|R|K|KIR|GILIF|G|ALI|A|GIF|I|E|G|G[WIQIGIM]VIDIGIW| Y]
-|S|PJQIR|E[R[R|R|K|KIRIGIL|F[C|A)1|A|G|F|I|E|G|CIWIR|GIM[VID|CIW|Y|

-|8|P|LIR|E|R|R|R|K

LIKIL[AIN|G|TIK[Y|RIP|PIA[KILILIKIEIR|GIF[F|G|A|I|A[GIFILIE|G[G[WIE[GIM] | [A]GIW][H]

|H1 Mew Cal

H1 Brisbhane
H1 Sol Islands

H2A_Singapore |
'H3A_Bussane

H3A_WCN
H5 Anhi
HS Inda

|H5 Vietnam

-1 |PIE|AIR[AH[K|Q|L|T|HIH|M|R|K|KIR|GIL|F[GA[I[A|G]F|I|EIN[GWIE|G[L]I|D|G|W] Y]

H7 EG.E':‘!WE

HE Teal HK =~ |
HBA_HK

|B_Florida

[ILIKILIAINIGITIK[YIR|PIPIAIK[LILIK[EIRIG|FIF|GA]I|A|GIFILIE[G[GIWIEIGIM] I |AJG|W[H|

laysia

B_Ma

Figura 15
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Figura 16A

Figura 16B

: Capacidad de
hemaglutinacion (titulo de
146(0,8) 136 £ 48
146/(0,8) 2660 + 384

1462 + 126/0,8:0,2) 941 + 192
1467 + 126(0,8:0,2) 4344 + 1536

Inverso de la dilucion mas alta capaz de aglutinar gldbulos rojos.
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Figura 17A

> Capacidad de
Element Coex
iti e hemaglutinacion
(unidad de HA/mI)

1008  CPMV-HT si Presente No 1216
1008 + 1261 CPMV-HT Si Presente Si 5696
1039 CPMV-HT No Eliminado Ne _' 141
1039+ 1261 CPMV-HT No Eliminado si 2944
1059 cPW—ﬁ e Eliminada No 10197
1059+ 1261  CPMV-HT si Eliminado i 43008
Figura 17B ; _5'»‘
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QIGIMIVID[GIW] Y|

HA1-HA2

Tipo Furina

Tipo Clara

TilFIElTelERICILIFIEATTTAICIF [T [ElGle T IEIMIVICIGIWIv]:
J1|Plsl 1 |als|rR(GILIF|GIAlI[2]GIF] I |E|G|GIW|TIG|M|V]|D|G|wW]| Y|

-In]els[i[alsr[Gc[LIFlc]Al1 [a]lclF 1 [E[c[c]w][T]cIn]v]D]c]w]¥]i
-\V[P|Q| I |E|S|R|G[L|F|GIA[I|A]GIF]I|E|G|G|W]|QIC|M|VI|D[G|W]Y]|

-IV|PIEIKIQITIR|G I [FIGIALI[A[GIF)IJE[MIGIWI EIGIM[VID|GIW]Y]:
~|V|PIEIKIQITIR|G| I |FIGIA] I |A|GIF]I|E[N|G|W EIGIM|VID|G|W]Y]|
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Figura 19
HAO HA1-HAZ2
_- — —] _
e
Tipo Furina
Cepa Secuencia natural Abolicion del sitio de

escision del precursor
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Figura 20

Titulos de H5 encontrados en biomasas iniciales
después de la extraccion de enzimas para diferentes
mutantes
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Figura 21: Deleciones/enfoques de reemplazo para HA tipo B

Figura 21 A
Secuencia primaria de B/Brisbane/60/2008 nativa (SEQ ID NO: 16)

DRICTGITSSNSPHVVETATQGEVNVTIGVIPLTTTPTESHFANLEGTETRGELCPKCLNCTDLD
VALGRPECTGKIFPSARVSILHEVRFVISGCFPIMHDRTEIRQLPNLLRGYEHIRLSTHNVINAE
NAPGGPYKIGTSGSCEPNITNGNGEFFATMAWAVPENDENKTATNPLTIEVEPYICTEGEDQITVWG
FHSDNETOMAKLYGDSKPQKFTSSANGYVTTHYVSQIGGFPNQTEDGGLPQSGRIVVDYMVOKSG
KTGTITYQRGILLPOQRKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLHERYGGLNKSKPYY TGEHAKATGN
CPIWVETPLELANGTEKYRPPAKLLKERGFFGAIAGE LEGGWEGMIAGWHGY TSHGAHGVAVAAD
LESTOQEATNKITENLNS LSELEVENLORLSGAMDELHNEI LELDEKVDDLRADTISSQIELAVL
LSNEGIINSELEHLLALERELKEMLGPSAVEIGNGCFETKHKCHNOQTCLDRIAAGTEDAGEFSLE
TFDSLNITAASLNDDGLONHTILLYYSTAASSLAVTLMIAIFVVYMVERDONVSCEICL

Figura 21 B

A bucle proteolitico de HA tipo B (SEQ ID NO: 17)

DRICTGITSSHNSPHVVETATOQGEVNVIGVIFPLTTTPTKSHFANLEGTETRGELCPECLNCTDLD
VALGRPKCTGKIPSARVSILHEVRPVTISGCFPIMHDRTEKIRQLPNLLRGYEHIRLSTHNVINAE
NAPGGPYKIGTSGSCEPNITNGNGEFATMAWAVEPENDENKTATNPLTIEVEPYICTEGEDQITVWG
FHSDNETOMAKLYGDSKPQKF TS SANGYVTTHYVSQIGGFPNQTEDGGLPQSGRIVVDYMVQKSG
KTGTITYQRGILLPOEVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLIERYGGLNEKSKPYY TGEHAKATIGN
CPIWVETPLELANGTEYRPF-GG-

GWEGMIAGWHGY TSHGAHGVAVAADLESTQEAINKITENLNSLSELEVENLQRLEGAMDELHNE
ILELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGI INSEDEHLLALERKLEKMLGPSAVEIGNGCFET
KHECNQTCLDRIAAGTFDAGEFSLPTFDSLNITAASINDDGLDONHTILLYYSTAASSLAVTLMI
AIFVVYMVSREDNVSCSICL
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Figura21C

Reemplazo del sitio de escision de HA tipo B por un enlazador (SEQ ID NO: 18)

DRICTGITSSNSEHVVETATQGEVNVTGVIPLTTTPTKSHFANLKGTETRGELCPKCLNCTDLD
VALGRPKCTGKIPSARVEILHEVRPVTSGCEPIMHDRTKIRQLENLLRGYEHIRLSTHNVINAE
NAPGGPYKRIGTSGSCPNITNGNGE FATMAWAVPENDENKTATNFLTIEVPYICTEGEDQITVING
FHSDNETOMAKLYGDSKEPQEFTSSANGYTTHYVSQIGGFPNQTEDGGLPQSGRIVVDYMVQESG
KTGTITYQRGILLPQEVHCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLHERYGGLNKSKFYYTGEHAKAIGN
CPIWVETPLELANGTEYR -G555G555G-
GFFGATAGFLEGGWEGMIAGWHGY TSHGAHGVAVAADLKSTQEATINKITENLNSLSELEVENLYD
RLSGAMDELHNEILELDEEVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGI INSEDEHLLALERKLKEMLGE
SAVEIGNGCFETKHEKCNQTCLDRIAAGTFDAGEFSLPTFDSLNITAASLNDDGLONHTILLYYS
TAASSLAVTIMIAIFVVYMVSRDNVSCSICL

Figura21D
Deleciones/enfoques de reemplazo para H3

Secuencia primaria de H3 A/Perth/16/2009 nativa (SEQ ID NO: 19

QELPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTIVKTITNDQIEVINATELVQSSSTGEICDSPHQILDGKENC
TLIDALLGDPQCDGFONKEWDLFVERSKAYSNCYPYDVPDYASLRSLVASSGTLEFNNESENWT
GVTQNGTSSACIRRSKNSFESRLNWLTHLNEFKY PALNVTMPNNEQFDKLY IWGVHHPGTDEDQI
FLYAQASGRITVSTKRSQQTVSENIGSRPRVRNIFSRISIYWTIVEPGDILLINSTGNLIAPRG
YFKIRSGKSSIMRSDAPIGKCNSECITPNGSIFNDEFFOQNVNRITYGACPRYVEQNTLELATGM
ENVPERQTRGIFGAIAGEF IENGWEGMYDGWYGEFRHQNSEGRGOAADLESTOAATIDQINGELNRL
IGKTNEKFHOQIEKEFSEVEGRIQDLEEYVEDTEIDLWS YNAELLVALENQHTIDLTDSEMNELE
EXTEKKQLRENAFDMGNGCFKIYHECODNACIGSIRNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGVELKSGYK
CWILWISFAISCFLLCVALLGFIMWACQEGNIRCNICI
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Figura 21 E

A bucle proteolitico H3 (en BeYDV, 1096) (SEQ ID NO: 20)

OKLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTIVKTITNDQIEVTNATELVOSSSTGEICDSPHOILDGKNC
TLIDALLGDPQCDGFONKKWDLFVERSKAYSNCYPYDVPDYASLRSLVASSGTLEFNNESFNWT
GVTQNGTSSACIRRSKNSFFSRLNWLTHLNFKYPALNVTMPNNEQFDKLY IWGVHHPGTDKDQI
FLYAQASGRITVSTKRSQQTVSPNIGSRPRVRNIPSRISIYWTIVKPGDILLINSTGNLIAPRG
YFKIRSGKSSIMRSDAPIGKCNSECITENGS I PNDKPFONVNRITYGACPRYVEQNTLKLATGM
_GS_
GAIAGFIENGWEGMVDGWYGFRHQONSEGRGQAADLKSTQAAIDQINGKLNRLIGKTNEKFHQIE
KEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDLWS YNAELLVALENQHT IDLTDSEMNKLFEKTKKQLRENAE
DMGNGCFKIYHKCDNACIGSIRNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISC
FLLCVALLGF IMWACQKGNIRCNICI

Figura21 F
Reemplazo del sitio de escision de H3 por un enlazador (en BeYDV, 1097) (SEQ ID NO: 21)

QELPGNDNSTATLCLGHHAVPNGT IVETITNDQIEVTNATELVOSSSTGEICDSPHQILDGENC
TLIDALLGDPOCDGEQNKEWDLEVERSKAY SNCYPYDVEPDYASLRSLVASSGTLEFNNESENWT
GVIQNGTSSACIRRSKENSEFFSRINWLTHLNFKY PALNVTMPNNEQFDELY IWGVHHPGTDKDQI
FLYAQASGRITVSTKRSQOTVSPNIGSRPRVENIPSRISIYWTIVEPGDILLINSTGNLIAPRG
YFKIRSGKSSIMRSDAPIGKCNSECITPNGS IPNDKPEFONVNRITYGACPRYVEQNTLKLATGM
-G55G55G55-

GIFGATAGEIENGWEGMVDGWY GERHONSEGRGOAADLESTOAAI DO INGKLNRLIGKTNEKEH
QIEKEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTKKQLRE
NAEDMGNGCFEIYHECDNACIGSIRNGTYDHDVYRDEALNNEFQIKGVELKSGYKDWILWISFA
ISCFLLCVALLGF IMWACQORGNIRCNICI
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Linea# |MNo de muestra Descripcion

Figura 22 1 496-59-001A H5/Indo CTRL (# 489)
2 496-59-0018 H5/Indo CTRL (# 489)
3 496-59.002A H5/indo PRL- (#928)
4 496-59-0028B H5/Iindo PRL- j# 9231
5 496-59-003A H5/indo TETR (# 676)
& m;ﬂ-ﬂﬂﬂ H5/indo TETR E E!E!
7 396-59-004A H5/indo TETQ (¥ 766)
3 496-59.004B H5/indo TETQ (# 766)
9 MW
10 Ce Hs_ 25ng
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Figura 23: A-2X35S/CPMV-HT/H5 de Alindonesia/5/2005 con mutacion TETR del
sitio de escisién (Construccién nimero 676)

Figura 23A, SEQ ID NO: 74 MutCleavage-H5(Indo).r

TAGTCCTCTTGTCTCTGTTTGAGGGCTATTTCTGAGCCCTGTTGE

Figura 23B, SEQ ID NO: 75 MutCleavage-H5(Indo).c

TAGCCCTCAARCAGAGACAAGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGG

Figura 23C, SEQ ID NO: 76

Casete de expresion numero 676 desde el promotor 2X35S al terminador NOS. El
mutante TETR del sitio de escision de HS de la gripe A/lndonesials/2005 (HSM1) esta
subrayado.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAARATATCAAAGATACAGTCTC
AGAAGACCARAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGARACCTCCTCG
GATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAARAGGAAGETGGEC
TCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGA
CAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGARAAAGARGACGTTC
CAACCACGTCTTCARAGCALGTGEATTGATGTGATAACATGETGGAGCACGACACACTT
GTCTACTCCAARARATATCAAAGATACAGTCTCAGARAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTT
TCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACT
TTATTGTGAAGATAGTGGAARAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATARR
GGAARGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCARAGATGGACCCCCACC
CACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGCARGACGTTCCAACCACGTCTTCAARAGCAAGTGGATT
GATGTEATATCTCCACTGACGTARGGLATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGAC
CCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAARATCTTAATAGGTT
TTGATAAARGCGAACGTGGGGAARACCCGARCCARACCTTCTTCTARACTCTCTCTCATC
TCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCARACGTTGTCAG
ATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGAAATCAAAGATCTCTT
TGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGETGT
GGTCTTGGGARAAGARRGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTA
CRATTCTGCTGACTTTCGGCGGETGCARATATCTCTACTTC TGO TTGACGAGGTATTGTT
GCCTGTACTTCTTTCTTICTICTTCT TG TGATTGGTTCTATAAGARATCTAGTATTTTC
TTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGRAACTTGGAGARAGATTGTTAAGCTTCTGTA
TATTCTGCCCARATTTGTCGGGCCCATGGAGAARATAGTGCTTCTTCTTGCAATAGTCA
GTCTTGTTAAARAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCARARCARATTCARCAGAGCAG
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GTTGACACAATCATGGARAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAAMA
GACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTARGAGATT
GTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGGAACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTACCG
GAATGGTCTTACATAGTGGAGRAGGCCAATCCAACCAATGACCTCTGT TACCCAGGGAG
TTTCAACGACTATGAAGAACTGRAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGARAA
TTCAAATCATCCCCAARAGTTCTTGETCCGATCATGAAGCCTCATCAGGAGTTAGCTCA
GCATGTCCATACCTGGGAAGTCCCTCCTTTTTTAGAAATGTGGTATGGCTTATCAARAA
GAACAGTACATACCCAACAATARAGARAAGCTACAATAATACCAACCARAGAGGATCTTT
TGETACTETGGGGAATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAGGCTATATCAA
AACCCAACCACCTATATTTCCATTGGGACATCAACACTAARACCAGAGATTGGTACCAAA
AATAGCTACTAGATCCAAAGTARACGGGCAAAGTGGAAGGATGGAGTTCTTCTGGACAR
TTTTAAARCCTAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATGGARATTTCATTGCTCCAGAA
TATGCATACARAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAGCAATTATGARAAGT GAATTGGAATA
TGETAACTGCAACACCAAGTGTCARACTCCAATGGGGGCGATARACTCTAGTATGCCAT
TCCACRACATACACCCTCTCACCATCGGEGAATGCCCCARATATGTGAARTCARACAGA
TTAGTCCTTGCAACAGGGCTCAGAAATAGCCCTCAARACAGAGACAAGAGGACTATTTGG
AGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGET
ACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACARAGAATCCACTCARAALG
GCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTCAATCATTGACARAATGARCACTCAGTT
TGAGGCCGTTGGAAGGGAAT TTAATARCT TAGARAGGAGAATAGAGAATTTARACARGA
AGATGGAAGACGGGTTTCTAGATGTCTGGACTTATAATGCCGAACTTCTGGTTCTCATG
GARRATGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTTAAGARCCTCTACGACAAGET
CCGACTRACAGCTTAGGGATAATGCARAGGAGCTGEETAACGGTTETTTCGAGTTCTATC
ACAARATGTGATAATGAATGTATGGARAGTATAAGARACGGAACGTACARCTATCCGCAG
TATTCAGAAGAAGCAAGATTARARAGAGAGGAAATAAGTGGGGTAAAATTGGAATCAAT
AGGAACTTACCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAA
TCATGATGGCTGGTCTATCTTTATGGATGTGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGRAATT
TGCATTTAAAGGCCTATTTTCTITAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTA
TETTTGETGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTT
TGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAARRAGATTTTAATTTT
ATTAAARAARARAMRAAARAAGRCCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGAT
CGTTCARACATTTGGCAATAAAGTTTCTTRAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGAT
GATTATCATATRATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCA
TGACGTTATTTATGAGATGGGTITTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATAC
GCGATAGAARACARAATATAGCGCGCARACTAGGATARATTATCGCGCGCGGTGTCATC
TATGTTACTAGAT
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Figura 23D, SEQ ID NO: 77

Secuencia de aminoacidos de mutante TETR del sitio de escision de HS de la gripe
Allndonesia/52005 (H5MN1).

MEKIVLLLAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKTHNGKLCD
LDGVEPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEF INVPEWSY IVERKANPTNDLCYPGSIFNDYEELK
HLLSRINHFEKIQIIPKSSWSDHEASSGVSSACPYLGSPSFERNVVWLIKENSTYPTIK
KSYNNTNQEDLLVLWGIHHPNDAAEQTRLYQNETTYISIGTSTLNQRLVPEIATRSKVN
GOSGRMEFFWTILKPNDAINFESHNGNFIAPEYAYKIVEEKGDSATMESELEYGNCNTECQ
TPMGAINSSMPFHNIHPLTIGECPEYVESNRLVLATGLRNSPOQTETRGLFGATAGFIEG
GWOGMVDGWYGYHHENEQGSGY AADKESTQRAIDGVTNEVNSI I DEMNTQFEAVGREEN
NLERRIENLNEKMEDGELDVWTYNAELLVILMENERTLDFHDSNVENLY DKVRLQLRDNA
KELGNGCFEFYHKCDNECMESIRNGTYNYPQYSEEARLKREEISGVELESIGTYQILSI
YSTVASSLALAIMMAGLSLWMCSNGSLQCRICI

Figura 23E

Representacién esquematica de la construccién nimero 676.
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Figura 24: B-2X35S/CPMV-HT/HS de A/lndonesia/5/2005 con mutacién TETQ del
sitio de escisién (Construccién numero 766)

Figura 24A, SEQ ID NO: 78 H5I505_TETQ.r

TCCARATAGTCCTTGTGTCTCTGTTTGAGGGCTATTTCTGAGCCCTGT

Figura 24B, SEQ ID NO: 79 H51505_TETQ.C .

AAATAGCCCTCAARACAGAGACACAAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGG

Figura 24C, SEQ ID NO: 80

Casete de expresion numero 766 desde el promotor 2X35S al terminador NOS. El
mutante TETQ del sitio de escision de H5 de la gripe A/indonesia/5/2005 (HSM1)
esta subrayado.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAARATATCARAGATACAGTCTC
AGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAARAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCG
GATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGT GAAGATAGTGGAAAAGGAAGGETGGC
TCCTACARATGCCATCATTGCGATAARGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGA
CAGTGGTCCCAARGATGEACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGARARARGAAGACGTTC
CAACCACGTCTTCARAGCARGTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACTT
GTCTACTCCAAAARATATCARARGATACAGTCTCAGAAGACCAARGGGCAATTGAGACTTT
TCAACARAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACT
TTATTGTGAAGATAGTGGARRAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATARR
GGARAGGCCATCGTTGAAGATGUCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACT
CACGAGGAGCATCGTGGAARAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCARGTGGATT
GATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGAC
CCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTAARATCTTARTAGGTT
TTGATARRAGCGAACGTGGGGARACCCGARCCARACCTTCTTCTARACTCTCTCTCATC
TCTCTTAARAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAG
ATCGTGCTTCGGCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGARAGCGAAATCAAAGATCTCTT
TGTGGACACGTAGTGCGGCGCCATTARATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGT
GGTCTTGGGAAARAGARAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTA
CGATTCTGCTGACTTTCGGC GGG TGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTT
GCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGAT TGGTTCTATARGARATCTAGTATTTTC
TTTGARACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGRAACTT GGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTA
TATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCAT GGAGARAATAGTGCTTCTTCTTGCAATAGTCA
GTCTTGTTARAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCARAACAATTCAACAGAGCAG
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GTTGACACAATCATGGAARAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCARGACATACTGGARRLA
GACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTAAGAGATT
GTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGGAACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTACCG
GAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAACCAATGACCTCTGTTACCCAGGGAG
TTTCAACGACTATGAAGAACTGARACACCTATTGAGCAGAATAAARCCATTTTGAGARAAR
TTCAAATCATCCCCAAAAGTTCTTGGTCCGATCATGARAGCCTCATCAGGAGTTAGCTCA
GCATGTCCATACCTGGGAAGTCCCTCCTTTTTTAGARATGTGGTATGGCTTATCAAARAR
GAACAGTACATACCCRAACAATARAGAARAGCTACAATAATACCARCCAAGAGGATCTTT
TGGTACTGTGGEGGAATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACAAGGCTATATCAA
AACCCAACCACCTATATTTCCATTGGGACATCARCACTAAACCAGAGATTGGTACCAAR
AATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAAAGTGGARGGATGGAGTTCTTCTGGACAA
TTTTAAAACCTAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATGGAAATTTCATTGCTCCAGAR
TATGCATACAAAATTGTCAAGARAGGGGACTCAGCAATTATGARARAGTGAATTGGAATA
TEGCTAACTGCAACACCAAGTGTCARACTCCAATGGGGGCGATARACTCTAGTATGCCAT
TCCACARCATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATATGTGARATCARRCAGA
TTAGTCCTTGCAACAGGGCTCAGRAATAGCCCTCARACAGAGACACAAGGACTATTTGGE
AGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGET
ACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACARAGAATCCACTCAARAG
GCAATAGATGGAGTCACCAATAAGGTCARCTCAATCATTGACAARATGAACACTCAGTT
TGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACT TAGARAGGAGAATAGAGAATTTARACARAGA
AGATGGAAGACGGGTTTCTAGATGTCTGGRACTTATAATGCCGARCTTCTGGTTCTCATG
GAAAATGRAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTTARGAACCTC TACGACARAGGT
CCGACTACAGCTTAGGGATAAT GCAAAGGAGCTGGGTARCGGTTGTTTCGAGTTCTATC
ACAAATGTGATAATGAATGTATGGAAAGTATAAGARACGGAACGTACRACTATCCGCAG
TATTCAGAAGAAGCAAGATTAAARAGAGAGGAAATAAGTGGGGTARAARTTGGAAT CAAT
AGGAACTTACCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAR
TCATGATGGCTGGTCTATCTTTATGGATGTGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGAATT
TGCATTTARAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTA
TGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATGTAATTTAATTTCTT
TGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCARGGACACARRARAGATTTTAATTTT
ATTARRDRRAARADRAARALDGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTATCGACCTGCAGAT
CGTTCARACATTTGGCAATARAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGETCTTGCGAT
GATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTARCATGTAATGCA
TGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGT CCOCGCAATTATACATTTAATAC
GCGATAGRRAACARRATATAGCGCGCARRCTAGGATAARTTATCGCGCGCGGETGTCATC
TATGTTACTAGAT
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Figura 24D, SEQ ID NO: 81

Secuencia de aminoacidos de mutante TETQ del sitio de escision de HS de la gripe
Aflndonesiala2005 (HSM1).

MEKIVLLLAIVSLVESDQICIGYHANNSTEQVDT IMEKNVTVTHAQDI LEKTHNGELCD
LDGVEPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEF INVFEWSY IVEKANFTNDLCYPGSFNDYEELKE
HLLSRINHFEKIQIIPKSSWSDHEASSGVSSACPYLGSPSFFRNVVWLIKKNSTYPTIK
KSYNNTHNQEDLLVLWGIHHPNDAAEQTRLYONPTTYISIGTSTLNQRLVPEIATRSKVN
GOSGRMEFFWTILEKFNDAINFESNGNF IAPEYAYKIVEKEGDSAIMEKSELEYGNCHNTECO
TPMGAINSSMPFHNIHPLTIGECPRYVEKSNRLVLATGLRNSPQTETOGLFGAIAGFIEG
GHWOGMVDGWYGYHHSNEQGSGY AADKESTQREAIDGVTNEVNSIIDEMNTQFEAVGREFN
NLERRIENLNEEMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVENLYDEVELQLEDNA
KELGNGCFEFYHKCDNECMESIRNGTYNY POYSEEARLKREEISGVELESIGTYQILSI
YSTVASSLALATMMAGLSIWMCSNGSLOCRICT

Figura 24E

Representacion esquematica de la construccién nimero 766.
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Figura 25: C-2X355/CPMV-HT/H5 de Allndonesia/5/2005 con bucle
proteolitico eliminado (Construccion numero 928)

Figura 25A, SEQ ID NO: 82 H3I505(PrL-).r

CTGCCATCCTCCGCCAGGGUTATTTCTGAGCCCTGTTGCAAGGACTAARTC

Figura 25B, SEQ 1D NO: 83 H3I505(PrL-).c

GARAATAGCCCTGGCGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGETA

Figura 25C, SEQ 1D NO: 84

Casete de expresion nimero 928 desde el promotor 2X35S al terminador NOS. H5 de
la gripe A/indonesia/s/2005 (H5M1) con bucle proteolitico eliminado estd subrayado.

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACT CCARARATAT CAARGATACAGTCTC
AGARAGACCAARGGGCAATTGAGRCTTTTCAACARAGGGTAATATCCGGARACCTCCTCG
GATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAACGGAAGGTGGEC
TCCTACAAATGCCATCATTGCGATAARGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGA
CAGTGGTCCCARAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGARRARAGAAGACGTTC
CRAACCACGTCTTCARAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACTT
GTCTACTCCARRAATATCARRGATACAGTCTCAGRAGACCAARGGGCAATTGAGACTTT
TCARCAAAGGGTARATATCCGGAARCCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACT
TTATTGTGAAGATAGTGGARARGGAAGGTGGCTCCTACARATGCCATCATTGCGATARR
GGARAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCARAGATGGACCCCCACC
CRACGAGGAGCATCGTGGAAARARGARAGACGTTCCAACCACGTCTTCARAGCAAGTGGATT
GATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGAC
CCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTARAAATCTTAATAGGTT
TTGATAAAACCGAACGTGGGGARACCCGAACCARACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATC
TCTCTTAAAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAG
ATCGTGCTTCGGCACCAGTACRRCGTTTTCTTTCACTGAAGCGARAATCARAGATCTCTT
TGTGGACACGTAGTGUGGCGCCATTAAATAACGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGT
GGTCTTGGGARARAGAAAGCTTGCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTA
CGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGTGCAATATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTT
GCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTC
TTTGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTT GGAGAALGATTGTTAAGCTTCTGTA
TATTCTGCCCARATTTGTCGGGCCCATGGAGARAATAGTGCTTCTTCTTGCAATAGTCA
GTCTTGTTAARRAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAATTCAACAGAGCAG
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GTTGACACAATCATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGARAR
GACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTAAGAGATT
GTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGGAACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTACCEG
GAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAACCAATGACCTCTGTTACCCAGGGAG
TTTCARCGACTATGAAGARCTGAARCACCTATTGAGCAGAATARACCATTTTGAGARRA
TTCARATCATCCCCARAAGTTCTTGGTCCGATCATGAAGCCTCATCAGGAGTTAGCTCA
GCATGTCCATACCTGGGARGTCCCTCCTTTTTTAGAAATGTGGTATGGCTTATCARARA
GAACAGTACATACCCAACAATARAGAAAAGCTACAATAATACCAACCARGAGGATCTTT
TGGTACTGTGGGGAATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAGACARGGCTATATCAR
AARCCCAACCACCTATATTTCCATTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAR
AATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAAAGTGGAAGGATGGAGTTCTTCTGGACAR
TTTTAAAACCTAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTAATGGAAATTTCATTGCTCCAGARA
TATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAGCAATTATGAAAAGTGAATTGGAATA
TGETAACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATGGGGGCGATARAACTCTAGTATGCCAT
TCCACRACATACACCCTCTCACCATCGGGGAATGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAGA
TTAGTCCTTGCAACAGGGCTCAGAAATAGCCCTGGCGGAGGATGGCAGGGAATGETAGA
TEGETTGETATGEGTACCACCATAGCAATGAGCAGGLGGAGTGLLTACGCTGCAGACARARG
ARTCCACTCARARGGCAATAGATGGAGTCACCRATARGGTCAACTCARTCATTGACRAR
ATGARCACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTAGAARGGAGAATAGA
GARATTTAARACAAGAAGATGGAAGACGGGTTTCTAGATGTCTGGACTTATAATGCCGARC
TTCTGGTTCTCATGGAAMATGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTTAAGAALC
CTCTACGACARRGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAATGCAARGGAGCTGGETARCGETTG
TTTCGAGTTCTATCACAAATGTGATAATGAATGTATGGAAAGTATAAGAAACGGAACGT
ACRACTATCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGATTAARARAGAGAGGAAATARGTGGGGETA
ARATTGGAATCARATAGGAACTTACCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGTTC
CCTAGCACTGGCAATCATGATGGCTGGTCTATCTTTATGGATGTGCTCCAATGGATCGT
TACAATGCAGRATTTGCATTTAAAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAATTTACTGTTATTC
GETGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTTATG
TAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACARR
ARGATTTTAATTTTATTAAAAARAARARAARRRRAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTT
ATCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATARAGTTTCTTAAGATTGRATCCTGTT
GCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAAT
TAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCRAT
TATACATTTAATACGCGATAGAAARCARAATATAGCGCGCAAACTAGGATARATTATCG
CGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGAT
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Figura 25D, SEQ ID NO: 85

Secuencia de aminoacidos de H5 de la gripe A/indonesia/5/2005 (H5M1) con bucle
proteolitico eliminado.

MEKIVLLLAIVSLVEKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEENVTVTHAQDI LEKTHNGELCD
LDGVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSY IVEKANPTNDLCY PGSFNDYEELK
HLLSRINHFEKIQIIPKSSWSDHEASSGVSSACPYLGSPSFFRNVVWLIKKNSTYPTIK
KSYNNTNQEDLLVLWGIHHPNDAAEQTRLYONPTTYISIGTSTLNQRLVPKIATRSKEVN
GOSGRMEFFWTILKPNDAINFESNGNF IAPEYAYKIVEKGDSATMEKSELEYGNCNTKCQ
TPMGAINSSMPFHNIHPLTIGECPKYVESNRLVLATGLRNSPGGGWOGMVDGWYGYHHS
NEQGSGYAADKESTQKAIDGVTNEVNSIIDEMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKEMED
GFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVENLY DEVRLOLRDNAKELGNGCFEFYHECD
NECMESIRNGTYNYPOYSEEARLKREEISGVELESIGTYQILSIYSTVASSLALATMMA
GLSLWMCSHNGSLQCRICI

Figura 25E

Representacion esquematica de la construccion nimero 928.
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F-2X35S/CPMV-HT/PDISP/HA B Brisbane/NOS (Construccion numero 1029)

Figura 30A

IF-52+54-B Bris.c (SEQ ID NO: 86)

TCTCAGATCTTCGCCGATCGAATCTGCACTGGAATAACAT

Figura 30B
IF-S1a4-B Bris.r (SEQ ID MNO: 87)

ACTARAGAARATAGGCCTTTATAGACAGATGGAGCAAGAAACA

Figura 30C

Gen sintetizado de HA B Brisbane {mrresponﬂiente a los nt 34-1791 del numero de acceso al
Genbank FJ766840) (SEQ ID NO: 88)

ATGAAGGCARTAATTGTACTACTCATGGTAGTAACATCCAATGCAGATCGAATCTGCACTGGAA
TARACATCGTCARACTCACCACATGTCGTCAARRACTGCTACTCAAGGGGAGGTCAATGTGACTGG
TETAATACCACTGACAACAACACCCACCARATCTCATTTTGCARAATCTCAAAGGAACAGARACC
AGGGGGAAACTATGCCCAAMATGCCTCAACTGCACAGATCTGGACGTAGCCTTGGGCAGACCAA
AATGCACGGGGARARAATACCCTCGGCAAGAGTTTCAATACTCCATGAAGTCAGACCTGTTACATC
TGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGRACAAAAATTAGACAGCTGCCTAACCTTCTCCGAGGA
TACGAACATATCAGGTTATCAACCCATAACGTTATCAATGCAGAAAATGCACCAGGAGGRACCCT
ACAAAATTGGAACCTCAGGGTCTTGCCC TAACATTACCAATGGAAACGGATTTTTCGCAACAAT
GGCTTGGGCCGTCCCARRAAACGACARRANCARAACAGCARCAMAATCCATTAACAATAGARGTA
CCATACATTTGTACAGAAGGAGAAGACCARATTACCGTTTGGGGETTCCACTCTGACARACGAGA
CCCAMAATGGCARRAGCTCTATGGGGACTCARAGCCCCAGAAGTTCACCTCATCTGCCAACGGAGT
GACCACACATTACGTTTCACAGATTGGTGGCTTCCCAAATCAAACAGARGACGGAGGACTACCA
CAAAGTGGTAGAATTGTTGTTGAT TACAT GGTGCAARMAATCTGGGAAAACAGGAACAATTACCT
ATCAAAGGEETATTTTATTGCCTCAAAR GG TETGETGCGCARGTGECAGGAGCARGGTAATAAR
AGGATCCTTGCCTTTAATTGGAGAAGCAGATTGCCTCCACGAAMAATACGGTGGATTARACAAR
AGCAAGCCTTACTACACAGGGGAACATGCAAAGGCCATAGGARAATTGCCCAATATGGGTGAAMA
CACCCTTGAAGC TGGCCAATGGAACCARATATAGACCTCCTGCAAARCTATTARAGGARAGGGG
TTTCTTCGGAGCTATTGCTGGTTTCTTAGAAGGAGGAT GGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCAC
GGATACACATCCCATGGGGCACATGGAGTAGCGGTGGCAGCAGACCTTAAGAGCACTCAAGAGG
CCATAAMRCARGATAACAAMAMATCTCAACTCTTTGAGTGAGCTGGAAGTAAMGAATCTTCARAMG
ACTARGCGGTGCCATGGATGAACT CCACARCGAAATACTAGRACTAGATGAGARAGTGGATGAT
CTCAGAGCTGATACAATAAGCTCACARATAGAACTCGCAGTCCTGCTTTCCAATGAAGGAATARA
TAAACAGTGAAGATGAACATCTCTTGGCGCTTGAAAGAAAGCTGAAGARAATGCTGGGCCCCTC
TECTGTAGAGATAGGGAATGGATGCTTTGAAACCAAACACARGTGCAACCAGACCTGTCTCGAC
AGAATAGCTGCTGGTACCTTTGAT GCAGGAGAATTTTCTCTCCCCACCTTTGATTCACTGAATA
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TTACTGCTGCATCTTTARATGACGATGGATTGGATARTCATACTATACTGCTTTACTACTCAAC
TG TGCCTCCAGTTTGGCTGTARCACTGATGATAGCTATCTTTGTTGTTTATATGGTCTCCAGA
GACAATGTTTCTTGCTCCATCTGTCTATAR

Figura 30D

Casete de expresion nimero 1029 desde el promotor 2X355 al terminador NOS. PDISP/HA
de la gripe B/Brisbane/60/2008 esta subrayado. (SEQ ID MO: 89)

GTCAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAARAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAG
ACCARAGGGCAATTGAGACTTTTCAACARRAGGGTAATATCCGGAARCCTCCTCGGATTCCATTG
CCCAGCTATCTGTCACTTTAT TGTGAAGATAGT GGARAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCAT
CATTGCGATAARAGGRARGGCCATCGTTGRAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCOCCARAAGATGGAC
CCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAARAARGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGA
TTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCARRAATATCAARGATACAGTC
TCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAARGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGAT
TCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGT GGAARRGGAAGGTGGCTCCTACAR
ATGCCATCATTGCGATAAAGGARAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAA
GATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGARAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAARAGC
AAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCT TCGCA
AGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTARAATCTTAATAGGTTT
TGATAAAAGCGAACGTGGGGAAACCCGARACCARACCTTCTTCTARRCTCTCTCTCATCTCTCTT
ARAGCAARACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCG
GCACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGAAGCGARATCAARGATCTCTTTGTGGACACGTAGTGC
GGCGCCATTAAATARCGTGTACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGGTCTTGGGARARAGAAAGCTT
GCTGGAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTTTCGGCGGGETGC
AARTATCTCTACTTCTGCTTGACGAGGTATTGTTGCCTGTACTTCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGA
TTGETTCTATAAGARATCTAGTATTTTCTT TGAAACAGAGTTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGG
AGAAAGATTGTTARGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATTTGTCGGGCCCATGGOGARARALCGTTG
CGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCGATCGAAT
CTGCACTGGAATARCATCGTCARACTCACCACATGTCGTCAARACTGCTACTCARGGGGAGGTC
AATGTGACTGGTGTAATACCACTGACAACAACACCCACCARATCTCATTTTGCARATCTCARAAG
GRACAGARACCAGGGGGAAACTATGCCCARAATGCCTCARCTGCACAGATCTGGACGTAGCCTT
GGGCAGACCAAAATGCACGGGGAARATACCCTCGGCAAGAGTTTCAATACTCCATGARGTCAGA
CCTGTTACATCTGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACARARRATTAGACAGCTGCCTAACT
TTCTCCGAGGATACGARCATATCAGGTTATCAACCCATARCGTTATCAATCGCAGAAAATGCACC
AGGAGGACCCTACARAATTGGARCCTCAGGGTCTTGCCCTAACATTACCAATGGAAARCGGATTT
TTCGCAACAATGGCTTGGGCCGTCCCAAAMAACGACAAARRCARARCAGCARCAAATCCATTAR
CAATAGAAGTACCATACATTT OTACAGAAGGAGAAGACCAAATTACCGTTTGGGGGTTCCACTC
TGACARCGAGACCCRAATGGCARAGCTCTATGGGGACTCARAGCCCCAGAAGTTCACCTCATCT
GCCAACGGAGTGACCACACATTACGTTTCACAGATTGGTGGCTTCCCARATCARACAGAAGACG
GAGGACTACCACARAGTGGTAGAATTGTTGTTGATTACATGGTGCAAARATCTGGGARAACAGG
ARCAATTACCTATCARAGGGGTATTTTATTGCCTCARRAGGTGTGGTGCGCAAGTGGCAGGAGT
ARGGTAATAARAAGGATCCTTGCCTTTAATTGGAGAAGCAGATTGCCTCCACGAARAATACGGTG
GATTAAACAAAAGCCAAGCCTTACTACACAGGGGAACATGCAAAGGCCATAGGAAATTGCCCAAT
ATGGGTGAARMCACCCTTGARGCTGGCCAATGGAACCAARTATAGACCTCCTGCARARCTATTA
ARGGARAAGGGGTTTCTTCGGAGCTATTGCTGGTTTCTTAGRAAGGAGGATCGGAAGGARTGATTG
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CAGGTTGGCACGGATACACATCCCATGGGGCACATGGAGTAGCGGTGGCAGCAGACCTTAAGAG
CACTCAAGAGGCCATAARCARGATARCAAAALRTCTCAACTCTTTGAGTGAGCTGGARGTARRLG
AATCTTCAAAGACTAAGCGGTGCCATGGATGARCTCCACAACGARATACTAGAACTAGATGAGA
ARGTGGATGATCTCAGAGCTGATACAATAAGCTCACARATAGAACTCGCAGTCCTGCTTTCCAR
TGAAGGAATAATAAACAGTGAAGATGAACATCTCTTGGCGCTTGARAGAAAGCTGAAGARAATG
CTGGGECCCCTCTGCTETAGAGATAGGGAATGGATGCTTTGAAACCAAACACARAGTGCAACCAGA
CCTGTCTCGACAGAATAGCTGCTGGTACCTTTGATGCAGGAGAATTTTCTCTCCCCACCTTTGA
TTCACTGAATATTACTGCTGCATCTTTAAATGACGATGGATTGGATAATCATACTATACTGCTT
TACTACTCAACTGCTGCCTCCAGTTTGGCTGTAACACTGATGATAGCTATCTTTGTTGTTTATA
TGEGETCTCCAGAGACAATGTTTCTTGCTCCATCTGTCTATARAGGCCTATTTTCTTTAGTTTGAR
TTTACTGTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTT
ATTTTATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTITAGCAGGTCGTCCCTTCAGCARAGGACAC
ARRAAGATTTTAATTTTATTAAARARRARAAARARARRCACCGGGAATTCGATATCARGCTTAT
CGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATARAGTTTCTTARGATTGAATCCTGTTGCCGGTC
TTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTARTG
CATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCG
ATAGAARRCARRATATAGCGCGCARACTAGGATARATTATCGCEGCGCGETEGTCATCTATGTTAL
TAGAT

Figura 30E,

Secuencia de aminoacidos de PDISP/HA de la gripe B/Brisbane/60/2008
SEQ ID NO: 90

MAKNVAIFGLLESLLVLVFPSQIFADRICTGITSSNSPHVVKTATQGEVNVTGVIFPLTTTPTKSH
FANLEGTETRGELCPKCLNCTDLDVALGRPKCTGKIFSARVSILHEVRFVTSGCFPIMHDRTKI
ROLPNLLRGYEHIRLSTHNVINAENAPGGPYKIGTSGSCPNITNGNGEFATMAWAVEENDENKT
ATNPLTIEVEYICTEGEDQITVWGFHSDNETQMAKLYGDSKPQKFTSSANGVTTHYVSQIGGEP
NOTEDGGLPQSGRIVVDYMVOKSGETGTITYQRGILLPQKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCL
HEKYGGLNESKPYYTGEHAKAIGNCPIWVKTPLEKLANGTEKYRPPAKLLKERGFFGAIAGFLEGG
WEGMIAGWHGYTSHGAHGVAVAADLESTQEAINKITENLNSLSELEVENLQRLSGAMDELHNET
LELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLENEGIINSEDEHLLALERKLKKMLGFSAVEIGNGCEFETK
HEKCNOQTCLDRIAAGTFDAGEFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNHTILLYY STAASSLAVTLMIA
IFVVYMVSEDNVSCSICL
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Figura 30F
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Figura 31

K- 2X35S/CPMV HT (construccion nam. 1039) y HT* (construccion nam. 1829) para
PDISP/HA B Brisbane (PrL-)

Figura 31A, SEQ ID MNO: 91 Secuencia de nucledtidos de PDISP/HA B Brisbane (PrL-).

ATGGCGAARRACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGETTCCTTCTCAGA
TCTTCGCCGATCGAATCTGCACTGGAATAACATCGTCARACTCACCACATGTCGTCAARACTGC
TACTCAAGGGGAGGTCAATGTGACTGGTGTAATACCACTGACAACARCACCCACCAARTCTCAT
TTTGCAAATCTCARRAGGAACAGARRACCAGGGGGARACTATGCCCARRAATGCCTCAACTGCACAG
ATCTGGACGTAGCCTTGGGCAGACCAARATGCACGGGGAAAATACCCTCGGCARGAGTTTCAAT
ACTCCATGRAGTCAGACCTGTTACATCTGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACARRARTT
AGACAGCTGCCTAACCTTCTCCGAGGATACGAACATATCAGGTTATCARCCCATAACGTTATCA
ATGCAGARRATGCACCAGGAGGACCCTACARARTTGGAACCTCAGGGTCTTGCCCTARCATTAL
CAATGGARACGGATTTTTCGCAACAATGGCTTGGGCCGTCCCAAARAACGACAARARACAAAACH
GCAACAAATCCATTAACAATAGALAGTACCATACATTTGTACAGAAGGAGAAGACCARATTACCE
TTTGGGGGETTCCACTCTGACAACGAGACCCARATGGCARAGCTCTATGGGGACTCARAGCCCCA
GAAGTTCACCTCATCTGCCAACGGAGTGACCACACATTACGTTTCACAGATTGGTGGCTTCCCA
ARTCAAACAGRAGACGGAGGACTACCACARARGTGGTAGAATTGTTGTTGATTACATGGTGCAAR
AATCTGGGARARACAGGAACAATTACCTATCARAGGGGTATTTTATTGCCTCARARAGGTGTGGTG
CECAAGTGGCAGGAGCAAGGTAATAARAGGATCCTTGCCTTTAAT TGGAGRAGCAGATTGCCTC
CACGARARATACGGTGGATTAAACAAARGCAAGCCTTACTACACAGGGGARACATGCARAGGCCA
TAGGAAATTGCCCAATATGGEGTGARAAACACCCTTGAAGCTGGCCAATGGAACCARATATAGACC
TCCTGETGGAGGAT GEGARGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATCCCATGGGGCACAT
GGAGTAGCGGTGGECAGCAGACCTTAAGAGCACTCAAGAGGCCATARACAAGATARCAARAAATC
TCAACTCTTTGAGTGAGCTGGAAGTARAGAATCTTCARAGACTAAGCGGTGCCATGGAT GAACT
CCACAACGARATACTAGRACTAGATGAGRARGTGGATGATCTCAGAGCTGATACAATAAGCTCA
CRAATAGAACTCGCAGTCCTGCTTTCCARATGAAGGAATARTARACAGTGARGATGAACATCTCT
TEGCECTTGARARGARAGCTGAAGARA A TGCTGGGCCCCTCTEC TG TAGRAGATAGGGAATGGATG
CTTTGAAACCARACACAAGTGCAACCAGACCTGTCTCGACAGAATAGCTGCTGGTACCTTTGAT
GCAGGAGAATTTTCTCTCCCCACCTTTGATTCACTGAATATTACTGCTGCATCTTTAAATGACE
ATGGATTGGATAATCATACTATACTGCTTTACTACTCAACTGCTGCCTCCAGTTTGGCTGTAAL
ACTGATGATAGCTATCTTTGTTGTTTATATGGTCTCCAGAGACAATGTTTCTTGCTCCATCTGT
CTATAR

Figura 31B, SEQ ID NO: 92
Secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Brisbane (PrL-).

MAKNVAIFGLLESLLVLVPSQIFADRICTGITS SNSPHVVETATQGEVNVTGVIPLTTTPTKSH
FANLEGTETRGELCPECLNCTDLDVALGRPECTGKIPSARVSILHEVRPVTSGCFPIMHDRTEI
ROLPNLLRGYEHIRLSTHNVINAENAPGGEPYKIGTSGSCPNITNGNGEFATMAWAVEPENDENKT
ATNPLTIEVPYICTEGEDQITVWGEHSDNETOMARKLYGDSKEPQEETSSANGVITHYVSQIGGEP
NOTEDGGLPOSGRIVVDYMVOKSGRTGTITYQRGILLPOKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCL
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HERKYGGLNESKPYYTGEHAKATGNCEIWVETPLELANGTEYRPPGGGWEGMI AGWHGYTSHGAN
GVAVAADLESTOEAINKITENLNSLSELEVENLORLSGAMDELHNEILELDEKVDDLRADTISS

QIELAVLLSNEGIINSEDPEHLLALERKLKKMLGPSAVEIGNGCFETKHKCNQTCLDRIAAGTED

AGEFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNHTILLYYSTAASSLAVTIIMIATFVVYMVSREDNVSCSIC

Figura 31C

Representacion esquematica de la construccion nimero 1829 (2X35S/CPMV HT*)
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2X355/CPMV_HT (construccién nim. 1039) y HT*(-Mprot) (construccién nim. 1937) para
PDISP/HA B Brisbane (PrL-)

Figura 32A
Representacion esquematica de la consfruccion namero 1937 (2X355/CPMV HT*(-Mprat))
ADN-T Eiardn
i
afl Plag
‘ndh':.Ka“ -’o,;%a

L

e &
20r 3
3

Ko A

118



ES 2 803 508 T3

2X35S8/CPMV HT (construccién num. 1067) y HT*(-Mprot) (construccién nim. 1977) para
PDISP/HA B Brisbane (PrL-}+H1 California TMCT

Figura 33A, SEQ ID MO: 95

Secuencia de nucledtidos de PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT.
ATGGOGAAAAACGTTGOGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCGATCGA
ATCTGCACTGGAATAACATCGTCAAACTCACCACATGTCGTCAAAACTGCTACTCAAGGGGAGGTCAATGTGACTG
GTGTAATACCACTGACAACAACACCCACCAAATCTCATTTTGCAAATCTCAAAGGAACAGAAACCAGGGGGAAAC
TATGCCCAAAATGCCTCAACTGCACAGATCTGGACGTAGCCTTGGGCAGACCAAAATGCACGGGGAAAATACCCT
CGGCAAGAGTTTCAATACTCCATGAAGTCAGACCTGTTACATCTGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAAA
AATTAGACAGCTGCCTAACCTTCTCOGAGGATACGAACATATCAGGTTATCAACCCATAACGTTATCAATGCAGAA
AATGCACCAGOAGOACCCTACAAAATTOGAACCTCAGOGGTCTTGOCCTAACATTACCAATGGAAACGGATTTTTCG
CAACAATGGCTTGGGUCGTCCCAAAAAACGACAAAAACAAAACAGCAACAAATCCATTAACAATAGAAGTACCA
TACATTTGTACAGAAGGAGAAGACCAAATTACCOGTTTGGGGGTTCCACTCTGACAACGAGACCCAAATGGCAAAG
CTCTATGGGGACTCAAAGCCCCAGAAGTTCACCTCATCTGCCAACGGAGTGACCACACATTACGTTTCACAGATTG
GTGGCTTCCCAAATCAAACAGAAGACGGAGGACTACCACAAAGTGGTAGAATTGTTGTTGATTACATGGTGCAAA
AATCTGGGAAAACAGGAACAATTACCTATCAAAGGGGTATTTTATTGCCTCAAAAGGTGTGGTGOGCAAGTGGCA
GGAGCAAGGTAATAAAAGGATCCTTGCCTTTAATTGGAGAAGCAGATTGCCTCCACGAAAAATACGGTGGATTAA
ACAAAAGCAAGCCTTACTACACAGGGGAACATGUAAAGGCCATAGGAAATTGCCCAATATGGGTGAAAACACCCT
TGAAGCTGGCCAATGGAACCAAATATAGACCTCCTGGTGGAGGATGGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGAT
ACACATCCCATGGGGCACATGGAGTAGCGGTGGCAGCAGACCTTAAGAGCACTCAAGAGGCCATAAACAAGATA
ACAAAAAATCTCAACTCTTTGAGTGAGCTGGAAGTAAAGAATCTTCAAAGACTAAGCGGTGCCATGGATGAACTC
CACAACGAAATACTAGAACTAGATGAGAAAGTGGATGATCTCAGAGCTGATACAATAAGCTCACAAATAGAACTC
GCAGTCCTGCTTTCCAATGAAGGAATAATAAACAGTGAAGATGAACATCTCTTGGCGCTTGAAAGAAAGCTGAAG
AAAATGCTGGGCCCCTC TGO TGTAGAGATAGGGAATGGATGCTTTGAAACCAAACACAAGTGUAACCAGACCTGT
CTCGACAGAATAGCTGCTGGTACCTTTGATGCAGGAGAATTTTCTCTCCCCACCTTTGATTCACTGAATATTACTGC
TGCATCTTTAAATGACGATGGATTGGATAATTACCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCATTGGTAC
TGGTAGTCTOCCTGGGGGUAATCAGTTTCTGOATGTGCTCTAATGGGTCTCTACAGTGTAGAATATGTATTTAA

Figura 33B, SEQ ID MO: 96
Secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Brisbane (PrL-}+H1 Califomia TMCT.

MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSOIFADRICTGITSSNSPHVVEKTATOGEVNVTGVIPLTTTPTKSHFANLEGTETRGELCPEC
LNCTDLDVALGRPECTGRIPSARVSILHEVRPYVTSGCFPIMHDRTRIRQLPNLLRGYEHIRLETHNVINAENAPGGPYKIG
TSGSCPNITNGNGFFATMAWAVPENDENK TATNPLTIEVPY ICTEGEDQITVWGFHSDNETOMAKLY GDSKPQKFTSSA
NGVTTHY VEQIGGFPNQTEDGGLPOEGRIVVDY MVOESGETGTITYQRGILLPOKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCL
HEEYGGLNESKPYYTGEHAKAIGNCPIWVEKTPLELANGTEYRPPGGGWEGMIAGWHGYTSHGAHGVAVAADLESTO
EAINKITENLNSLSELEVENLORLEGAMDELHNEILELDEEVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGIINSEDEHLLALERKLEKK
MLGPSAVEIGNGCFETKHECNQTCLDRIAAGTFDAGEFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNY QILAIY STVASSLVLYVSL
GAISFWMOSMNGSLOQCRICT®
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Figura 33C

Representacion esquematica de la construccion nomero 1067 (2X355/CPMVY HT)
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Figura 33D

Representacion esquematica de la construccion nimero 1977 (2X355/CPMY HT*(-Mprot))
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2X355/CPMV HT (construccion ndm. 2072) y HT*{-Mprot) (construccion nim. 2050) para PDISP/HA
B Massachussetts (PrL-)

Figura 34A SEQ ID NO: 97

Secuencia de nucledtidos de PDISP/HA B Massachussetts (PrL-).
ATGGCGARAAACGTTGCGATITTCGGCTTAT TGTITTCTCT TC I TGTGITGGTICCT TCTCAGATCTTOGCCGATCS
AATCTGCACTGGGATARCATCTTCARACTCACCTCATGTGGTCARARCAGCTACTCARGGGGAGGTCARTGTGACTG
GTGTGATACCACTARCAACARCACCARCAAAATCTTATT I TGCARATC TCARAGGARACARAGACCAGAGGGARACTA
TGCCCAGACTGTCTCARCTGTACAGATCTGGATGTGGCCCTGGGCAGGCCARTGTGTGTGGGARCTACACCTICTGE
GRAAGCTTCARTACTTCACGARGTCAGACCTGTTACATCCGGETGC T TCCCTATARTGCACGACAGRACAARRATCA
GECARCTAGCCAATCT TCTCAGRGGATATGARRATATCAGGTTATCARCCCAARACGTTATCGATGCAGRARAGGCA
CCAGGAGGACCCTACAGACTTGGARCCTCAGGATCT TGCCC TARCGC TACCAGTARRAGCGGATTTTTCGCARCART
GGCTTGGGCTGTCCCARAGGACRACARCAARRATGCARCGARCCCAT TRACAGTAGRAGTACCATACATITGTGCRG
ARGGGGRAGACCARATTACTGTTTGGGGGT TCCATTCAGATAACAARACCCARRTGAAGAACCTCTATGGAGACTCA
ARTCCTCARRAGTTCACCTCATC TGO TART GGAGTAACCACACATTATGI TTCTCAGAT IGGCGGCTTCCCAGATCA
AR CAGAAGACGGAGGAC TACCACARAGCGGCAGAATTGTCGTTGAT TACATGATGCARAANCCTGGGARANCAGGAN
CARTTGTCTATCARAGRGGTGTTTTGTTGCCTCARRAGGTGTGGTGCGCGRGTGGCAGGAGCARAGTARTARRRGGS
TCCTTGCCTTTAAT TGGTGAAGCAGATTGCC T TCATGARRARTACGGTGGATTAAACAARAGCAAGCCTTACTACAC
AGGAGAACATGCARARGCCATAGGARAT TGCCCARTATGGGTGARAACACCTTTGARGC TTGCCARTGGAACCAART
ATAGRCCTCCTGGTGGAGGATGOGAAGGAATGAT TGCAGGT TGGCACGGATACACATCTCACGGAGCACATGGAGTG
GCAGTTGCTGCAGACCTTARGAGCACACAAGARGCTATARACAAGATARCARARARTCTCAACTCTTTGAGTGAGCT
AGARGTARAGARATCTTCARRGGCTAAGTGETGCCATGGATGAAC TCCACRRCGRARTACTCGAGC TGGATGAGRARG
TGGATGACCTCAGAGCTGACACTATAAGTTCACAARTAGAACT TGCAGTCTTGCTTTCCARCGARGGAATAATAARC
AGTGRAGACGAGCATCTATIGGCAC T TGAGAGRAARCTARRGARRATGCIGGGTCCCTCTGCTGTAGRCATAGGARA
TGGATGCTTCGAARCCARACACAARTGCARCCAGACCTGCT TAGRACAGGATAGC TGC TGGCACCT TTAATGCAGGAG
AGTTTTCTCTCCCCACTTTTGAT TCAT TGAACAT TACTGCTGCATCT TTARATGATGATGGAT TGGATARCCATACT
ATACTGCTCTATTACTCAACTGCTGC T TCTAGT TTGGCTGTAACATTGATGCTAGCTATTTTTATTGTTTATATGGT
CTCCAGAGARCAACGTTTCATGCTCCATCTGTCTATAA

Figura 34B, SEQ ID MO: 98

Secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Massachussetts (Prl-).
MAKNVAIFGLLFSLLVLVESQIFADRICTGITSSHSPHVVKTATOGEVNVTGYVIPLITTPTHSYFANLYGTHTRGKL
CPDCLNCTDLDVALGREMCVGTTPSAKAS ILHEVRPVTSGCFPIMHDRTKIRQLANLLRGYENIRLSTONVIDAEKA
PGGPYRLGTSGSCPNATSKSGFFATMAWAVPEDNNKNATNPLTVEVPY ICAEGEDQI TVHGFHSDNKTOMENLYGDS
NEQRFTSSANGVITHYVSQIGGFPDOTEDGGLPQSGRIVVDYMMOKPGRIGTIVYQRGVLLEQKVHCASGREKVIEG
SLPLIGEADCLHEKYGGLNKSKPYYTGEHAKAIGNCP IWVKTPLELANGTKYRPPGGGWEGMIAGWHGY TSHGAHGY
AVAADLESTOEAINKITENLNSLSELEVENLORLSGAMDELHNEILELDEXVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGIIN
SEDEHLLALERKLKKMLGPSAVDIGNGCFETKHRCHNQTCLDRIAAGT FNAGEFSLPTFDSLN ITAASLNDDGLONHT
ILLYYSTAASSLAVILMLAIFIVYMVSRDNVSCSICL™
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Figura 34C

Representacion esquematica de la construccion nimero 2072 (2X355/CPMV HT)

Figura 34D
Representacidn esquematica de la construccion nimero 2050 (2X35S8/CPMV HT*(-Mprot))
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2X355/CPMVY HT (construccidn num. 2074) y HT*(-Mprot) (construccidn num. 2060) para PDISP/HA
B Massachussetts (Prl -}+H1 Califomia TMCT

Figura 35A SEQ ID MO: 99
Secuencia de nuclectidos de PDISP/HA B Massachussetts (PrL-)+H1 California TMCT.

ATGGCGAAARACGTTGCGATTTICGGCTTATTGTTTTCTCTICT TGTGTTGGTICCTTCTCAGATCTTCGCCGATCG
ARTCTGCACTGGGATAACATC T TCARACTCACCTCATGTGGTCAAAACAGCTACT CAAGGGGAGGTCARTGTGACTG
GIGTGATACCACTAACRACAACACCAACARAATCTTATTTTGCARATCTCARAGGAACARAGACCAGAGGGARACTA
TGCCCAGACTGTCTCARCTGTACAGATCTGGATGTGGCCCTGGGCAGGCCAATGTGTGTGGGAACTACACCTTCTGE
GAARAGCTTCAATACTTCACGARAGTCAGACCTGTTACATCCGGGTGCTTCCCTATAATGCACGACAGAACARRAATCA
GGCARACTAGCCAATCTTCTCAGAGGATATGARAMATATCAGGTTATCAACCCAARACGTTATCGATGCAGARRAGGCA
CCAGGAGGACCCTACAGACTTGGARACCTCAGGATCTTGCCCTAACGC TACCAGTARAAGCGGATTITTCGCAACAAT
GECTTGGECTGTCCCARAGGACAACRACARARATGCARCGAACCCAT TAACAGTAGRAGTACCATACATTTGTGCAG
AAGGGGAAGACCARAT TACTGTTTGGGGGTTCCATTCAGATARCAARRCCCARATGAAGAACCTCTATGGAGACTCA
ARTCCTCAAARGTTCACCTCATCTGCTAATGGAGTAACCACACATTATGTTTCTCAGAT TGGCGGCTTCCCAGATCA
ARCAGAAGACGGAGGACTACCACARAGCGGCAGAATTGTCGTTIGATTACATGATGCAAAAACCTGGGARARCAGGAR
CAATTGTCTATCAAAGRAGGTGTTTTGTITGCCTCARAAGETGTGGTGCGCGAGTGECAGGAGCAMARGTARTAR AN GG
TCCTTGCCTTTAAT TGGTGAAGCAGATTGCCTTCATGARARATACGGTGGATTAARCAARAGCARGCCTTACTACAC
AGGAGAACATGCAAAAGCCATAGGARATTGCCCAATATGGGTGARAARCACCTTTGAAGCTTGCCAATGGARCCARAT
ATAGARCCTCCTGGTGLAGGATGEGARAGGAATGATTGCAGG T TGGCACGEGATACACATCTCACGLAGCACATGGAGTG
GCAGTTGCTGCAGACCTTAAGAGCACACARGAAGCTATAAACAAGATARCAAARAATCTCAACTCTTTGAGTGAGCT
AGARGTARAAGAATCTTCARAGGCTARGTGGTGCCATGGATGARCTCCACAACGAARTACTCGAGCTGGRATGAGARAG
TGGATGACCTCAGAGC TGACACTATAAGT TCACAAM TAGARCT TGCAGTCTTGCTTTCCAACGARGGARTARTARAC
AGTGAAGACGAGCATCTATTGGCACTTGAGAGAARACTAAAGAAAATGCTGGGTCCCTCTGCTGTAGACATAGGARAA
TGGATGCTTCGARACCAARCACAAATGCARCCAGACCTGCTTAGACAGGATAGCTGCTGGCACCT TTARTGCAGGAG
AGTTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCATTGARACATTACTGCTGCATCTTTAAATGATGATGGATTGGATARCTACCAG
ATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCCAGT TCATTGGTACTGGTAGTCTCCCTGGGGGCAATCAGTTTCTGGATGTG
CTCTAATGGGTCTCTACAGTGTAGARATATGTATTTAA

Figura 35B, SEQ ID NO: 100

Secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Massachussetts (PrL-}+H1 California TMCT.
MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSQIFADRICTGITSSNS PHVVKTATQGEVNVTGVIPLTTTPTKSYFANLKGTKTRGKL
CPDCLNCTDLDVALGRPMCVGTTFSAKASI LHEVRPVTSGCFPIMEDRTEIROLANLLRGYENIRLS TONVIDAEKA
PGGEYRLGTSGSCENATSRSGFFATMAWAV PXDNNENATHPLTVEVEY ICAEGEDQI TVHGFHS DNK TOMENLYGDS
NPQRFTSSANGVI THYVS0IGGFPDOTEDGGLPOSGRIVVDYMMOKPGKTGT IVYORGVLLPOXVWCASGREKVIKG
SLELIGEADCLHEKYGGLNXSKEYY TGEHAKAIGNC P INVE TPLYX LANGTRY RPPGGGHEGMIAGHHGY TSHGAHGY
AVAADLKSTOEAINKITENLNSLSELEVENLORLSGAMDELHENE I LELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGIIN
SEDEHLLALERKLEXMLGPSAVDIGNGCFETKHKCNQTCLDRIAAGTFNAGEFSLPTFDSLN I TARSLNDDGLDNYQ
ILAIYSTVASSLVLVVSLGAISFWMCSNGSLOCRICI®
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Figura 35C
Representacion esquematica de la construccion nimero 2074 (2X35S/CPMV HT)
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Figura 35D
Representacion esquematica de la construccion nimero 2060 (2X35S/CPMV HT*(-Mprot))

"f'-mumm

Term- WO

]
ADNT derachs ‘:n"'t

124



ES 2803 508 T3

2X355/CPMY HT (construccion num. 1445), HT*(-Mprot) (construccion num. 1820} v HT(fIS'UTR)
(construccidn num. 1975) para HA B Wisconsin (Prl-)

Figura 36A, SEQ ID MNO: 101
Secuencia de nucledtidos de HA B Wisconsin (PrL-).

ATGAAGGCAATAATTGTACTACTCATGGTAGTAACATCCAATGCAGATCGAATCTGCACTGGGATARCATCTTCARA
CTCACCTCATGTGGTCARARCAGCTACTCARGGGGAGGTCAATGTGACTGGCGTGATACCACTGACRACARCACCAR
CARAATCTTATITTGCAAATCTCAAAGGAACAAGGACCAGAGGGARACTATGCCCGGACTGTCTCARCTGTACAGAT
CTGGATGTGGCCTTGGGCAGGCCARTGTGTGTGGGGACCACACCTTCTGCTAARGCTTCAATACTCCACGAGGTCAG
ACCTGITACATCCGGGTGC I TTCCTATARTGCACGACAGARCARARATCAGHECAACTACCCARTCTTCTCAGAGEAT
ATGAARATATCAGGT TATCAACCCAAAACGT TATCGATGCAGAARRAGCACCAGGAGGACCCTACAGACTTGGAACT
TCAGGATCTTGCCCTARCGCTACCAGTARARATCGRATTTTTTGCAACARATGGCTTGGGCTGTCCCARAGGACAACTA
CRRAARATGCARCGARCCCACTAACAGTAGRAGTACCATACATTTGTACAGAAGGGGARGACCARATTACTGTITTGGE
GGTTCCATTCAGATARCARRRACCCARATGARGAGCCTCTATGGAGACTCAAATCCTCAARRGTTCACCTCATCTGET
AR TGGAGTAACCACACATTATGT TTCTCAGATTGGLGACT TCCCAGATCARACAGARGACGGAGGACTACCACARAG
COGCAGAATTGTTGTTGAT TACATGATGCARAARCCTGGGARRACAGGRACAATTGTICTATCAAAGRGGTGTITTTGT
TGCCTCAARAGGTGTGGTGOGUGAGTGGCAGGAGCARAGTAATAARAGGGTCATTGCCTTTAATTGGTGAAGCAGAT
TGCCTTCATGARARARTACGLTGGATTAARCRAARAGCAAGCCTTACTACACAGGAGARCATGCARARGCCATAGGARR
TTGCCCAATATGGGTARARARCACCTTTGRAGCTTGCCARATGGARCCARATATAGACCTCCTGOTGGAGEATGGGARG
GARATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATCTCACGGAGCACATGGAGTGGCAGT GGCGLGCAGACCTTAAGAGTACA
CAAGAAGCTATAAATAAGATAACARAAARATCTCART TCT TTGAGTGAGCTAGAAGTARAGAACCTTCARAGACTAAG
TGGTGCCATGGATGARCTCCACAACGAARTACTCGAGCTGGATGAGARAGTGGATGATCTCAGAGCTGACACTATAR
GCTCACARATAGAACTTGCAGTCTIGCTTTCCAACGAAGGAATAATARACAGTGAAGACGAGCATCTATTGGCACTT
GAGAGAAAACTRARGARAATGCTGGETCCCTCTGCTGTAGACATAGGARACGGATGCTTCGARACCAARCACAAATG
CARCCAGACCTGCTTAGACAGGATAGC TGO TGGCACCTTTAATGCAGGAGAARTTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCAT
IGAACATTACTGCTGCATCTTTAAATGATGATGGAT TGGATARCCATACTATACTGCTCTATTACTCARCTGCTGCT
TCTAGTTTGGCTGTARCAT TAATGCTAGCTATTTTTATTGTTTATATGGTCTCCAGRAGACARACGTTTCATGCTCCAT
CTGTCTATAA

Figura 36B, SEQ 1D NO: 102
Secuencia de aminoacidos de HA B Wisconsin (PrL-).

MEAI IVLLIMVVISNADRICTGITSSNSPEVVETATQGEVNVIGVIPLITTPTESYFANLEGTRTRGELCPDCLNCTID
LOVALGRPMCVGTTPEAKASTLHEVRPVISGCFPIMHDRTE IRQLPNLLRGYEN IRLSTOQNVIDAEKAPGGPYRLGT
SGESCPNATSRIGEFATHMARAVERDN Y ENATHPLTVEVEY ICTEGEDQ I TVWGFESDNRTQMESLYGDSNPQEFTSSA
NGVTTHYVSQIGDFFDOTEDGGLEFQSGRIVVDYMMOKPGERTGT IVYQRGVLLPOEVNCASGREKVIKGSLPLIGEAD
CLHERYGGLNESKPY Y TGEHAKA IGNCPIWVETPLELANGTRY RPPGGGRWEGM IAGWHGY TSHGAHGVAVAADLEST
QEAINKITENLNSLSELEVENLORLSGAMDELHNEI LELDEKVDDLRADT ISSQIELAVLLSNEGIINSEDEHLLAL
ERKLEEMLGPSAVDIGNGCFETEHECHQTCLDRIAAGTFNAGEFSLFTFDS LN ITARSLNDDGLDNETILLYYSTAA
SSLAVTLMLAIFIVYMVSRDONVSCSICL™
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Figura 36C
Representacion esquematica de la construccion nimero 1445 (2X35S/CPMV HT)

#Ilw-?ilmmm
raraf) g,
O~
o %
fQ_ %g
2
- 4
? &
302
- £

T,,_qn.N':'ﬁ
] o
ADN-T derecho oW -
w‘“-.',"

Figura 36D
Representacion esquematica de la construccién nimero 1820 (2X355/CPMV HT*(-Mprot))
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Figura 36E
Representacion esquematica de la construccion namero 1975 (2X35S/CPMV HT*{I5'UTR))
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2¥355/CPMV HT (construccion ndm. 1454) v HT*{-Mprot) (construccion nim. 1893) para HA B
Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT

Figura 37A, SEQ 1D MO: 103
Secuencia de nucledtidos de HA B Wisconsin (PrL-)+H1 California TMCT

ATGAAGGCAATAR T TGTACTACTCATGGTAGTARCATCCARTGCAGATCGAATCTGCACTGGGATARCATCTTCAAR
CTCACCTCATGTGGTCARAACAGC TACTCARAGGGGAGGTCAATGTGACTGGCGTGATACCACTGACAACAACACCAA
CARARATCTTAT I TTGCARATCTCAAAGGRAACARMGGACCAGAGHGAAACTATGCCCGGACTGTCTCAACTGTACAGAT
CTGGATGTGGCCTTGGGCAGGCCAATGTGTGTGGGLGACCACACCTTCTGCTARAGCTTCAATACTCCACGAGGTCAG
ACCTGTTACATCCGGGTGCTTTCCTATARTGCACGACAGAACARARAT CAGGCARCTACCCAATCTTCTCAGAGGAT
AT AR R TATCAGGTTAT CARCCCARR ACGT TATCGATGCAGARA AR GCACCAGEAGGACCCTACAGACTTGGARCT
TCAGGATCTTGCCCTARCGCTACCAGTARAATCGGATTTTTTGCAACAATGGUCTTGGGCTGTCCCAAAGGACAACTA
CAARAATGCARCGAACCCACTAACAGTAGAAGTACCATACATT TGTACAGAAGGGGAAGACCARATTACTGTTTGGS
GETTCCATTCRGAT AR CAARACCC AR TEAAGAGCC TCTATGGAGACTCARATCCTCARRAGTTCACCTCATCTGET
AARTGGAGTAACCACACATTATGTT TCTCAGATTGGCGACT TCCCAGAT CARACAGAAGACGGAGGACTACCACARAG
CEGCAGARATTGTTGTTGATTACATGATGCARAARCCTGGGARAARCAGGAACARTTGTCTATCAAAGAGGTGTTTTGT
TGCCTCARARAGGTGTGGTGCGCGAGT GGCAGGAGCARAGTAATAARAGGGTCATTGCCTTTAATTGGTGAAGCAGAT
TGCCTTCATGAARAATACGGTGGATTARACARAAGCAAGCCTTACTACACAGGAGRAACATGCARAAGCCATAGGRAR
TTGCCCAATATGGEGTARRARCACC T T TGRAGC T TGO CARTGGARCCARATATAGRCCTCCTGETGGAGGATGGERAG
GARATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATCTCACGGAGCACATGGAGTGLGCAGTGGCGGCAGACCTTAAGAGTACA
CARAGARGCTATARATAAGATARCAAAAARTCTCARTTCTTTGAGTGAGCTAGAAGTARAGRACCTTCARRAGACTRAG
TGGTGCCATGGATGARCT CCACARACGAAATACTCGAGCTGGATGAGRARGTGGATGATCTCAGRAGCTGACACTATAR
GCTCACARATAGARACTTGCAGTCT TGCT TTCCAACGAAGGARTAATAARRCAGTGARGACGAGCATCTATTGGCACTT
GAGAGAAARCTARAGAARATGCTGEGTCCCTCTGCTGTAGACATAGGARACGGATGCTTCGARACCARRCACAARTG
CARACCAGACCTGCTTAGACAGGATAGCTGCTGGCACCTTTARATGCAGGAGAATTITCTCTCCCCACTTTTGATTCAT
TGAACATTACTGCTGCATCTTTAAATGATGATGGAT TGGATAACTACCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCC
AGTTCATTGGTACTGGTAGTCTCCCTGGGGGCAATCAGTTTCTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCTACAGTGTAGAAT
ATGTATTTRA

Figura 37B, SEQ ID NO: 104
Secuencia de aminoacidos de HA B Wisconsin (PrL-)+H1 California TMC.

MEAI IVLIMVVT SHNADRICTGITSSHSPHVVETATOGEVNV TGV IPLTTTPTRSYFANLEGTRTRGELCPDCLNCTD
LOVALGRFMCVGTTEPSARKASILHEVREVTISGCFFIMHDRTE IRQLPNLLRGYENIRLSTONVIDAEKAPGGPYRLGT
SG3CPNATSKIGFFATMAWAVEPEDNYKNATHNPLTVEVEY ICTEGEDOI TVRGFHSCHNETOMESLY GDSNPOEFTSSA
RGVTTEYVSQIGDFFDQTEDGGLEPOSGRIVVDYMMOEPGETGT IVYQRGVLLEPOEVWCASGRSEVIKGSLPLIGEAD
CLHEKYGGLNESKPY Y TGEHAKATGNCPINVET PLELANGTEY RPPGGGWEGM IAGHHGY TSHGARGVAVAADLEST
QEAINKITENLNSLSELEVENLORLSGAMDE LENEI LELDEKVDDLRADTISSOIELAVLLSNEGI INSEDEELLAL
ERKLEEMLGEPSAVDIGNGCFETEHECHNQTCLORIAAGTFNAGEF SLETFDS LN I TAASLNDDGLONYQILATYSTVA
SELVLVVSLGAI SFWMCSNGSLQCRICI*
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Figura 37C
Representacion esquematica de la construccion nimero 1454 (2X35S/CPMV HT)
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Figura 37D
Representacion esquematica de la construccién nimero 1893 (2X355/CPMV HT*(-Mprat))
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L- 2X355/CPMV HT (construccidn num. 1067) y HT* {construccién nim. 1875) para PDISP/HA B
Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT

Figura 38A, SEQ ID NO: 105
Secuencia de nucledtidos de PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT.

ATGGCGAAAAACGTTGOGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCCGATCGA
ATCTGCACTGGAATAACATCGTCAAACTCACCACATGTOGTCAAAACTGCTACTCAAGOGGGAGOGTCAATGTGACTG
GTGTAATACCACTGACAACAACACCCACCAAATCTCATTTTGC AAATCTCAAAGGAACAGAAACCAGGGGGAAAC
TATGCCCAAAATGCCTCAACTGCACAGATCTGOGACGTAGCCTTGGGCAGACCAAAATGCACGOGGGAAAATACCCT
CGGCAAGAGTTTCAATACTCCATGAAGTCAGACCTGTTACATCTGGOGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAAA
AATTAGACAGUTGOCTAACCTTCTOUGAGGATACGAACATATCAGGTTATCAACCCATAACGTTATCAATGUAGAA
AATGCACCAGGAGGACCCTACAAAATTGGAACCTCAGOOTCTTGUCCTAACATTACCAATGGAAACGGATTTTTCG
CAACAATGGCTTGGGUCGTCCCAAAAAATCGACAAAAACAAAANCAGCAACAAATCCATTAACAATAGAAGTACCA
TACATTTGTACAGAAGGAGAAGACCAAATTACCGTTTGGGGGTTCCACTCTGACAACGAGACCCAAATGGCAAAG
CTCTATGGGGACTCAAAGCCCCAGAAGTTCACCTCATCTGUCAACGOAGTGACCACACATTACGTTTCACAGATTG
GTGGCTTCCCAAATCAAACAGAAGACGGAGGACTACCACAAAGTGGTAGAATTGTTGTTGATTACATGGTGCAAA
AATCTGGGAAAACAGOAACAATTACCTATCAAAGGGGTATTTTATTGCCTCAAAAGGTOTGGTGCGUAAGTGGCA
GOAGEAAGGTAATAAAAGGATOCTTGOCTTTAATTGOGAGAAGCAGATTGUCTOCACGAAAAATACGGTGOATTAA
ACAAAAGCAAGOCTTACTACACAGGOGAACATGCAAAGGOCATAGOAAATTGUCCCAATATGGOTGAAAACACCCT
TGAAGCTGGCCAATGGAACCAAATATAGACCTCCTGGTGGAGGATGGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGAT
ACACATCCCATGOGOUCACATOGOAGTAGOGOGTGGCAGCAGACCTTAAGAGCACTCAAGAGGUCCATAAACAAGATA
ACAAAAAATCTCAACTCTTTGAGTGAGCTGGAAGTAAAGAATCTTCAAAGACTAAGCGGTGCCATGGATGAACTC
CACAACGAAATACTAGAACTAGATGAGAAAGTGGATGATCTCAGAGCTGATACAATAAGCTCACAAATAGAACTC
GCAGTOCTGCTTTOCAATGAAGGAATAATAAACAGTGAAGATOGAACATCTCTTGGOGCTTGAAAGAAAGCTGAAG
AAAATGCTGGGOCCCCTCTGCTGTAGAGATAGGGAATGOATGCTTTGAAACCAAACACAAGTGCAACCAGACCTGT
CTOGACAGAATAGCTGCTGOGTACCTTTGATGCAGGAGAATTTITCTCTCCCCACCTTTGATTCACTGAATATTACTGC
TGCATCTTTAAATGACGATGOGATTGOATAATTACCAGATTTTGGUOGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCATTGGTAC
TGGTAGTCTCOCTGGGGGCAATCAGTTTCTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCTACAGTGTAGAATATGTATTTAA

Figura 38B, SEQ ID NO: 106

Secuencia de amlnoaudos de PDISP/HA B Brisbane (PrL-)+H1 California TMCT.

MAKNVAIFGLL F‘il LVLVPSQIFADRIC TFH“%Q\‘ZNWVKTJ\TDFF\WTGVIN TTTPTESHFANLKGTETRGEKLCPKC
LNCTDLDVALGRPEKCTGEIPSARVSILHEVRPYVTSGCFPIMHDRTEIRQLPNLLRGY EHIRLSTHNVINAENAPGGPY EIG
TSGSCPNITNGNGFFATMAWAVPENDENKTATNPLTIEVPY ICTEGEDOITVWGFHSDNETOMAKLY GDSKPOQEFTSSA
NGVTTHYVSQIGGFPNOQTEDGGLPOSGRIVVDYMVOESGETGTITYQRGILLPOKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCL
HEKY GGLNESKPY Y TGEHAKAIGNCPIWVETPLELANGTEKYRPPGGOWEGMIAGWHGY TSHGAHGVAVAADLESTO
EAINKITENLNSLSELEVENLQRLSGAMDELHNEILELDERVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGIINSEDEHLLALERKLEK
MLGPSAVEIGNGCFETRHKCNOQTCLDRIAAGTFDAGEFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNY QILATY STVASSLVLVVSL
GAISFWMCSNGSLOQCRICT*
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Figura 38C

Representacion esquematica de la construccién nimero 1875 (2X35S/CPMV HT*)
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M- 2X355/CPMV HT (construccion num. 2072) y HT* (construccion num. 2052) para PDISP/HA B
Massachussetts (Prl-)

Figura 39A, SEQ ID NO: 107

‘Secuencia de nuclettidos de PDISP/HA B Massachussetts (PrL-).

ATGGCOGAAAAACGTTGOGATTTTCGGUTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGOGT TOCTTCTCAGATCTTCGUCGATOGA
ATCTGCACTGGOATAACATCTTCAAACTCACCTCATGTGGTCAAAACAGCTACTCAAGGOGAGGTCAATGTGACTG
GTGTGATACCACTAACAACAACACCAACAAAATCTTATTTTGCAAATCTCAAAGGAACAAAGACCAGAGGGAAAC
TATGCCCAGACTGTCTCAACTGTACAGATCTGGATGTGGOCCTGGGEAGGUCAATGTGTGTGGGAACTACACCTTC
TGCGAAAGCTTCAATACTTCACGAAGTCAGACCTGTTACATCCGGGTGCTTCCCTATAATGCACGACAGAACAAAA
ATCAGGCAACTAGCCAATCTTCTCAGAGGATATGAAAATATCAGGTTATCAACCCAAAACGTTATCGATGCAGAA
AAGGCACCAGGAGGACCCTACAGACTTGGAACCTCAGGATCTTGUOOCTAACGCTACCAGTAAAAGCGGATTTTTC
GCAACAATGGCTTGGGCTGTCCCAAAGGACAACAACAAAAATGCAACGAACCCATTAACAGTAGAAGTACCATAC
ATTTGTGUAGAAGGGGAAGACCAAATTACTGTTTGGGOGGTTOCATTCAGATAACAAAACCCAAATGAAGAACCTC
TATGGAGACTCAAATOCTCAAAAGTTCACCTCATCTGC TAATGGAGTAACCACACATTATGTTTCTCAGATTGGCG
GCTTCCCAGATCAAACAGAAGACGGAGGACTACCACAAAGOCGGCAGAATTGTCGTTGATTACATGATGCAAAAAC
CTGGGAAAACAGGAACAATTGTCTATCAAAGAGGTGTTTTGTTGCCTCAAAAGGTGTGGTGCGCGAGTGGCAGGA
GCAAAGTAATAAAAGGGTCCTTGOCTTTAATTGGTGAAGCAGATTGOCTTCATGAAAAATACGGTGGATTAAACA
AAAGCAAGOCTTACTACACAGGAGAACATGCAAAAGOCATAGGAAATTGOCCAATATGOGOTGAAAACACCTTTGA
AGCTTGCCAATGGAACCAAATATAGACCTCCTGGTGOAGGATGGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACA
CATCTCACGGAGUACATGGAGTGGCAGTTGCTGCAGACCTTAAGAGCACACAAGAAGCTATAAACAAGATAACAA
AAAATCTCAACTCTTTOAGTGAGCTAGAAGTAAAGAATCTTCAAAGGUTAAGTGUTGUCATGOATGAACTCCACA
ACGAAATACTCGAGCTGGATGAGAAAGTGGATGACCTCAGAGUTGACACTATAAGTTCACAAATAGAACTTGCAG
TCTTGCTTTCCAACGAAGOAATAATAAA CAGTOAAGACGAGCATCTATTGGCACTTGAGAGAAAACTAAAGAAAA
TGCTGGGTOCCTCTGCTGTAGACATAGOGAAATGGATGCTTCGAAACC AAACACAAATGCAACCAGACCTGCTTAG
ACAGGATAGCTGCTGGCACCTTTAATGCAGGAGAGTTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCATTGAACATTACTGCTGCA
TCTTTAAATGATGATGGATTGGATAACCATACTATACTGCTCTATTACTCAACTGCTGCTTCTAGTTTGGCTGTAAC
ATTGATGCTAGCTATTTTTATTGTTTATATGGTCTCCAGAGACAACGTTTCATGCTCCATCTGTCTATAA

Figura 39B, SEQ ID NO: 108

Secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Massachussetts (PrL-).
MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSQIFADRICTGITSSNSPHVVK TATQGEVNVTGVIPLTTTPTKSYFANLKGTK TRGKLCPDC
LNCTDLDVALGRPMCYVGTTPSAKASILHEVRPVTSGCFPIMHDRTKIRQLANLLRGYENIRLSTONVIDAEKAPGGPYRL
GTSGSCPNATSKSGFFATMAWAVPKDNNKNATNPLTVEVPY ICAEGEDQITVWGFHSDNK TOMENLY GDSNPQKFTSS
ANGVTTHY VSQIGGFPDOTEDGGLPOSGRIVVDYMMOKPGRTGTIVY QRGVLLPOKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEAD
CLHEKYGGLNKSKPY Y TGEHAKAIGNCPIW VK TPLKLANGTKYRPPGGGWEGMIAGWHGYTSHGAHGVAVAADLKS
TOEAINKITKNLNSLSELEVKNLORLSGAMDELHNEILELDEK VDDLRADTISSOIELAVLLSNEGINSEDEHLLALERKL
KKMLGPSAVDIGNGCFETKHKCNQTCLDRIAAGTFNAGEFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNHTILLY YSTAASSLAVTL
MLAIFIVYMVSRDNVSCSICL®
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Figura 39C
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Representacion esquematica de la construccion namero 2052 (2X355/CPMV HT*)
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M- 2X355/CPMY HT (construccion num. 2074) v HT* (construccion num. 2062) para PDISP/HA B

Massachussetts (Prl -)+H1 California TMCT

Figura 40A, SEQ ID NO: 109

Secuencia de nucledtidos de PDISP/HA B Massachussetts (PrL-)+H1 California TMCT.
ATGGOGAAAAACGTTGUGATTTTOGGUTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGT TOCTTCTCAGATCTTOGOCGATOGA
ATCTGCACTGGOGATAACATCTTCAAACTCACCTCATGTGGTCAAAACAGCTACTCAAGGGGAGOTCAATGTGACTG
GTGTGATACCACTAACAACAACACCAACAAAATCTTATTTTGCAAATCTCAAAGGAACAAAGACCAGAGGGAAAC
TATGCCCAGACTOTCTCAACTGTACAGATCTGGATGTGGOCCTGGGUAGGUCAATGTGTGTGGGAACTACACCTTC
TGOGAAAGCTTCAATACTTCACGAAGTCAGACCTGTTACATCOGGGTGCTTCCCTATAATGUACGACAGAACAAAA
ATCAGGCAACTAGCCAATCTTCTCAGAGGATATGAAAATATCAGGTTATCAACCCAAAACGTTATCGATGCAGAA
AAGGCACCAGGAGGACCCTACAGACTTGOGAACCTCAGGATCTTGOCCTAACGCTACCAGTAAAAGCGGATTTTTC
GCAACAATGOGCTTGGGCTGTCOCAAAGGATAACAACAAAAATGCAACGAACCCATTAACAGTAGAAGTACCATAC
ATTTGTGCAGAAGGGGAAGACCAAATTACTGTTTGGGGGTTCCATTCAGATAACAAAACCCAAATGAAGAACCTC
TATGGAGACTCAAATCCTCAAAAGTTCACCTCATCTGCTAATGGAGTAACCACACATTATGTTTCTCAGATTGGCG
GCTTCCCAGATCAAACAGAAGACGGAGGACTACCACAAAGCGGCAGAATTGTCGTTGATTACATGATGCAAAAAL
CTGGGAAAACAGGAACAATTGTCTATCAAAGAGGTGTTTTGTTGCCTCAAAAGGTGTGGTGOGCGAGTGGCAGGA
GCAAAGTAATAAAAGGOGTOCTTGOCTTTAATTGGTGAAGCAGATTGOCTTCATGAAAAATACGGTGGATTAAACA
AAAGCAAGCCTTACTACACAGGAGAACATOCAAAAGCCATAGGAAATTGUCCAATATOGOTGAAAACACCTTTGA
AGCTTGOCAATGGAACCAAATATAGACCTOC TGO TOGAGGATGGOAAGGAATGATTGUAGGTTGGUACGGATACA
CATCTCACGGAGCACATGGAGTGGCAGTTGCTGCAGACCTTAAGAGCACACAAGAAGCTATAAACAAGATAACAA
AAAATCTCAACTCTTTGAGTGAGCTAGAAGTAAAGAATCTTCAAAGGCTAAGTGGTGCCATGGATGAACTCCACA
ACGAAATACTOGAGCTGOATGAGAAAGTGGATGACCTCAGAGCTGACACTATAAGT TCACAAATAGAACTTGUAG
TCTTGCTTTCCAACGAAGGAATAATAAACAGTGAAGACGAGCATCTATTGGCACTTGAGAGAAAACTAAAGAAAA
TGCTGGGTOCCTCTGCTGTAGACATAGGAAATGGATGCTTOGAAACCAAACACAAATGCAACCAGACCTGCTTAG
ACAGGATAGCTOGCTGOGCACCTTTAATGCAGGAGAGTTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCATTGAACATTACTGUTGC A
TCTTTAAATGATGATGOGATTGGATAACTACCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCATTGGTACTGGT
AGTCTCOCTGOGGGUAATCAGTTTCTGGATOGTGCTCTAATGGOTCTCTACAGTGTAGAATATGTATTTAA

Figura 40B, SEQ ID MNO: 110

Secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Massachussetts (PrL-)+H1 California TMCT.
MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSQIFADRICTGITSSNSPHVVKTATQGEVNVTGVIPLTTTPTKS YFANLKGTKTRGKLCPDC
LNCTDLDVALGRPMCVGTTPSAKASILHEVRPYTSGCFPIMHDRTKIROLANLLRGYENTRLSTONVIDAEKAPGGPYRL
GTSGSCPNATSKSGFFATMAWAVPKDNNKNATNPLTVEVPY ICAEGEDQITVWGFHSDNKTOMENLYGDSNPQKFTSS
ANGVTTHYVSQIGGFPDOTEDGGLPOSGRIVVDYMMOKPGKTGTIVY QRGVLLPOKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEAD
CLHEKYGGLNKSKPYYTGEHAKAIGNCPIWVKTPLKLANGTKY RPPGGGWEGMIAGWHGYTSHGAHGVAVAADLKS
TOEAINKITKNLNSLSELEVKNLORLSGAMDELHNEILELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGIINSEDEHLLALERKL
KKMLGPSAVDIGNGCFETKHKONQTCLDRIAAGTFNAGEFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNY QILAIYSTVASSLVLVY
SLGAISFWMCSNGSLOCRICT*
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Figura 40C Representacion esguematica de la construccion numero 2062
(2X355/CPMV HT™)
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O- 2X358/CPMV HT (construccidn num. 1445), HT* (construccion ndm. 1839), HT*(-Mprot)
{construccién nim. 1820) v HT{fI5'UTR) (construccién num. 1975) para HA B Wisconsin (Prl-)

Figura 41 A, SEQ ID NO: 111

Secuencia de nucledtidos de HA B Wisconsin (PrL-).
ATGAAGGCAATAATTGTACTACTCATGGTAGT AACATCC AATGCAGATCGAATCTGCACTGGGATAACATCTTCAA
ACTCACCTCATGTGGTCAAAACAGC TACTCAAGGGGAGGTC AATGTGACTGGUGTGATACCACTGACAACAACAC
CAACAAAATCTTATTTTGCAAATCTCAAAGGAACAAGGACCAGAGGGAAACTATGCCCGGACTGTCTCAACTGTA
CAGATCTGGATGTGGCCTTGGGCAGGCUAATGTGTGTGGGGACCACACCTTCTGCTAAAGCTTCAATACTCCACGA
GOTCAGACCTGTTACATCCGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAAAAATCAGGCAACTACCCAATCTTCTC
AGAGGATATGAAAATATCAGGTTATCAACCCAAAACGTTATCGATGUAGAAAAAGCACCAGGAGGACCCTACAGA
CTTGGAACCTCAGGATCTTGCCCTAACGCTACCAGTAAAATCGGATTTTTTGCAACAATGGCTTGGGCTGTCCCAA
AGGACAACTACAAAAATGCAACGAACCCACTAACAGTAGAAGTACCATACATTTGTACAGAAGGGGAAGACCAA
ATTACTGTTTGGGGGTTCCATTCAGATAACAA AACCCAAATGAAGAGOCTCTATGGAGACTCAAATCCTCAAAAGT
TCACCTCATCTGCTAATGGAGTAACCACACATTATGTTTCTCAGATTGGCGACTTCCCAGATCAAACAGAAGACGG
AGGACTACCACAAAGCGGCAGAATTGTTGTTGATTACATGATGCAAAAACCTGGOAAAACAGGAACAATTGTCTA
TCAAAGAGGTGTTTTGTTGCC TCAAAAGGTGTGGTGUGUGAGTGGCAGGAGCAAAGTAATAAAMAGGGTCATTGOC
TITAATTGGTGAAGCAGATTGCCTTCATGAAAAATACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCCTTACTACACAGGAGA
ACATGCAAAAGOCATAGGAAATTGCCCAATATGGGTAAAAACACCTTTGAAGCTTGCCAATGGAACCAAATATAG
ACCTCCTGGTGGAGGATGGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATC TCACGGAGCACATGGAGTGGC
AGTGGCGGCAGACCTTAAGAGTACACAAGAAGCTATAAATAAGATAACAAAAAATCTCAATTCTTTGAGTGAGCT
AGAAGTAAAGAACCTTCAAAGACTAAGTGOGTGCCATGOGATGAACTOCCACAACGAAATACTCGAGCTGOGATGAGAA
AGTGGATGATCTCAGAGCTGACACTATAAGC TCACAAATAGAACTTGCAGTCTTGCTTTCCAACGAAGGAATAATA
AACAGTGAAGACGAGCATCTATTGGUACTTGAGAGAAAACTAAAGAAAATGCTGGGTCCCTCTGCTGTAGACATA
GGAAACGGATGUTTOGAAACCAAACACAAATGCAACCAGACCTGCTTAGACAGGATAGCTGCTGGUACCTTTAAT
GCAGGAGAATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCATTGAACATTACTGC TGCATCTTTAAATGATGATGGATTGGATAA
COATACTATACTGCTCTATTACTCAACTGCTGCTTCTAGT TTGGUTGTAACATTAATGCTAGCTATTTTTATTGTTTA
TATGGTCTCCAGAGACAACGTTTCATGCTCCATCTGTCTATAA

Figura 41B, SEQ ID NO: 112

Secuencia de qminoécidos de HA B Wisconsin (PrL-).
MEAMVLLMVVTSNADRICTGITSSNSPHVVETATQGEVNV TGVIPLTTTPTKSYFANLKGTRTRGKLCPDCLNCTDLDV
ALGRPMCVGTTPSAKASILHEVRPVTSGCFPIMEDR TKIRQLPNLLRGY ENIRLSTONVIDAEKAPGGPYRLGTSGSCPN
ATSKIGFFATMAWAVPKDNYKNATNPLTVEVPYICTEGEDOITVWGFHSDNK TOMKSLY GDSNPOKFTSSANGVTTHY
VSQIGDFPDOTEDGGLPOSGRIVVDYMMOKPGKTGTIVYORGVLLPOKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLHEKYGG
LNKSKPYYTGEHAKAIGNCPIWVK TPLKLANGTKY RPPGGGWEGMIAGWHGY TSHGAHGY AVAADLKSTOEAINKIT
KNLNSLSELEVENLQRLSGAMDELHNEILELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGINSEDEHLLALERKLKKMLGPSA
VDIGNGCFETKHKUNQTCLDRIAAGTFNAGEFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNHTILLY YSTAASSLAVTLMLAIFIVY
MVSRDNVSCSICL®
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Figura 41C

Representacion esquematica de la construccion nimero 1839 (2X355/CPMV HT™)
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P- 2X35S/CPMV HT (construccién nim. 1454) y HT* (construccidn ndm. 1860) para HA B Wisconsin
(PrL-}+H1 California TMCT

Figura 42A_  SEQ ID NO: 113

'Secuencia de nucledtidos de HA B Wisconsin (PrL-}+H1 California TMCT
ATGAAGGUAATAATTGTACTACTCATGGTAGTAACATCCAATGCAGATCGAATCTGCACTGGGATAACATCTTCAA
ACTCACCTCATGTGGTCAAAACAGCTACTCAAGGGGAGGTCAATGTGACTGGCGTGATACCACTGACAACAACAC
CAACAAAATCTTATTTTGCAAATCTCAAAGGAACAAGGACCAGAGGGAAACTATGCCCGGACTGTCTCAACTGTA
CAGATCTGGATGTGGCCTTGGGCAGGCCAATGTGTGTGGGGACCACACCTTCTGCTAAAGC TTCAATACTCCACGA
GOGTCAGACCTGTTACATCOCGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAAAAATCAGGCAACTACCCAATCTTCTC
AGAGOATATGAAAATATCAGGTTATCAACCCAAAACGTTATCGATOCAGAAAAAGCACCAGOGAGOGACCCTACAGA
CTTGGAACCTCAGGATCTTGOCCTAACGCTACCAGTAAAATCGGATTTTTTGCAACAATGGCTTGGGCTGTCCCAA
AGGACAACTACAAAAATGCAACGAACCCACTAACAGTAGAAGTACCATACATTTGTACAGAAGGGGAAGACCAA
ATTACTGTTTGGGGGTTCCATTCAGATAACAAAACCCAAATGAAGAGCCTCTATGGAGACTCAAATCCTCAAAAGT
TCACCTCATCTGCTAATGGAGTAACCACACATTATGTTTCTCAGATTGGCGACTTCCCAGA TCAAACAGAAGACGG
AGGACTACCACAAAGCGGCAGAATTGTTGTTGATTACATGATGCAAAAACCTGGGAAAACAGGAACAATTGTCTA
TCAAAGAGGTGTTTTGTTGCCTCAAAAGGTGTGGTGUGCGAGTGGCAGGAGCAAAGTAATAAAAGGGTCATTGCC
TITAATTGGTGAAGCAGATTGCCTTCATGAAAAATACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCCTTACTACACAGGAGA
ACATGCAAAAGCCATAGGAAATTGOCCAATATGGGTAAAAACACCTTTGAAGC TTGCCAATGGAACCAAATATAG
ACCTOCTGGTGGAGGATGGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATCTCACGGAGCACATGGAGTGGC
AGTGGUGGCAGACCTTAAGAGTACACAAGAAGC TATAAATAAGATAACAAAAAATCTCAATTCTTTGAGTGAGCT
AGAAGTAAAGAACCTTCAAAGACTAAGTGGTGCCATGGATGAACTCCACAACGAAATACTUGAGCTGGATGAGAA
AGTGOGATGATCTCAGAGCTGACACTATAAGCTCACAAATAGAACTTGCAGTCTTGCTTTOCAACGAAGGAATAATA
AACAGTGAAGACGAGCATCTATTGGUACTTGAGAGAAAACTAAAGAAAATGC TGGGTCOCTCTGCTGTAGACATA
GOGAAACGGATGCTTCGAAACUCAAACACAAATGUAACCAGACCTGCTTAGACAGGATAGCTGUTGGUACCTTTAAT
GUAGGAGAATTTTCTCTCOCCACTTTTGATTCATTGAACATTACTGCTGCATCTTTAAATGATGATGGATTGGATAA
CTACCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCATTGGTACTGGTAGTCTCOCTGGGGGUAATCAGTTTCT
GOATGTGUTCTAATGGGTCTCTACAGTGTAGAATATGTATTTAA

Figura 42B, SEQ ID NO: 114

.Secuencia de aminoacidos de HA B Wisconsin (PrL-)+H1 California TMC.
MEAIIVLLMYVTSNADRICTGITSSNSPHVVK TATOGEVNVTGVIPLTTTPTKSYFANLKGTRTRGKLCPDCLNCTDLDY
ALGRPMCVGTTPEAKASILHEVRPVTSGCFPIMHDRTKIRQLPNLLRGY ENIRLSTONVIDAEKAPGGPYRLGTSGSCPN
ATSKIGFFATMAWAVPKDNYKNATNPLTVEVPYICTEGEDQITVWGFHSDNK TOMKSLYGDSNPQRFTSSANGVTTHY
VSOQIGDFPDOTEDGGLPOSGRIVVDYMMOKPGK TGTIVY QRGYVLLPOKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLHEKYGG
LNKSKPYYTGEHAKAIGNCPIWVKTPLELANGTKY RPPGGGWEGMIAGWHGY TSHGAHGY AVAADLKSTQEAINKIT
KNLNSLSELEVKNLQRLSGAMDELHNEILELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGIINSEDEHLLALERKLKKMLGPSA
VDIGNGCFETKHKCNQTCLDRIAAGTFNAGEFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNYQILATY STVASSLVLVVSLGAISFW
MCSNGSLQCRICT*
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Figura 42C

Representacion esquematica de la construccion numero 1860 (2X355/CPMV HT®)
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2X355/CPMV HT (construccion num. 489), HT*{-Mprot) (construccion nim. 1880) y HTIfIS'UTR)
{construccién nam. 1885) para H5 Indonesia

Figura 43A

Secuencia de nucleétidos de H5 Indonesia nativa. (SEQ ID NO: 115)

ATGGAGRAMATAGTGCT TCT TC T TGCAATAGTCAGTC T TG T TARARGTGATCAGATTTGCATTGGT TACCATGCAAR
CAATTCAACAGAGCAGGTTGACACAATCATGGAAARGRACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGARAAGA
CACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAAT TTTAAGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTC
T GG ERA AR T T G T GACGA R T T AT AA TG TAC O GGAR TG T T TACATAG TERAGAAGGROCCARTCCARCCAR
TGACCTCTGTTACCCAGGGAGT TTCARCGACTATGARGARC TGARACACCTAT TGAGCAGAATAARCCATTTTGAGA
ARATTCAAATCATCCCCAARAAGTTCT TGGTCCGATCATGAAGCCTCATCAGGAGT TAGCTCAGCATGTCCATACCTG
GGAAGTCCCTCCTT T I T TAGARATGTGGTATGGCTTATCAARA RGARCAGTACATACCCAACAATAAAGARARGCTA
CAATAATACCAACCARGAGGATCTTT TGGTACTGTGGGEGAATTCACCATCC TAATGATGCGGCAGAGCAGACAAGGT
TATATCAARACCCAACCACCTATATT TCCATTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAARATAGCTACT
AGATCCARAGTARACGGGCARAGTGGAAGGATGGAGT TCTICIGGACAATTTTARRACCTAATGATGCAATCAACTT
CGAGAGTAATGGAAATT TCATIGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAGCAATTATGAAAR
GTGAATTGGAATATGGTAACTGCARCACCAAGTGTCARACTCCAATGGGEGCGATAARCTCTAGTATGCCATTCCAC
ARCATACACCCTCTCACCATCGGGEAATGCCCCARATATGTGARATCARACAGAT TAGTCCTIGCAACAGEGCTCAG
ARATAGCCCTCARAGAGAGAGCAGAAGAAAAAAGAGAGGACTAT TTGGAGC TATAGCAGGTTITATAGAGGGAGGAT
GGCAGGEAATGGTAGATGETTGGTATGEGTACCACCATAGCAATGAGCAGGEGAGTGGETACGC TGCAGACAARGAR
TCCACTCARANGGCARTAGATGGAGTCACCAATARGGTCAACTCAATCAT TGACARAA TGAACACTCAGTTTGAGGE
CGTTGGAAGGGAATTTAATAACTTAGARAGGAGARTAGAGAATT TARACAAGARGATGGARGACGGGTTTCTAGATG
TCTGGACTTATARTGCCGARCTTCTGGT TCTCATGGARAA TGAGAGAACTC TAGACTTTCATGACTCAAATGT TAAG
ARCCTCTACGACARGETCCGACTACAGC TTAGGGATARTGCARAGGAGCTGEGTAACGGTTGTITTCGAGTTCTATCA
CAAATGTGATAATGAATGTATGGAAAGTATAAGARACGGAACGTACAACTATCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGAT
TAARAAGAGAGGAAATANGTGGGGTARAAT TGGAATCAATAGGARC TTACCARATACTGTCAATTTAT TCAACAGTG
GCGAGTTCCC TAGCACTGECAATCATGATGECTGGETCTATCTITATGGATG TGO TCCAATGGATCGTTACAATGCAG
ARTTTGCATTTAR

Figura 43B

‘Secuencia de aminoacidos de H5 Indonesia nativa. (SEQ ID NO: 116)
MEKIVLLLAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEXNVTVTHAQDI LEKTHNGKLCDLDGVKPLI LRDCSVAGHL
LGHEMCDEFINVPEWSY IVEKANPTNDLCY PGSFNDYEELKHLLERINHFEXIOI IPKSSWSDHEAS SGVSSACEYL
GSPSFFRNVVHLIXENSTYPTIXKSYNNINQEDLLYVLWGI HHPNDAREQTRLYONPTTY IS IGTSTLNORLVPEIAT
REXVHGOSGRMEFFWT ILXPNDAINFESNGHF IAPEYAYKIVEKGDSA IMESELEYGNCN THRCOTEMGATNS SMEFH
NIHPLTIGECPEYVESNRLVLATGLRNSPORESRREKRGLFGAIAGE IEGGWOGMVDGHNYGYHHSNEQGSGY ARADKE
STQRAIDGVINKVNSI IDEMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNEFMEDGFLDVW I YNAELLVLMENERTLDFHDSNVE
NLYDXVRLOLRONAKELGNGCFEFY HXCDNECMES TRNGTYNYPOY SEEARLKREET SGVHLES IGTYQILSIY STV
ASSLALAIMMAGLSLWMCENGSLOCRICI™
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Figura 43C
Representacion esquematica de la construccion numero 489 (2X355/CPMV HT)
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2X355/CPMV-HT*(-Mprot)/PDISP/H3 Victoria/MOS (Construccién nimero 1800)

Figura 44A

IF**(Sacll)-PDIl.s1+4c
ACAGGGCCCAATACCGCGGAGAAAATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCT (SEQ ID NO:
117)

Figura 44B
IF-H3V36111.51-4r
ACTAAAGAAAATAGGCCTTCAAATGCAAATGTTGCACCTAATGTTGCCCTT (SEQ ID NO: 118)

Figura 44C
Secuencia de nuclettidos de PDISP/H3 Victoria. (SEQ ID NO: 119)

AT GGCGAAARACGT TGCGATTITCGGC TTAT TG T TTICTCTTC T TGTGTTGGTITCCTTCTCAGATCTTCGCCCAARR
ACTTCCTGOARATGACARCAGCACGGCAACGCTGTIGCCT TGGECACCATGCAGTACCARACGGARCGATAGTGAARR
CAATCACGAATGACCAAAT TGARGT TACTAATGCTACTGAGCTGGT TCAGRATTCCTCAATAGG TGARATATGCGAC
AGTCCTCATCAGATCCT TGATGGAGAARACTGCACACTAATAGATGCTCTAT TGGGAGACCCTCAGTGTGATGGCTT
CCAARATAAGARATGGGACCTTITTTGT TGAACGARAAGCAAAGCCTACAGCAACTGTTACCCTTATGATGTGCCGGATT
ATGCCTCCCTTAGGTCACTAGTTGCCTCATCCGGCACACTGGAGT TTARCRATGARARGCTTCAAT TGGACTGGAGTC
ACTCARAACGGAACAAGTTCTGCTTGCATAAGGAGATCTAATAATAGT TTCTTTAGTAGATTAAATTGGTTGACCCA
CTTAAACTTCARATACCCAGCAT TGRACGTGACTATGCCAARCAATGARCRATTTGACARATTGTACAT TTGGGGEE
TTCACCACCCOGGTACGGACARGGARCCARMTCTTCCTIGTATGCTCAATCATCAGGARGRATCACAGTATCTACCARR
AGARGCCAACAAGCTGTARTCCCGARTATCGGATCTAGACCCAGAATAAGGAATATCCCTAGCAGAATAAGCATCTA
TTGGACAATAGTAAAACCGGGAGACATACTTTTGAT TAACAGCACAGGGARTCTAATTGCTCCTAGGGGTTACTTCA
ARATACGAAGTGGGAARAGCTCAATAATGAGATCAGATGCACCCAT TGGCAARTGCAATTCTGARTGCATCACTCCA
AATGGAAGCATTCCCAARTGACARACCATTCCAARATGTARACAGGATCACATACGGGGCCTGTCCCAGATATGTTAR
GCARAGCACTCTGAAAT TGGCARCAGGAATGCGAARTGTACCAGAGAARCRARCTAGAGGCATATTTGGCGCAATAG
CoGGTTTCATAGARAATGGT TGEGAGGGAAT GG TGGATGOTTGETACGGT TTCAGGCATCAARAT TCTGAGGGAAGR
GGACAAGCAGCAGATCTCAAAAGCACT CARGCAGCAATCGATCAAATCAATGGGARGCTGAATCGAT TGATCGGGAR
AACCAARCGAGAAAT TCCATCAGATTGAAARAGAATTCTCAGAAGT CGARAGGGAGAATTCAGGACCTTGAGARATATG
TTGAGGACACTAAAATAGATCTICTGGTCATACARCGUGGAGCT TCTTGTTGCCCTGGAGAACCARCATACAATTGAT
CTARCTGACTCAGAAATGAACARACTGTT TGAARAAACARAGAAGCAACTRAGGGARART GCTGAGGATATGGGCAR
IGGTTGTTTCARAATATACCACAARTGTGACAATGCCTGCATAGGATCARTCAGARRTGGAACTTATGACCACGATG
TATACAGAGATGAAGCATTARACARCCGGTTCCAGATCARGHGAGT TGAGCTGARGTCAGGGTACARAGATTGGATC
CrATGGAT I TCC T T IGCCATATCATGT T T I T TG T T TG TGT TGCT T TGTTGGGGT TCATCATGTGGGCCTGCCAARR
GEGCARCATTAGGTGCAACATTTGCATTTGA
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Figura 44D
Representacion esquematica de la construccion 2171. Los sitios de enzimas de restriccién Sacll y
Stul usados para la linealizacidn del plasmido se anotan en la representacidn.
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Figura 44E

Construccion 2171 desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t (subrayados). 2X353/CPMV-
HT*(-Mprot)/MOS con casete de expresion de inhibidor de silenciamiento de plastocianina-P19-
plastocianina (SEQ ID MNO: 120)

TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACARCTTAATARCACATTGCGGACGTTTTTAATGTACT
GARATTARCGCCGAATCCCGGGCTGGTATATTTATATGTTGTCAAATAACTCARARACCATARAAGTTTAAGTTAGCA
AGTGTGTACATTTTTACT TGAACAAARATATTCACCTACTACTGTTATAARTCATTATTAARCATTAGAGTARAGAR
ATATGGATGAT AR GAAC AR GAGTAGTGATAT T TTGACARCAAT TTTGTI IGCARCAT T TOAGARRATTTTGTTGITCT
CTCTTTTCATTGGT CARARARCARATAGAGAGAGAARAANGGAAGAGGGAGAATAAARRCATAATGTGAGTATGAGAGAG
AARRGTTGTACAARAGT TGTACCARAATAGT TGTACARATATCATTGAGGAATTTGACARAAGCTACACAARTAMAGGG
TTAATTGCTGTARATARA TAAGGATGACGCAT TAGAGAGATGTACCAT TAGAGAATTTTTGGCAAGTCATTARARLG
ARG T AR A T AT T T T AR AR T T ARG T TGAGTCAT T TGAT TARRCAT GTGATTATTTARTGAATTGATGAARGA
GITTGGATTAARGT TGTAT TAGTAR T TAGRATTTGGTGTCARATTTARTITGACATTTGATCTTITCCTATATATTGE
CCCATAGAGTCAGTTARCTCATITTTATATTTCATAGATCARAATARGAGARAATARCGGTATATTARTCCCTCCARAR
AARAARRACGGTATATTTACTARRARATCTARGCCACGTAGGAGGATARCAGGATCCCCGTAGGAGGATARCATCCA
ATCCARCCAATCACAACAATCCTGATGAGATAACCCACT TTARGCCCACGCATCTGTGGCACATCTACATTATCTAR
ATCACACATTCTTCCACACATCTGAGCCACACAARARCCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATAARARATCRACA
CITTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAARACACATACARAGAGARGAGACTARTTARTTARTTARTCATCTTGAG
AGRRAATGGARCGAGCTATACARGGARACGACGCTAGGGAACAAGC TARCAGTGARCGT TGGOATGGAGGATCAGGA
GGTACCACTTCTCCCTTCARACTICCTGACGARAGTCCGAGTTGGACTGAGTGGCGGCTACATAACGATGAGACGRA
TTCGAATCAAGATARTCCCCTTGGT TTCAAGGRAARGCTGLGGGT T TCGGLAAAGT TGTAT TTARGAGATATCTCAGAT
ACGACAGGACGGAAGCTTCACTGCACAGRGTCCTTGGATCTTGGACGEEAGATTCGGTTAACTATGCAGCATCTCGA
TTTTTCGGTITTCGACCAGATCGEATGTACCTATAGTATTCGGT T TCGAGGAGT TAGTATCACCGTTTCTGGAGGGTC
GLGAACTCTTCAGCATCTCTGTGAGATGGCAAT TCGGTCTAAGCAAGAACTGCTACAGCTTGLCCCAATCGAAGTGG
AAAGTAATGTATCAAGAGGATGCCCTGARGGTACTCAAACCTTCGARARAGARAGCGAGTAAGTTAAAATGCTTCTT
CGTCTCCTAT TTATAATATGGTITGTTAT TG T TAAT TTTGTTCT TGTAGAAGAGC TTARTTAATCGTTGTTGTTATG
AR TACTAT T TGTATGRGATGARCTGGTGTAATGTART TCATTTACATAAGTGGAGTCAGARTCAGRATGTTITCCTC
CATAACTARCTAGACATGAAGACCTGUCGCGTACAATTGTCTTATATTIGAACARCTARAAT TGARCATCTTTTGCC
ACARCTTTATAAGTGGTTARTATAGC TCAAR TATAT GGTCAAGTTCRATAGATTRAATARTGGARATATCAGT TATCG
AR AT TCA T TARC AR TCRAC T TARCG T TAT TAACTACTARTTTTATATCATCCCCTITGATARATGATAGTACACCAR
TTAGGARGGAGCATGCTCGCCTAGGAGATTGTCGITTCCCGCCTTCAGTIT TGCAAGCTGCTCTAGCCGTGTAGCCAR
TACGCARACCGCCTCTCCCCGUGCG T TGGGAAT TACTAGCGCGTGTCGACAAGC TTGCATGCOGGTCARCATGGTGG
AGCACGACACACTTGTCTACTCCAAARATATCRAAGRTACAGTCTCAGRAGACCARAGGGCARTTGAGACTTTTCAR
CARAGGGTAATATCCGGAARCCTCCTCGGATTCCAT TGCCCAGCTATCTGTCACTTTAT TGTGAAGATAGTGGARARA
GGAAGGTGGCTCCTACAARTGLCATCATTGCGATAARGGAAAGGCCATCGTTGARGATGCCTCTGUCGACAGTGGTC
CCARAGRTGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCOTGGRARRAGARGACGTTCCAACCACGTCTTCARRGCARGTGGAT
TGATGTGATARCATGOTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAARARTATCARAGRATACAGTCTCAGARGRCCARLG
GOCAATTGAGRCTTTTCAACAARGOGTARTATCCGGRAARCCTCCTCGGAT TCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTA
TIGTGAAGATAGT GGARAAGGARAGGTGEUTCCTACARATGCCATCATTGCGATARAGGAAAGGCCATCGTTGAAGAT
GCCTCTGCCGRCAGTGGTCCCARRGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGARARAGRAGACGTTCCARCCAC
GTCTTCRARGCARGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTRAAGGGATGRACGCACAATCCCACTATCCTTCGCARG
ACCCT T T AT ATARGGAAGT TCAT TTCAT T TGGAGAGGTAT TARAAT CTTAATAGGTTT TGATAARAGCGARCG
TGEEGEGEAAACCCGAACCAARCCTICT TCTAAACTCTCTCTCATCTCTCTTAAAGCARACTTCTCTCTTGTICTTITCTIG
CGTGAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGC T TCGGCACCAGTACAGGGCCCARTACCGCGGAGAAARTGGUGARR
ARCGTTGCGATT T TCGGCTTATTGT T TTCTC T TC T TGTG T TGGTTCCTICTCAGATCTTCGCGACGTCACTCCTCAG
CCAAAACGACACCCCCATC TG TCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGA
TGCCTGGTCARAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACAC
CTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGC TCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCG
AGRCCGTCACCTGCRACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGOACAAGARRATTGTGOCCAGGGATTGTGGT
TGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCITCCCCCCAARGCCCAAGGATGTGCTCAC
CATTACTCTGACTCCTRAGGTCACGTGTGITGIGGTAGACATCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGT TCAGCTGGT
TTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGCRACCCCGGGAGGAGCAGT TCAACAGCACTTTCCGCTCAGTC
AGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCARTGGCAAGGAGACGTCCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTC
GrCAGTTCATTGGTACTGGTAGTCTCCCTGGGGGUARTCAGTTIICTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCTACAGTGTAG
AATATGTAT T TARAGGCCTAT T T TC T T TAGT T TGAAT TTACTGT TATTCGGTGTGCAT I TCTATGT TTGGTGAGLGE
TTITCTGTGCTCAGAGTGTGT TTAT TTTATGTAATTTART TTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCA
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GCAAGGACACARARAGATTTTAATTTTATTARRARRAAARAAARRRARARGARACCGOGRAATTCGATATCARGCTTATCGA
CCTGCAGATCGTTCARACATTTGGCARTAARGTTTCTTRAAGAT TGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCAT
ATARTTTCTGT IGAAT TACG T TAAGCATGTAATAATTARCATGTARTGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTA
TGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTARTACGCGATAGAARARCARARTATAGCGCGCARACTAGGATARATTATCG
CGCGCGGETGTCATCTATGTTACTAGATCTCTAGAGTCTCARGCTTGGCGCGCCCACGTGACTAGTGGCACTGGCCGT
CGTTTTACARCGTCGTGAC TGGGARAACCCTGGCGTTACCCAACTTARATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTITCGCCA
GCTGGCGTARTAGCGARAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGT TGCGCAGCCTGAATGHCGARTGCTAGAGC
AGCTTGAGCTTGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTARACTATCAGTGTTITGACAGGATATATTGGCGGGET
ARACCTARGAGRARAGAGCGTTTA

Figura 44F

Casete de expresion namero 1800 del promotor 2X35S5 al terminador NOS. La secuencia de
nucledtidos de PDISP/H3 Victoria esta subrayada. SEQ ID NO: 121

CTCRRCATEETGEACC A A RC A TG TC TAC TCC AR A A TA T A AR CATACACTC T RCARCACC AR RCGECARTTEACRCTTT
TCAACAARGEGTAATATCCGGARMCCTCCTCOGGATTCCATTGCCCAGC TATCTGTCACTTTATTGTGAAGAT AGTGGARAMAGGARG
GTGECTCCTACARATGCCATCAT TECGATARAGGARRGECCATCGTTEAAGATECCTCTEOCGACAGTGGTCCCARAGATGGACCE
CCACCCACGAGEAGCATCGTGEARAAAGARGACGTTCCARCCACGTCT TCARAGC AAGTCEATTGATCTCGATARCATEETEGRECH
CEACACACTTGTCTACTCCAARARATATCARAGATACACTCTCAGAAGACCARAAGECGCAATTEAGACT TTTCAACARRGEETARTAT
CCGEAMCCTCCTCGEATTCCAT TGCCCAGCTATC TG TCACTTTAT TETGAAGATAGTGEAAMAGERAAGGTGECTCCTACARRTGEC
CATCATTGCGATAARGEARARGGCCATCGTTEGAAGATGCCTCTEGCCGACAGTGETCCCARAGATGEACCCCCACCCACGAGGRAGCAT
CETEEARARN A AR CRCETTC AR CC ARG TC T T CAARCC ARG TEEATTCATCTEATATC TCCACTGAC CTAAGEEATCACGECACART
CCCACTATCCTTCGCAMGACCCTTCCTC TATATAAGEARGT TCATTTCAT T TEEAGAGETATTARRAATCTTAATREETTTTEATAR
AAGCGAACGTGGGGARACCCGARCCARACCTTCTTCTARAC TCTCTCTCATCTCTCTTARAGCAAACTTCTC TCTTETCTTTCTTG
CGETEAGCGATC TTCARCGTTETCAGATCGTGCTTCGGCACCAGT A AGGECCCAATACCGOGGAGAAAATGGCGARARACGTTECG
ATTTTCGGECTTATTGT T TTCTCT T T TG TGTTGGTTCCTTC TCAGATC TTCGCCCARAARCTTCCTGGARATGACAAC AGCACGEEC
ARCGCTGTECC TTGEECACCATGCAGTACCARAC GGAR GATAG TGARAACAATCACGARTGACCAAATTGAAGTTACTAATGCTA
CTGAGCTGETTCAGRATTCCTCART AGGTGAAATATGEGACAGT COTCATCAGATCCTTGATGGAGAARAC TGCACACTAATAGAT
GCTCTATTGEGAGACCCTCAGTETGATGGC TTCCARRATARGAAATGGEGACCTTT T TG T TGARCGARGE ARAGCCTACAGCARCTG
TTACCCTTATGATGTGCCGEATTATGCCTCCCTTAGG TCAC TAGTTGCCTCATCCGGCACACTGGAGTT TAACAATGAAAGCTTCA
ATTGGACTGEAGTCACTCARRRCCEAACARGTTCTGE TTCCATARGEAGATCTARTAATAGT TTCTT TAGTAGATTARATTGETTG
ACCCACTTAMACTTCARATACCCAGCAT TGAACGTGACTATGCLARAC AATGAMCAAT TTGACARAT TGTACAT TTGGEGEEGTTCA
CCACCCGEETACGERCAMGEACCARATCTTCC TG TAT GCTCARTCATCAGGARGARTCACAGTATCTACCAAAAGARMGCCARCANG
CTGTAATCCCGAATATCGGATCTAGACCCAGARTAAGGAATATC CCTAGCAGRATAAGCATC TATTGGACAATAGT ARAACCGEGH
GACATACTTTTGAT TAACAGCACAGGEAATCT AT TGLTCE TAGGGET TACT TCARAATACGARG TGGEARAAGCTCANTARTGAG
ATCAGATGECACCCATTEECAAATGCAATTCTGAATGCATCACTCCAMTGGARGCATTCCCARTGACARACCAT TCCARRATGTAN
RCAGGATCACATACGEGECCTETCCCAGATATGTTARGCARAGCACTC TGARATTGGCARCAGGAAT GEGAAAT GTACCAGAGAAR
CARRCTAGACCECATATTTGECCCAR TAGCEEETTTCATAGARAA TGET TEEEAGECAATCETCEATEET TEETACCGETTTCAGECR
TCARART TCTGAGGGAAGAGEAC AAGCAGCAGATCTCARARGCACTCARGCAGCARTCGATCARATC AR TGGGARGCTGAATCEAT
TGATCGGEAMAACCARCGAGARRTTCCATCAGAT TGARRARGARTTCT CAGARGTCGARGGEAGAAT TCAGGACCT TGAGARATAT
CTTGAGGRCACTAARATAGATCTCTGGTCATACAACCCGEAGCTTCTTGTTGCCCTGGAGAACCARCATACAAT TGATC TARCTGA
CTCAGAARATGRACARACTGTT TGAAAAAACARAGAAGCAAC TARGGGARAATGCTGAGGATATGGGCAATGGTTGTTTCAAARTAT
RCCACARRTGTGACARTGCCT GLATAGGAT CARTCAGARATGEANC TTATGACCACGATGTATACAGAGATGARGC AT TARACAAC
CGETTCCAGATCAAGGGAGTTGAGC TEGAAGTCAGGEGTACAAAGA TTGGATCCTATGGATTTCCTTTGCCATATCATCTTTTTTELT
T TG T EC T T TG T TR EEETTCATC AT G TCEECC TEC CARARCEEC AR CAT TREGETGCARCATTTECATTTGARGGCCTATTTTCT
TTAGTTTEAA T TTACTET TAT TG TG TECATTTC TA TG T T TEETEAGCGETTTTCTGTGCTCAGACTETETTTATTTTATGTAAT
TTAATTTCTTTGTGAGCTCCTETTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGC ARGEGACACAMAAGATTTTAATT TTATTARARRARARRRAAR
AARRGACCGEEARTTCEATATCAAGCTTATCGACCTGCAGATCGTTCARACAT TTGGCARTARAGTT TCTTAAGATTGAATCCTET
TECCEETCTTECGATGATTATCATATAATT TC TG TTEAA TTACGCTTARGCATGTARTAATTARCATETARTGCATCGRCGTTATTTA
TEAGATGEETTTTTATGATTAGRGTCCCGCARTTATACATTTAATACGCGATAGAAACARAMRTATAGCGCGCAARCTAGEATARR
TTATCGCGOGCGETGTCATCTATETTACTAGAT

Figura 44G

Secuencia de aminoacidos de PDISP/H3 Victoria (SEQ ID NO: 122)
MAKNVATFGLLFSLLVLVPSQTFAQKLPGNDONSTATLCLGEHAVENGT TVKTI TNDQTEVINATELVONSS TGE ICDSPHQTLDGE
NCTLIDALLGDPQC DG FONKEWDLEVERSKAY SRCY PY DV DY ASLRELVAS SCTLEFNNESFRWTGVTONGTS SACTRRENNSFF
SRLNWLTHLNFKY PALNVTMPNNEQFDKLY IWGVHHPGTDKDQI FLYAQSSGRITVSTKRSQQAVIPNIGSRPRIRNIPSRISTYH
TIVEPGDILLINSTGNLIAPRGYFKIRSGERSSIMRSDAPIGECHNSECITPNGS IPNDEPFONVHNR ITYGACPRY VEQETLELATGM
RNVPEEQTRGI FGATLAGF IENGWEGMVDGHWYGFRHONSEGRGOAADLESTOAAIDOINGKLNRLIGKTNEKFEQ IEKEFSEVEGRT
QOLERKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHT IDLT DEEMNELFEE TRRQLRENAEDMGNGCFREIYHECDNAC TGS IRNGTYDEDVYR
DEALNNRFQIKGVELKSGYRDWITMISFAT SCFLLCVALLGF IMAACQRGNTRCNICI
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Figura 44H
Representacion esquematica de la construccion namero 1800
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2X3B-2X35S/CPMV-HT*/ PDISP/H3 Victoria/ MOS (Construccién numero 1819)

Figura 45A
IF(Sacll}-Kozac_PDl.c

GTCGGGCCCAATACCGCGGAGAAAATGGCGAAAAACGTTGCGATTITC (SEQ 1D NO.:
123)

Figura 45B
IF-H3V36111.51-4r

ACTAAAGAAAATAGGCCTTCAAATGCAAATGTTGCACCTAATGTTGCCCTT (SEQ ID NO: 124)

Figura 45C
Representacidn esquematica de la construccién 2181. Los sitios de enzimas de restriccion Sacll y
Stul usados para la linealizacion del plasmido se anotan en la representacion.
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Figura 45D,

Construccion 2181 desde el limite izquierdo al derecho del ADN-t (subrayados). 2X355/CPMV-

HT*/NOS con casete de expresion de inhibidor de silenciamiento de plastocianina-P19-
plastocianina (SEQ ID NO: 125)

GTATATTTATATGTTGTCARATARCTCAARRACCATAAAAGTTTARGTTAGCARGTGTGTACATTTTTACT
TGARCARRARTATTCACCTACTACTGTTATARATCATTATTARACATTAGAGT ARAGARATATGGATGATARGAACARGAGTAGTG
ATATTTTGACAACAATTTTGTTGCA

COGRATCCCGGGE

ACATTTGAGAARAATTTTGTTGTTCTCTCTTTTCATTGGTCAARARACAAT AGAGAGRGARAA
AGGAAGAGGEAGAATARAMACATAATGTGAGTATGAGAGAGARAGT TGTACAARAGTTGTACCARAATAGTTGTACARATATCATT
GAGGAATTTEACAARAGC TACACAARTAAGETTAAT TGCTETARATARMATAAGGATGACGCATTAGAGAGATGTACCATTAGAGA
ATTTTTGGCAAGTCAT TARARAGAARGAATARATTATTTTTARART TARAAGT TGAGTCATTTGATTARACATGTGATTATTTAAT

GAATTGATGARAGAGT TGEATTARAGTTGTATTAGTAATTAGRATTTGGTETCARATTTAATTTGACATTTGATCTTTTCCTATAT
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ATTGCCCCATAGRGTCAGTTAACTCATTTTTATATTTCATAGATCARAATAAGAGAAATARCGGTATATTAATCCCTCCARAMARRAR
ARARCGETATATTTACTARAAARTC TRAGCCACGTAGGARGGAT ARCAGGATCCCCGTAGGAGGATAACATCCARTCCARCCARTCA
CARCAATCCTGATGAGATARCCCACTT TAAGCCCACGCATC TG TGECACATCTACAT TATCTARMATCACACATTCTTCCACACATC
TGAGCCACACARRAACCAATCCACATCTTTATCACCCATTCTATARRARRATCACACTTTGTGAGTCTACACTTTGATTCCCTTCAA
ACACATACAMAGAGAAGHGACTAATTAATTARTTAATCATC TTGAGAGAAARTGGAACGAGC TATACRAGGAARCGACGCTAGGGA
ACARGCTARCACTGARCCTTEEGATEEACGATCAGEGAGETACCACTTCTCCCTTCARACT TCCTEGACGARAGTCOGACTTGERCTG
AGTGGCGGCTACATAACGATGAGACGAATTOGAR TCARGAT AR TCCCCTTGGT TTCARGGAARAGC TGOEET T TCGHGARAGTTGTA
TTTARGAGATATCTCAGATACGACAGGACGEAAGCTTCACTGCACAGAGTCCTTGEGATCT TEGEGACGEEAGATTCGETTAACTATGC
AGCATCTCGATTTTTOGG T TTCGACCAGATCGGATGTACCTATAGTAT TCGGT TTOGAGGAGT TAGTATCACCGTTTCTGGAGGET
CECGAACTCTTCAGCATCTCTGTGAGATGGCAAT TCEGTCTAAGCARGAACTGCTACAGCTTGCCCCAATCGARGTGEGAAAGTART
GTATCAAGAGGATGCCCTGAAGG TACTCAAACCT TCGRARAAGAARGC GAGTAAGTTAAAATGCTTCTTOGTCTOCTATTTATAAT
ATGGTTTGTTATTGTTAATTTTGT TCT TETAGARGRACGCTTAAT TAATCGTTGT TG TTATGAARTACTATTTGTATGAGATGAACTG
GTGTAATGTAATTCATTTACATAAG TGGAGTCAGAATCAGAATGTTTCCTCCATAACTARCTAGACATGAAGACCTGCCGCGTACA
ATTGTCTTATATTTGARCARCTARAAT TGARCATCTTTTECCACARCT TTATARGTGETTAATATAGCTCARATATATGGTCARGT
TCARTAGATTARTAATGGAAATATCAGT TATCGAAATTCAT TAACARTCAACTTAACGTTATTAACTACTAATTTTATATCATCCC
CTTTGATAARTGATAGTACACCARTTAGGAAGGRGCATGCTCGCCTAGGAGATTGTCGTT TCCCGCCTTCAGTT TGCARGCTGCTC
TAGCCGTGTAGCCAATACGCARRCCECCTCTCCCCGOGCETTGEEAMRT TACTAGCGCGTGTCGACARAGCTTGCATGCCGGTCAACA
TEGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAARARTATCARAGATACAGTCTCAGARAGACCARRGGCCARTTGAGACTT TTCARCAR
AGGGTAATATCOGGARACCTCCTCGEATTCCATTGCCCAGC TATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAARGGARGETGECTC
CTACAAATGCCATCATTCCGATARAGGARGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGOCGRCAGTGETOCCAAMGATGGARCCCCCACCCA
CERGEAGCATCETGEARAMARGANGACGTTCCAACCACGTCTTCARAGCAMAGTGEATTGATGTGATAACATGETEGENGCACGACACA
CTTGTCTACTCCAAAAATATCARAGAT ACAGTCTCAGRAGACCAARGGGCART TGAGACT TTTCAACRAAGGGTAATATCCGGRAM
CCTCCTCGEATTCCATTEGCCCAGC TATCTGTCACTTTATTGTGRAGATAGTGEARARGGAAGETEGGCTCCTACAARTGCCATCATT
GCGATARARGCARAGECCATCETTGAAGATGCCTCTGOCGACAGTGETCCCARAGATGEACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTEGAA
ARAGARAGRCGTTCCARCCACGTCTTCAARGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACARTCCCACTA
TCCTTCGCARMGACCCTTOCTCTATATAAGGAAGT TCATT TCAT TTEGAGAGGTATTAAAATCTTARTAGET TTTGATARAAGCGRA
CETEEEEAAN CCGARCCARCCTTCTTCTARMC TCTCTCTCATCTCTCTTARAGCAAACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTEAGC
GATCTTCAACGT TG TCAGA TCG TG TTCGGCACCAGTACARCG T TT TCTTTCACT GARGCGARA TCARAGATCTCTTTGTGGACAC
GTAGTGCGECECCATTARATARCGTETACTTGTCCTATTCTTGTCGGTGTGETCT TEEGAAARGARAGCTTGCTGGAGGCTGCTGT
TCAGCCCCATACAT TACT TG T TACGAT TCTGC TGACT TTCGGC GGG TGCAATATC TC TACTTCTGC T TGACGAGGTAT TGTTGCCT
GTACTTCTTTICTTCTTCTTCTTGC TEAT TGGET TCTATAAGARATCTAGTATTTTCTTTGARACAGRGTTTTCCCGTGETTTTCGAA
CTTGGAGAAAGAT TGT TAAGCTTCTGTATATTCTGOCCAM T T TG TCGGECCCAR TACCGCGGAGAARATGGOGARAAACGTT GG
ATTTTCEGCTTATTGTTTTCTCT TCTTETGTTEGGTTCCTICTCAGATCTTCEGCEARCETCACTCCTCAGCCARARCCGACACCCCCAT
CTGETCTATCCACTGGCCCCTEEATCTECTECCCAARCTARC TCCATGGETEGACCCTGEGATGCCTEETCAMGGGCTATTTCCCTGAG
CCAGTGACACTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGETETGCACACCTTOCCAGCTGTCCTGCAGTC TGACCTCTACACTCT
GAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGECCCAGCGAGACCGTCACCTGCARCGT TGCCCACCCEECCAGCAGCACCANGG
TEEACARGARAATTGTGCCCAGGGATTGTGETTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCC
CCARAGCCCAAGGA TG TGC TCACCATTACTCTGAC TOCTAA GG TCACG TG TG T TG TG TAGACATCAGCARGGATGAT CCCGAGGT
CORGTTCRGCTEETTTETACATGATET CEACETECACACAECTCACAC GCARC OO CCEERGEACCACTTCAACRGCACTTTCCECT
CAGTCAGTGRACTTCCCATCATGCACCAGGACTGECTCAAT GECARGEAGCGATCGCTCACCATCACCATCACCATCACCATCACC
AT TAAAGGCCTAT T T T T T TAGT T TGAA T T TAC TG T TAT TC GG TG TG AT TTC TATG T TTGG TGAGCGETT TTC TG TGCTCAGHGT
GTGETTTATTTTATGTARTTTAAT TTCT TTGTGAGCTCCTET TTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCARGGACACARARAGATTTTARTTT
TATTAARRARARRAARRRARAAGRCCCEGARTTCGATATCARGCTTATCGACC TGCAGATCGTTCAARCATTTGGCARATARRGTTT
CTTARGAT TGAATCCTGTTGCCGGTCT TRCGATGAT TATCATATAATT TCTGT TGART TACGTTARGCATGTARTAAT TAACATGT
AATGCATGACGTTATT TATCAGATGEET TTTTATGAT TAGAGCTCCOGCAATTATACAT TTAATACGCGATAGARARCARAATATAG
CECGCAARCTAGGATARATTATCGCECGCGETGTCATCTATGT TACTAGATCTCTAGAGTCTCAAGC TTGECECGCCCACGTEACT
AGTGGCACTGECCGTCGT TTTACAACG TOGTGAC TGRGAAMACCCTGGCGT TACCCARCT TARATCGCCTTGCAGCACATCCOCCTT
TCGECCAGCTEECGETARTAGCGARGAGECCCECACCEGATCECCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTEGRATGECGARTEGCTAGAGCAGC
TTGAGCTTGEATCAGATTGTCGT T TCCCGCCT TCAGT TTARAC TATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGOGGGTARACCTARGAGA
ARAGAGCGTTTA

Figura 45E
Casete de expresion nimero 1819 del promotor 2X355 al terminador MOS. La secuencia de
nucledtidos de PDISP/H3 Victoria esta subrayada. (SEQ ID NO: 126)

GTCARCATGETGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCARAA TATCARRGATACAG TCTCAGAAGACCAAAGG GCAATTGAGARCTTT
TCARCARRGGETAATATCCGGARACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGC TATCTETCACTT TATTGTGAAGATAGTGGARAAGEANG
GTEGCTCCTACARATGCCATCAT TGOGATARRGGARAGECCATCGTTGAAGATECCTCTGCCGRACAGTEETCOCARAGATGEROCC
CCACCCACGAGEAGCATCGTEEARAARGARAGARCGTTCCARCCACGTCTTCARAGCARGTGGATTGATGTGATARCATGGTGGRAGCA
CGACACACTTGTCTACTCCARARAATATCAAAGAT ACAGTCTCAGAAGACCAMAGGGCAATTGRGACT TTTCARCAAAGGGTAATAT
COGGAMAACCTCCTCGEATTCCAT TGCCCAGCTATCTEGTCACTT TATTGTGARGATACTGGAARACCANGETEECTCCTACARATGC
CATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGE TCCCARAGATGGARCCCOCACCCACGAGGAGCAT
CETGEAAMAMNGARGACGTTCCARCCACGTCTTCARRGCANGTGGATTGATGTGATATC TCCACTGRCGTAAGEGATGACGCACANT
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CCCACTATCCTTCECARGACCCTTCCTCTATATAAGGARGT TCATTTCAT TTGGAGAGGETATTARARTCTTAATAGGT TTTGATAA
ARGCGARCG TGEGGARRC COGARCCARACCTTCT TCTAARAC TC T TCTCATCTCTC T TARAGCARACTTCTCTCTTGTCTTTCTTG
CETEAGCGATCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCEECACCAGTACAACGTTTTCTTTCACTGARGCGARATCARRGATCTCTTTG
TGEEACACGTAGTGCGECGECCATTAARTAACGTGTACTTGTCCTATTCTIGTCGGTGTGGETCT TEEGARARGAARGCTTGCTGGAGG
TGO TG T TCAGCCCCATACA T TACT TG TTACGAT TCTGC TGAC T TTOGGL GGG TECAATATC TCTACT TCTGUT TGACGAGGTATT
GTTECCTETACTTCTTTCTTC T TC T TC T T GC TEAT TGGTTC TATARGARATCTAGTATTTTCTT TEGARACAGAGTTTTCCCGTGET
T T GAAC T TGGAGAARGAT TG T TAAGC TTC TG TATA TTC TGO CCAAA T T TETCGGGCCCAA TACCGUGGAGARARTGGCGARARA
CGTTECEATTTTCGECTTATTGTTTTCTCTTCT TG TG TTGETTCCTTCTCAGATC TTCGCCCARRARCT TCCTGGARATGACRACA
GCACGECAACGCTGTGCCTTGEGCACCATGCAGTACCARACGGANM GATAGTGARARCARTCACGARTGACCARAT TGAAGTTACT
AATGCTACTGAGC TEETTCAGARTTOCTCAATAGEGTGAMTATGCGACAGCTCCTCATCAGATCCTTEGAT GEGAGAARACTGCACACT
ARTAGATCCTCTATTGEGACACCCTCAGTETEATCECTTCCARAARTARGAMMTEEEACCTTTTTETTGARCGARGCAAAGCCTACR
GCAACT T TACCCTTATGA TG TGO GGATTATGCC TCCCTTAGG TCACTAGTTGCCTCATCCGECACAC TEGGAGTTTARCAATGAR
AGCTTCAATTGGACTGGAGTCACTCARRACGGAACARGTTCTGCTTGCATARGGAGATCTAATAATAGT TTC TT TAGTAGA TTARA
TTGGTTGACCCACT TARACT TCARATACCCAGCAT TGAACGTGACTATGCCAAACAATGARCARTTTGACAAATTGTACATTTGGE
CEETTCACCACCCEEETACGEGACAAGGACCARATC TTOCTCTATCCTCARATCATCACCARGAATCACACTATCTACCARRAGRAGT
CAACAAGCTETAATCCCGAATATCEEGATCTAGACCCAGRATAAGEAATATCCCTAGCAGARTARGCATCTATTGGACAATAGTARA
ACCGEGAGACATACTTTTGAT TAACAGCACAGEEARTCTARTTGCTCCTAGGG T TACTTCAAAATACGAAG TEGEAAARGCTCAA
TAATGAGATCAGATGCACCCATTGECAAATGCAAT TCTGAATGCATCACT CCARA TGGARGCATTCCCAATGACARACCATTCCAA
AR TCTAARCAGGATCACATACGEECCCTETCCCAGATATGTTAAGCAARAGCACTCTECARATTGECARCAGGAATGCGARRTGTACC
AGAGRARCAAACTAGAGGCATATTTGECGCAATAGCGGETT TCATAGARARATGET TEGEAGEEAATCET GEATGET TGGTACGETT
TCAGECATCARATTCTGACGGAACAGEACARCCACGCACGATCTCARARCGCACTCARCCACGCAATCGATCAAATCARTEGCARECTG
ARTCGATTGATCEECAARACCARCEAGAARTTCCATCAGAT TGARAAGARTTCTCAGARGT CGAAGCERGAATTCAGEACCTTGA
GAARTATGT TGAGGACAC TARARTAGATCTCTGGT CATACARCGOGGAGC TTCTTGTTGCCCTEGGAGAACCAACATACAATTGATC
TARACTGACTCAGARATGARCAARCTGTTTGARAARRACARAGAAGCAACTARGGGAARAATCGCTGAGGATATGGECARTEGTTGTTTC
ALAMRTATACCACAARTGTEACARTGCCTGCATAGGATCAATCAGARATGHANC TTATGACCACGATGTATACAGAGAT GAAGCATT
ARACAACCGETTCCACATCARGEEACTTECAGC TEARAGTCACGEETACAAACATTCEATCCTATGEATTTCCTTTECCATATCATETT
TTTTEC T TG TG T TG TT TR T TEEEET TCATCATG TEGECC TECCAAARGGGCARCATTAGE TGCARCATTTGCATTTGAAGGCCTT
AT T T T T T TAGT T TGAAT TTAC TG T TAT TG TG TGCAT TTCTATG TT TG TGAGCGGT T TTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTTT
ATGTAATTTARTTTCT TTGTEAGCTCCTET TTAGCAGETCETCCCTTCAGC AAGGACACARAARGATTTTARTTTTAT TAARRARR
ARARAAAAMAMGACCGGGAATTCGATATCARAGC T TATCGACCTGCAGATCGTTCAAACAT TTGGCAATARAGTTTCTTAAGAT TGA
AT CCTGT TECCGETCT TGCGATGAT TATCA TATAR T TTC TG TTEGRATTACGTTARGCATGTAATAATTARCATGTARTGCATGACG
TTATITATGAGATGGGTTTTTATGAT TAGRGTCCCGCARTTATACATTTARTACGCGATAGAARAACARARTATAGCGCGCAARCTA
GGATARATTATCGOGCGCGETGTCATCTATGT TACTAGAT
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Figura 45F
‘Representacion esquematica de la consiruccion numero 1819

- LEAa

-,'5.!‘41 ]
Q

150



ES 2803 508 T3

Actividad de hemaglutinacion en
extractos de plantas
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Figura 47TA
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2X35S/CPMV HT+/PDISP/H2 Singapore/NOS (Construccién nimero 2220)

Figura 48A, SEQ ID NO: 127
IF**-H25157 51-6r

ACTARARAGARARATAGEGCCTTCATATECACGATCCTECACTECAGAGACCCOSET
Figura 48B, SEQ 1D NO: 128

Secuencia de nucledtidos de PDISP/H2 Singapore.

AT GO GARAARCGTTGCGATTT TG CTTAT TG T T T TC T T T T TG TG T T GG T TCCTTCTCAGATCTTCGOGEAC CARA
TATGCATTGGATACCATGCCAATAAT TCCACAGAGAAGG T CGACACRATT CTRAGAGCGGAACGTCACTGTGACTCATGE
CARGGRCATTCTTGRGAAGACCCATARCGGAARG TTATGCARACT ARACGEGARTCCCTOCACT TGARCTRAGEGEGACTGT
AGCATTGCOGGATGEC TCCTTGEGARAT CCAGART GTCATAGGCTT CTARGTGTGCCAGAATGEGTCCTATATARTGGAGA
ARGRARRCCCGAGRGACGETTTGTGTTATCCAGGCAGCTTCAATGATTATGARGAATTGAARCATCTCCTCAGCAGOGET
GAARCATTTCGAGARAGTARAGATTCTGCCCARAGAT AGATGGAC ACAGCATACAACAACT GGAGG TTCACGGGCCTGE
GGG TGTCTGETAATCCAT CAT TCTTCAGGAACA TGETCTGGCTGACARAGARAGAAT CARAT TATCOGG TTGOCARMG
GATCGTACAACAATACARGCGGAGAACAARTGCTAATART TTGEGGEETECACCATCCCARTGATGAGACAGRACARAG
ARCATTGTACCAGARTGTGGEGAACCTATGTTTCOGTAGGCACATCARCAT TGAACARRAGSTCARCCCCAGACATRGCA
ACARGGCCTARAGTGARTGGAC TAGGAAGTAGRATGEAGT TCTCTTGEGACCCTATTGGATATGTGEGEOACACCATARATT
TTGAGARGTACTGETAATCTAAT TGCACCAGAGTATGGATTCAARATATCGAARAGAGGTAGTT CAGGGAT CATGARARNC
AGARGGAACACTTGAGAACTGTGAGACCARATGCCAARCTCCTTTGGGAGCARTARATACARCATTGCCTTTTCACART
GTCCACCCAC T GACAR TAGETGAGTGCCCCARAT ATGTARRA TCGGAGRAGT TEETCT TAGCARCAGGACTARGGARTG
TTCCCCAGAT TGAATCARGAGGRT TGT TTGEGECAATAGC TGGTTT TATAGARGEAGEGATGEGCARGGARTGETTGATGE
TTEGTATGEATACCAT CACAGCARTGRACCAGGEATCAGGE TATGCAGCAGACRAAGARTCCACTCARAAGECATTTGAT
GEARTCACCARCAAGGTARAT TCTGTGAT TGARARGATGRACACCCAATT TGRAAGC TG TTGEGARAGAGTTCAGTAACT
TAGAGARGARGACTGGAGAACT TGARACARMMACGAT GEARGACGEET TTCTAGATGTETGEGACATACARTGCTGAGCTTCT
AGTTCTGATGEARARTGAGARCGGRACACTTGACTTTCATGAT TCTAATGTCAAGAATCTGTATGATAARGT CAGRATGCAG
CTGAGAGACARCGT CARAGAAC TAGGAARTGEATGTTTTGARTTT TATCACARATETGATGATGAATGCATGAATAGTG
TGRAARACGEEACGTATGATTATCCC ARG TATGARGAAGAGT CTARACTAAATAGARATGARATCARRGGEETRAAARTT
GAGCAGCATGEEEETTTAT CARATCC T TGCCATT TATGCTACAGTAGCAGGTTCTC TG TCACT GGCAAT CATGATGGCT
GEEATCTCTTICTGGATGTGCTCCARCGEETCTCTGCAGTGCAGGATCTGCATATGA

Figura 48C, SEQ ID NO: 129

Casete de expresion numero 2220 desde el promotor 2X355 al terminador NOS. La secuencia de
nucledtidos de PDISP/H2 Singapore esta subrayada.

GTCAACATGGTGEAGCACGACACACTTGTCTACT CCARARATATCARAGATACAGT CTCAGAAGRCCARAGGGCARATTG
AGACTTT TCARCAARGGGTARTAT CCGEARACCTCCTCGGAT TCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTAT TGTGARGAT
AGTGGAARAGGAAGG TG TCC TACARA TGO CAT CAT TGOGATAARAGGAAAGGCCATCGT TGAAGATGCCTC TGO OGAC
AGTGGTCCCARAGATGEACCCCCACCCRACGAGEGAGCAT CGTGGAARRAGAAGARCETTCCARACCACGTCTTCARAGCARG
TEEATTGATGTGATAACAT GG TEEAGCACGACACACTTGTCTACT CCARRAATATCARRGATACAGTCTCAGRAGRCCA
ARGGGCAATTGAGACT TTTCARCAARGEETAATATCCGGRAARCCTCCTCGEAT TCCATTECCCAGCTATCTGTCACTTT
ATTGTGARGATAGT GGAARAGGARGG TGGCTCCTACARMRTGCCAT CAT TGCGATARRAGGAARGGCCATCGTTGAAGATG
T TG CGACAG TG TOC CARRGAT GGACC COCACCCACGRGGAG CATCG TGEARRARGARGACGTTCCAACCACGTC
TT ARG ARG TGGAT TGATGTGATAT CTCCACTGACGTARGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCARGRACCCT
e CTATATARGGARGTTCAT TTCAT TTGGAGAGETAT TARAAT CTTAATAGGTTTTGAT AAARGOGARCGTGGGEAR
ACCCGRACCRAACCT T T T CTARRCTC T T TCATC T TC T TARAGCARACTTCTCTCTTGTCTTTCT TGOS TGAGCGA
TCTTCARCGT TG TCAGATCGTGCTTCGECACCAGTACARCGTTTTCTTTCACTGAAGCGAARAT CAARGATCTCTTTGTG
GACACGTAGTGCGG G CCATTARAT ARG TG TACTTGTCC TATTC TTG TCGGTGTGG T CT TGGGAARAGARAGCTTGCT
GEAGGCT U TG T TCAG OO ATACATTACTTGTTACGATTCTGCTGACTT TOGGLGGHG TGCAATATCTCTACTTCTGCT
TEACGARGETATTGT T GCCTGTACT T C T TTCT TCT TC TTCT TGCTGAT TGGTTC TATARGARAT CTAGTATTTTCTTTGA
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AACARGRETTTTCCCGTGET TT TOGAAC T TEEAGARAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTEGCCCARATTTGTCGEECCT
RATRCCGOGGAGARRATGGOGARARRCGTTGCGATTTTCGGCTTAT IGTT ITCTCTTCTIGTGTTGGTTCCT TCTCAGA
TCTTCGCECACCARATATCCAT TECATACCATCCCAATAAT TCCACACAGARG ST COACACRAT T CTAGAGCGGAACST
CACTGTGACTCATGCCAAGGACAT TCT TGAGAAGACCCAT AACGGARAGT TATGCAAACTARRCGGARTCCCTCCACTT
GAACTAGGEGACTETAGCATT OO EGATGEC T OO T T GEARA TCCAGAR TG TEATAGGCTTCTARG TETECCAGARTGET
CCTATATAATGEAGARAGARARACCCGAGAGRCGETTTETGT TATCCAGGCAGCTTCAATGATTATGARGAAT TGARRCA
TCTCCTCAGCAGCETGARRCAT TTCGAGARAGTARAGATT CTGCCCARMGATAGATGEACACAGCATACARC RACTGEA
GETTCACGGECCTEGCGCGE TG TCTGETRAARTCCATCATTCT TCAGRAACAT GETCTGECTRACARRAGARRGAATCARAATT
ATCCEET TECCARRGEATCGTACARCARTAC RACCCERGARCARATGCTARTART TTEEGECETECACCATCCCARTGA
T ACACRCAACA AR CA TT e TACCACAA T TCCCARCCTATET T TCCE TASSCACATCARCAT TCARACARAACOTCA
ACCCCAGACATAGCARCAAGGCCTARAG TGAATGGACTAGGARGTAGARTGGAGT TCTCTTGGACCCTAT TGGATATST
GeEACACCATARATTT TeAGAGTACTGETAA T CTAAT TECACCAGASTAT GEATT CARRATAT CCGARRRGACGGTAGTTC
AGCCATCATCARAACAGARGERACARC T TEACAACTETEACACCAAA TOCCARRCT COTTTECEACCARTARATACARCE
TTGECCTTTTCACARATGTCCACCCACTGRACAA TACCTCACTCCCCCARATATCTARRAT CCCRCARGTTCETCTTAGC AR
CAGGACT AR GGAATGT T CCAGA T T GRAR T CAAGAGGATTGT T TG GGCARTAGC TEETTTTATAGARGGAGGATGGCA
AGGRATCOTTEATCET TEE TATGGATACCAT CACAGCARATGACCAGGEAT CAGEE TATGCACGCAGACRRAGRATCCACT
CAARACCCATTTOATCCARTCACCAACAACC TARAT TCTCTGATTCAAMACATSAACACCCAATT TCAACCTATTOCA
AAGRGTTCAGTAACTTAGAGAGAAGACTGGAGARCT TGARACARAAAGATGGARAGACGGGTTTCTAGATGTGTGGACATA
CRATGCTGAGCTTCTAGTTCTGAT GGARRAT GAGAGGACAC TTGACTTTCATGAT TCTAATGTCAAGAATCTGTATGAT
ARAGTCAGAATGCAGC TCAGAGACARC G TCARACAR T TAGGARATGGATETTTTEAATTTTATCACARATGTGATGATS
AATCCAT GARTACTOTCARAARCCOCACCTATCATTATCCCARSTATCARCARCACTCTARARCTAARTACARATCARAT
CARRGEECTARAA T TGACCAGCAT GGG TTTAT CARATCC T TGO CATTTATGCTACAGTAGCAGGTTCTCTGTCACTG
GCARTCATGATGGCTGGGATCTCT TTCTGGATGTGCTCCRACGEET CTCTGCAGTGCAGGATCTGCATATGARGGOCTA
TTTTCTTTAGTT TCAATTTACTCTTATTCEETCTECATTTC TATET TTEE TCAGCECTTTTCTETGCTCAGRETETETT
TATTTTATGTAATTTAATT TCT TT G TGAGCTCOTGT TTAGCAGSTCGTCCCTTCAGCARGGACACAMARAGATTTTALT
TTTATTAARRARAAARARRNA LR RO COCECAATTCEATAT CARGCTTATCCRCCTECAGATCET TCARACATTTGECA
ATARAGTTTCTTARGATTGAATCC TG TTGCCGETCT TECGATGATTATCATATAATTTCTGTTGRATTACGT TARGCAT
GTAATAATTRACATGTAATGCATGACGTTAT TTATGACGATGGETTTTTATGAT TAGRAGTCCCECAATTATACATTTART
ACGCGATAGAAANCARARTATAGCGCGCARAC TAGGATARATTATCGCGCGOEETGTCATCTATGTTACTAGAT

Figura 48D, SEQ ID NO: 130
Secuencia de aminoacidos de PDISP/H2 Singapore

MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSQIFADQI CIGYHANNS TEKVDTILERNVTVTHAKD ILEKTHNGFELCFLNGIFPPLELGDC
SIAGWLLGNPECDRLLSVPEWSYIMEKENPRDGLCY PGSFNDYEELFHLLS SVEHFEEVEILPEDRWTQHTTTGGSRAC
AVSCGHNPESFFRNMVWLTEEESNY FVAKCESYNNTSGEQMLI IWGVHHPNDET EQR TLYONVE TYVEVETETLNERSETEFDIA
TRPEVHNGLGERMEFSHTLLIMWD T INFESTGHLI APEYGFEI SFRGESGIMETEGTLENCETECO TPLEGAINTTLEFHI
VHPLTIGECPEYVESEELVLATGLRNVPQIESRGLFGAIAGF IEGGHOGMVDGWY GYHHSNDDGS GYAADKESTQFAFD
GITHNEVNEVIEKMNTOFEAVGKEFSNLERRLENLNEKMEDGFLIVHTYNAELLVLMENER TLDFHDENV ENL YDEVEMQ
LRDNVEELGNGCFEFYHECDDECMN S VENGT Y DY PEYEEESKINENEIKGVELSSMGVYOILAT YATVAGSLSLATMMA
GISFWMCSNGSLQCRICI®
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Figura 48E

Representacion esquematica de la construccién numero 2220
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Figura 49A, SEQ ID NO: 131
H25157(Prl-).r
TGCCATCCTCOGCCEEGRAACATTCCT TAGTCCTET TECTARAGRCOCARD

Figura 498, SEQ ID NO: 132

H2$157{Pr-).c

AGGRATGTTCCOGGCGEAGGATGECAAGEGAATGETTGATGETTGETATES
Figura 43%C, SEQ 1D NO: 133

Casete de expresion nimero 2221 del promotor 2X355 al terminador MOS. La secuencia de nucledtidos de
PDISP/H2 Singapore con bucle protedlitico eliminado esta subrayada.

GTCAACATGETGGRAGCACGACACACT TETCTACTCCARRAATATCARRGATACACT CTCAGARGACCARAGGECAAT TG
AGARCTTTTCARACAARGGETARTAT COGEAARCCTCCTCGEATTCCATTGCCCAGCTATCTEGTCACTTTATTG TGARGAT
AGTGGAARAGGANGGTEECTCCTACAARTGCCATCATTGCGATARAAGEAARGECCATCGTTGARGATGCCTCTEGCCGAT
AGTGGTCCCARRGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCG TEGAAAARGARGRCGTTCCAACCACGTCTTCARAGCARG
TGGATTGATGTGAT AACAT GG TGEAGCACGACACACT TGTCTACT CCARARATAT CARRGATACAGTCTCAGRAGRCCA
ARGEGCARTTEAGACT TTTCAACARARGEETRATATCCGEAARCCTCCTCGGATTCCATTECCCAGCTATCTGTCACTTT
ATTGTGARGATAGTGEGAARAGGARGGTGACTCCTACARATGCCATCATTGCGATARAGGAARGGCCATCGTTGAAGATG
T TG OGACAGT GG T OO CARRGA T GGA OO ACCCACGAGGAGCATCG TECGARARAGARGRCGTTCCARCCACGTC
TTCRARGCARGTGGAT TGATGTGATAT CTCCACT GACGTRAGGGATGACGCACART CCCACTATCCTTCGCARGACCCT
TCCTCTATATRARGGAAGTTCAT TTCAT TTGGAGAGGTATTARART CTTAATAGGT TTTGATARRAGCGAACGTGEEGAR
ACCCGRACCARACCTTCTTCTAAACTCTCTCTCATCTCTC TTARAGCARACTTCTCTCTTETCTT TCTTGCG TGAGCGA
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T T CAACGTTG TCAGATCG TG LT TCGGCACCAG TACARCGTTTTCTTTCACT GAAGCGARAT CARRGATCTCTTTGTG
GACACGTAGTGCGE G CATT AAA TAA G TG T ACTT G TCC TAT T TT G TCGGTOTUGT CTTOGLGAANNGAAAGC TTGCT
GEAGECTGCTGT TCAGCCCCAT ACAT TACT TG TTACGAT T CTGCTGACT T TOGGLGEETGCAATATCTCTACTTCTGCT
oA GAGGTAT TG T TGO TG TACT T T T T T T T T T T T TGO T GAT TGS TTC TATAAGRRAT CTAGTATTTTCTTTGA
ARCAGAGTTTTCCCOGTGGT TTTCGARC TTGOAGARAGATTGT TAAGCTTCTGTATATTCTGCCCARATTTGTCGGGCOC
AATACCECGEAGAARATGECGAARARCETTGCGATT TTCEGCTTATTGTT TTCTCTTCTTGTGTTEGTTCCTTCTCAGA
TCTTCGCGGACCAARTATGCAT TGGATACCATGCCAATAATTCCACAGAGAAGGTCGACACAATTCTAGAGCGGAACGT
CACTGTGACTCATGCCAAGGACATTC T TGAGARGACCCATAACGGAAAGT TATGCAARCTARACGGAATCCCTCCACTT
GAACTAGGGEACTEGTAGCATTGCCGEATGEC TCCTTGGRAAAT CCAGAATGTGATAGGC TTCTARGTGTECCAGAATEET
CCTATATAATGGAGARARGAAAACCCGAGAGACGETT TGTGTTATCCAGGCAGCTTCARATGATTATGAAGAAT TGAARCA
TCTCCTCAGCAGCGTGAARCAT TTCGAGARARG TARAGATT CTGCCCARAGATAGATGGACACAGCATACAACARCTGGA
GETTCACGEECCTECGCEETETCTGETAATCCATCATTCT TCAGGARCATGGTCTCGC TGACARAGARAGAATCARATT
ATCCGETTGCCARAAGGATCGTACAACAATACARGCGEAGRACARATGCTAATAATTTGEEGEETGCACCATCCCAATGA
TGAGACAGAACAARGARCATTGTACCAGARTG TEGEGARCCTATGT TTCCGTAGGCACATCARCATTGAACARARGGTCA
ACCCCAGACATRGCRACARGGCCTARAGT GAATGEGACTAGGAAGTAGARTGGAGTTCTCTTEGEGACCCTATTGGATATGT
GEGACACCATARATTT TGAGAGTACTGGTAAT CTAR T TGCACCAGAGTATGGATTCARAATAT CGARAAGRGGTAGTTC
AGGEATCATGAAAACAGARGGAACACT TGRAGARCTGTGAGACCAAATGCCAACTCCTTTGEGAGCAATARATACARACA
TTGCCTTTTCACAR TG T CCACCCACTGACAATAGGTGAGTGCCCCARATATGTARAAT CGEAGARGTTGGTCTTAGCAR
CAGGACTARGGRATGTTCOOGGOEGAGGATGECARGGART GETTGATGGT TGGTATGGATACCATCACAGCRATGACCA
GEGATCAGGETATGCAGCAGACAAAGAAT CCACTCARMGGCAT T TGATGGARTCACCARCARGGTAAATTCTGTGATT
GARAARGATGAACACCCAAT TTGAAGC TGT TGECARRGAGT TCAGTAACTTAGAGAGARGRCTGGAGAACTTGARCARAA
AGATGGAAGACGGETTTCTAGATGTGTGEACATACAATGC TGAGC T TCTAGTTCTGATGGARRRTGAGAGGACACTTGA
CTTTCATGATTCTARTGTCAAGARTCTGTATGATAAAGTCAGAATGCAGC TGAGAGACARCGT CAAMNGAACTAGGALAT
GEATGTTTTGARTTT TATCACARATGTGATGATGARTGCATGARTAGTGTGARAARCGGGAOG TATGAT TATCCCARAGT
ATGAAGAAGAGT CTAAACT AAATAGAAAT GARARTCAANGGGETAAARTTGAGCAGCATGEGGGTT TATCARATCCTTGT
CATTTATGCTACAGTAGCAGGT TCTCTGTCACTGECARTCATGATGGCTGEGATCTCTTTCTGGATGTGCTCCAACGES
TCTCTECAGTECAGGAT CTGCATATGAAGGCCTATT TTCTTTAGT TTGAATTTACTGTTATTCGETGTECATTTCTATG
TG TGAGCGETTTTC TG TG T CAGA G TG TG TTTATTITATGTAATTTARTT TCTTTGTGRAGCTCCTGTTTAGCAGET
CETCCCTTCAGCARGGACACARARAGATT TTARTTT TATTARARAARAAARARAARARGACOGGEARTTCGATATCARG
CTTATOGACCTGCAGATCGTTCARACATT TGGCART ARRGTTTCTTARGATTGARTCCTGTTGCCEGTCTTGCGATGAT
TATCATATARTTTCTGT TGAAT TACGT TARGCATGTAATAAT TAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGETT
TTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACAT TTARTACGOGATAGAAARACARRATATAGCGCGCARACTAGGATARATTAT
CGOGCECGETETCATCTATGTTACTAGAT

Figura 49D, SEQ ID NO: 134
Secuencia de aminoacidos de PDISP/H2 Singapore con bucle proteolitico eliminado

MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSQIFADQICIGYHANNSTEKVDTILERNVTVTHAKDILEKTHNGKLCKLNGIPPLELGDCSIAGWLLGNPECD
RLLEVPEWSYIMEKENPRDGLCYPGSFNDYEELKHLLSSVEHFEKVEILPKDRWTOHTTTGGSRACAVEGNPSFFRNMVWLTEEESNYP
VAKGSYNNTSGEQMLIWGYHHPNDETEQRTLYOMNVGTYVSVGTSTLNERSTPDIATRPKVNGLGSRMEFSWTLLDMWODTINFESTG
NUAPEYGFKISKRGSSGIMKTEGTLENCETKCOTPLGAINTTLPFHNVHPLTIGECPKYVESEKLVLATGLRNVPGGGWOQGMYDGWYG
YHHSNDOGSGY AADKESTOKAFDGITNEVNSVIEKMNTOFEAVGKEFSNLERRLENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDF
HDSNVENLY DKVRMOLRDNVEKELGNGCFEFYHKCDDECMNSVENGTY DYPKYEEESKLNRNEIKGVELSSMGUYQILAIYATVAGSLSL
AIMMAGISFWMCSNGSLOCRICI*
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Figura 49E
Representacion esquematica de la construccion nimero 2221

ALHT ey

(Construccion numero 2223) en el sistema de expresion ZX35S/CPMY 160 +/NOS

Figura 504, SEQ 1D NO: 135

Casete de expresion nimenn 2222 del promator 2X355 al terminador MOS. La secuencia de nucledtidos de PDISPIHZ
Singapore esta subrayada.

GTCRACATGETGEAGCACGACACACTTGTCTACTCCARAAATATCAARGATACAGT CTCAGAAGACCARRREECARTTG
AGACTTTTCARCAARGECTAATATCCGERAANCCTCCTCEEGATTCCATTGCCCAGCTATCTEGTCACT TTATTGTGARGAT
AETGGAAARGEARGET GECTCCTACARAT GCCATCATTGCGATARARGGARAGECCATCOTTGAAGATGCCTCTGCOGAT
AGTGETCCCARAGATGEACCCCCACCCACGAGGRAGCATCGTGEAARARGARGACET TCCAACCACGTCT TCARAGCARG
TGEATTCATGTEATAACATCETCCACCACCGACACACTTEGTCTACT CCARAAATATCAARCGATACAGT CTCAGARAGARCCH
ARGGGCRATTGAGACT TTTCAACAARGGG TARTATCOGGARRCCTCCT CGGAT TCCAT TGCOCAGCTATCTG TCACTTT
ATTGTGAARGATAGTGGARARGGARGETGECTCCTACARATGCCAT CAT TGCGATARRGGAARMGGCCATCGTTGARGATG
CCTCTGCCGACAG TG TCCCARMGAT GERCCCOCACCCACGRGGAGCA T COTGRARAMAGAMGACGT TCCARCCACGTC
TTCAARGCARGTGGAT TGA TG TGATAT CT CCACTGACGTAAGGGATGACGCACRATOCCACTATCCTTCGCARGACTCT
TCCTCTATATARGGRRGTTCATTTCATTTGGAGAGGE TATTARRAT CTTARTAGGT TTTGAT ARARGCGRACG TGGGEGRAR
A G AR AAA T T C T T T ARA . T T T TCA T T T e T TAAAG AR T T CT e TCT TG TC TT TCT TG OG TGAGTGA
TCTTCAACGTTGTCAGATCGTGCTTCGGCACCAGTACAGGGCCCARTACCGOGEGAGAAMNTGECGAAAARDGTTGOGAT
TTTCEECTTATTGT T T T T T TG TG TG TTCC TTCTCAGATCTT CECEEACCARTATGCATTEGEATACCATGCC
AARTAATTCCACAGAGAMNGGTCGACACAAT TCTAGAGUGEGAACGTCACTGTGACTCATGCCAAGGACATT CTTGAGARAGA
CCCATAACGGRARGTTATGCAARC TARACGGRAATCCCTCCACTTGAAC TAGEGEGACTETAGCATTGCOGGATGECTCCT
TEEARATCCAGART T AT AGCCTTC TARGT GTECCAGAATCSTCCTATATARATOGAGARACGAARRCCCEAGAGACGET
TTGTGTTATCCAGGCAGCTTCARTGATTATGARGARTTGAARCAT CTCCTCAGCAGOGTGAARACATTTCGAGAARGT AR
AGATTCTGCCCARRGATAGATGGACACAGCATACARCARC TGGAGGTT CROGGECCTGCGCGETETCTGETARTCCATC
ATTCTTCAGGRACATGETCTAGCTEGACARAGAARGAATCARATTAT COCETTEOCARAGGATCGTRACARCAATACRAGT
GGAGARCARATGCTAATAATT TGEEEGETGCACCATCCCAATGATCAGACAGAACARAGAACATTGTACCAGRATGTEE
GAACCTATGTTTCOGT AGGTACAT CAACAT TGAACAARAAGGTCAAC CCCAGACATAGCARCAAGGCCTARRG TGART GG
ACTAGGRAGTAGARTGGAGTTCTCT TGGACCCTATTGGATATGTGGGACACCATARATTT TGAGAGTACTGGTAATCTA
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ATTGCACCAGAGTATGGAT TCAAMATATCGARAAGAGGTAGT TCAGGEAT CATGAAMACAGARGGARCAC TTGAGAACT
GTGAGRCCARATGCCARRCTCCTT TGEGAGCARTARATACARCATTGCCTTTTCRACARTGTCCACCCACTGACRATRAGE
TGAGTGCCCCAARTAT G TARARATCGEAGAAG T TEET CT TAGCARCAGGACTARGGARTGT TOCCCAGAT TGAAT CARGA
COATTETTT GGG OO AATAGCTEET TT TAT AGAAGGAGOAT CECARGEAATCETTEATEGT TEETATCEATACCATCACRE
GCARTGACCASGEATCAGGCTATGCAGCAGACARAGAATCCACTCAARAGECAT TTOATGGARTCACTAACARGETARR
TTCTGTCAT TGARARGATGARCACCCAATTTGARGC TOTTGEEARAGRGTTCAGTARCTTAGAGREARGACTGOAGARC
TTEARCRRARRGATGERRAGRCGEETTTCTRGA TG TG TEEACATRCAATGCTEAGCTTCTAGTTCTEATGEARARTERAGR
GGACACTTGACT TTCATGATT CTAATGTCARGAATCTGTATGATARAGTCAGARATGCAGE TGAGAGACAACGTCARAGR
AT AR T AT T TTTEAATT TTATCAC AR T TOATEATEAA T ATEAATAGTCTCARRARCECEACETATCAT
TATCCCAAGTATGARGAAGRAST CTARACT ARATAGAAA TGAAATCAAMGEEETARAAT TEAGCAGCATGEGEETTTATC
AR T CCTTECCATT TAT G TACAGTAGCAGE TTCTC TG TCACTGECARTCATGATGECTGEGATCTCTTTCTGGATGTE
CTCCARCGEETC T TG CAG T CAGGA T CTGCATATGAR GG CCTRTTTTC T TTAGT TTGARATTTACTGTTATTCGETGTE
CATTTCTATGT T TG T GAGCGETT TTC TG TGO TCAGAGTGTGTITATTTTATGTAATTTAATTTCTTIGTGAGCTCCTG
TTTAGCRGETCG T OO T T RGO AR oA C R C AR AL NG A TTTTAATTTTATTARA AR R AR AR AR AR R ARG CCCOORATT
CGATATCARGCT TATCGAC T GCAGA T O T TC AR AT TT GG CART ARRG T TTCTTARGATTGRAT COTETTGCCGEETC
TR T GAT TR T AT ATART T T C TG T TR TTACG TTAR AT TARTAATTARCATGTARTGCATERCGTTATTTAT
GRGATGEETTTT TATGATTRGAGT CCCGCRRATTATRCATT TAATRCGOGATAGRARACRRRATATREGOGCGCARACTRG
GATARATTATCGCGOSCEETETCATCTAT ST TACTAGAT

Figura 508, SEGQ 1D NO: 136

Casete de expresion nimero 2223 del promotor 2X355 al terminador NOS. La secuencia de nucledtidos de
PDISP/HZ Singapore con bucle protealifico eliminado esta subrayada.

GTCAARCATGETGGAGCACGRCACACTTGTCTACT CCAARRATATCARMGATACRGTCTCAGARGACCARAGGGCARTTG
AGACTTTTCARCARRGGETARTAT COGGARRCCTCC TCGGAT TCCATTGCCCAGCTATCTGTCACT TTAT TG TGRARAGAT
AT GGG GCT EECTC O TACARA T CCCAT CAT TECGA TARRGEARAGECCATCST TEARGATECOTCTEOOGERC
AGTGETCCORRRGATEERCCCCCACCCACGRGORGCATOETCEARAARGRACGRCETTCCARCCRCETCTTCARRGCRRG
AT T AT ETCAT AR AT e T A ACCACACAC TTET CTACT CCA AR AATAT CARRCGATACRETCTCAGARGACCR
ARGGECAATTGRGACT TTTCRAACARARGGETAATAT CCGGRARCCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGECTATCTGTCACTTT
ATTGTGARGATRGTGGRARRGGARGGTGEC TCCTACARATGCCATCAT TGCGATAARGGAARGGC CATCGTTGRAGATG
T TG CEACAGT GG T OO CRRAGAT GEAC OO A OO A CGRGERGCATCGTEEARARAMG ARGRCGTTCCARCCACGTC
TR RO T AT T AT TEATAT CTCCAC T GRCGTARGEEATEACGCACRATCCCACTATCCTTCGCARGACCCT
TCCTCTATATARGGARGTTCAT TTCAT TTGGAGAGG TATTAAAAT CTTARTAGSTTTTGATAARAGCGAACGTGEGEGAR
A GRR R TT T T T AR T T T T CA T C T T T TARRGCA AR CTTCTCTCTTE T TT TCT TGOATGAGOER
TCTTCRACGT TG TCAGATCGTGCT TCGGCACCAGTACAGGGCOCARTACCGOGGAGAAR TGECGARARRRCGTTGOGAT
T GG TTAT T T T T T T T T T T ST TG T T e TT T CAGAT CTT G CGEACCARATATGCAT TEGATACCATEOC
AATARATTCORCRGACAREETCEACACAAT TCT ARG COCARCETCACTETEACTCATCCCARCERCATTOTTERAGARER
CCCATARCGGARAGTTATGOAAAC TARACGGARTCOCTOCACTTGAACTAGGEGACTG TAGCATTGCOGEATGGCTCOCT
TEEAAATCCAGARTGTEATAGECTTCTARGTGTEGCCAGAATGETCCTATATAATGEAGAARGARAACCCEAGAGACGET
TTGTGTTATCCAGGUAGCTTCAATGAT TATGAAGAR TTGARRCATC TCCTCAGCAGOGTGAARCAT TTCGAGARRGTAR
AGATTCTECCCARAGATAGATGEACACAGCATACARCARC TEEREETTCACEEECCTECECEETETCTGETAATCCATC
AT TCTTCRCCAR AT E T C TS CT CAC AR R ARG A TC A AR TTAT OGS TTECCARRGEATCCTRACARCARTRCARGS
GGAGARACAAATGCTAATARTT T GEGEEETGCACCAT COCAATGAT GAGAC AGAACARAGAACATTGTACCAGARTGTGE
GRACCTATETTTCCGTAGECACAT CAACAT TGARCARARSETCARCCOCACGACATAGCARCARGECCTARAGTGAATCE
ACTAGGARGTAGARTGGAGTTCTCTTGGACCCTAT TGGATATGTGEGACACCATARAT TT TGAGAGTACTGGTARTCTA
ATTGCACCAGAG TATGEAT TCARRATATCGARARGAGOTAGT TCAGEEAT CATGARAA CAGARGEARCACTTGAGAALCT
GTEREACCAMA TGO CARRCTCOTT TESCAECAR T AR A TACARCATTECCTTTTCRACARTE TCCRCCCRCTGACRATRES
TGAGTGCCCCARATATETARRATCGEAGARRGTTGETCTTAGCARCAGGAC TARGRARATGT TCCCEEOGEAGEATGGECRA
GOAATGETTGATGETTEETATGEATACCATCACAGC ARTGACCRGGEEATCAGEETATGCAGCAGRCARRGARTCCACTC
ARRRGGCAT TTGATGGRAT CACCAACARGGTARA T TCTGT GATTGAARAGATGRARCACCCART TTGARGL TG T TGEERR
ACAGTTCACTARCT TACAGACGARGACTCEACAACTTCARCARRARGATCOARGACCEETTTCTREATETETEEACATRC
AT GCTCRCCTTCT AT T T AT AR AR TCAGACCACRCTTCACT TTCAT AT TCTAAT G TCAREAATCTETATEATA
ARGTCRAGAATGCAGCTGAGAGACAACGTCARRGAN. TAGGAAATGGATGTTTTGAATT TTATCACARATGTGATGATGA
ATGCATGARTAG TG TGARARRRCGEGACGTATGAT TATCCCARGTAT GAAGARGRAGTCTARACTARATRGAARTGARATC
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ARAGGEETAARATTCAGCAGCATGGEEETTTATCAAATCCT TGCCATT TATGCTACAGTAGCAGETTCTCTGTCACTGSE
CRATCATGATGECTGEGAT CT CTT e T GGAT G TG C T CCAACGEGTCTC TG CAGTGCAGGAT CTGCATATGARGGCCTAT
T T TTRGT T TGART TTACT G TTAT TCGE TG TG CATTTCTATGT TTEETGAGCEETTTTCTGTGCTCAGAGTEGTGTTT
ARTTTTATGTARTTTARARTTTCT TTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCT TCAGCARGGACACARARAGRTTTTAATT
TTAT TAARAARRAAARARARRAARAGACCGGGARTTCGATAT CAAGC TTATCGACCTGCAGAT CGTTCARRCAT TTGGCTAR
TAARMGTT TCTTARGAT TGAAT CCT G T TGO CGGTCTTGCGATGATTATCATATAAT TTCTGT TGAATTACGTTAAGCATG
TRATART TARCATGTAATGCATGACGTTATT TATGAGATGGGTTT TTATGATTAGAGTCCCGCARTTATACATTITAATA
CGOGATAGAAAACARARTATAGOGCECARACTAGGATRAART TATCGOGCGCGETGTCATCTATGTTACTAGAT

Figura 50C

Representacion esquematica de la construccion nimero 2222
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Representacion esquematica de la construccion ndmero 2223
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2¥355/CPMV HT+ [construccion ndm. 2019) y 160+ (construccion nim. 2139) para PDISPfH3 Perth

Figura 51A, SECQL 1D NO: 137

Secuencia de nucledtidos de PDISP/H3 Perth

ATGECGRARRACGT TGCGATTTTCGECTTAT TGTTT TCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCGCARRARC
TTCCTEEAMATEACARCAGCACGECAACGCTGTECCTTEEGECACCATECAGTACCAMACGEANCGATAGTGAARACAAT
CACGAATCGACCAMTTCARGTTACTAATGCTACTGAGCTGETTCAGAGTTCCTCAACAGGTGARATATGCGACAGTCCT
CATCAGATCCTTGATGEARRAAARC TGCACACTARTAGATGCTCTATTGEGAGACCCTCAGTGTGATGEGCTTCCARRATA
AGRARATGGGACCTTTTTGT TGAACGCAGC ARAGCCTACAGCAACTGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCT
TAGGTCACTAGT TGCCTCATCCGGCACACTGGRASGTT TARCARTGAARGCT TCAAT TGGACTGGAGTCACT CRARRCGGER
ACARAGCTCTGCT TGCATAAGGAGATCTAARAACAGTTTCTTTAGTAGATTGAATTGGT TGACCCACTTARACTTCAART
ACCCAGCATTGARCGTGACTATGCCARACARTGARCAATT TGACAAAT TGTACAT TTGEEEGETTCACCACCOGGETALC
GGRCARRGACCARRTCTTCCTGTATGCTCARGCATCAGGARGART CACAGT CTCTACCAARRGARGCCARCAARCCGTA
AGCCCGRATATCEGATCTAGACCCAGAGT ARGGAATATCCCTAGCAGARTAAGCATCTAT TGGACARTAGTAARACCGE
GARGACATACTTTTGATTAACACGCACAGEGEGAATCTAATTGC TCCTAGEGEETTACTT CARAAATACGAAGTEGEEGAANAGCTC
AARTAATGAGATCAGATGCACCCAT TeECAAA TCCAAT TC TCAATGCAT CACTCCAAAT GGAAGCATTCCCARTGACARR
CORTTCCARARAT GTARACRGGATCACATACGGGGCCTGT COCAGATATGT TAAGCARRACACT CTGARAT TGGCARCAG
GGATGCGARATGTACCAGRGARACARACT AGAGGCATATTTGGOGCAATCGOGGGTTTCATAGARAATGGTTGGGAGEE
ARTGETGEGATGETTGETACGETTTCAGGCAT CARRAATTCTGRAGEEARGAGGACARGCAGCAGATCTCAARAGCACTCAR
GORAGCARTCGATCAARTCARTGGGARGCTGRATAGATTGATCGGGARARACCARCGAGRRATTCCATCAGATTGARARRG
ARTTCTCAGRAGTCGARGGGAGAATT CAGGRACCTTGAGARATATGTTGAGGACACTARAATRAGATCTCTGGTCATACAR
CGOGGAGCTTCTTGTTGCCCTGGAGAACCARCATACAATTGATCTARCTGACT CAGARATGAACARACTGTT TGAARRR
AR A A CT ARG A N TG T A CGATATCGECAATCETTETTT CARARTATACCACARATCTCACARTEOCT
GCATAGEATCARTCAGAAATGEARCT TATGACCACGATETATACAGAGATCARGCATTAARCAACCGETTTCAGATC AR
GEGAGTTGAGCTGRAAGT CAGGGTACAAAGAT TGGAT CCTATGGAT TTCCT TTGCCATATCATGTTTTTTGCTTTGTGTT
GCTTTGTTGGGETTCAT CATGTGGGCCTGCCARRARGGCARCATTAGGTGCAACATTTGCATTTGA

Figura 51B, SEQ 1D NO: 138
IF**-H3P1609.51-6r

ACTARAGARARTAGGCCTTCARATGCARATGTTGCACCTAATGTTGCCTT

Figura 51C, SEQ ID NO: 139

Secuencia de aminoacidos de PDISP/H3 Perth

MAKNVAIFPGLLFSLLVLVPESQI FAQRLPCGNDNSTATLOLGHEAVPNGTIVETITNDQIEVTHATELVQSSSTGEICDSP
HOILDGENCTLIDALLGDPOCDGFONKEWDLFVERS KAY SNCYPYDVPDY ASLRELVAS SGTLEFNNESFNWTGVTONG
TSSACIRRSENSFFSRLNWLTHLNFEY PALNVITMPNNEQFDELY IWGVHHPGTDEDQIFLYAQASGRITVSTERSQQTV
SPNIGSRPRVRENIPSRISIYWTIVEPGDILLINSTGNLIAFRGYFEKIRSGESSIMRSDAPTGEKCHSECITPNGS I FNDE
PFONVHNRITY GACPRYVEONTLELATGMRENVPEKQTRGIFGATAGFI ENGHWEGMVDGH YGFRHQNS EGRGOAADLESTQ
AAIDQINGKLNRLIGETNEKFHQI EKREFSEVEGRIQDLEKYVEDTEIDLWS YNAELLVALENQHT IDLTDSEMNELFEK
TKEQLRENAEDMGNGCFKI YHECDNACIGSIRNGTYDHDVYRDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFALSCFLLCV
ALTLGFIMWACQKGNIRCNICI*
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Figura 51D

Representacion esquematica de la construccion ndmero 2019
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Representacion esquematica de |a construccion ndmero 2139
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ZX3BSICPMV _HT+ (construccion nim. 2039) v 160+ (construccion num. 2159 PDISP/H3 Perth con_bucle

proteolitico eliminado

Figura 52A, SEQ ID NO: 140
Secuencia de nucledtidos de PDISP/H3 Perth con bucle proteclitico eliminadao

AT GG CGARRARCGT TGOGAT T TTCGECTTAT TGT T T TCTCT TCT TG TG TTGET TCCTTCT CAGAT CTTCGOGCARARRLC
TTCCTGERAATGACARCAGCACGECARCGCTETECCTTEEECACCATOCAGTACCARMCGEAACGATAGTGARRACART
CACGAATGACCARATTGARAGT TACTAATGCTACTGAGCTGETTCAGAGTTCCTCAACAGETGAARTATGCGACAGTCCT
CATCAGATCCTTGATGGARAARACTGCACACTAATAGATGC TCTAT TGEGRAGACCCTCASTGTGATGGCTTCCAAAATA
AGARATGEEACCTTTTTGT TERAACGCAGCARAGCCTACAGCARM TGTTACCCTTATGATGTECCEGEATTATGCCTOCCT
TAGGTCACTAGTTGCCTCATCCGECACACTGGAGTT TARCAATGAAAGCTTCARTTGGACTGGAGTCACT CARRACGGAR
ACARAGCTCTGCT TGCATAAGGRGAT CTAARRACACTTTCTTTAGTAGATTGAATTGET TGACCCACTTARACTTCARAT
ACCCAGCATTGARACGTGACTATGCCARACARTGAACAATTTGACARATTGTACATTTGEGEGEETTCACCACCOGGEGETAC
GGACAMGRCCARATCTTCCTGTATGC TCARGCATCAGGARGART CACAGTCTCTACCARAARGARGCCARCARRCCGTA
AGCCOGAATATCEEAT CTAGACCCAGAGT ARCGEAATATCCCTAGCAGRATAACGCATCTAT TEEACARTACTANAOCGEE
GRGACATACTTTTGAT TAACAGCACAGGGARTCTAATTGCTCCTAGGGGT TACTTCARRAT ACGAAGTGEGARRAGTTC
ARTRATGRGATCAGATGCACCCAT TGO CARATGCART TCTGARATGCATCACTCCARATGGARGCAT TOCCCARTGACARR
CCATTCCARARTGTARRCAGGRATCACATACGGEECCTETCCCAGATATGT TARGCAARRCACT CTGARAT TGGCARCRG
GEATGOGAAATGTACCAGGCGGAGGT TGEGAGGEARTGETGGATGETTGETACGGTTTCAGGCAT CARAATTCTGAGGS
ARGRGGACRAGCARGCAGAT CTCARRAG CACT CAAGCAGCART CGAT CARA T CARTGGGARGCTGAATAGATTGAT CGGG
ARARCCARCGAGARAT TCCATCAGAT TGAARARGART TCTCAGRARGTCGRAGGCAGAATT CAGGRACCTTGAGAAATATG
TTGAGGACAC TARAAT AGATC TCTGGTCATACARCGCGGAGC TTCT TG TTGOCCTGGAGRACCARCATACAATTGATCT
ARCTGACTCAGARATGRACAARCTGT T TGARARAACAARGARGCAACTGRGEGAARATGC TGAGGATATGGECARATGET
TETTTCARAATATACCACARATGTGACAATGCCTGCATAGEATCARTCAGAAATGEAACT TATGACCACGATGTATACA
GRGATGARGCATTAACARCCGETTTCAGAT CAAGEEAGTTGAGCTGARCTCAGGETACRARGATTGEATCCTATGEAT
T T TG CATAT CATGTTT T T TG T T T T G TT e T T TG T T RCEETTCAT CATG TGEECCTGCCARAAAGGCAACATT
AGGTGCARCATTTGCATTTGA

Figura 52B, SEQ ID NO: 141

H3IP1603(Prl-)#2.r

CCCTCCCARCETCOGCCTEGTACATT TCGCATCCCTETTGCCARTTTE
Figura 52C, SEQ ID NO:- 142

HIP1603(Prl-J#2.c
ARTETACCAGECEGEAGGTTGEEACGGEAATEETGEATGETTEETACGET

Figura 52D, SEQ ID NO: 143

Secuencia de aminoacidos de PDISP/H3 Perth con bucle proteolitico eliminado

MAFNVAI FGLLFSLLVLVPSQI FAQELPGNDNSTATLCLGHHAVPNGT IVETITHDQI EVTNATELVQSSSTGEICDSE
HOILDGENCTLIDALLGDPOCDGFONKEWDLFVERS KAYSNCYPYDVPDY ASLRS LVASSGTLEFNNES FNW TGV TONG
TSSACIRRS KNSFFSRLNWLTHLNFEY PALNYVTMPNNEQFDELYIWGVHHPGTDEDQIFLY AQASGRITVSTERSQQTV
EPNIGERPRVENIPSRISIYWTIVEPGDILLINSTGHNLIAPRGYFEIRSGESS IMRSDAPIGRCNSECI TPNGS IFNDE
PFONVNRITYGACPRYVEQNTLELATGMRNVPGEEWEGMVDGWYGFREQNSEGRGOAADL ESTQAATDO INGFLNRLIG
KTHNEKFHOI EKEFSEVEGRIQDLEKYVEDTEKI DLWSYNAELLVALENQHT I DLTDS EMNELFEETEEQLRENAEDMGNG
CPEIYHECDNACIGSIRNGTYDHDVYRDEALNNRFO I KGVELKSGY KDWILWISFAISCFLLOVALLGF IMWACQEGNT
RCHNICI*
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Figura 52E

Representacion esquematica de Ia construccion nimero 2039
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Figura 52F

Representacion esquematica de la construccion numero 2159
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2¥3IESICPMV HT+ (construccién nim. 2230) y 160+ (construccién nim. 2250) para PDISP/H3 Victoria con bucle
|proteclitico eliminado

Figura 53A, SEQ ID NO: 144
Secuencia de nucledtidos de PDISP/H3 Victoria con bucle proteolitico eliminado

ATGGLGAAAAACGTTGLGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGLGCAAAAACTTCCTGGAA
ATGACAACAGCACGGCAACGCTGTGLCTTGGGCACCATGCAGTACCAAACGGAACGATAGTGAAAACAATCACGAATGACCAAA
TTGAAGTTACTAATGCTACTGAGCTGGTTCAGAATTCCTCAATAGGTGAAATATGCGACAGTCCTCATCAGATCCTTGATGGAGAA
AACTGCACACTAATAGATGCTCTATTGGGAGACCCTCAGTGTGATGGCTTCCAAAATAAGAAATGGGACCTTTTTGTTGAACGAAG
CAAAGCCTACAGCAACTGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTAGGTCACTAGTTGCCTCATCCGGCACACTGGAGTT
TAACAATGAAAGCTTCAATTGGACTGGAGTCACTCAAMACGGAACAAGTTCTGCTTGCATAAGGAGATCTAATAATAGTTTCTTTA
GTAGATTAAATTGGTTGACCCACTTAAACTTCAAATACCCAGCATTGAACGTGACTATGCCAAACAATGAACAATTTGACAAATTG
TACATTTGGGGGGTTCACCACCCGGGTACGGACAAGGACCAAATCTTCCTGTATGCTCAATCATCAGGAAGAATCACAGTATCTAC
CAAAAGAAGCCAACAAGCT GTAATCCCGAATATCGGATCTAGACCCAGAATAAGGAATATCCCTAGCAGAATAAGCATCTATTGG
ACAATAGTAAAACCGOGAGACATACTTTTGATTAACAGCACAGGGAATCTAATTGCTCCTAGGGGTTACTTCAAAATACGAAGTG
GEAAAAGCTCAATAATGAGATCAGATGCACCCATTGGCAAATGCAATTCTGAATGCATCACTCCAAATGGAAGCATTCCCAATGA
CAAACCATTOCAAAATGTAAACAGGATCACATACGGGGCCTGTCCCAGATATGTTAAGCAAAGCACTCTGAAATTGGCAACAGGA
ATGLGAAATGTACCAGOLGGAGGTTGOOAGGGAATGGTGGATGGTTGGTACGGTTTCAGGCATCAAAATTCTGAGGGAAGAGG
ACAAGCAGCAGATCTCAAAAGCACTCAAGCAGCAATCGATCAAATCAATGGGAAGCTGAATCGATTGATCGGGAAAACCAACGA
GAAATTCCATCAGATTGAAAAAGAATTCTCAGAAGTCOGAAGGGAGAATTCAGGACCTT GAGAAATATGTTGAGGACACTAAAATA
GATCTCTGGTCATACAACGCGGAGCTTCTTGTTGLCCTGGAGAACCAACATACAATTGATCTAACTGACTCAGAAATGAACAAACT
GTTTGAAAAAACAAAGAAGCAACTAAGGOAAMATGCTOAGGATATGLGCAATGOTTGTTTCAAAATATACCACAAATGTGACAAT
GLCTGCATAGGATCAATCAGAAAT GGAACTTATGACCACGATGTATACAGAGATGAAGCATTAAACAACCGGTTCCAGATCAAGG
GAGTTGAGCTGAAGTCAGGGTACAAAGATTGGATCCTATGGATTTCCTTTGCCATATCATGTTTTITTGCTTTGTGTTGCTTTGTTGG
GGTTCATCATGTGGGLLTGLCAAMAGGGCAACATTAGGTGCAACATTTGCATTTGA

IFigura 538, SEQ 1D NO: 145
H3V36111(Pri-).r

COCTCCCAACCTCCGCCTGGTACATTTCGCATTCCTGTTGCCAATTTC

Figura 53C, SEQ ID NO: 146

H3V36111{Prl-).c
AATGTACCAGGCGGAGGTTGGGAGGGAATGETGGATGGTTGGTACGGT

Figura 53D, SECQ 1D NO: 147

Secuencia de aminoacidos de PDISP/H3 Victoria con bucle proteolitico eliminado

MAKNVAIFGLLFSLLVLYPSQIFAQKLPGNDNSTATLCLGHRAVPNGTIVETITNDOQIEVTNATELVONSSIGEICDSPHQILDGEMNCTLID
ALLGDPOCDGFONKEW DLFVERSKAYSNCYPYDVPDYASLRSLVASSGTLEFNNESFNWTGVTON GTSSACIRRSNMNSFFSRLNWLTH
LNFEYPALNVTMPNNECQFDELY IWGVHHPGTDKDQIFLYAQSSGRITYSTERSQOAVIPNIGSRPRIRNIPSRISIYWTIVEPGDILLINST
GNLIAPRGYFKIRSGKSSIMRSDAPIGKCNSECITPNGSIPNDKPFONVNRITYGACPRYVEKQSTLKLATGMRNVPGGGWEGMVDGWY
GFRHONSEGRGOAADLKSTOAAIDQINGKLNRLIGKTNEKFHOIEKEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDS
EMNELFEETEKOLRENAEDMGNGCFKYHKCDNACIGSIRNGTYDHDVYRDEALNNRFOQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVALL
GFIMWACCKGMIRCNICI*
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Figura 53E

Representacion esquematica de la construccion numero 2230
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Figura 53F

Representacion esquematica de la construccion nimero 2250
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2X35SICPMV HT+/PDISP/HT HangzhowNOS (Construccion num, 2142)

Figura 54A, SEQ ID NO: 148

Secuencia de nuclestidos de PDISP/HT Hangzhou

ATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTTIITCTCTTCTTIGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCGGACAAAATCTGCCTCG
GACATCATGCCGTGTCAAACGGAACCAAAGTAAACACATTAACTGAAAGAGGAGTGGAAGTCGTCAATGCAACTGAAACAGTGEG
AACGAACAAACATCCCCAGGATCTGCTCAAAAGGGAAAAGGACAGTTGACCTCGGTCAATGTGGACTCCTGGGGACAATCACTG
GACCACCTCAATGTGACCAATTCCTAGAATTTTCAGCCGATTTAATTATTGAGAGGCGAGAAGGAAGTGATGTCTGTTATCCTGGG
AMATTCGTGAATGAAGAAGCTCTGAGGCAAATTCTCAGAGAATCAGGCGGAATTGACAAGGAAGCAATGGGATTCACATACAGT
GGAATAAGAACTAATGGAGCAACCAGTGCATGTAGGAGATCAGGATCTTCATTCTATGCAGAAATGAAATGGCTCCTGTCAAALCA
CAGATAATGCTGCATTCCCGCAGATGACTAAGTCATATAAAAATACAAGAAAAAGCCCAGCTCTAATAGTATGGGGGATCCATCA
TTCCGTATCAACTGCAGAGCAAACCAAGCTATATGGGAGTGGAAACAAACTGOTGACAGTTGGGAGTTCTAATTATCAACAATCT
TITGTACCGAGTCCAGGAGLGAGACCACAAGTTAATGGTATATCTGGAAGAATTGACTTTCATTGGCTAATGLTAAATCCCAATGA
TACAGTCACTTTCAGTTTCAATGGGGCTTTCATAGCTCCAGACCGTGCAAGCTTCCTGAGAGGAAAATCTATGGGAATCCAGAGTG
GAGTACAGGTTGATGCCAATTGTGAAGGGGACTGCTATCATAGTGGAGGGACAATAATAAGTAACTTGCCATTTCAGAACATAGA
TAGCAGGGCAGTTGGAAAATGTCCGAGATATGTTAAGCAAAGGAGTCTGCTGCTAGCAACAGGGATGAAGAATGTTCCTGAGAT
TCCAAAGGGAAGAGGLCTATTTGGTGCTATAGCGGGTTTCATTGAAAATGGATGGGAAGGLCTAATTGATGGTTGGTATGGTTTC
AGACACCAGAATGLACAGGGAGAGGGAACTGLTGLAGATTACAAAAGCACTCAATCGGCAATTGATCAAATAACAGGAAAATTA
AACCGGCTTATAGAAAAAACCAACCAACAATTTGAGTTGATCGACAATGAATTCAATGAGGTAGAGAAGCAAATCGGTAATGTGA
TAAATTGGACCAGAGATTCTATAACAGAAGTGTGGTCATACAATGCTGAACTCTTGGTAGCAATGGAGAACCAGCATACAATTGA
TCTGGCTGATTCAGAAATGGACAAACTGTACGAACGAGTGAAAAGACAGCTGAGAGAGAATGCTGAAGAAGATGGCACTGGTTG
CTTTGAAATATTTCACAAGTGTGATGATGACTGTATGGCCAGTATTAGAAATAACACCTATGATCACAGCAAATACAGGGAAGAG
GCAATGCAAAATAGAATACAGATTGACCCAGTCAAACTAAGCAGCGGCTACAAAGATGTGATACTTTGGTTTAGCTTCGGGGCAT
CATGTTTCATACTTCTAGCCATTGTAATGGGCCTTGTCTTCATATGTGTAAAGAATGGAMACATGCGGTGCACTATTTGTATATAA

Figura 548, SEQ ID NO: 143

IF*-H7H113.81-6r

ACTAAAGAAAATAGGCCTTTATATACAAATAGTGCACCGCATGTTTCCAT
|Figura 54C, SEQ 1D NO: 150
.Secuencia de aminoacidos de PDISP/HT Hangzhou

MAKNYVAIFGLLFSLLVLYPSQIFADKICLGHHAVSNGTKVNTLTERGVEVYNATETVERTNIPRICSKGKRTVDLGQCGLLGTITGPPOCD
QFLEFSADLIERREGS DVCYPGKFVNEEALRQILRESGGIDKEAMGFTYSGIRTNGATSACRRSGSSFYAEMEWLLSNTDNAAFPOMTE
SYKNTRKSPALIVWGIHHSVSTAEQTELYGSGNKLVTVGSSNYQQSFVPSPGARPOVNGISGRIDFHWLMLNPNDTVTFSFNGAFIAPD
RASFLRGKSM GIQSGVOVDANCEGDCYHSGGTIISNLPFONIDSRAVGECPRYVEQRS LLLATGMENVPEIPEGRGLFGAIAGFIENGW
EGLIDGWYGFRHONAOGEGTAADYKSTOSAIDQITGKLNRLIEKTNOQOFELIDNEFNEVEKCIGNVINWTRDSITEVWSYNAELLVAME
NOHTIDLADSEM DELY ERVERQLRENAEEDGTGCFEIFHKCDDDCMASIRNNTYDHSKYREEAMOQNRIQIDPVELSSGYKDVILWEFSFG
ASCFILLANMMGLVFICVENGNMRCTICI*
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Figura 54D

Representacion esquematica de la construccidn ndmero 2142

ADMLT | o

2X35SICPMV HT+/PDISP/HT Hangzhou con bucle proteolitico eliminado/NOS {Construccion nim. 2152}

IFigura 554, SEQ 1D NO- 151

Secuencia de nucledtidos de PDISP/HT Hangzhou con bucle protealitico eliminado

ATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTITTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCGGACAARATCTGCCTCG
GACATCATGCCGTGTCAAACGGAACCAAAGTAAACACATTAACTGAAAGAGGAGTGGAAGTCGTCAATGCAACTGAAACAGTGG
AACGAACAAACATCCCCAGGATCTOCTCAAAAGGOAAAAGGACAGTTGACCTCGGTCAATGTGGACTCCTGGGGACAATCALTG
GACCACCTCAATGTGACCAATTCCTAGAATTTTCAGCCGATTTAATTATTGAGAGGCGAGAAGGAAGTGATGTCTGTTATCCTGGG
AAATTCGTGAATGAAGAAGCTCTGAGGCAAATTCTCAGAGAATCAGGCGGAATTGACAAGGAAGCAATGGGATTCACATACAGT
GGAATAAGAACTAATGGAGCAACCAGTGCATGTAGGAGATCAGGATCTTCATTCTATGCAGAAATGAAATGGCTCCTGTCAAACA
CAGATAATGCTGCATTCCCGCAGATGACTAAGTCATATAAAAATACAAGAAAAAGCCCAGCTCTAATAGTATGGGGGATCCATCA
TTCCGTATCAACTGCAGAGLAAACCAAGLTATATGGGAGTGGAAACAAACTGGTGACAGTTGGGAGTTCTAATTATCAACAATCT
TTTGTACCGAGTCCAGGAGLGAGACCACAAGTTAATGGTATATCTGGAAGAATTGACTTTCATTGGCTAATGCTAAATCCCAATGA
TACAGTCACTTTCAGTTTCAATGGGGLTTTCATAGCTCCAGACCGTGCAAGCTTCCTGAGAGGAAAATCTATGGGAATCCAGAGTG
GAGTACAGGTTGATGCCAATTGTGAAGGGGACTGCTATCATAGTGGAGGGACAATAATAAGTAACTTGCCATTTCAGAACATAGA
TAGCAGGGCAGTTGGAAAATGTCCGAGATATGTTAAGCAAAGGAGTCTGCTGCTAGCAACAGGGATGAAGAATGTTCCTGGLGG
ATGGGAAGGCCTAATTGATGGTTGGTATGGTTTCAGACACCAGAATGCACAGGGAGAGGGAACTGCTGCAGATTACAAAAGCAC
TCAATCGGCAATTGATCAAATAACAGGAMAAATTAAACCGGCTTATAGAAAAAACCAACCAACAATTTGAGTTGATCGACAATGAM
TTCAATGAGGTAGAGAAGCAAATCGGTAATGTGATAAATTGGACCAGAGATTCTATAACAGAAGTGTGGTCATACAATGCTGAAC
TCTTGETAGCAATGGAGAACCAGCATACAATTGATCTGGCTGATTCAGAAATGGACAAACTGTACGAACGAGTGAAAAGACAGCT
GAGAGAGAATGCTGAAGAAGATGGCACTGOTTGCTTTGAAATATTTCACAAGTGTGATGATGACTGTATGGCCAGTATTAGAAAT
AACACCTATGATCACAGCAAATACAGGGAAGAGGCAATGCAAAATAGAATACAGATTGACCCAGTCAAACTAAGCAGCGGCTAC
AAAGATGTGATACTTTGGTTITAGCTTCGGGGCATCATGTTTCATACTTCTAGCCATTGTAATGGGCCTTGTCTTCATATGTGTAAAG
AATGGAAACATGCGGTGCACTATTTGTATATAA
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Figura 558, SEQ |D NO: 152

H7H113(PrL-).r
CCTTCCCATCCGCCAGGAACATTCTTCATCCCTGTTGCTAGCAGCAGAL
Figura 55C, SEQ 1D NO:- 153

H7H113(PrL-).e
AGAATGTTCCTGGCGGATGGGAAGGCCTAATTGATGGTTGGTATGGTT

Figura 55D, SEQ |D NO: 1324

Secuencia de aminoacidos de PDISP/HT Hangzhou con bucle proteolitico eliminado

MAKNVAIFGLLFSLLYLVPSQIFADKICLGHHAVSNGTKVYNTLTERGVEVYNATETVERTNIPRICSKGERTVDLGQCGLLGTITGPPQCD

QFLEFSADLIERREGS DVCYPGKFVNEEALRQILRESGGIDKEAMGFTYSGIRTNGATSACRRSGSSFYAEM KWLLSNTDNAAFPQMTK

SYKNTRKSPALIVWGIHHSVSTAEQTKLYGSGNKLVTVGSSNYQQSFVPSPGARPOVNGISGRIDFHWLMLNPNDTVTFSFNGAFIAPD
RASFLRGKSM GIQSGVQVDANCEGDCYHSGGTIISNLPFONIDSRAVGKCPRYVEORSLLLATGMKNVPGGWEGLIDGWYGFRHONA
QGEGTAADYKSTOSAIDQITGKLNRLIEKTNQOFELIDNEFNEVEKQIGNVINWTRDSITEVWSYNAELLVAMENQHTIDLADSEMDEL

YERVKRQLRENAEEDGTGCFEIFHKCDDDCMASIRNNTY DHSKYREEAMOQNRIQIDPVELSSGYEDVILWEFSFGASCFILLAIVMGLYFIC
WVENGNMRCTICI*

Figura 55E

Representacion esquematica de la construccion ndmero 2152
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IFigura 56A, SEQ ID NO: 155

Secuencia de nucledtidos de PDISP/H2 Hong Kong

ATGGCGAAAAALGTTGLGATTTTCGGCTTATTGTTITCTCTTCT TG TGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCGGATAAAATCTGCATCG
GUCACCAGTCAACAAACTCCACAGAAACTGTGGACACGCTAACAGAAACCAATGTTCCTGTGACACATGCCAAAGAATTGCTCCAC
ACAGAGCATAATGGAATGCTGTGTGCAACAAGCCTGGGACATCCCCTCATTCTAGACACATGCACTATTGAAGGACTAGTCTATG
GCAACCCTTCTTGTGACCTGCTGTTGGGAGGAAGAGAATGGTCCTACATCGTCGAAAGATCATCAGCTGTAAATGGAACGTGTTA
COCTGGGAATGTAGAAAACCTAGAGGAACTCAGGACACTTTTTAGTTCCGCTAGTTCCTACCAAAG AATCCAAATCTTCCOCAGACA
CAACCTGGAATGTGACTTACACTGGAACAAGCAGAGCATGTTCAGGTTCATTCTACAGGAGTATGAGATGGCTGALTCAAAAGAG
CGGTTTTTACCCTGTTCAAGACGCCCAATACACAAATAACAGGGGAAAGAGCATTCTTTTCGTGTGGGGCATACATCACCCACCCA
CCTATACCGAGCAAACAAATTITGTACATAAGAAACGACACAACAACAAGCGTGACAACAGAAGATTTGAATAGGACCTTCAAACC
AGTGATAGGGCCAAGGLLCCTTGTCAATGGTCTGCAGGGAAGAATTGATTATTATTGGTCGGTACTAAAACCAG GCCAAACATTG
CGAGTACGATCCAATGGGAATCTAATTGCTCCATGGTATGGACACGTTCTTTCAGGAGGGAGLCATGGAAG AATCCTGAAGALCTG
ATTTAAAAGGTGGTAATTGTGTAGTGCAATGTCAGACTGAAAAAGGTGGCTTAAACAGTACATTGCCATTCCACAATATCAGTAAA
TATGCATTTGGAACCTGCCCCAAATATGTAAGAGTTAATAGTCTCAAACTGGCAGTCGGTCTGAGGAACGTGLCTGCTAGATCAA
GTAGAGGACTATTTGGAGCCATAGCTGGATTCATAGAAGGAGGTTGGCCAGGACTAGTCGCTGGCTGGTATGGTTTCCAGCATTC
AAATGATCAAGGGGTTGGTATGGLTGCAGATAGGGATTCAACTCAAAAGGCAATTGATAAAATAACATCCAAGGTGAATAATATA
GTCGACAAGATGAACAAGCAATATGAAATAATTGATCATGAATTTAGTGAGGTTGAAACTAGACTCAATATGATCAATAATAAGA
TTGATGACCAAATACAAGACGTATGGGCATATAATGCAGAATTGCTAGTACTACTTGAAAATCAAAAAACACTCGATGAGCATGA
TGCGAACGTGAACAATCTATATAACAAGGTGAAGAGGGCACTGGGCTCCAATGCTATGGAAGATGGGAAAGGCTGTTTCGAGCT
ATACCATAAATGTGATGATCAGTGCATGGAAACAATTCGGAACGGGACCTATAATAGGAGAAAGTATAGAGAGGAATCAAGALCT
AGAAAGGCAGAAAATAGAGGGGGTTAAGCTGGAATCTGAGGGAACTTACAAAATCCTCACCATTTATTCGACTGTCGCCTCATCT
CTTGTGCTTGCAATGGGGTTTGCTGLCTTCCTGTTCTGGGLCATGTCCAATGGATCTTGCAGATGCAACATTTGTATATAA

Figura 56B, SEQ 1D NO: 156

IF**-HEHK107388.51-6r

ACTAAAG AAAATAGGCCTTTATATACAAATGTTGCATCTGCAAGATCCAT
Figura 56C, SEQ ID MO: 157
\Secuencia de aminodcidos de PDISP/H2 Hong Kong

MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSQIFADKICIGHOSTNSTETVDTLTETNVPYTHAKELLHTEHNGMLCATSLGHPLILDTCTIEGLVYGNPSCD
LLLGGREWSYIVERSSAVNGTCYPGNVENLEELRTLFSSASSYQRIQIFPDTTWNVTYTGTSRACSGSFYRSMRWLTOKSGFYPVQDAQ
YTNNRGKSILFVWGIHHPFTYTEQTNLYIRNDTTTSVTTEDLNRTFKPVIGPRPLVNGLOGRIDYYWSVLKPGOTLRVRSNGNLIAPWYG
HVLSGGSHGRILKTDLEGGNCVVOCOTEKGGLNSTLPFHNISKY AFGTCPEYVRVNSLELAVGLRNVPARSSRGLFGAIAGFIEGGWPGL
VAGWYGFOHSNDOGVGMAADRDSTOKAIDKITSEVNNIVDKMNKQYENDHEFSEVETRLNMINNEIDDOIQDVWAYNAELLVLLEN
QKTLDEHDANVNMLYNKVKRALGSNAMEDGKGCFELYHKCDDQCMETIRNGTYNRRKYREESRLERQKIEGVKLESEGTYKILTIVETVA
SSLVLAMGFAAFLFWAMSNGSCRCNICI*
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Figura 56D

Representacion esquematica de la construccion numero 2224
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Figura 56E

Representacion esguematica de la construccion nimero 2226
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2X3ESICPM stiyccio
con bucle proteolitico eliminado

Figura 57TA, SEQ ID MO: 158

Secuencia de nucledtidos de PDISP/HY Hong Kong con bucle proteslitico eliminado

ATGGCGAAAAACGTTGOGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGLGGATAAAATCTGCATCG
GCCACCAGTCAACAAACTCCACAGAAACTGTGGACACGLCTAACAGAAACCAATGTTCCTGTGACACATGCCAAAGAATTGCTCCAL
ACAGAGCATAATGGAATGCTOTGTGCAACAAGCCTGGGACATCCCCTCATTCTAGACACATGCACTATTGAAGGACTAGTCTATG
GCAACCCTTCTTGTOACCTGCTOTTGGGAGGAAGAGAATGGTCCTACATCGTCGAAAGATCATCAGCTGTAAATGGAACGTGTTA
COCTGGGAATGTAGAAAACCTAGAGGAACTCAGGACACTTTTTAGTTCCGCTAGTTCCTACCAAAG AATCCAAATCTTCCCAGACA
CAACCTGGAATGTGACTTACACTGGAACAAGCAGAGCATGTTCAGGTTCATTCTACAGGAGTATGAGATGGCTGACTCAAAAGAG
CGGTTTTTACCCTGTTCAAGACGCCCAATACACAAATAACAGGGGAAAGAGCATTCTTTTCGTGTGGGGCATACATCACCCACCCA
CCTATACCGAGCAAACAAATTTGTACATAAGAAACGACACAACAACAAGCGTGACAACAGAAGATTTGAATAGGACCTTCAAACC
AGTGATAGGGCCAAGGLCCCTTGTCAATGGTCTGCAGG GAAGAATTGATTATTATTGGTCGGTACTAAAACCAGGCCAAACATTG
CGAGTACGATCCAATGGGAATCTAATTGCTCCATGGTATGGACACGTTCTTTCAGGAGGGAGCCATGGAAGAATCCTGAAGACTG
ATTTAAAAGGTGGTAATTGTGTAGTGCAATGTCAGACTGAAAAAGGTGGCTTAAACAGTACATTGCCATTCCACAATATCAGTAAR
TATGCATTTGGAACCTGLCCCAAATATGTAAGAGTTAATAGTCTCAAACTGGLAGTCOGTCTGAGGAACGTGLLTGGCGGAGGTT
GGCCAGGACTAGTCGCTGGCTGGTATGGTTTCCAGCATTCAAATGATCAAGGGGTTGGTATGGCTGCAGATAGGGATTCAACTCA
AAAGGCAATTGATAAAATAACATOCAAGGTGAATAATATAGTCGACAAGATGAACAAGCAATATGAAATAATTGATCATGAATTT
AGTGAGGTTGAAACTAGACTCAATATGATCAATAATAAGATTGATGACCAAATACAAGACGTATGGGCATATAATGCAGAATTGE
TAGTACTACTTGAAAATCAAAAAACACTCGATGAGCATGATGLGAACGTGAACAATCTATATAALAAGG TGAAGAGGGCALTGG
GCTCCAATGLTATGGAAGATGGGAAAGGCTGTTTCGAGCTATACCATAAATGTGATGATCAGTGCATGGAAACAATTCGGAACGG
GACCTATAATAGGAGAAAGTATAGAGAGGAATCAAGALTAGAAAGGCAGAAAATAGAGGGGGTTAAGCTGGAATCTGAGGGAA
CTTACAAAATCCTCACCATTTATTCGACTGTCGLCTCATCTCTTGTGCTTGCAATGGGGTTTGCTGCCTTCCTGTTCTGGGLCATGTC
CAATGGATCTTGCAGATGCAACATTTGTATATAM

Figura 57B, SEQ ID NO: 158
HIHK10739%(Prl-).r
GTCCTGGCCAACCTCOGCCAGGCACGTTCCTCAGACCGACTGCCAGTT
Figura 57C, SEQ ID NO: 160
HOHK107399(Prl-).c
GGAACGTGCCTGGLGGAGGTTGGCCAGGACTAGTCGLTGGCTGGTATG

Figura 57D, SEQ ID NO: 161

Secuencia de aminoacidos de PDISP/HS Hong Kong con bucle protealitico eliminado

MAKNVAIFGLLFSLLVLYPSQIFADKICIGHOSTHSTETVDTLTETNVPYTHAKELLHTEHNGMLCATSLGHPLILDTCTIEGLVYGNPSCD
LLLGGREWSYIVERSSAVNGTCYPGNVENLEELRTLFSSASSYQRIQIFPDTTWNVTYTGTSRACSGSFYRSMRWLTQKSGFYPVQDAQ
YTNNRGESILFVWGIHHPPTYTEQTMLYIRNDTTTSVTTEDLNRTFKPVIGPRPLVNGLOGRIDYYWSVLKPGOTLRVRSNGNLIAPWYG
HVLSGGSHGRILKTDLKGGNCYY QCOTEKGGLNSTLPFHNISKYAFGTCPEYVRVNSLKLAVGLRNVPGGGWPGLYAGWYGFOHSND
QGVGMAADRDSTOKAIDKITSKVNNIVDEMNEQYENDHEFSEVETRLNMINNKIDDQIODVWAYNAELLVLLENQKTLDEHDANVN
NLYNEVERALGSNAMEDGKGCFELYHKCDDOQCMETIRNGTYNRRKYREESRLEROKIEGVKLESEGTYKILTIYSTVASSLVLAMGFAAF
LFWAMSNGSCRCNICI*
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Figura &5TE

Representacion esquematica de la construccion ndmero 2225
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Figura 57F

Representacion esquemdtica de la construccion ndmero 2227
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2X¥355/CPMV 160+ /PDISP/HA B Malaysia/NOS (Construccion nim. 2013)

Figura 58A, SEQ ID NO: 162
Secuencia de nucledtidos de PDISP/HA B Malaysia

ATGGCGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGTTCCTTCTCAGATCTTCGCGGATCGAATCTGCACTG
GGATAACATCGTCAAACTCACCACATGTTGTCAAAACTGLTACTCAAGGGGAGGTCAATGTGACTGGTGTAATACCACTGACAAC
AACACCCACCAAATCTCATTTTGCAAATCTCAAAGGAACAGAAACCAGAGGGAAACTATGCCCAAAATGCCTCAACTGLCACAGATC
TGGACGTGGCCTTGGGCAGACCAAAATGCACGGGGAACATACCCTCGGCAAGAGTTTCAATACTCCATGAAGTCAGACCTGTTAC
ATCTGGGTGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACAAAAATTAGACAGCTGCCTAAACTTCTCAGAGGATACGAACATATCAGGTTAT
CAACTCATAACGTTATCAATGCAGAAAATGCACCAGGAGGACCCTACAAAATTGGAACCTCAGGGTCTTGCCCTAACGTTACCAAT
GEAAACGGATTTTTCGCAACAATGGCTTGGGCOGTCCCAAAAAACGACAACAACAAAACAGCAACAAATTCATTAACAATAGAAG
TACCATACATTTGTACAGAAGGAGAAGACCAAATTACCGTTTGGGGGTTCCACTCTGATAACGAAACCCAAATGGCAMAGCTCTAT
GOGGACTCAAAGCOCCAGAAGTTCACCTCATCTGCCAACGGAGTGACCACACATTACGTTTCACAGATTGGTGGCTTCCCAAATCA
AACAGAAGACGGAGGACTACCACAAAGCOGTAGAATTGTTGTTGATTACATGGTGCAAAAATCTGGGAAAACAGGAACAATTALC
CTATCAAAGAGGTATTTTATTGLCTCAAAAAGTGTGLTOLGCAAGTGGCAGGAGCAAGGTAATAAAAGGATCOTTGCCTTTAATT
GGAGAAGCAGATTGCCTCCACGAAAAATACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCCTTACTACACAGGGGAACATGCAAAGGCCATA
GGAAATTGCCCAATATGGGTGAAAACACCCTTGAAGCTGGCCAATGGAACCAAATATAGACCTCCTGCAAAACTATTAAAGGAARA
GGGGTTTCTTCGGAGCTATTGCTGGTTTCTTAGAAGGAGGATGGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATCCCATG
GGGLACATGGAGTAGCGGTGGCAGCAGACCTTAAGAGCACTCAAGAGGLCATAAACAAGATAACAAAAAATCTCAACTCTTTGA
GTGAGCTGGAAGTAAAGAATCTTCAAAGACTAAGCGGTGLCATGGAT GAACTCCACAACGAAATACTAGAACTAGACGAGAAAG
TGGATGATCTCAGAGCTGATACAATAAGCTCACAAATAGAACTCGCAGTCCTGCTTTCCAATGAAGGAATAATAAACAGTGAAGA
TGAGCATCTCTTGGLGCTTGAAAGAAAGCTGAAGAAAATGLTGGGCCCCTCTGCTGTAGAGATAGGGAATGGATGCTTTGAAACT
AAACACAAGTGCAACCAGACCTGTCTCGACAGAATAGCTGCTGGTACCTTTGATGCAGGAGAATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCA
CTGAATATTACTGCTGCATCT TTAAATGACGATGGATTGGATAATCATACTATACTGCTTTACTACTCAACTGCTGCCTCCAGTTTG
GCTGTAACATTGATGATAGCTATCTTTGTTGTTTATATGGTCTCCAGAGACAATGTTTCTTGCTCCATCTGTCTATAA

Figura 58B, SEQID NO: 163
IF**-HBM2506804.51-6r

ACTAAAGAAAATAGGCCTTTATAGACAGATGGAGCAAGAAACATTGTCTC
Figura 58C, SEQ ID NO: 164

Secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Malaysia

MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSQIFADRICTGITSSNSPHVVKTATOQGEVNVTGVIPLTTTPTESHFANLKGTETRGKLCPKCLNCTDLDVALG
RPECTGMNIPSARVSILHEVRPVTSGCFPIMHDRTKIRQLPKLLRGYEHIRLSTHNYINAENAPGGPYKIGTSGSCPNVTNGNGFFATMAW
AVPENDNNKTATNSLTIEVPYICTEGEDQITYVWGFHSDNETOMAKLYGDSKPOKFTSSANGVTTHYVSQIGGFPNQTEDGGLPQSGRI
VVDYMVOKSGETGTITYORGILLPOKVWCASGRSKVIKGSLPUGEADCLHEKY GGLNKSKPYYTGEHAKAIGNCPIWVKTPLELANGTEK
YRPPAKLLEERGFFGAIAGFLEGGWEGMIAGWHGYTSHGARGVAVAADLESTOEAINKITKNLNSLSELEVKNLORLSGAMDELHNEIL
ELDEKVDOLRADTISSQIELAVLLSNEGINSEDEHLLALERKLEKMLGPSAVEIGNGCFETKHECNQTCLORIAAGTFDAGEFSLPTFDSLN
IMAASLNDDGLDNHTILLYYSTAASSLAVTLMIAIFVVYMVSRONVSCSICL®
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IFigura 58D

Representacion esgquematica de la construccion namero 2013

ADMLT .
i

2X355/CPMV 160+/PDISP/HA B Malaysia con bucle proteolitico eliminado/NOS (Construccién nim. 2014)

IFigura 59A, SEQ ID NO: 165
Secuencia de nucledtidos de PDISP/HA B Malaysia con bucle proteolitico eliminado

AT GG AARAA G T TGO GAT T T TG CTTAT T T T T T T T TCT T TG T TGET TCCTTCTCAGAT CTTCGCGGAT CGAR
TCTECACTGEEGATARCATCCTCARAC TCACCACATC T TECTCARAACTGCTACT CARGEEEGAGETCAATGTGACTGETCET
AATACCACTGACAACAACACCCACCARAT CTCAT TTTGCAAATCT CAARGGAACAGAAM CAGAGGGRAACTATGCCCA
ARATGCCTCARCTGCACAGAT CTGGRCGTGECCT TGEGCAGACCARRATGCACGEGEAACATACCCTOGGCAAGRGTTT
CAATACTCCATGAAGTCAGRCCTGTTACATCTGEETGCTTTCCTATAATGCACGACAGAACARARATTAGACAGCTGECC
TAARCTTCTCAGAGGATACGARCATATCAGSTTATCAACT CATAACGTTATCAATGCAGAARATGCACCAGEAGEACCC
TACAARATTGGARCCTCAGGETCTTGCCCTRACGTTACCAATGEARMCGEGATTTTTCGCAACAATGECTTGEECCGETCC
CARARRAACGACARCARCARARCAGCAACARATTCAT TARCARTAGARGTACCATACAT TTGTACAGARGGRGARGACCA
AATTRCOGT TTGGEGETTCCACTC TGATARCGAAACCCARATGECARAGCTCTATGEEEARC TCARRGCCCCAGRRAGTTC
ACCTCATCTGCCARCGGAGTGACCACACATTACGTT TCACAGATTGGTGEGCTTCCCARAT CARACAGARGACGEAGGEAC
TACCACARAGCGGTAGAATTGTTGTTGAT TACATGETGCAAAART CTGGEGAARACAGGARCARTTACCTATCARAGAGE
TATTTTATTGCCTCARRRRG TG TGGTGOGCAAGTGECAGGAGCARGG TAATARARGGATCGTTGCCTTTAAT TGGAGAR
GCRAGATTGCCTCCACGARARATACGGTGGAT TARACARARAGC ARG CCTTACTACACAGEGGRACATGCARRGGCCATAG
GRRAT TGCCCARTATGGGTGRARRACACCCTTGARGC TGECCAATGGRAACCARATATAGRCCTCCTGETGEAGGATGGER
AGGAATGATTGCAGGT TEECACGEATACACATCCCATGEEGCACATGEGACTAGCEGETEGECAGCACGACCTTAAGAGCACT
CRAGRCECCATARACAACGATARCARAARATCTCAACTCTT TGACTGAGCTGEARACTARRGART CTTCAAAGACTAACCG
GTGCCATGEATGARCT CCACAACGAARTACT AGRAC T AGRCGAGARAAGTGGATGAT CTCAGAGCTGATACRATARGCTC
ACAARTAGARCTCGCAGTCCTGCT TTCCAATGARGGRAATRATARACAGTGAAGATGAGCATCTCTTGECGCT TGAARGA
ARGCTGARGARARAATGCTEEGCCCCTC TG T TAGAGATAGGGARATGGATGCTTTGAAACCARACACARGTGCARCCAGA
TG T CT A CAGAATAGC TEC TG TACC T T TRA TG CAGGAGARTTTTCTCTCCCCACTTTTGAT TCACTGRATATTAL
TGCTGCATCT T T ARA T GACGATGGAT TGGATAAT CAT ACTATACTGCTTTACTACTCARC TGC TGCCTCCAGTTTGGCT
GTARCATTGATGATAGCTATCTTTGTTGT T TATATGETCTCCAGAGACAATGTTTCTTGCTCCATCTEGTCTATAR

Figura 598, SEQ 1D NO: 166
HBM250604{PrL-).r

CATTCCTTCCCATCCTCCACCAGGRGGTCTATATTTGGTTCCATTGEE
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Figura 59C, SEQ ID NO: 167

HEM250604({PrL-).c
AGACCTCCTGGTGGAGGATOGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGA
Figura 59D, 5EQ ID NO: 168

Secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Malaysia con bucle proteclitico eliminado

MAKNVAIFGLLESLLVLVPSQIFADRICTGITSSNSPHVVEKTATOGEVNVTGVIPLTTTPTESHFANLKGTETRGKLCPKCLNCTDLDVALG
RPECTGNIPSARVSILHEVRPVTSGCFPIMHDRTEKIRQLPELLRGYEHIRLSTHNVINAENAPGG PYEIGTSGSCPNVTNGNGFFATMAW
AVPKNDNNETATNSLTIEVPYICTEGE DQITVWGFHSDNETOMAKLY GDSKPOKFTSSANGYTTHYVSQIGGFPNOTEDGGLPQSGRI
VVDYMVOKSGEKTGTITYQRGILLPOKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLHEKYGGLNKSKPYYTGEHAKAIGNCPIWWKTPLKLANGTK
YRPPGGGWEGMIAGWHGYTSHGAHGVYAVAADLKSTOEAINKITKNLNSLSELEVENLORLSGAMDELHNEILELDEKVDDLRADTISS
QUELAVLLSNEGINSEDEHLLALERKLKEMLGPSAVEIGNGCFETKHKCNQTCLDRIAAGTFDAGEFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNHT
ILLYYSTAASSLAVTLMIAIFVVY MVSRDNVSCSICL*

Figura 59E

Representacion esquematica de la construccion ndmero 2014
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2X355/CPMV HT [construccion niam. 2070), HT+ (construccion mim. 2080) y 160+ [-Mprot) (construccion
num. 2090) para PDISP/HA B Massachusetts

Figura 60A, SEQ 1D NO: 169

Secuencia de nucledtidos de PDISP/HA B Massachusetts

ATGGLGAAAAACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGTTTTCTCTTCTTGTGTTGGT TCCTTCTCAGATCTTCGCOGATCGAATCTGCACTG
GEATAACATCTTCAAACTCACCTCATGTGGTCAAAACAGCTACTCAAGGGGAGGTCAATGTGACTGGTGTGATACCACTAACAAC
AACACCAACAAAATCTTATTTTGCAAATCTCAAAGGAACAAAGACCAGAGGGAAACTATGCCCAGACTGTCTCAACTGTACAGATC
TGGATGTGGCCCTGGGCAGGCCAATGTGTGTGGGAACTACACCTTCTGCGAAAGCTTCAATACTTCACGAAGTCAGACCTGTTAC
ATCCGGGTGCTTCCCTATAATGCACGACAGAACAAAAATCAGGCAACTAGCCAATCTTCTCAGAGGATATGAAAMTATCAGGTTAT
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CAACCCAAAMCGTTATCGATGCAGAAAAGGCACCAGGAGGACCCTACAGACTTGGAACCTCAGGATCTTGCCCTAACGCTACCAG
TAAAAGCGGATTTTTCGCAACAATGGLTTGGGLTGTOCCAAAGGACAACAACAAAAATGCAACGAACCCATTAACAGTAGAAGTA
CCATACATTTGTGCAGAAGGGGAAGALCAAATTACTGTTTGGGGGTTCCATTCAGATAACAAAACCCAAATGAAGAACCTCTATG
GAGACTCAAATCCTCAAAAGTTCACCTCATCTGCTAATGGAGTAACCACACATTATGTITCTCAGATTGGCGGCTTCCCAGATCAAA
CAGAAGALGGAGGACTACCACAAAGLGGLAGAATTGTOGTTGATTACATGATGCAAMACCTGGGAAAACAGGAACAATTGTCT
ATCAAAGAGGTGTTTTGTTGCCTCAAAAGGTGTGGTGLGCGAGTGGCAGGAGCAAAGTAATAMAGGGTCCTTGCCTTTAATTGG
TGAAGCAGATTGCCTTCATGAAAAATACGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCCTTACTACACAGGAGAACATGCAAAAGCCATAGG
AAATTGCCCAATATGGGTGAAAACACCTTTGAAGCTTGCCAATGGAACCAAATATAGACCTCCTGCAAAACTATTAAAGGAAAGG
GGTTTCTTCGGAGCTATTGLTGGTTTCCTAGAAGGAGGATGGGAAGGAATGATTGCAGGTTGGCACGGATACACATCTCACGGA
GCACATGGAGTGGCAGTTGCTGCAGACCTTAAGAGCACACAAGAAGCTATAAACAAGATAACAAAAAATCTCAACTCTTTGAGTG
AGCTAGAAGTAAAGAATCTTCAAAGGCTAAGTGGTGCCATGGATGAACTCCACAACGAAATACTCGAGCTGGATGAGAAAGTGG
ATGACCTCAGAGCTGACACTATAAGTTCACAAATAGAACTTGCAGTCTTGCTTTCCAACGAAGGAATAATAAACAGTGAAGACGA
GCATCTATTGGCACTTGAGAGAAAACT AAAGAAAATGLTGEGTCCCTCTGCTGTAGACATAGGAAATGGATGCTTCGAAACCAAN
CACAAATGCAACCAGACCTGCTTAGACAGGATAGCTGCTGGCACCTTTAATGCAGGAGAGTTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCATTG
AACATTACTGCTGCATCTTTAAATGATGATGGATTGGATAACCATACTATACTGCTCTATTACTCAACTGCTGCTTCTAGTTTGGLTG
TAACATTGATGCTAGCTATTTTTATTGTTTATATGGTCTCCAGAGACAACGTTTCATGCTCCATCTGTCTATAA

Figura 608, SEQ ID NO: 170

Secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Massachusetts

MAKNVAIFGLLFSLLVLVPSQIFADRICTGITSSNSPHVVKTATOQGEVNYTGVIPLTTTPTKSYFANLKGTKTRGKLCPDCLNCTDLDVALG
RPMCVGTTPSAKASILHEVRPVTSGCFPIMHDRTKIRQLANLLRGYENIRLSTONVIDAEKAPGGPYRLGTSGSCPNATSKSGFFATMA
WAVPKDNNKNATNPLTVEVPYICAEGED QITVWGFHSDNKTOMENLYGDSNPOKFTSSANGVTTHYVSQIGGFPDATEDGGLPOSG
RIVVDYMMOKPGKTGTIVYORGVLLPOKVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLHERYGGLNKSKPYYTGEHAKAIGNCPIWVETPLELAN
GTKYRPPAKLLKERGFF GAIAGFLEGGWEGMIAGWHGYTSHGAHGVAVAADLKSTOEAINKITKNLNSLSELEVENLORLSGAM DELH
MEILELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLSMEGIINSEDEHLLALERKLKEMLGPSAVDIGNGCFETKHKCNOQTCLDRIAAGTFNAGEFSLPTF
DSLNITAASLNDDGLDNHTILLYYSTAASSLAVTLMLAIFIVY MVSRDNVSCSICL®

Figura 60C

Representacion esguematica de la construccion ndmero 2070
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Figura 60D

Representacion esquematica de la construccion nimero 2080
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Figura 60E

Representacion esquematica de la construccion nimero 2090

MH'T'E“I"%
i
it By,
'-Mf %‘ -a":_.-.
. ) %
-‘::.'. \%G

177



ES 2 803 508 T3

2%355/CPMV HT+/PDISP/B Florida con bucle proteolitico eliminado/NOS (Construccion ndmero 2102) y
2X355/CPMV HT+/BeYDV/PDISP/B Florida con bucle proteolitico eliminado/NOS (Construccion nimero 2104)

Figura 61A SEQ ID NO: 190

HBF40&(PrL-).r (construcciones 2102 v 2104)

T T T CAT CCTCCACCRGGAGG TCTATATTTGGT TCCATTGECGREGCTTCAAAG

Figura 61B SEQ ID NO: 191
HBF40&(PrL-).c (construcciones 2102 y 2104)

ATATAGACCTCCTGGTGGAGGATGEEARGGAATGATTGCAGGCTGGCACGGA
Figura 61C SEQ ID NO: 192
IF*-HBF406.51-6r (construcciones 2102 y 2104)

ACTAAAGARAATAGCCCTTTATAGACAGATGGAGCATCGARACCTTGTCTC

Figura 61D SEQ ID NO: 193
Secuencia de nucledtidos de PDISPfHA B Florida con bucle proteolitico eliminado (construcciones 2102 y 2104)

AT GG CGARRAR T TGO GATT T TG T TAT TG TT TC T CT TCT TG TG T TG T TCCTTCTCAGATCTTCOOGGAT OGAR
TCTGCACTGEARATAACATCTTCAARCT CACCTCATG TGETCARRACRGCCACT CARGEEEAGETCARTGTGACTGETGET
GATACCACTARCAACARCACCAACAAARATCTTATTT TGCARATCT CAARGGARCARGGACCAGAGGGARRCTATGCCCR
GACTGTCTCARCTGCACAGAT CTGEATCTCECTT TGGECAGACCAATGTGTGT GGG CACCACACCTTCGEOGAAGECTT
CAATACTCCACGAAGTCARACCTGTTACATCCGEGETECTTTCCTATAATGCACGACAGARCAARAATCAGGCAACTACT
CAARTCTTCTCAGRGGATATGARAATAT CAGGCTATCARCCCAARACGTCATCGATGOGGRARRGGCACCAGGRAGGACCT
TACAGACTTGEARCCTCACGATCT TEGCCCTAACCGCTACCAGTARGAGCGEATTTTTCGCAACARTGACTTGGECTGTCC
CARAGGACRACAACAARAARTGCAACGARCCCACT AACAGTAGARGTRCCATACATT TG TACAGAAGGEGAAGACCARAAT
CACTGTTTGEGGEETTCCATTCAGATARCARRRCCCARATGARGARCCTCTATCGAGACTCARAATCCTCARARGTTCACT
TCATCTGCTAATGEAGTARCCACACACTATGTTTCTCAGATTGECAGCTTCCCACGATCARACACGARGACGEACGEACTAC
CACAAAGCGGCAGGATTGTTGT TGAT TACAT GAT GCARAARACCTGEEAARACAGGARCAAT TGTCTACCARARGAGETGET
TTTGTTGCCTCARARAGGTGTEGTEGOGCGAGTGECAGGAGCAARGTARTARAAGGGTCCTTGCCTTTAATTGGTGARAGCR
GATTGCCTTCATGAAARATACCGETEGEATTARRCAAAACCARCGCCTTACTACACACGCACGARCATGCAANMECCATRAGGEAR
ATTGCCCAATATEECTGARARCACCTTTGAAGCTOGCCAATGGRACCAAATATAGACCTCCTGETGGAGGATGEGAAGE
AATGATTGECAGECTGGCACGEATACACATCTCACGGAGCACATGEAGTGECAGTGEOGECGGACCTTARGAGTACGCRR
GARGCTATAAACRACGATARCARAARATCTCARTTCTTTGAGTGACGCTAGARAGTAAAGAATCTTCARAGACTAAGTGGTG
CCATGGATGAACTCCACARCGAAATACTCGAGCTGGATGAGRARGTGEATGAT CTCAGAGCTGRACACTATAAGCTCGCA
AATAGRACTTGCRAGTCTTGCT T TCCARCGARGGRATARTARACAGTGRAGATGAGCATCTATTGECACT TGAGAGARRR
CTARARCGARRATCGCTCEETCCCTCTEGCTEGTAGAGATACGCAMTCEATEGCTTCGAAACCARRCACAACTGCARCCAGACCT
GCTTAGACAGGATAGCTGCTGGCACC TT TAA TGO AGGAGARTTTTCTCTCCCCACT TTTGATTCACTGAACATTACTGE
TECATCT TTARA TGATGATGEATTGEATARCCATACTATACTGCTCTATTACT CARCTGCTGCTTCTAGTTTGACTGTA
ACAT T AT CCTACCTATTTTTATTET TTATAT GETCTCCAGACRCARCCTTTCATECTCCATCTEGTCTATAR

Figura 61E SEQ ID NO: 194

Secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Florida con bucle proteclitico eliminado {construcciones 2102 y 2104)

MAKNVAIFCLLFELLVLVPESQ IFADR I CTCI TEENE PHVVETATQGEVNV TGV IPLTTTPTESYFANLEGTRTRCEELCP

DCLNCTDLDVALGRPMCVGTTPSAKAS ILHEVEPVT SGCFPIMHDRE TRIRQLPNLLRGYENIRLS TONVIDAEEAPGGE
YRLGTESGSCPNATSKSGFFATMAWAVPEDNNENATNPLTVEVPY ICTEGEDDI TVHGFHS DN TOMENL Y GDESNPQKFT
SERNCGVTTEYVEQIGEF PO TEDGELPOSCRIVVDYMMO K PCETCT IVYQRGVLLEPQEVWCASGREEVIKGELPLIGER
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DCLHEKY GGLNESKPY Y TGEHAKAIGNCP INVET PLELANGTEYRPPGEEWEGMI AGWHGY TSHGAHGVAVAADLESTQ
EAINKITKNLNS LEELEVENLORLEGAMDELHNEILELDEEVDDLEADTISSQIELAVLLSNEGI INSEDEHLLALERK
LEKMLGPSAVEIGNGCFETKHECHNQTCLDRIAAGTFNAGEFSLPFTFDSLNI TAASLNDDGLDNHT ILLYYSTARSSLAV
TLMLAIFIVYMVSRDNVSCSICL*

Figura 61F SEQ ID NO: 195

lcasete de expresion namero 2102 del promotor 2X355 al terminador NO3. La secuencia de nucleotidos de
IPDISP/HA B Florida con bucle proteolitico eliminado esta subrayada.

GTCAACATGETGGAGCACGACACACTTGTCTACT CCARRRATATCAARGRTACAGT CTCAGARGACCARAGEGCAAT TG
AGARCTTTTCARCARAGECTAATATCCGEAARCCTCCTCGEATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAMGAT
AGTGGARRAGGARGGT GECTCCTACARATGCCATCAT TGOGATARRAGGARAGGCCATCGT TGARGATGCCTCTGCOGAC
AGTGGETCCCARAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGARRARGRAGACGT TCCARCCACGTCTTCARRGCARG
TGEATTGATGTGATAACATGETGERGCACGACACACTTGTCTACT CCAARAATATCAAAGATACRGTCTCASARGRCCA
AAGGGCART TGAGACT TTTCAACARAGGGTAATAT COGGRAARCCTCCTOGGAT TCCAT TGO CCAGCTATCTGTCACTTT
ATTGTGARGATAGTGEARAAGGARGETGECTCCTACARATGCCATCATTGOGATARRGGRARAAGGCCATCGTTGARGATG
CCTCTGCOGACAGTGETCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAARRAGRAGACGTTCCARCCACGTC
T CARARGCARGT GGAT TGA TG TGATAT CTCCACTGACGTARGGGATGACCCACAAT CCCACTATCCTTCGCAAGACCCT
TCCTCTATATARGGARGTTCATTTCAT TTGEAGAGGTATTARRATCTTARTAGGTT TTGATARRAGCGRACGTGEGGAR
ACCCGARCCARACCTTCT T CTARACT CTC TCTCATCTCTC T TRAARGCARRCTTCTCTCTTGTCTT TCTTGOGTGAGCGA
T CAACG T TeTCAGATCET G T TOGGCAC CAGTACAACGT TTTCTT TCACTGAAGCGAAAT CAAAGATCTCTTTGTG
GACACGTAGT GCGE0ECCATTARATAACC TG TACTTETCCTATTC T TG TCGETETGETCT TGECAAAAGARAGCTTECT
GEAGECTGCTGT TCAGCCCCATACAT TACTTGTTACGATTCTGCTGACTT TCGECGEETECAATATCTCTACTTCTGET
TGACGAGGTATTGT TGCCTGTACT TC T TTC T TCT T T TCT TG CTGATTGGTTCTATAAGARAT CTAGTATTTTCTTTGA
AMCAGRGTTTTCCOGTGGTTTTCGRAC T TGEAGARRGATTGT TARGCTTCTGTATATTCTGCCCARATTTGTCGGGCCC
AATACCGUGGAGARAA TEECEARARACET TECCATTTTOGECTTAT TG TTTTCTCTTCTTETETTGGTTCCTTCTCAGA
TCTTCGOGGATCGART CTGCACTGGARATRACATCTTCARACTCACCTCATGTGGTCAARRCAGCCACTCARGGGGAGGT
CARTGTGACTGGTGTGATACCACTRACARCARCACCARCAARATCTTATT TTGCAAATCT CARRGGARCARGGACCAGA
GEEAARCTATGCCCAGACTETCTCAAC TG CACAGAT CTEGATGTGECT TTGEECAGACCAA TG TGTETEEEEACCACAC
CTTCGGOGARGGCTTCARTACTCCACGARGT CARARCCTGTTACAT COGGETGCTTTCCTATAATGCACGACAGARCARR
AATCAGGCARCTACCCAATCTTCTCAGAGGATATGAARATATCAGGCTATCAACCCAARRACGT CATCGATGOGGARMARG
GCACCAGGAGGACCCTACAGACTTGEAACCTCAGGATCTTGCCCTRAACGCTACCAGTAAGAGCGEATTTTTCGCARC AR
IGECTTGEECTGTCOCARRGGACARACARC ARAAATGCARCGARCCCACTAACAGTAGAAGTACCATACATTTGTACAGA
AGGEERAAGACCARMATCACTGTTTEGEEGTTCCATTCAGATARCARRACCCAAATGARGARCCTCTATGGAGACTCARAT
CCTCARARRGT TCACCT CAT CTGCTAATGEAGTAACCACRCACTATGTTTCTCAGAT TGGCAGCTTCCCAGATCAAACAG
AAGACGGAGGAC TACCACARAGCGGCAGGAT TGTTGTTGAT TACATGATGCARAAACCTGGGARAMCAGGRAACRATTGT
CTACCARRGRGGTGTTTTGTTGCCTCARRAGGTGTGETECGCGAGTGECAGGAGCARAGTAATARARGEETCCTTGCCT
TTAATTGGTGAAGCAGATTGCCTTCATGAARARATACGETGGATTARACARAAGCARGCCTTACTACACAGGAGRACATG
CARARAGCCATAGGARA T TGCCCAATATGEETGAARACACC TT TGARGCTCGCCAATGGARCCARATATAGRCCTCCTGE
TGCAGGATGECAAGGARTCATTGCAGGCTGECACGGATACACATC TCACGGAGCACATGEAGTCECAGTGEOGEOGEGEAC
CTTAAGAGTACGCARGARGCTATARACARGATAACAARRAAT CTCAATTCTTTGAGTGAGC TAGAAGTAARGAATCTTC
AARGACTAAGTGGTGCCATGGATGAACTCCACAACGARRTACTCGAGC TGGATGAGARARGTGGATGATC TCAGAGCTGA
CACTATARGCTCGCARATAGAACT TEGCACTCTTGCTTTCCARCCGARCGEARTAATAARCACGTGARGATGAGCATCTATTG
GCACTTGAGAGAARAC TAARGAAART GCTGEETCCCTCTGCTGTAGAGAT AGEGAAATGEATGCTTCGARACCARACACR
AGTGCARCCAGACCTGCTTAGACAGGATAGCTGCTGECACCTTTARTGCAGGAGAATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTC
ACTGARCAT TACTGCTGCATCTTTRARTGAT AT GGATTGEATAACCATACTATACTGCTCTATTACTCARCTGCTGET
TCTAGTTTGGCT GTAACAT TGATGCTAGC TATTTTTATTGT T TATATGGT CTCCAGAGACAACGTTTCATGCTCCATCT
GTCTATARAGGCCTAT TTTCT T TAGT T TGAR T TTACTGTTAT TCGGTGTGCAT TTCTATGT TTGETGAGCGETTTTCTG
TGCTCAGRGTGTGTTTATT TTATGTAATT TRAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCARGGRACH
CARAARGAT TTTAATT TTATT AAARARAAAARAARARAARACACOCGGEAATTCOGATAT CAAGCTTATCGACCTGCAGATCG
TTCAARCAT TTGGCAATARAGTTTCT TARGAT TGARTCCTG T TGCCGETCTTGOGATGAT TATCATATRATTTCTGT TG
AATTACGTTAAGCATGTARTAATTARCATGTARATGCATGACGTTAT TTATGAGATGGETT T TTATGATTAGAGTCCOCGC
AATTATACAT TTAATACGCGATAGARAARCARAATATAGCGCGCARRACTAGGATARATTATCGCGCEOGETETCATCTAT
GTTACTRGAT
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Figura 61G

Representacion esguematica de la construccion numero 2102

Figura 61H SEQ ID NO: 196

Casete de expresion nimero 2104 de LIR izquierda a derecha. La secuencia de nucledtidos de PDISP/HA B
Florida con bucle proteclitico eliminado esta subrayada.

TeTTGTTGTGACTCCGAGGGGTTGCCTCARRCTCTAT CTTATARCCGECG TGGAGGCATGGRAGECAGGEGTATTTTGGT
CATTTTARATAGATAGTGGARAATGACGTGGRATT TACTTARAGRCGARGT CTT TGCGACARGGGGGGGCCCACGCOGARM
TTTAATATTACCGGOGTGGCCCCCOC T TATCGCGAGTGOT TTAGCACGAGCGETCCAGATTTARAGTAGAARATTTCCC
GOCCACTAGGETTARAGETETTCACAC TATAAAAGCATATACGATGTGATGETAT TTGETCGACAAGCTTGCATEOCEE
TCAMCATGETGEAGCACGACACACTTGTCTACTCCARARATATCARAGATACAGTCTCAGRRAGACCARAGGGCARTTGA
GACTTTTCARCARAGEGTAATATCOGGAARCCTCCTCGGAT TCCAT TGCCCAGCTATCTGTCACTT TATTGTGARGATA
GTGGARRMGGAAGGTGGCTCCTACARATGCCATCATTGOGATARAGGRAAGGC CATCGTTGARGATGCCTCTGCCGACA
GTGGTCCCARAGATGGACCCCCACCCACGRAGGAGCAT OGTGEARARAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCARRGCARGT
GEATTGATGTGATARCATGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCARAARTATCARAGATACAGTCTCAGARGACCAR
A AR TTGAGRCTT TTCARC AR CETARTAT CCCGARRCCTCCTOGGATTCCATTGCCCACGCTATCTETCACTTTA
TTGTGARGATAGTGEARAAGGARGGTGEC TCCTACAAATGCCAT CATTGCGAT AAAGGAARGGCCATCGTTGARAGATGT
CTCTGCOGRCAGTGGT COCARAGATGGACCCCCACCCACGAGGRGCAT CGTGEARARMGAAGACGT TCCARCCACGTCT
TCAAAGCARGTGGATTGATGTGATAT CTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTOGCARGACCCTT
CCTCTAT AT ARGGARGTTCATTTCAT T TGGRAGAGGTATTARAATCTTRAATAGG TTTTGAT ARARGCGARCGTGGGGARR
oG AR CARACCTTC T T TAAARC T T CT CT AT CTC T T TARAGCARACTTCTCTCTTGTCTTTCTTGCGTGAGOGAT
CTTCARCETTETCAGATCGETECTT OGGCACCAGTACARCGTTTTCTTTCACTGARGCGRAARTCARRGRATCTCTTTGTES
ACACGTRGTGOGECGCCAT TAARTARCGTGTACT TGT CCTAT TCTTGTCGGTGTGETCTTGEGARAAGAAAGCTTGCTG
GRGGCTGCTGTTCAGCCOCATACATTACT TG TTACGATTCTGCTGACT TTCGGCGEGTGCARTATCTCTACTTCTGCTT
GACGAGGETATTGTTGCCTGTACTTCT T TCTTCTTCT TCT TGCTEAT TGET TCTATARGAAATC TAGTATTTTCTTTGAR
ACAGAGTTTTCCCG TGS TTTTCGRACT TGGAGAARGATTGTTARGCTTCTGTATATTCTGCCCARATTTGTCGGGCCCA
ATACCGCGEAGARA AT GECEAAAAACETTGCGATTTTOGGCT TATTGTTTTCTCT TCTTGTET TGS TTCCTTCTCAGAT
CTTCGCGEAT OGAR T CTGCACTGEAAT AACATCT TCAAACT CACCTCATG TGE TCARARCAGC CACTCAAGEGGAGETC
AARTGTGRCTGETGTEATACCACTARCARCARCACCAACARRATCTTAT TTTGCARATCTCARAGGAACAAGGACCAGRS
GGAAACTATGCCCAGAC TG TCTCAAC TGCACAGATC TGGATCTGGCTT TGGGCAGACCAATGTGTGTGEGGACCACACT
TTCGECEARGECTTCAATACTCCACGARGTCARACCTGTTACATCCGEETGCT TTCCTATAATGCACGACAGAACARAR
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ATCAGGCAACTACCCAATCTTCTCAGAGGATATGAAAATAT CAGGCTATCAMC CCANAACGTCAT CGATGOGGAARAGG
CACCAGGAGGACCCTACAGACT TGGARCC TCAGGATCTTGCCCTAACGCTACCAG TARGAGOGEAT TTT TOGCAACAAT
GGCTTCGECTETCCCAMAGGACARCAACAAARATGCAACGAACCCACTARCAGTAGARGTACCATACAT TTGTACAGAA
GGGGAAGACCARATCACTGTTTGEGEETTCCATTCAGATARCARAACCCARRT GAAGAACC TC TATGEAGACTCARATC
CTCAAARGTTCACCTCATCTGCTAATGGAGTAACCACACACTATGTTTCTCAGATTGECAGCT TCCCAGATCAAACAGA
AGACGGAGGACTACCACAANGCGGCAGGATTGTTGT TGAT TACATGATGCARAANCCTCCGAARACAGGAACAATTGTC
TRCCAARGAGETETTTTET TGO CT CARARGETETEETEOGCGACTGECACGAGCAMACETAATARARGGETCCTTEOCTT
TAATTGGTGAAGCAGATTGCCT TCATGARAAATACGG TGGATTAAACAAAAGC ARGCCTTACTACACAGGAGAACATGC
AAARGCCATAGGAAATTGCCCARTATGGGTGARAACACCT TTGAAGCTCGCCAATGGARCCARATATAGACC TCCTGGT
GERAGGATGEEARGEARTEATTGCAGECTEECACGEATACACATCTCACGEAGCACATEGAGCTEECAGTEEOZECEEACC
TTAAGAGTACGCAAGAAGCTATAAACAAGATAACAAAAAATCTCAATTCT TTGAGTGAGC TAGAAGTARAGARTCTTCA
AAGACTAAGTGGTGCCATGGATGAACT CCACAACGAAATACT CGAGCTGCATGAGARACTECATGATCT CAGAGCTCAC
ACTATARGCTOGCARATAGANRCTTGCAGTCTTGCTTTCCARCEARGEAATARTARACAGTGARGATGAGCATCTATTEE
CACTTGAGAGAAAACTARAGAANATGC TGEGTCCCTCTGCTGTAGAGATAGGAAATGGATGCT TCGAAMCCARACACAA
GTECAACCAGACCTGCTTAGACAGGATAGCTGCTEGECACCTTTAATCCAGGAGARTTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCA
CTGRACATTACTGCTGCAT CT T TAARTGATGATGEATTGEATARCCATACTATACTGCTCTATTACTCARCTGCTGECTT
CTAGTTTGGCTGTAACATTGATGCTAGCTAT T TTTATTGT T TATATGGTCTCCAGAGACAROGTTTCATGCTCCATCTG
TCTATAAAGGCCTATT TTCTTTAGTTTGAAT T TACTGTTAT TCGGTGTGCATT TCTATGT TTGETGAGCGGTTTTCTGT
GCT ARG T T CTTTAT TTTAT CTART TTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTT TRAGCAGETCETCCCTTCAGCARGEACAC
AAARAGATTTTAATTTTATTAARRAAMARAARAARAAAGACCGGGAATTCGATATCARGCTTATCGACCTGCAGATCGT
TCARACATTTGGCAATARAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGA
ATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGT TTTTATGATTAGAGTCCCGCA
ATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCARACTAGGATAARAT TATCECE0GCEATETCATCTATG
TTACTAGATCTCTAGAGTCTCAMGCTTGGCGCGCCATAAAATGAT TATTTTATGAATATAT TTCAT TATGCARGTAGAT
AGARATTACATATGTTACATAACACACGAAATAARCARRARRACGACARTCCARARACAAACACCCCAARRARAATARTC
ACTTTAGATAAACTCGTATGAGGAGAGECACGTTCAGTGACT CGACGATTCCCGAGCARARAAAGT CTCCCCGTCACAC
ATATAGTGEETGACECARTTAT CTTTAARGTAATCCTTCTGTTGACTTGTCATTGATAACATCCAGTCTTOGTCAGGAT
TECRAR AR T TATAGRA GG GAT OO CACCTTTTATTTTCTTCTTTTTTCCATATTTAGEGT TGACAGTGARAT CAGACTEG
GCAACCTATTAATTGCTTCCACAATGGGACGAACTTGARGGGGATGTCGTCGATGATATTATAGGTGECGTGTTCATCG
TAGTTGET AR TC AT GETACCETTCCAATAGT TG TETCEGTCCGACGACTTCTAGCCCAGGTEGETCTTTCOGETACGAR
TTGGTCCGCAGATETAGAGGCTGGGGTGTCGGAT TCCATTCCTTCCAT TG TCC TGO TTARATCGGCCATCCATTCAAGG
TCAGATTGAGCT TGTTGGTATGAGACAGGATGTATGTAAGTATAAGCGTCTATGCTTACAT GG TAT AGATGGGTTTCCC
TCCAGGAGTGTAGATCTTCGTGGCAGCGAAGATCTGATTCTGTGAAGGGCGACACATACGGTTCAGGTTGTGGAGGGAA
TAATTTGTTGGCTGARTATTCCAGCCATTGAAGT TTTGTTGCCCATTCATGAGGGAAT TCTTCCTTGAT CATGTCARGA
TATTCCTCCTTAGACGTTGCAGTCTGGATAATAGTTCTCCATCGTGCGTCAGATTTGCGAGEAGAGACCT TATGATCTC
GGARATCTCCTCTGGTTTTAATATCTCCGTCCTTTGATATGTAATCAAGGACT TGT TTAGAGT TTCTAGC TGGCTGGAT
ATTAGGGTGATTTCCTTCARAATCGARANAAGAAGGATCCCTAATACAAGGTTTTTTATCAAGCTGGAGAAGAGCATGA
TAGTGGGTAGTGCCATCTTGATGARGC TCAGAAGCAACACCAAGGARGARART ANGARARGETGTGAGT TTCTCCCAGA
GAAACTGGAATARATCATCTCT TTGAGATGAGCACT TGGGATAGGTAAGGARAACATATT TAGAT TGGAGTC TGARGTT
CTTACTAGCAGAAGGCATGTTGTTGTGACTCCGAGGGGTTGCCTCARACT CTATC TTATARCCGECGTGGAGECATGGA
GGCAGGGGTATTTTGGTCATT T TAATAGATAGTGGAAAATGACGTGGAAT TTACT TARAGACGAAGTCT TTGCGACARG
GGGGEGCOCACGCCGAATTTAATATTACCGGCETGECCCCCCCTTATCGCGAGTGC TT TAGCACGAGCGETCCAGATTT
AAAGTAGAAAATTTCCOGCOCACTAGGGT TAAAGGTGTTCACACTATAAAAGCATATACGATG TGATGGTATTTG
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Figura 611

Representacion esquematica de la construccion ndmero 2104
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2X%355/CPMVY HT+/PDISP/B Florida+H1 California TMCT con bucle proteolitico eliminado/NOS
(Construccion nimero 2106) y 2X355/CPMV HT+/BeYDV/PDISP/B Florida + H1 California TMCT con
bucle proteolitico eliminado/NO0OS [Construccidon nimero 2108)

Figura 62A SEQ ID NO: 197
IF-H1cTMECT 51-4r (Construcciones 2106 y 2108)
ACTARAGARARTAGECCTTTARATACATATTCTACACTGTAGRGAD

Figura 62B SEQ ID NO: 198

Secuencia de nucledtidos de PDISP/HA B Florida+H1Cal TMCT con bucle proteolitico eliminado (construcciones
2106y 2108)

ATGGCGARRARCGT T GCGATT TTCGGCTTAT TG T TT TCTCT TCT TG TG T T GG T TCCTTCTCAGAT CTTCGOGGAT CGAR
T AT CEARTARCATCTTCARARC T CACCTCATGTGETCARARCAGCCACT CAAGGEGAGETCARTETGACTGETET
GATACCACTARACARCRACA CCRAC AR AR T CTTATTTTGCARAT CTCARAGGAACAAGEACCAGREGGARACTATGCCCR
GACT T T CAACTGCACAGAT CTGEAT T GECTT TEEECAGACCAATGTETETEGEEEACCACACCTTCEEOEAAGAECTT
CRATACTCCACGARGTCARACCTGTTACATCCGGGTGCTTTCCTATRATGCACGACAGAACAARAATCAGGCAACTACC
CAATCTTCTCAGRGGATATGARAATAT CAGGC TATCAACCCARARCGTCAT CGATGOGGARARGGCACCAGGRAGGRCCC
TRCAGACTTGGRACCTCAGGAT CTTGCOCTARCGCTACCAGTARGAGCGGATTTTTOGCARCARTGGCTTGEEGC TGTCOC
CARAGGACAACAACARAARTGCAACGARC CCACTARACAGTAGAAGTACCATACAT TTGTACAGRAGGGGAAGAC CARAT
CACTGTTTGCEEEGTTCCATTCAGATAACARAACCCARATGARGARCCTCTATGEAGRACTCAAATCCTCAARRGTTCACC
TCAT TG TAAT GGAGTARCCACACACTATGTTTCTCAGAT TGECAGCTTCOCAGATCAARRCAGRAGARCGGAGGACTALC
CACARAAGCGGCRAGGATTGTTGTTGAT TACATGATGCARARAC CTGGGARRRCAGGARCAATTGTCTACCARRGAGGTGT
TTTGTTGCCTCARARAGG TG TGETGOGCGAGTGEGCAGEAGCAARAGT ART ARRAGGETCCTTGCCTT TART TGETGARAGCA
GATTGCCTT CAT GARARAATACGGT AT TAARCARRAGCARAGCC T TACTACACAGGAGAACAT GCARARGCCATAGGAR
ATTGCCCARTATGEETGARAACACCTTTGAAGCTCCCCARTGEAACCARATATRAGACCTCCTEETGEAGCATGEEAMCS
AATGATTGCAGGCTGGCACGGATACACATCTCACGGAGCACATGGAGTGGCAGTGEOGGCGGACCTTARGAGTACGC AR
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GARAGCTAT AR ARGAT AR A A AR A A T T CAATTCT TTGAGTGAGC TAGARAG T ARAGARAT CTT CARAAGAC TARGTGGETG
CCATGGATGARAC TCCACRRCGAARTAC T CGAGCTGGATGAGRARGTGGATGAT CTCAGAGC TGACACTATAAGCT OGCA
AATAGRACTTGCAGTCT TGCT TTCCAACGAAGGAAT ARTARACAGTGARGATGAGCAT CTATTGECACT TGAGAGARAA
CTARAGRAAATGCTGGGTCCCTCTGOTGTAGAGAT AGGAAATGGATGCTTCGARAC CARACACAAGTGCARCCAGACCT
GCTTAGACAGGATAGC TGO TEECACCTTTARTGCAGEAGAATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCACTGAACATTACTGL
TGCATCT TTARATGATGAT GGAT TGGATARC TACCAGATTT TGECGAT CTAT TCAACTGT CGCCAGTTCATTGGTACTG
GTAGTCTCCCTGGGGGCAATCAGTTTCTGGATGTGCTCTARTGGGT CTCTACAGT GTAGAATATGTATTTAR

Figura 62C SEQ ID NO: 199

Secuencia de aminoacidos de PDISP/HA B Florida+H1Cal TMCT con bucle proteolitico eliminado (construccion
2106 y 2108)

MAFNVAI FGLLFSLLVLVPSOIFADRICTGITSSNSPHVVETATOGEVHNVTGVIPLTTTPTESYFANLEGTRTRGELCE
DCLNCTDLDVALGEPMCVGTTPERKAS ILHEVEPVTSGCFP IMHDRTEIRQLPNLLEGYENIRLS TONV IDAEKAPGGP
YELGTSGSCPHNATSKSGFFATMANAVPEDNNENATNPLTVEVREYICTEGEDQI TVWGFHSDNETOMENL Y GDSNPQREFT
SSANGVT THY VSO IGSFPDQTEDGGLPOSGRIVVDYMMOKPGETGT IVYQRGVLLPOEVHCASGRSEVIKGELPLIGEA
DCLHEKY GEGLNKSKPY Y TGEHAKAIGNCPIWVETPLELANGTKYRPPGGGWECGMI AGWHGY TSHGAHGVAVAADLESTO
EAINKITENLNSLSELEVENLORLSGAMDELHNEILELDEKVDDLREADTISSOIELAVLLENEGI INSEDEHLLALERK
LEEMLGPSAVEIGNGCFETEHECNQTCLDRI AAGTFNAGEFSLFTFDELNI TARS LNDDGLDNYQ ILAT YSTVASSLVL
VVSLGALSFWMCSNGSLOQCRICI

Figura 62D SEQ. ID. NO: 200

Casete de expresion nimero 2106 del promotor 2X355 al terminador NOS. La secuencia de nucledtidos de
PDISP/HA B Florida+H1Cal TMCT con bucle proteolitico eliminado esta subrayada.

GTCARCATGGTGEGAGCACGACACRCTTGTCTACTCCARRAATATCARAGATACAGT CTCAGARGACCARAGGGCAATTG
AGACTTTTCARCARAGGGTAATAT COGGARACCTCCTCGGAT TOCATTGCCCAGC TATCTGTCACTTTAT TG TGRAGAT
AGTGEAARAGGAAGGTGECTCCTACARATGCCATCAT TECGATAARGGAARAGECCATCGT TGARGATGCCTCTECCBAC
ARETEETCCCARRGATGGACCCCCACCCACCGAGGAGCATCGTGEGARARACGARACGACETTCCARCCACGTCTTCAARGCARG
TGGAT TGATGTGATARCATGETGGAGCACGACACACTTGTCTACT CCARARAT AT CARRAGRATACAGTCT CRGARGACCA
ARGGGCAATTGAGACT T TTCARCARRGGGETAATAT CCGGARACCTCCTOGGAT TCCAT TGO CCAGC TATC TG TCACTTT
ATTGTGARGATAGTGEARAAGEANGETGECTCCTACARATGCCATCATTGCGATARRAGGAAAGGCCATCGTTGARGATG
CCTCTGCOGACAGTGETCOCARAGATGGACCCOCACCCACGAGGAGCATCGTGGAARARGAAGRACGTTCCAACCACGTC
TTCARRGCARGTGGAT TGATGTGATATCTCCACTGACGTARGGGATGACGCACAAT COCACTATCCTTCGCARGRCCCT
TCCTCTATATARGGARGTTCATTTCATTTGGAGAGGTAT TAARAT CTTAATAGGT TTTGATARRAGCGARCATGGGGAR
A GARRCCARR T T T T TARR T T T TR T CTC T e T TARRGCARAC T T CTCTCTTGTCTT TCTTGOGTGAGCGA
TCTTCARCGT TG TCAGATCGTGCT TCGECACCAGTACARCGTTTTCTTTCACT GAAGCGARAT CARRGATCTCTTTGTG
GACACGTAGTGCGEOGCCATTARATAACG TG TACT TG TCCTATTCT TG TCGGTGTGETCT TGEGAARAGARAGCTTGCT
GEAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACTTGTTACGAT TCTGCTGACT TTCGGCGGETECAATATCTCTACTTCTGCT
TEACGAGGTAT TG T TG CT G T ACT T CT T T CT TCT T C T TC T T GCTGATTGG T TCTAT AAGARAT CTAGTATTTTCTTTGA
AACAGRGTTTTCOCGTGET TTTOGARC T TGGAGRARGAT TGT TARGCTTCTGTATATTCTGCCCARATTTGTCGEGCOC
AATACCGUGGAGARAA T GECGAAAACGT TGCGATT T TCGGCTTAT TG T T T T TC T T TTG TG TTGGTTCCTTCTCAGA
TCTTCGCEEATCGAAT CTGCACTGGAATARCATCT TCARACTCACCTCATGTEGETCARAACAGCCACTCARGGEGAGGET
CARATGTGACTGETCGTGATACCACTARCARCARCACCAACAAAATCTTATTTTGCAAATCT CAARGGAACARGEACCAGA
GEGARARCTATGCCCAGACTGTCTCARCTGCACAGAT CTGEATGTGECT T TGEECAGACCARTGTGTGTGEEGACCACAC
CTTCGGCGAAGGCTTCARTACTCCACGARAGT CARACCTGTTACAT CCGEGTGCTT TCCTATAATGCACGACAGARCARY
ARTCAGGCARCTACCCARTCTTCTCAGAGGATATGAARATAT CAGGCTATCARCCCARARCGT CATCGATGCGERAARAG
GOACCAGEAEGACCCTACAGACTTGEARCCTCAGGATCTTECCCTARCGCTACCAGTARGRGCEEATTTTTCEC AACAR
TGECTTGEEC TGTC CCARAGGACARACARCARARAATGCARCGAACCCACTARCAGTAGAAGTACCATACAT TTGTACAGA
AGGGGRAAGACCAARTCACTGT TTGGGEGT TCCATTCAGATAACARAACCCARATGARGARCCT CTATGGAGACT CARAT
CCTCARARRGTTCACCTCATCTGCTARTGGAGTARCCACACACTATGTTTCTCAGAT TGGCAGCTTCCCAGATCARACAS
ARGACGERGEGACTACCACRARCGOGCCAGGATTEGTTGTTGAT TACATGATGCARAAACC TCCGARAACACGCGAACARTTGT
CTACCARARGAGSTGTTT TGTTGCCTCARARGG TG T GETGCGCGAGT GECAGGAGC AAMAGT AAT ARARGGGTCCTTGCCT
TTAATTGGTGARGCAGATTGCCTTCATGARAARTACGGTGGATTARACAARRGCARGCCT TACTACACAGGAGARCATG
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CAAARGCCATAGGAAA T TEGCCCARTATGEETGAAAACACC TT TGAAGC TCECCAATGEAACCARAATATAGACCTCCTGE
TGGAGGATGGGARGGAATGAT TGCAGGCTGGCACGGATACACATC TCACGEAGCACATGEAGTGECAGTGGCGECGEAC
CTTARGAGTACCGCARGARGCTATAACARGATARCARAAAATCTCARTTCTTTGACGTGAGC TAGAAGTAAAGAATCTTC
ARAGACTARCTGETGCCATGEATGAACTCCACAACGAART ACTOCAGC TEEATGAGARACTCEATGATC TCAGAGCTGA
CACTATARGC TCGCARATAGAACT TGCAGTCTTGCT TTCCARCGARGGAATAATARACAGTGAAGATGAGCATCTATTG
GCACTTGAGAGARAACT AAMMGARRATGCTGGETCCCTCTGCTGTAGAGAT AGGAARATGGATGC T TCGARACCARACACK
AGTGCARCCAGACCTECTTAGACAGGATAGCTGCTEECACCTTTAATSCAGGAGAATTTTCTCTCCCCACTTTTGATTC
ACTGARACAT TACTGCTGCATCT T TAARTGATGATGGAT TGGATAAC TACCAGATT TTGGOGATCTATTCAACTGTOGCC
AGTTCATTGGTACTGETAGTCTCCCTGEEEGCAATCAGTT TCTGGATGTGCTC TARTGGETCTCTACAGTGTAGAATAT
GTAT T TAAAGGCCTAT TTTCT T TAGT TTGAAT TTACTGTTAT TOGGETGTGCATTTCTATGTTTGETGAGCGETTTTCTG
T CAGAGT TG T TAT T TTATGTART T TAAT T TC T T TG T GAGC TCC TG T TTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCARGGACHR
CAAARAGAT TTTAATT T TAT TARRAARRAARARRAAAAARARGARCCGEGRATTCGATAT CARGCTTAT CGACCTGCAGATCG
TTCARACAT T TGGCAATAARGT TTCT TAAGAT TGAAT CCTGT TGO CGETCTTGOGATGAT TATCATATAATTTCTGTTG
ARTTROGTTARGCATGTAATAATTAACATGTARTGCATGACGTTATTTATGAGATGEETTTTTATGATTAGRGT COCGT
AATTATACAT TTARTACGCGATAGAARRCARARTAT AGCGCGCARACTAGGATARRTTATCGCGCGOGETGTCATCTAT
GTTACTAGAT

Figura 62E

Representacion esquematica de la construccion namero 2106
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Figura 62F SEQ ID NO: 201

Casete de expresion nimero 2108 de LIR izguierda a derecha. La secuencia de nucledtidos de PDISP/HA
B Florida+H1Cal TMCT con bucle proteolitico eliminado esta subrayada.

T TET TG TGACTCCGACCEETTECCTCARACTCTATCTTATAACCGECETEEGACGECATEEACECAGEEETATTTTGET
CATTT TAATAGATAGTGGRARATGACGTEGAATTTACTTAAAGACGAAGTCTTTGOCGACAAGGEEEEECCCACGCOGAR
TTTAATATTACCEECETGEOCCCCCCTTATCGOGAGTECT T TAGCACCACCEATCCAGAT TTAARGTAGAARATTTCCC
GCCCACTAGGGT TARRGGTGT TCACACTATARRAGCATATACGATGTGATGGTAT TTGGTCGACRARGCTTGCATGCCGE
TCAACATGETGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAARATATCARAGATACAST CTCAGARGACCARRMGGGCAATTGR
GACTTTTCARCAAAGGETARTATCOGGARARC CTCCTOGGAT TOCAT TGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATA
GTGGAARAGGARGETGGCTCCTRCARATGCCATCAT TGOGATAARGGARMGGCCATCGTTGRAAGRATGCCTCTGCCGACR
GTGETCCCARRGATGGACCOCCACCCACGRAGGAGCAT CGTGGAMARGRAGRCGT TCCARCCACGTCTTCARAGCARGT
GEATTEATGCTGATAACATGETGEAGCACGACACACT TETCTACTCCARAAATATCARAGATACAGT CTCAGAAGACCAR
AGGGCAATTGRAGACTTTTCARCARAGGGTAATATCCGERARAACCTCCTCGEGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTR
TTETGARGAT ACTGCEAAMRCEANCTGECTCCTACRAATGCCATCATTGCGATARAGCAANCGCCCATCETTGAACGATCC
CTCTGECCEACAGTGETCCCARRGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCAT OGS TGEARRAAGRAAGACGT TCCAACCACGETCT
TCARRGCARGTGGATTGATGTGATAT CTCCACTGACGTARGGGATGACGCACRAT CCCACTATCCTTOGCARAGACCCTT
CCTCTATATARGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGTATTARRATCTTARTAGGTT TTGATARRAGCGARCGT GGGEARR
CCCGARCCARRCCTTCTTCTARRC TCTCTCTCAT CTCTCT TARAG C AR RC TTCTCTCT TGTCTTTCTTGCGTGAGCOGAT
CTTCARCGTTGTCAGAT CG TG T T OGGCACCAGTACARCGTTTTC T TTCACTGARGOGARATCRARRGATCTCTTTGTGE
ACACGTAGTGOGGCGCCAT TARRTARCGTGTACT TGTCCTAT TCT TG TOGGTGTGGTC TTGGGARRAGARMGCTTGC TS
GAGGCTGCTGTTCAGCCCCATACATTACT TG T TACGATTCTGCTGACT TTCGECGGETGCAATAT CTCTACTTCTGCTT
GACGAGGTAT T TGCC TG TACTTCTTTCT T TT T T TG TGAT TEGT TCTATAAGARAATCTAGTATTITCTTTGAR
ACAGAGTTTTCCOGTGETTTTCEAACTTCEAGAARGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCARATTTGTCGEGCCCR
ATACCGCGERAGARARATGECGAARAACGTTGCGATTTTCGGCTTATTGT TTTCTCTTCT TGTGTTGETTCCTTCT CRGAT
CTTCGCEGAT CGAATCTGCACTEEAATAACAT CTTCARRC TCACCTCATSTGETCAAAACAGCCACTCAAGGEEGAGETC
AATGTGACTGGTGTGATACCACTAACARCAACACCRAACARAATCTTATTT TGCARATCTCARAGGRAACAAGGACCAGAG
GEAARCTATGCCCAGACTGTCTCARCTGCACAGATCTGEATGTGGCTT TGGECAGACCAATGTGTGTGEGEACCACACC
TTCCECCEARGGCTTCAATRCT CCRCGARCTCARACCTGTTACATCCGECTECTTTCCTATARTCCACCACACARCARAD
ATCAGGCARCTACCCAATCTTCTCAGAGGATATGARRATATCAGGCTATCARCCCARRACGTCAT CGATGCGGARRAGE
CACCAGCGAGCACCCTACACACTTECAACCTCACGCGATCTTGCCCTARCCCTACCAGTAACGAGCCEATTTTTCCCAACAAT
GECTTGEEECTETCCCAARGGACAACAACARAARTGCARCGARCCCACTAACRCTAGAAGTACCATACATTTGTACAGAR
GEEGARGACCARAATCACTGTTTEEEEGTTCCATTCRGATAACAARACCCARRTGARAGAACCTCTATGGAGACTCARATC
CTCARRRGTTCACCTCATCTGCTAATGGAGTARCCRCACACTATGTTTCTCAGAT TGGCAGCTTCCCAGATCARACAGR
AGACGGAGGACTACCACARAGCGGCAGGATTGTTGTTGAT TACATGAT GCARRARCCTGEGAARRCAGGAACAATTGTC
TACCARRGRGGTGTTTTGTTGCCTCAARAGG TGTGETEOSCGAGTGGCAGGAGCAARAGTAATARRRGGGTCCTTGCCTT
TAATTGETGARGCAGATTGOCTTCATGARRAA TACGGTGGAT TARACARRAGCARGCCTTACTACACAGGAGRACATGC
AR AGCCATAGGARATTGCOCARTATGGETGARARCACCTTTGARGCTOGCCAAT GGAACCARATATAGACCTCCTGGET
GEAGGATGGERAAGGAATGATT GCAGECTEECACGEATACACATC T CACGEAGCACATEGAGTGECAGTEEGCEECEEACT
TTAAGAGTACGCARGAAGCTATAAACARGATARCARRARATCTCAATTCTTTGAGTGAGCTAGARGTARAGAATCTTCR
AAGACTAAGTGGTGCCATGGATGARC TCCACARCGRAATAC T OGAGCTGGATGAGARAGTGGATGATCTCAGAGCTGAC
ACTATARGCTCOCCAAATAGAACTTGCAGTCTTEC TTTCCAACGAAGGARTARTARACACTGARACGATGAGCATCTATTCE
CACTTGAGAGAARAACTAARGAARA TGCTEEETCCCTCTGC TG TAGAGATAGGAARATGGATGCTTCSAAACCARACACAR
GTGCARCCAGRCCTGCTTAGACRGGATAGCTGCTGECACCT TTARTGCAGGAGARTTTTCTCTCCCCACTTTTGATTCR
CTGAACATTACTGCTGCATCTTTARATGATGATGGAT TGGATAAC TACCAGAT TTTGGOGATCTAT TCAACTGTCGCCR
GTTCATTGETACTGGTAGT CTCCCTGEGEGCARTCAGTTTC TGEATGTGCTCTARTGEGTCTCTACAGTGTAGAATATGE
TATTTARAGGCCTATTTTCT T TAGTTTGARAT T TACT G TTAT TOGGTGTGCATT TCTATGT TTGGTGAGCGETTTTCTGET
GOTCAGRGTGTCTTTAT TTTAT G TAR T TTAA T TTCTTTETGAGCTCCTGTTTAGCAGGTOGTCCCTTCAGCARGGACAC
ARAAAGATTTTAATTT TAT TAARAARAAARAARARRRAGRCCGEGAATTCGATAT CAAGCTTATCGACCTGCAGATCGT
TCAARACATT TG CAATARAGTTTCTTARGAT TGART CCTG T TGCCGGTCT TGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAR
ATTACGTTARGCATGTAAT AR T TARCATGTAATGCATGRCGTTAT TTATGAGATGGGT TTTTATGATTAGAGTCCOGCA
ATTATACATTTAATACGCGATAGAARACARAATATAGCGOGCAARCTAGSATARATTATCGOGOGOGETGTCATCTATE
TTACTAGATCTCTAGAGTCTCARGCTTGGOGCGCCATARAATGATTAT TTTATGRATATATTTCAT TGTGCARGTAGAT
AGRARTTACATATGTTACATARCACACGARATAARCAARAARAGACAATCCARARACAARCACCCCARRAMRRATARTC
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ACTTTREGATARACTCETATGAGEAGARGECACGTTCAGTGACTCGACGATTCCCGAGCAARRARRAETCTCOCCGTCACAT
ATATAGT GGG TGACGC AR T TAT CT TTARAGT AATCCTTCT T TGACTTGT CATTGATAACATCCAGTCTTOGTCAGGAT
TECARRGAR T TATRGAR AT CCCACCTTTTAT TT T CTTCT TTTTTCCATAT TTAGEETTCGACACGTCGAAATCAGACTG
GCAACCTATTAR T TGC T TCCACAA TGGGACGARC TTGARGGGGATGTCGTCGATGATATTATAGG TGECGTGTTCATCG
TAGT TG TGARAT CGAT GG TACOGTTCCARTAGT TG TG TG TCOGAGACT TCTAGCCCAGETGET CTTTCOGGTACGAG
TT TG AGATCTAGAGEC T GEEETETCEGATTCCATTCCTTCCATTGTCCTGETTAAATCEGECCATCCATT CARGE
TCAGATTGRGCT TGTTGGTATGAGACAGGATGTATGTARGTATARGOGTCTATGCT TACATGETATAGATGEGTTTCCC
TR GEA TG TAGATCTTCGT GECAGCGARGAT CTGATTCTGTGAAGGECGACACATACCETT CAGGTTGTCGEAGGEAR
TRATT TGTTGGCTGAATAT TCCAGCCATTGAAGT TT TG TTGCCCAT TCATGRGGEART TCTTCCTTGATCATGT CARGR
TATTCCTCCT TAGRCGT TGCAGTC TGGATARTAGTTCTCCATCGTGOGTCAGAT T TGCGAGGAGAGACCTTATGATCTC
GERAATCTCC e TGETTTTARTAT CT COGTCC T T TGATATGTART CARGGACT TGT TTAGAGT TTCTAGC TGEC TGEAT
ATTAGEETEGATTTCCTTCARARATCGAARARMGAAGEATCCCTARTACARGGTTTTTTATCAAGCTGEAGARCGARCATGR
TAGTGEETAGTECCAT CTTGATGARGCTCAGARGCARCACCARGGARGARART ARGARARRGETGTGRETTTCTCCCAGHR
GARACTGERAATAARTCATCTCTTTGAGATGAGCACT TGEEATAGGTAAGGARRACATATTTAGATTGEAGTCTGARGTT
CTTACTAGCAGARGGCATGTTGTTGTGAC TCCGAGGGGTTGCCTCARACT CTATCT TATAACCGGUGTGGAGGCATGGA
GECAGEGETATTTTEETCATTTTAATAGATAGTGEARAATGACGTGEAATTTACT TARAGACGARGTCTTTGCGACARG
GGGEEGCCCACGCCGAAT T TAATATTACCGGCGTGECCOCCOCTTATCGOGAG TGO TTTAGCACGRGCGGTCCAGATTT
ARRGTAGARARTTTCCOGCCCACTAGEET TARRGGTGT TCACACTATARAAGCATATACGATGTGATGGTATTTG

Figura 62G

Representacion esquematica de la construccion ndmero 2108
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