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DESCRIPCION
Expresion de proteinas virales en las plantas

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a la expresion de proteina en las plantas. En particular, la presente invencién se refiere a
un método de expresién de proteina transgénica y localizacién intracelular para la produccion de proteinas con alto
rendimiento. En particular, esta invencién se refiere a la produccion de proteina del virus de influenza H5 en una
planta. También se desvela un mecanismo rapido para evaluar la expresion de proteinas en las plantas.

El uso de plantas transgénicas para la produccién a gran escala de proteinas heterélogas estd ganando
gradualmente gran aceptacion, y podria ser una plataforma para la produccion rentable de proteinas para vacunas.
La generacidon de plantas transgénicas para investigar las caracteristicas de expresiéon de una gran variedad de
proteinas y/o vectores de expresioén no siempre es viable debido a la dilatada naturaleza de este proceso. Por el
contrario, los sistemas de expresién transitoria son capaces de evaluar rapidamente la expresion de proteinas de
una diversidad de diferentes proteinas en una diversidad de especies de plantas.

Otro problema relacionado con el uso de plantas transgénicas para la produccion a gran escala de proteinas son los
niveles generalmente decepcionantemente bajos de proteina heterdloga producida. Los plastos de planta,
especialmente los cloroplastos, se han transformado exitosamente con vectores recombinantes que expresan una
proteina heteréloga para aumentar significativamente los niveles de proteina producidos por la proteina soluble total
en la planta (véase, por ejemplo, los documentos W02005/011367 y WO2004/005467A2). Los plastos son también
capaces de importar una diversidad de moléculas, incluyendo proteinas. Existen diferentes procesos a través de los
cuales se produce esto, uno de los cuales implica la interaccion con la membrana tilacoidal del plasto. El
direccionamiento de proteinas heterdlogas al plasto es un mecanismo para aumentar significativamente la
acumulacién de proteina dentro de la célula vegetal.

La transferencia génica mediada por Agrobacterium se ha utilizado durante muchos afios para generar plantas
transformadas de forma estable. Este método implica la transferencia del complejo T (un complejo formado con el
ADN-T agrobacteriano y los productos génicos de virulencia) de cepas de Agrobacterium a células vegetales (Zupan
et al., 2000). Cualquier ADN situado entre las repeticiones directas de 25 pb (bordes izquierdo y derecho) que
delimitan al ADN-T monocatenario se transfiere al nicleo de la célula vegetal (Zupan et al., 2000), donde se integra
en el cromosoma de la planta a través de recombinacion ilegitima (Somers y Makarevitch, 2004). Muchas de las
copias de ADN-T presentes en el nucleo no se integran, pero consiguen transcribirse, provocando una expresion
transitoria. La expresion transitoria no se ve afectada por el efecto de la posicion, y puede producir niveles
drasticamente mas altos de proteina extrafia que la transformacion estable (Kapila et al., 1997).

Dos métodos de infiltracion de Agrobacterium (agroinfiltracion) se utilizan comidnmente: Inyeccién e infiltracion al
vacio. La inyeccion de Agrobacterium consiste en la inyeccion directa en los espacios aéreos abaxiales de una hoja,
mientras que la hoja esta todavia unida a la planta (Voinnet et al., 2003). Durante la infiltracion al vacio se aplica un
vacio a una suspension agrobacteriana en el que las hojas estdn sumergidas (Kapila et al., 1997). Aunque
normalmente se realiza en tan sélo unas pocas hojas, esta técnica se puede ampliar: Los investigadores de
Medicago Inc. (Quebec, Canada) son capaces de agroinfiltrar hasta 7500 hojas de alfalfa por semana, y Stefan
Schillberg et al. (Institute for Molecular Biotechnology, RWTH Aachen, Alemania) han agroinfilirado hasta 100 kg de
hojas de tabaco (Twyman 2004).

La expresion transitoria mediada por Agrobacterium alcanza su maximo a las 60 a 72 horas después de la
infiltracion, y luego disminuye drasticamente como resultado de silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS)
(Voinnet et al., 2003). EI PTGS o la interferencia de ARN es una respuesta adaptativa de defensa antiviral que limita
la replicacion y propagacion del virus en las plantas. Este proceso implica el reconocimiento de un ARN diana y la
iniciacion de una ruta de degradacion de ARN especifica de la secuencia en el citoplasma (Voinnet, 2001). Ciertos
virus vegetales codifican supresores de silenciamiento que tienen la capacidad para inhibir el PTGS. Algunas de
estas proteinas supresoras del silenciamiento, tales como NS del virus del marchitamiento moteado del tomate
(TSWV) (Takeda et al., 2002), y p19 del virus de la atrofia del follaje del tomate (Voinnet et al., 2003) se han utilizado
para prolongar y amplificar la expresién transitoria mediada por Agrobacterium por medio de la coinfiltracion de
Agrobacterium que contiene un gen supresor del silenciamiento.

Huang Chun-Yuan et al. (1999) describen plantas de tabaco transgénicas que expresan de forma estable la proteina
H5 del virus de influenza. Existe la necesidad de optimizar la expresién de proteinas comercialmente viables en las
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plantas a niveles que haran de las plantas una plataforma viable. En particular, existe la necesidad de un método
para producir proteina del virus de influenza H5 en una planta.

También existe la necesidad de vectores, plantas transgénicas o partes de las mismas, y la progenie de dichas
plantas para satisfacer la necesidad descrita anteriormente en el presente documento.

RESUMEN DE LA INVENCION

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para producir un polipéptido
H5 del virus de influenza en una planta que comprende las etapas de:

1. clonar un gen del virus de influenza H5 o acido nucleico que codifica un polipéptido H5 en un vector
adaptado para dirigir un componente presente en la planta, en el que el componente de la planta es el
reticulo endoplasmatico;

2. infiltrar al menos una porcién de la planta con el vector o transformar el tejido vegetal con el vector para
expresar de forma transitoria el polipéptido del virus de influenza H5; y

3. recuperar el polipéptido H5 del virus de influenza expresado por la planta.

El término "planta” pretende incluir todos los organismos vivos que carecen de 6rganos sensoriales especializados y
el poder de movimientos voluntarios. Como tal, la definicién incluye tanto monocotiledéneas y las dicotiledéneas y
todos los organismos fotosintéticos.

El término "polipéptidos del VPH" pretende incluir la proteina L1 del VPH; un péptido quimérico L1 del VPH
fusionado a otro péptido antigénico del VPH; un péptido quimérico L1 del VPH fusionado a un péptido heterélogo
derivado de cualquier epitopo antigénico, proteina especifica de linfocitos B o de linfocitos T y una proteina L2 del
VPH o sus equivalentes funcionales. Lo mismo se aplica, mutatis mutandis, a la expresion "gen del VPH".

El término "componentes de la planta" pretende incluir plastos, reticulos endoplasmaticos, citoplasma y apoplastos.

Por direccionamiento se pretende que las secuencias diana se puedan incluir en el vector. Dichas secuencias diana
pueden ser traducidas en un péptido que dirige el vector o el producto del mismo al componente deseado en la
planta.

El vector de acuerdo con la presente invencion incluye preferiblemente promotores y otros reguladores necesarios,
tales como terminadores, o similares, unidos operativamente a la secuencia codificante.

Se apreciara que infiltrar por lo menos una porcion de la planta con el vector puede dar lugar a la expresion
transitoria de la proteina y la transformacion del tejido de la planta con el vector para crear una planta transgénica
puede dar lugar a la expresion transgénica de la proteina, ambas de cuyas formas de expresion se contemplan
como dentro del ambito de la presente divulgacién. En esta memoria descriptiva, la referencia a una proteina, un
péptido o un gen o sus equivalentes funcionales incluye referencias variantes de los mismos que son capaces de
realizar en gran parte la misma funcién que la proteina, el péptido, el polipéptido o el gen. Esta divulgacion describe
la produccién de la proteina L1 del HPV-16; un péptido quimérico L1 del VPH fusionado a otro péptido antigénico del
VPH; o un péptido quimérico L1 del VPH L1 fusionado a un péptido heterélogo derivado de cualquier epitopo
antigénico, especifico de linfocitos B o linfocitos T; una proteina L2 del VPH; o una proteina H5 del virus de
influenza.

Preferiblemente, los vectores son vectores binarios, mas preferibles vectores primarios de Agrobacterium
tumefaciens.

Un vector de la presente divulgacion puede adaptarse para dirigir plastos haciendo que un polipéptido que se
expresa incluya una porciéon capaz de interactuar con las membranas tilacoidales de los plastos, en particular, el
mecanismo de transferencia de las membranas tilacoidales. Esta interaccion puede causar que el polipéptido se
importe al plasto del citoplasma donde se expresa. El mecanismo de importacién al citoplasma puede ser importante
para el correcto plegamiento de las proteinas.

Sin embargo, se apreciara que se puede adaptar para hacer que los propios plastos se transformen y tenga lugar la
expresion del polipéptido totalmente dentro del plasto.
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Sin desear quedar ligando por la teoria, el solicitante es de la opinion de que un polipéptido importado dentro del
plasto es importado en su estructura primaria y experimenta plegamiento en su estructura secundaria y terciaria
dentro del plasto, es decir, a distancia del citoplasma de la célula. Como tal, el solicitante considera que es una
extension logica de la divulgacion que la expresion del polipéptido por el vector pueda tener lugar dentro del plasto,
después de lo cual adopta sus estructuras secundaria y terciaria. En otras palabras, los solicitantes consideran que
la divulgacion se extiende a la transformacion de los plastos. En dichas condiciones, la expresiéon de la proteina
tendra lugar completamente dentro del plasto y sin contacto con el citoplasma de la célula.

Preferiblemente, el gen H5 del virus de influenza es un gen optimizado, por ejemplo, optimizado por codones
humanos, optimizado por codones BCG u optimizado por codones vegetales.

El método de acuerdo con la presente invencion puede incluir ademas la etapa de coinfiltracion de la planta con una
proteina supresora adaptada para inhibir el silenciamiento génico post-transcripcional en una planta.
Preferiblemente, la proteina supresora es la proteina NSs del virus del marchitamiento moteado del tomate o el p19
del virus de la atrofia del follaje del tomate. Mas preferiblemente, la proteina supresora es NSs.

Se describen en el presente documento plastos seleccionados de cloroplastos, cromoplastos y leucoplastos. Los
plastos son preferiblemente cloroplastos.

La infiltracion puede hacerse por medio de inyeccién directa o por vacio. De acuerdo con un aspecto de la presente
invencion, las plantas enteras pueden infiltrarse al vacio. En esta memoria descriptiva, se debe considerar que
"plantas enteras" incluye a las plantas a las que se les han quitado sus raices, asi como las plantas que han sido
parcialmente defoliadas, asi como las plantas intactas en gran medida. La referencia a una planta debe incluir una
referencia a las partes de la planta, incluyendo, pero sin limitacion, la semilla, hojas, raiz, tallo, flores, frutos,
embriones, meristemos, hipocotiledones, epicétilos, cotiledones, polen y tejido.

En el método de acuerdo con la presente invencion, tanto la infiltracion y como la transformacion de la planta se
puede lograr con Agrobacterium tumefaciens, que ha sido transformado para aceptar al vector.

La planta también se puede seleccionar de Nicotiana benthamiana y N. tabacum. Se apreciara, sin embargo, que
cualquier planta que soporta la expresion transitoria de proteinas o que se ha vuelto transgénica sera adecuada para
los fines de la presente invencion.

La infiltracion se realiza preferiblemente sobre las hojas de la planta. La infiltracion por inyeccién directa se realiza
preferiblemente en la region abaxial de la hoja.

De acuerdo con la presente invencion, el método puede implicar la produccion del polipéptido H5 del virus de
influenza en una planta en la que sustancialmente toda la planta se infiltra con un vector adecuado por medio de
infiltracion al vacio.

También se describe en el presente documento un polipéptido H5 del virus de influenza siempre y cuando sea
producido de acuerdo con un método como el descrito anteriormente en el presente documento.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de un vector en el que se ha clonado
un gen H5 del virus de influenza o un acido nucleico que codifica un polipéptido H5, cuyo vector esta adaptado para
dirigir el polipéptido H5 al reticulo endoplasmatico en una planta para expresar transitoriamente el polipéptido H5 del
virus de influenza en el citoplasma y luego importar el polipéptido H5 del virus de influenza al reticulo
endoplasmatico. También se describe en el presente documento un vector en el que se ha clonado un gen H5 del
virus de influenza o un acido nucleico que codifica un polipéptido H5, cuyo vector esta adaptado para dirigir el
polipéptido H5 al reticulo endoplasmatico en una planta para expresar transitoriamente el polipéptido H5 del virus de
influenza en el citoplasma y luego importar el polipéptido H5 del virus de influenza al reticulo endoplasmatico.

También se describe en el presente documento una vacuna profilactica o terapéutica que consiste en un polipéptido
H5 del virus de influenza capaz de inducir una respuesta inmune en un huésped adecuado, siempre que se
produzca mediante un método como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

También se describe en el presente documento una planta transgénica, parte o progenie de la misma que contiene
una célula capaz de expresar un polipéptido H5 del virus de influenza.
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En estos aspectos posteriores a la invencion, las opciones y preferencias del primer aspecto, se aplican mutatis
mutandis.

Existia la necesidad de optimizar la expresiéon de proteinas comercialmente viables en las plantas a niveles que
haran de las plantas una plataforma viable. Un ejemplo es la produccién de la proteina de la capside principal L1 del
VPH como capsémeros y/o como particulas pseudoviricas (VLP) para los propdsitos de una vacuna humana o un
reactivo.

Siguiendo las ensefianzas de esta divulgacion, se puede comparar la expresién de una cantidad de proteinas
antigénicas, asi como el efecto del direccionamiento del compartimento de las células vegetales de las proteinas por
expresion transitoria mediante agroinfiltracion. Este método implica en la infiliracion de recombinantes de
Agrobacterium tumefaciens que transportan los vectores de expresion a las plantas mediante inyeccion directa, o
creando un vacio sobre las hojas sumergidas o remojadas en el cultivo de Agrobacterium.

L1 del HPV optimizado por codén humano o de codén BCG se expresé en niveles significativamente mas altos que
las otras secuencias de L1 y la optimizaciéon de codén humano también dio como resultado una alta expresién de la
proteina H5 de influenza. El direccionamiento a cloroplastos provocé una acumulacion significativamente mayor que
el direccionamiento al reticulo citoplasmatico o endoplasmatico (RE). La microscopia electrénica de los extractos de
plantas enteras del L1 del VPH reveld que L1 se ensambl6 en particulas pseudoviricas (VLP) en las plantas. La
proteina producida también reacciond con los anticuerpos monoclonales especificos de L1 del VPH (MAb) que
reconocen epitopos especificos de conformacion.

El L1 obtenido a través de la expresion transitoria en plantas indujo altos niveles de anticuerpos especificos de L1 en
ratones, y se encontré que estos anticuerpos se neutralizaban en un ensayo de neutralizacion in vitro. Los vectores
de expresion que facilitaron una alta expresion transitoria de L1 en los cloroplastos de plantas se utilizaron para
generar plantas transgénicas que también expresaron altos niveles de los otros polipéptidos como se ha descrito en
el presente documento anteriormente.

La infiltracion de Agrobacterium al vacio tipicamente implica la infiltracidon de las hojas que se han eliminado del tallo.
La presente invencién describe la novedosa infiltracion al vacio de plantas intactas, o de plantas intactas sin raices.
Las plantas intactas con sistemas de raices pequefias se pueden extraer de la tierra, infilirarse y plantarse de nuevo
sin pérdida de viabilidad. Los sistemas de raices grandes se pueden retirar, la planta se infiltra, y luego se plantan de
nuevo en la espuma de la planta que se cultivara durante al menos tres dias sin pérdida de viabilidad. Las plantas
con sistemas radiculares complejos también se pueden cultivar en forma hidropénica lo que permite la infiltracion sin
necesidad de retirar las raices. Las plantas enteras son mas faciles de incubar que las hojas sueltas después del
proceso de infiltracion, y sobreviven durante mas tiempo, aumentando asi la expresion del gen extrafio. La ventaja
de infiltrar plantas intactas es la posibilidad de aumentar la produccién de proteinas extrafias por medio de expresion
transitoria hasta niveles que sean comercialmente viables.

La presente divulgacion también ensefia el direccionamiento de la proteina L1 del VPH a subcompartimentos de
células vegetales especificos (RE y cloroplastos) por medio de agroinfiltracién o en plantas transgénicas. El
direccionamiento a cloroplastos aumentd significativamente la acumulacion de L1 sobre la acumulacion dirigida al
RE vy citoplasmatica. La acumulacion de cloroplastos puede proteger a la proteina L1 de la degradacion por
proteasas presentes en el citoplasma y/o permitir que se acumule a una mayor concentracion sin afectar a la funcion
de la célula de la planta. Las mismas consideraciones se aplican a los otros polipéptidos como se ha descrito
anteriormente en el presente documento.

EJEMPLOS
La invencion se describira ahora con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1

Expresién de proteina L1 del VPH a altos niveles

Construcciones de expresiéon

Tres vectores de Agrobacterium: pTRAc, pTRAkc-rbcs1-cTP y pTRAkc-ERH (Figura 1) se obtuvieron a partir de
Rainer Fischer (Fraunhofer Institute, Aachen, Alemania). El vector pTRAc consiste de un promotor 35S (P35SS) del
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Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV), con potenciador transcripcional duplicado, region no traducida 5' de
chalcona sintasa (CHS) y sefial de poliadenilacion 35S del CaMV (pA35S), para la expresion de gen extrafio; 2
regiones de unién al andamiaje (SAR) para el gen RB7 del tabaco; los bordes izquierdo y derecho para la
integracion del ADN-T; origenes de replicacion para E. coli y Agrobacterium tumefaciens, y el gen bla para seleccion
de antibioticos. pTRAkc-rbcs1-cTP es un derivado de pTRAc con una secuencia adicional de rbcs-cTP (sefial que se
dirige al cloroplasto desde la subunidad pequefia de Rubisco de Solanum), formando una fusién 3' con el gen
extrafio. pTRAkc-ERH se deriva también de pTRAc, e incluye las secuencias KDEL y his6, formando una fusion 5'
con el gen extrafio. Los vectores pTRAkc-rbcs1-CTP y pTRAkc-ERH también incluyen al gen nptll, para resistencia a
la kanamicina en las plantas.

Cuatro variantes del gen L1 del HPV-16 se clonaron en los vectores anteriormente mencionados de Agrobacterium:
(1) un aislado sudafricano, SAL1 (acceso al GenBank N.° AY177679), (2) L1 optimizado por codén humano (HL1,
Figura 2), (3) L1 optimizado por codén de planta (SYNL1, Figura 3), y (4) sefial de localizacion nuclear deficiente,
truncamiento del aminoacido 22 de HL1, HL1 AC22.

Para facilitar la clonaciéon direccional, se afiadieron sitios de restriccion de la enzima a los extremos de los genes L1
mediante amplificacion por PCR. Se amplific6 SAL1 con cebadores sentido: 5-GGACGCGTTAGGT
ACATGTCTCTTTGGCTGCCT (SEQ. ID NO. 1), y cebador antisentido: 5-TCTAGACTCGAGTTACAGCTT
ACGTTTITTGCGTTT (SEQ. ID NO. 2), se digirié con Afl lll y Xho | y se cloné en los mismos sitios de pTRAc,
formando pTra-SAL1; o se digirié con Mlu | y Xho | 'y se cloné en los mismos sitios en pTRAkc-rbcs1-cTP, formando
pTRACTP-SAL1. Se amplificé también SAL1 con el cebador sentido y el cebador antisentido anteriores: 5'-
AGCGGCCGC CAGCTTACGTTTTTTGCG (SEQ. ID NO. 3), se digirié con Afl lll y Not | y se clond en los sitios Nco |
y Not | de pTRAkc-ERH, formando pTRAERH-SAL1.

Se amplificé SYNL1 con el cebador sentido: 5'-GGACGCGTGAGATTCATGAGCCTTTGGCTC CCT (SEQ. ID NO.
4), y cebador antisentido: 5-ATCTAGACTCGAGTTAGAGCTTCCTCTTCTTCCTCTT (SEQ. ID NO. 5), se digirié6 con
Bsp HI 'y Xho | 'y se clond en los sitios Afl Il y Xho | de pTRAc, formando pTRA-SYNL1; o se digirié con Miu | y Xho |
y se clon6 en los mismos sitios en pTRAkc-rbes1-cTP, formando pTRACTP-SYNL1. SYNL1 también se amplifico con
el cebador sentido y el cebador antisentido anteriores: 5-AGCGGCCGCGAGCTTCCTCTTCTTCCTCTT(SEQ. ID
NO. 6), se digirié6 con Bsp Hl y Not | y se cloné en los sitios Nco | y Not | de pTRAkc-ERH, formando pTRAERH-
SYNLA1.

Se amplificé HL1 con el cebador sentido: 5'-GGACGCGTGAGGTTCATGAGCCTGTGGCTGCC C(SEQ. ID NO. 7), y
cebador antisentido: 5'-ATCTAGACTCGAGTCACAGCTTGCGCTTCTTCCG(SEQ. ID NO. 8), se digirié con Bsp Hl y
Xho | y se clond en los sitios Afl Il y Xho | de pTRAc, formando pTRA-HL1; o se digirié con Mlu | y Xho | y se cloné
en los mismos sitios en pTRAkc-rbcs1-cTP, formando pTRACTP-HL1. HL1 también se amplific6 con el cebador
sentido y el cebador antisentido anteriores: 5-AGCGGCCGCCAGCTTGCGCTTCTTCCGC(SEQ. ID NO. 9), se
digirié con Bsp Hl y Not | y se cloné en los sitios Nco | y Not | de pTRAkc-ERH, formando pTRAERH-HL1.

Se formé HL1AC22 mediante amplificacion por PCR de HL1, con el cebador sentido, y el cebador antisentido
anteriores: 5 TCTAGACTCGAGTCAGCCCAGGGTGAACTTAGG(SEQ. ID NO. 10), para facilitar la terminacién
antes de NLS (Zhou et al. 1991). Se digirié el producto de la PCR con Mlu | y Xho | y se cloné en los mismos sitios
en pTRAKkc-rbcs1-cTP, formando pTRACTP-HL1AC22.

Se amplifico el gen gfp mutante de 30B-GFPC3 (acceso al GenBank N.° U62637) a partir de pBSG1057 (Biosource
Technologies Inc.,  Vacaville, Estados Unidos) con el cebador sentido: 5  GGACGCGTT
AGGTCCATGGCTAGCAAAGGAGAAG(SEQ. ID NO. 11), y cebador antisentido: 5 ATCTAGATTATTTGTA
GAGCTCATCCATG(SEQ. ID NO. 12), se digiri6 con Nco | y Xba | y se clon6é en los mismos sitios de pTRAc,
formando pTRA-GFP.

Transformacién de Agrobacterium

Se hizo electrocompetente Agrobacterium GV3101::pMP90RK (obtenido de Rainer Fischer, Fraunhofer Institute,
Aachen) como se describe por (Shen y Forde, 1989). Se mezclaron 50-200 ng de los vectores de HPV-
16L1/Agrobacterium con 100 pl de células electrocompetentes en una cubeta con paso de electrones de 0,1 cm
(BioRad). Las células se transformaron en un GenePulser (BioRad), fijado en 1,8 kV, 25 pF y 200 Q.

Se incubaron las células sometidas a electroporacién en 1 ml de LB durante 2 horas antes de la colocaciéon en
placas sobre LB que contenia 50 ug.ml! de carbenicilina, 50 pug.ml' de rifampicina y 30 pg.ml"' de kanamicina. Se
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verificaron los clones positivos por medio del aislamiento del ADN plasmidico de colonias recombinantes de
Agrobacterium, y la nueva transformacion del ADN plasmidico en células DH5a de E. coli y seleccion sobre 100
ug/ml de ampicilina.

Tabla A. Resumen de los recombinantes de Agrobacterium utilizados

. Compartimento Cepade
Clon Vector Insercion L .
celular dirigido Agrobacterium
PTRA-SAL1 pTRAC SAL1 (aislado L1 de HPV-16 citoplasma GV3101
sudafricano)
SYNL1 (L1 del HPV-16
pTRA-SYNL1 pTRAcC optimizado por el coddn de la citoplasma GV3101
planta)
pTRA-HL1 pTRAC HL1 (L1 del HPV-16 optimizado citoplasma GV3101
por codén humano)
pTRA-GFP pTRAc Gfp citoplasma GV3101
pTRACTP- pTRAKkc-
SAL1 rbes1-cTP SAL1 plastos GV3101
pTRACTP- pTRAko-
SYNLA1 rbes1-cTP SYNL1 plastos GV3101
pTRACTP-HL1 | PTRAKC HL1 plastos GV3101
rbcs1-cTP
pTRACTP- pTRAkc- HL1AC22 (truncamiento de la
HL1AC22 rbcs1-cTP sefal de localizacién nuclear) plastos GV3101
pTRACTP- pTRAKkc-
GFP rbest-cTP Gfp plastos GV3101
pTRAERH- pTRAKkc-
SAL1 ERH SAL1 RE GV3101
pTRAERH- pTRAKkc-
SYNL1 ERH SYNLA1 RE GV3101
pTRAERH- pTRAKkc-
HL1 ERH HLA1 RE GV3101
pTRAERH- pTRAKkc-
GFP ERH Gfp RE GV3101
pBIN-NSs pBIN NSs citoplasma LBA4404

10

15

20

25

Preparacién de Agrobacterium para infiltracién

Se obtuvo Agrobacterium LBA4404 (pBIN-NSs), que contenia los genes supresores del silenciamiento de NSs de
TSWYV, de Marcel Prins (Laboratory of Virology, Wageningen, Paises Bajos). Se complementaron los cultivos de
Agrobacterium GV3101 que contenian plasmidos basados en los vectores pTRAc, pTRAkc-rbcs1-cTP-y pTRAke-
ERH con 50 pg.ml' de carbenicilina y 50 pug.ml-! de rifampicina. Se complementaron los cultivos de Agrobacterium
LBA4404 (pBIN-NSs) con 50 ug.ml"' de rifampicina y 30 pug.ml"! de kanamicina. Los cultivos de Agrobacterium se
desarrollaron con agitacion a 27 °C hasta fase logaritmica (ODe00=0,8) en caldo LB, que contenia los antibioticos
apropiados. Se recogieron las células por centrifugacion a 4000 g, se resuspendieron en medio de induccién (caldo
LB a pH 5,6 que contenia acido 2-[N-morfolinoletanosulfénico [MES] 10 mM, acetosiringona 20 mM, y MgSQO4 2 mM)
con los antibiéticos apropiados, y se cultivaron como anteriormente. Las células se recogieron por centrifugacion,
como anteriormente, y se suspendieron de nuevo en medio de infiltracion (MgCl2 10 mM, MES 10 mM, sacarosa al
2% y 150 ug.ml' de acetosiringona, pH 5,6). Para la infiltracion al vacio se reemplazé el MgClz con 4 g de sales
MS.I'. Se diluyeron las suspensiones de Agrobacterium en medio de infiltracion hasta una ODsoo de 1,0, y se
mantuvieron a 22 °C durante 2-3 h.

Agroinfiltracién

Inyeccién: Se diluyeron suspensiones de Agrobacterium-L1 y Agrobacterium (pBIN-NSs) y se combinaron en un
medio de infiltracién, ambos a una ODeoo final de 0,25. Cuando se coinfiltré Agrobacterium (pTRA-GFP) con la
suspensién anterior, se utilizé a una ODeoo final de 0,0125. Se infiltraron hojas de plantas de N. benthamiana de 2-4
semanas de edad mediante inyeccion de la suspension de Agrobacterium en los espacios aéreos abaxiales de la
parte inferior de la hoja. Se agroinfiltraron seis hojas con cada mezcla agrobacteriana (3 plantas, 2 hojas/planta). Las
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plantas se desarrollaron durante 3-6 dias bajo condiciones de 16 h de luz, 8 h de oscuridad, 22 °C.

Vacio: Se cultivaron durante una noche Agrobacterium (pTRA-HL1) y Agrobacterium (pBIN-NSs) en medio de
induccién. Las células de cada cultivo se combinaron y se suspendieron de nuevo en 1-8 litros de medio de
infiltracion, a una ODeoo final de 0,25 por cultivo. Plantas enteras de N. benthamiana o de N. tabacum (con las raices
eliminadas) L. cv. Petite Havana SR1 en la suspension de Agrobacterium y se sometieron a un vacio de -90 kPa
durante 10 min, con agitacion ocasional para liberar las burbujas de aire atrapadas. El vacio se liber6 rapidamente el
(~10 kPa.segundo™). Se plantaron de nuevo plantas de N. benthamiana en el suelo. Se colocaron los tallos de las
plantas de N. tabacum en espuma floral saturada con agua. Las plantas se desarrollaron durante 3 dias bajo
condiciones de 16 h de luz, 8 h de oscuridad, 22 °C.

Extracciéon y deteccidn de proteinas

Se recolectaron discos de hoja (tapa de un tubo de Eppendorf) de hojas agroinfiliradas, y se molieron en 250 pul de
PBS altamente salina (NaCl 0,5 M)/disco de hoja. El extracto se centrifugd a 13.000 rpm durante 5 min en una
centrifuga de mesa, se recolectd el sobrenadante, y se repitié la centrifugacion. Se realizaron extracciones a gran
escala en plantas de N. tabacum infiltradas al vacio: las plantas se homogenizaron con un mezclador Waring en 2 ml
de tampodn de extraccién (fosfato sédico 0,25 M, metabisulfito sdédico 0,1 M, EDTA 10 mM, polivinilpolipirrolidona al
4% [PVPP], pH 7,4)/g de material vegetal. El extracto se filtr6 a través de 2 capas de estopilla, después de lo cual el
filtrado se centrifugd a 10.000 g durante 20 min. El sobrenadante resultante se ultracentrifugd a 30.000 rpm durante
3 h, y los sedimentos resultantes se resuspendieron en PBS, y se liofilizaron para reducir el volumen. Se determind
la concentracién de proteina soluble total (TSP) con un ensayo de Bradford (Sigma).

Para el andlisis de transferencia de Western, los extractos de las plantas se incubaron a 85 °C durante 2 minutos en
tampén de carga (Sambrook et al., 1989), se separaron en un gel SDS-PAGE al 10%, y después se transfirieron
sobre una membrana de nitrocelulosa mediante electrotransferencia semiseca. Se detecté la proteina L1 con
anticuerpo monoclonal H16:J4 (1:3000), y luego con un conjugado de fosfatasa alcalina anti-raton de cabra
(1:10000, Sigma). Se realizo la deteccion con Comprimidos de NBT/BCIP (Roche).

La proteina L1 se cuantificd a partir de los extractos de plantas por medio de ELISA de captura, se modificaron a
partir del método de ELISA de bloqueo con alcohol polivinilico (PVA) de Studentsov et al. (2002). Una placa de
microtitulacion de 96 pocillos se recubrié con anticuerpos monoclonales H16.J4 (se une al epitopo lineal de L1 del
HPV-16) o H16.V5 (se une al epitopo conformacional) durante 1 hora a 37 °C, se lavé y se bloqued. Después, se
anadio extracto de planta durante 1 h a 37 °C seguido de una etapa de lavado y la adicion de suero policlonal VLP
anti-HPV-16 de conejo (1:1000) durante 1 h a 37 °C. Se detecto este suero con conjugado anti-conejo-HRP de cerdo
(1:5000; DAKO, Dinamarca) y sustrato de diclorhidrato de 1,2-fenilendiamina (OPD; DAKO).

Se detectd GFP por ELISA de captura. Se diluyeron los extractos de plantas en una solucion lactea al 1% (leche en
polvo Elite® en PBS con Tween 20 al 0,05% [PBS-T]), y se incubaron sobre una placa recubierta de Reacti-Bind
anti-GFP (Pierce) durante 1 h a 37 °C. La placa se lavd 4 veces con PBS-T, seguido de la adicién de conjugado
HRP anti-GFP de cabra (1:2000 en solucién de leche al 1%; Abcam), la placa se incubé durante 30 min a 37 °C, y
después se lavé 4 veces con PBS-T. Se utilizé sustrato TMB (KPL) para la deteccion.

Microscopia electrénica

Se inmunoatrapd el extracto de la planta con anticuerpo H16.V5 (1:50) sobre rejillas de cobre recubiertas de
carbono. Se tifieron las rejillas con acetato de uranilo al 2% vy visualizaron usando un microscopio electronico de
transmision JEOL 200CX.

Inmunizacién de ratones con extracto de planta y andlisis del suero

Aproximadamente 350 g de N. tabacum que se habian infiltrado al vacio con Agrobacterium (pTRA-HL1) y con
Agrobacterium (pBIN-NSs) se extrajeron como se ha descrito anteriormente y se resuspendieron en 0,5 pl de PBS.
Los ratones BALB/c se inmunizaron por via subcutanea con 100 pl del extracto de planta (11 ug de L1), ya sea con
la adicion de adyuvante incompleto de Freund (4 ratones) o sin la adicion (5 ratones). Se inmunizaron los grupos de
control dos veces con 10 pg de las VLP producidas en baculovirus, o una vez con 1 ug de las VLP producidas en
baculovirus. Se recogié suero de la vena del ojo 4 semanas después de la inmunizacion.

Se utilizé un ELISA de bloqueo de PVA (Studentsov et al., 2002) para detectar anticuerpos contra L1 en los ratones.
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Se recubrié una placa de microtitulacion con las VLP de L1 del HPV-16 producidas por baculovirus (2 pg.ml), se
bloqueé durante 2 h a 4 ° C con PVA al 0,5% en PBS, y luego se lavé 6 veces con PBS. Se diluyeron en serie los
sueros en PVA al 0,5% (1:40 a 1:40960) y se incubaron sobre la placa a 37 °C durante 1 h. Después de lavar 6
veces con PBS, se anadio el conjugado de HRP anti-ratén de conejo (1:2000; DAKO) durante 30 min a 37 °C. La
deteccion se realizé con sustrato OPD (DAKO).

El ensayo del anticuerpo neutralizante del pseudovirus de HPV-16 se realizé de acuerdo con el método de (Pastrana
et al.,, 2004). Los plasmidos necesarios para el ensayo se obtuvieron de John Schiller (Laboratory of Cellular
Oncology, National Cancer Institute, Bethesda, Estados Unidos).

Transformacién y regeneracién de la planta

Las hojas de L. cv. Petite Havana SR1 de N. tabacum se cortaron en trozos de +1 cm?, se esterilizaron en lejia al
10% y se aclararon en agua estéril. Se sumergieron los discos de hoja en el cultivo de Agrobacterium relevante
recombinante y crecieron sobre un medio de cultivo conjunto (Tabla 2) bajo luz constante durante dos dias. Los
discos de hojas se colocaron entonces en medio de regeneracién fresco (Tabla 2) cada dos semanas hasta que
aparecieron brotes pequefios (4-6 semanas). Los brotes de 1,5-2 cm se transfirieron a medio de enraizamiento
(Tabla 2). Los brotes se incubaron hasta que fue evidente el crecimiento fuerte de la raiz, y luego se transplantaron a
una mezcla de suelo/vermiculita (2:1), se cubrieron con bolsas de plastico y se mantuvieron alejados de la luz directa
durante tres dias antes de trasladarse a la luz directa. Las plantas transgénicas se seleccionaron por medio de PCR
usando el kit Extract-N-Amp Plant PCR (Sigma) e cebadores especificos de L1.

Tabla B: Medios para la transformacion y regeneracion de tabaco. Todos los medios contenian MS con vitaminas
(Highveld Biological, Sudafrica), sacarosa al 1% y agar al 0,8%.

Co-cultivo | Regeneracion | Enraizamiento
acido a-naftalenoacético | 0,1 mg.I"' 0,1 mg.I"'
Bencilaminopurina 1 mg.I"! 1 mg.I!
Cefotaxima 250 mg.I"! 250 mg.|"!
Kanamicina 300 mg.I"! 100 mg.I!

El método de inyeccién de infiltracién demostré ser util para la comparacion rapida de numerosas construcciones de
Agrobacterium, y para la optimizacion de las concentraciones de cultivo para infiltracion. El analisis de transferencia
de Western de muestras de N. benthamiana (Figura 4), después de la infiltracién con Agrobacterium que portaba el
gen L1 del HPV-16 optimizado por codén humano (HL1), demostré la expresion exitosa del monémero de L1 de 55
kDa. La expresion de HL1 del vector pTRA-HL1 (localizacién citoplasmatica de L1) no pudo ser detectada después
de 6 dias, a menos que se produjera coinfiltracion de Agrobacterium (pBIN-NSS). Por otro lado, HL1 dirigido al
cloroplasto (vector pTRACTP-HL1) produjo niveles detectables de HL1 sin Agrobacterium (pBIN-NSs), que fueron
reforzados con la coinfiltracion de Agrobacterium (pBIN-NSs).

Los resultados anteriores fueron confirmados por medio de ELISA de captura (Figura 5). Ademas, el ELISA
establecié que L1 se ensamblé en las estructuras multiméricas necesarias para la generacion de anticuerpos de
neutralizacion, ya que el mAb H16.V5 utilizado para este ELISA de captura es especifico para un epitopo
conformacional formado por pentameros y las VLP. La formacién de VLP se confirmd por medio de microscopia
electronica (Figura 6) de un extracto en bruto de una hoja de N. benthamiana que habia sido infiltrada con
Agrobacterium GV3101 (pTRACTP-HL1).

La optimizacion del codon y el direccionamiento del compartimiento de la planta afectd significativamente la
acumulacion de L1 (Figura 7). Los niveles de acumulacion de SYNL1 y SAL1 en hojas agroinfiltradas fueron a
menudo bajos, o indetectables, sin embargo, HL1 se acumulé hasta niveles altos (hasta ~600 mg de L1/kg de
material de la hoja; -17% de TSP). Fue sorprendente que L1 optimizado por el codén de la planta (SYNL1) se
expresara en niveles inferiores que L1 nativo (SAL1). El direccionamiento de L1 a los cloroplastos aumenté su
acumulacion significativamente tanto sobre L1 citoplasmatico como el dirigido al RE, y puede ser un resultado de la
proteccion de las proteasas presentes en el citoplasma. La expresion de L1 fue mas baja cuando se dirigié al RE. Se
utilizé Agrobacterium (pTRA-GFP) para medir las desviaciones de eficiencia de la infiltracion entre las hojas (que
generalmente se encontrd que eran pequefias, con una diferencia del 14% entre las infiltraciones mas y menos
eficientes).

Se demostré el potencial para la expresidon a media escala o posiblemente a gran escala de HPV-L1 en N.
benthamiana y N. tabacum L. cv. Petite Habana SR1 por la infiltracion al vacio. La infiltracidn al vacio de plantas de
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N. benthamiana enteras se produjo faciimente en el 90-100% del area foliar, y en el 70-90% de la superficie foliar de
N. tabacum. Por medio de infiltracién al vacio de plantas enteras, en lugar de hojas sueltas como se describe por
Kapila et at. (1997), fue relativamente facil aumentar la infiltracion hasta 2 kg del material de la planta N. tabacum.

Una sola inmunizacién de ratones BALB/c con un extracto en bruto de N. Tabacum/HL1 indujo titulos altos de
anticuerpos especificos de VLP del HPV-16 (40 960) (Figura 8), que eran equivalentes a lo provocado en ratones
después de 2 inmunizaciones con 10 ug de las VLP producidas por baculovirus. La adicién de adyuvante incompleto
de Freund al extracto de la planta no parece aumentar la respuesta humoral producida para HL1, lo que sugiere que
las proteinas de la planta adjuntas en la muestra sin adyuvante incompleto de Freund pueden tener propiedades
adyuvantes. Se realizé un ensayo de neutralizacién in vitro del pseudovirus del HPV-16 usando los sueros de raton
anteriores (Tabla 3). Este ensayo se basa en la capacidad de neutralizacion del suero para bloquear la entrada de
pseudovirus de HPV-16 de SEAP en las células, deteniendo de este modo la transferencia del gen indicador para
SEAP en las células. Los ratones que habian sido inmunizados con el extracto en bruto de N. Tabacum/HL1,
provocaron con éxito niveles neutralizantes de anticuerpo mayores a los provocados por 2 inmunizaciones con 10 ug
de las VLP producidas por baculovirus. Fue sorprendente que los niveles de anticuerpo neutralizantes provocados
por el extracto de N. tabacum/HL1 fueran menores al afiadir el adyuvante incompleto de Freund.

Las hojas de L. cv. Petite Havana SR1 se transformaron con éxito con Agrobacterium que transportaba el gen L1 del
HPV-16 optimizado por coddon humano. Como se observd con la expresion transitoria, se acumuld L1 dirigido al
cloroplasto hasta altos niveles en las plantas transgénicas (hasta 60 mg de L1/kg de material de la planta, el 10,6%
de la TSP) (Figura 9). La observacién de que L1 fue detectada con el mAb H16.V5 especifico de la conformacion de
los extractos de hojas transgénicas sugiere que estan presentes capsdémeros y posiblemente una formacion de VLP
en estas plantas.

Tabla C. Ensayo de neutralizacién del pseudovirus HPV-16 de SEAP que analiza la induccidén de anticuerpos de
neutralizacién en ratones, después de la inmunizacién con extracto en bruto de planta/HL1. Tres dias después de
que se infiltraran al vacio plantas L. cv. Petite Havana SR1 de N. tabacum con Agrobacterium (pTRA-HL1) y
Agrobacterium (pBIN-NSs), se produjeron extractos de planta concentrados y se usaron con ratones inmunizados.
Se tomaron sueros 4 semanas después de la inmunizacion. Se definieron los titulos de neutralizacion como el
reciproco de la dilucién en suero mas alta que causo al menos una reduccion del 50% en la actividad de SEAP. Los
titulos por debajo de 25 se consideraron negativos.

Antigeno (reciproco de la dilucion mas alta del suero para provocar al menos

Antigeno una reduccion del 50% en la actividad de SEAP)

PBS <25

Planta/Agro pTRA-HL1 6400

Planta/Agro pTRA-HL1 + Ady. Inc.
1600
de Freund

1 yg de VLP de HPV-16 producido

por baculovirus <25

2 x 10 pg de VLP de HPV-16

producido por baculovirus 1600

35

40

45

Ejemplo 2

Proteina HA subtipo H5 del virus de la influenza expresada en niveles elevados

Construcciéon de plasmidos

El gen H5 del gen de longitud completa (H5, 1704 pb, Figura 10) del virus A/VietNam/1194/2004 (H5N1) de la
influenza (acceso a GenBank n.° AY651333) y un gen HA truncado en 23 aminoacidos (H5tr, 1635 pb, Figura 11) se
optimizaron por codones humanos, y se sintetizaron por Geneart (Alemania). H5tr se truncé desde el nucleétido
1597-1665 para eliminar su dominio de anclaje a la membrana (Figura 12): esto debe impedir que la proteina HA se
asocie con las membranas celulares, y debe permitir que la proteina H5tr se secrete desde células de la planta
después del procesamiento apropiado en el RE, que en gran medida puede ayudar a su purificacion. Se afadieron
secuencias de reconocimiento de la enzima durante la sintesis génica para facilitar la clonacién.

Los genes H5 y H5tr se clonaron cada uno en los tres vectores de A. tumefaciens, en el Ejemplo 1. Los genes H5 y
H5tr se digirieron con Nco | y Xba | y se clonaron en los sitios Afl Ill y Xba | de pTRAc, formando los clones pTRA-H5
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y pTRA-H5tr. Para la clonacién en pTRAkc-ERH, se digirieron tanto el vector como los genes H5/H5tr con Nco | y
Not |, formando pTRAERH-HS y pTRAERH-H5tr. Se digirieron los genes H5 y H5tr con Mlu | y Xba | y se clond en
pTrakc-rbcs1-cTP, formando los clones pTRACTP-H5 y pTRACTP-H5tr. Se construyé un cuarto conjunto de clones,
pTRAa-H5 y pTRAa-H5tr, por medio de la clonacion de los genes H5 y H5tr (digeridos con Nco | 'y Xba |) en el vector
pTRAkc-ERH después de la digestion de Nco | y Xba I, eliminando asi la sefial de retencion del RE (SEKDEL) para
crear construcciones de direccionamiento apoplasico.

Transformacién de Agrobacterium

La transformacion de Agrobacterium se realizé como en el ejemplo 1.

Agroinfiltracion

Se desarrollaron cultivos de A. tumefaciens recombinantes GV3101 que contenian los clones del vector binario H5 y
H5tr, y GV3101 de A. tumefaciens (pTRA-P19), que contenia el gen supresor del silenciamiento de p19 del virus de
la atrofia del follaje del tomate, con agitacion a 27 °C hasta fase logaritmica (ODe00~0,8) en caldo LB complementado
con 50 ug.ml' de carbenicilina, 50 pug.ml' de rifampicina y 30 pg.ml-' de kanamicina. Las células se recogieron por
centrifugacion a 4000 g, se resuspendieron en medio de induccion (caldo LB a pH 5,6 que contenia acido MES 10
mM, acetosiringona 20 mM, y MgSO4 2 mM) con los antibidticos apropiados, y se cultivaron como anteriormente. Las
células se recogieron por centrifugacion, como anteriormente, y se suspendieron de nuevo en medio de infiltracion
(MgCl2 10 mM, MES 10 mM, sacarosa al 2% y 150 ug.ml' de acetosiringona, pH 5,6). Se diluyeron las suspensiones
de A. tumefaciens en medio de infiltracion hasta una ODeoo de 1,0, y se mantuvieron a 22 °C durante 2-3 h.

Las suspensiones de de H5 de A. tumefaciens o de H5tr de A. tumefaciens se combinaron con A. tumefaciens
(pPTRA-P19) y se diluyeron con medio de infiltracion a una ODsoo final de 0,25 para cada cultivo. Se infiltraron hojas
de plantas de N. benthamiana mediante inyeccidn de la suspension bacteriana en los espacios aéreos abaxiales de
la parte inferior de la hoja. Cuatro hojas se agroinfiltraron con cada mezcla de agrobacterias. Las plantas se
desarrollaron durante 6 dias bajo condiciones de 16 h de luz, 8 h de oscuridad, 22 °C.

Extraccién de proteinas y deteccion de HA

Se recolectaron discos de hojas de N. benthamiana (cortados utilizando la tapa de un tubo de microcentrifuga de 2
ml) a partir de hojas agroinfiltradas, y se molieron en 250 pl de tampén fosfato de alta salinidad (NaCl 0, 5 M)/disco.
El extracto se centrifugd a 13000 rpm durante 5 min, el sobrenadante se recogio, y la centrifugacion se repitio.

Las muestras se analizaron para detectar la presencia de HA por medio de analisis por transferencias de Western.
Los extractos de las plantas se incubaron a 85 °C durante 2 minutos en tampoén de carga {Sambrook, 1989 33369
/id}, se separaron en un gel SDS-PAGE al 10%, y después se transfirieron sobre una membrana de nitrocelulosa
mediante electrotransferencia semiseca. Se detect6 la proteina HA con suero de pollo positivo para H5 (1:000;
James Kitching, Elsenburg, Western Cape Dept of Agriculture), suero anti-pollo de conejo (1:1000, Ed. Rybicki,
UCT), y después con conjugado de fosfatasa alcalina anti-conejo de cerdo (1:10000, Sigma). Se realiz6 la deteccion
con Comprimidos de NBT/BCIP (Roche).

La agroinfiltracion demostré ser Util para comparar rapidamente la expresion de numerosas construcciones de HA en
plantas. Los resultados preliminares muestran que la mayor acumulacion de la proteina HA se obtuvo al usar las

construcciones pTRAERH-H5 y pTRAERH-H5tr, que dirigen la proteina al RE (Figura 13). HA no se pudo detectar al
usar las otras construcciones.

Ejemplo 3

Construccién de plasmidos

Los vectores de Agrobacterium pTRAc, pTRAkc-ERH, pTRAkc-A, y pTRAKkc-rbcs1-cTP (Figura 14) se suministraron
por Rainer Fischer (Fraunhofer Institute for Molecular Biology and Applied Ecology IME, Aachen, Alemania). Se
incluyeron sitios de restriccion enzimatica en cada extremo del ORF de L2 por medio de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), para facilitar la clonacién direccional en los tres vectores de Agrobacterium. EI marco de lectura
abierto (ORF) de 1,4 kb de L2 del HPV-16 de tipo silvestre (salL2), el codén del ORF de L2 del HPV-16 optimizado
para la expresion en plantas (vegetalizado) y el ORF de L2 del HPV-16 optimizado por coddn para la expresion de
mamiferos (humanizado) se amplificaron por PCR. La optimizacién por codon para Nicotiana de L2 del HPV-16 (pL2)
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se hizo por GENEART® (Regensberg, Alemania). El L2 del HPV-16 humanizado (hL2) se suministré por Martin
Mdiller (Alemania).

Los vectores pTRA mantienen una cantidad de caracteristicas que optimizan la expresion del gen extrafio. pTRAc
contiene las caracteristicas del esqueleto y es competente en la expresion del transgén en el citoplasma de las
células de la planta (Figura 14). El vector pTRAkc-ERH incluye todas las caracteristicas de pTRAc con algunas
adiciones (Figura 14). Se afiadié un gen de resistencia a la kanamicina (nptll), esto permite que estos vectores sean
utilizados para la generacion de plantas transgénicas. Sin embargo, en este estudio se utilizé expresién transitoria.
pTRAkc-ERH también incluye secuencias que dan como resultado las fusiones carboxi terminales de una etiqueta
His y la sefial de retencion (KDEL) del reticulo endoplasmatico (RE). Se cree que la secuencia de KDEL retrasa las
proteinas en el RE, donde pueden estar protegidas de la degradacion. La secuencia de KDEL puede inferir la
proteccion contra la degradacion ya que las proteinas que son incapaces de formar su conformacién final,
permanecen en el RE (1). Las proteinas presentes en el RE que no tienen una secuencia de KDEL se degradan (1).
El vector pTRAkc-A se obtiene a partir del vector pTRAkc-ERH, contiene la sefial secretora "LPH" pero carece de la
"KDEL", por lo tanto, la proteina se secreta fuera de la célula en el espacio apoplasico. El vector pTRAkc-rbcs1-cTP
que se basa en pTRAc, también incluye la secuencia del dominio de direccionamiento al estroma (STD), rbcs1-CTP,
que forma una fusién de STD amino terminal con la proteina extrafia. Las proteinas probablemente se cruzan donde
las membranas interior y exterior se encuentran, una vez dentro del estroma, el STD se procesa por una
metaloproteasa de 140 kDa (2).

Los bordes izquierdo y derecho flanquean la regién del ADN que se va a transferir a la célula de la planta, el ADN-T.
Las regiones de fijacion del andamiaje, también conocidas como regiones de unién de la matriz, estan a ambos
lados del transgén. Se cree que estas regiones interactian con las proteinas de la matriz nuclear formando dominios
de bucle en el ADN lo que ha demostrado que aumentan la expresion con la insercién en un plasmido (3). La
expresion del transgén se controla por un promotor dual del CaMV P35S, con un potenciador transcripcional
duplicado. Se ha demostrado que este promotor aumenta la expresion sobre el promotor Unico del CaMV tradicional
P35S (4). La senal de poliadenilacion del gen P35S se fusiona con el extremo del gen extrafio; esto estabiliza los
transcritos de ARN. La replicacién del plasmido en Agrobacterium se inicia en el origen de replicacion de RK2.
Debido al bajo nimero de copias del plasmido en Agrobacterium, el vector puede replicarse alternativamente en
Escherichia coli usando el origen de replicacion de ColE1 (5). El desarrollo de resistencia por una cantidad de
Agrobacterium a la ampicilina ha conducido a la fusién de resistencia a la carbenicilina y a la ampicilina en el gen
bla. La ampicilina se utiliza como un marcador en E. coli con carbenicilina como un marcador en Agrobacterium.

La clonacion de todos los genes en sus respectivos vectores se hizo utilizando el par cebador aplicable. EI ORF de
salL2 se amplifico con el par cebador F L2-ERH y R L2-pTRAc (Tabla 1). El par cebador de F pL2-pTRAc y R pL2-
pTRAC se us6 para amplificar el ORF de pL2, y el par F-hL2-pTRAc y R hL2-pTRACc se utilizé para amplificar el ORF
de hL2 para facilitar la clonaciéon en pTRAc. Los fragmentos de 1,4 kb se clonaron en pGEM®-T easy (Promega) y
se secuenciaron para confirmar la fidelidad de la PCR. Se corté sal.2 con las enzimas de restricciéon BspHI y Xbal y
se subclond en los sitios Afl 1l y Xbal de pTRAc haciendo el plasmido pTRA-salL2-C. Las enzimas de restriccion
BspHI y BamHI se usaron para cortar pL2 que se subcloné en los sitios Afllll y BamHI de pTRAc haciendo el
plasmido pTRA-pL2-C. hL2 se clon6 usando las enzimas de restriccion BspHI y Xbal para hacer el plasmido pTRA-
hL2-C.

Con el fin de clonar saL2 en pTRAkc-ERH, se amplifico el ORF de sal2 con el par cebador F L2-ERH y R L2-ERH
(Tabla 1), y se clond en los sitios Nco | y Notl de pTRAkc-ERH utilizando BspHI y Notl, haciendo el plasmido pTRA-
saL2-E. De forma similar, el ORF de hL2 se cloné en pTRAkc-ERH usando el par cebador F hL2 pTRAc y R hL2-
pTRA E.

TABLA 1. Cebadores usados en la PCR con su secuencia y los sitios de restriccién a los que se unen

Nombre del . Sitio de restriccion
Secuencia
cebador subrayado
F L2-ERH GCTCATGAGACACAAACGTTCTGCAAAAG BspHI
R L2-ERH AAGCGGCCGCGGCAGCCAAAGAGACATC Notl
R L2-pTRAc AATCTAGAPTAGGCAGCCAAAGAGAC Xbal
F L2-Plast AAACGCGTTAGGTGCATGAGACACAAACGTTCTGCAAAAC Miul
F pL2-pTRAC AATCATGAGACATAAGAGATCTGCTAAG BspHI
R pL2-pTRAc CGGGATCCCTAAGCAGCAAGAGAAACATC BamHI
F pL2-cTP GGACGCGTTAGGTGCATGAGACATAAGAGATCTGC Miul
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F hL2-pTRAc ATTCATGAGGCACAAGAGGAGCGCC BspHI
R hL2-pTRAc VTTCTAGATCAGGCGGCCAGGCTCAC. Xbal
F hL2-pTRA-P ATACGCGTTAGGTGCATGAGGCACAAGAGGAGC Mlul
R hL2-pTRA-E ATGCGGCCGCGGCGGCCAGGCTCACGTC Notl

Las secuencias destacadas en rojo indican el codén de inicio del ORF de L2
Las secuencias destacadas en azul indican el codén de detencion del ORF de L2
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Para la clonacion en pTRAkc-rbcs1-cTP, sal2, pL2 y hL2 se amplificaron por PCR con los pares cebadores F L2-
Plast y R L2-pTRAc, F pL2-cTP y R pL2-pTRAc, y F hL2-pTRA-P y R hL2-pTRAc respectivamente (Tabla 1). Se
clonaron adicionalmente hL2 y salL2 utilizando enzimas Mlul y Xbal en los sitios Mlul y Xbal de pTRAkc-rbcs1-cTP,
formando el plasmido pTRA-salL2-P y pTRA-HL2-P. Se usaron Mlul y BamHI para clonar pL2 en los sitios Mlul y
BamHI de pTRAkc-rbcs1-cTP, creando pTRA-pL2-P.

El clon pTRA-hL2-A se hizo por medio de la clonacion del mismo fragmento BspHI y Xbal utilizado para elaborar
pTRA-hL-C y se clono en el fragmento BspHI - Xbal de pTRAkc-ERH
Generacion de Agrobacterium recombinante

El Agrobacterium tumefaciens GV3101 se proporciond por Rainer Fischer (Fraunhofer Institute for Molecular Biology
and Applied Ecology IME, Aachen, Alemania). La cepa GV3101 contiene el plasmido auxiliar, pMPOORK, que
contiene los genes cruciales vir (5). Los vectores pTRA, como se ha mencionado anteriormente, se pueden replicar
en E. coli, asi como en Agrobacterium. Se clonaron primero las construcciones del vector en las células DH5a, que
son mas faciles de cultivar y tienen un mayor nimero de copias del plasmido en comparacion con Agrobacterium (5).
Se cultivaron células de Agrobacterium GV3101 hasta fase logaritmica de 0,8 de ODsoo a 26° C con agitacion, en
caldo Luria (LB) que contenia antibiéticos; 50 pug/ml de rifampicina (Rif) y 30 ug/ml de kanamicina (Kan). Las células
se hicieron electrocompetentes por medio de lavado 3 veces con agua Milli-Q y se resuspendieron en 1/20 del
volumen de cultivo con glicerol al 10%. Se determind la concentracion de ADN del plasmido aislado de células DH5a
por espectrometria UV a 260 nm. Se mezclé el ADN plasmidico (400 ng) con 100 ul de células electrocompetentes
GV3101 en una cubeta de 0,1 cm (BIORAD®), y se sometio a electroporacion usando los siguientes parametros:
200 Q, 25 pF, y 1,5 kV (Gene Pulse, BIORAD®). Después de incubacién a 26 °C en caldo Luria (LB) durante 1 hora,
las células sometidas a electroporacion se colocaron en placas sobre agar Luria (LA), que contenia 50 pg/ml de RIif,
30 pg/ml de Kan, y 50 pg/ml de carbenicilina (Carb),y se desarrollaron a 26 °C durante 3-4 dias.

Se determind éxito de la transformacién tanto por PCR de colonias, como por analisis con enzimas de restriccion.
Debido al bajo nimero de copias del plasmido en Agrobacterium, el plasmido se extrajo de las colonias sometidas a
electroporacion exitosamente de GV3101 y se transformé en E. coli para obtener suficiente ADN para el analisis de
restriccion. Esto se logré6 mediante la inoculacion de LB que contenia Rif, Kan, y Carb con colonias de
Agrobacterium que habian crecido a 26 °C sobre el agar Luria. Las células competentes DH5a se transformaron con
el ADN plasmidico aislado de Agrobacterium y se colocaron en placas sobre LA con 100 pg/ml de ampicilina
incubada a 37 °C durante una noche. Se utilizaron cinco colonias de DH5a por cada colonia viable de Agrobacterium
para inocular LB que contenia 100 ug/ml de ampicilina desarrollado a 37 °C hasta la fase logaritmica. Se usaron
cultivos para la preparacion a pequefia escala de ADN plasmidico y se realizé un analisis de restriccion por digestion
para determinar si la insercion estaba presente. Se elaboraron reservas de glicerol de la colonia adecuada de
Agrobacterium. Se elaboraron nueve cepas de Agrobacterium GV3101 de L2 que contenian los plasmidos: pTRA-
salL2-E, pTRA-saL2-C, pTRA-saL2-P, pTRA-pL2-C, pTRA-pL2-P, pTRA-hL2-A, pTRA-hL2-C, pTRA-hL2-E, y pTRA-
hL2-P (Tabla 2).

Lineas de plantas

Se cultivaron Nicotiana benthamiana de tipo silvestre en condiciones de 16 h de luz, 8 h de oscuridad a 22 ° C. Las
plantas se utilizaron 14-28 dias después de haber sido trasplantadas de las bandejas de siembra a macetas.

Preparacién de Agrobacterium para infiltracién

El protocolo de infiltracién simula el proceso natural de induccidon de Agrobacterium por acetosiringona. El medio de
induccion y de infiltracion contienen ambos acetosiringona, que activa los diversos genes vir (6). Se cultivaron cepas
de Agrobacterium a partir de reservas de glicerol en LB con Rif, Kan, y Carb hasta una ODeoo entre 1y 2 a 26 °C. Se
centrifugd Agrobacterium a 5.000 x g durante 10 min a temperatura ambiente (TA) y se resuspendié en medio de
induccién (LB, acido 2-[N-morfolino] etanosulfénico [MES] 10 mM, MgSO4 2 mM, acetosiringona 20 uM, pH 5,6, con
Rif, Carb, y Kan) y se desarroll6 hasta una ODeoo de entre 1 y 2 a 26 °C. Las células se centrifugaron a 5.000 x g
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durante 10 min a TA y se resuspendieron en medio de infiltracién (MES 10 mM, MgCl2 10 mM, 2,2105 g/l de sales de
Murashige Skoog [MS], 35 g/l de sacarosa, acetosiringona 150 uM, a pH 5,6). Se midi6 la densidad optica de las
células y se diluyd hasta una ODsoo de entre 0,4 y 1,0. Las células se incubaron durante 3 h en el medio de

infiltracién antes de la infiltracion.

TABLA 2. Un resumen de las cepas de Agrobacterium, los vectores que se usaron, los plasmidos fabricados, las

inserciones que contienen, y donde se dirige la proteina heterdloga

Cepa de Vector de Nombre del Insercion Compartimento celular
Agrobacterium Agrobacterium plasmido dirigido
GV3101 pTRAC pTRA-saL2-C HsPaVL_21 6 citoplasma
HPV-16 . -
GV3101 pTRAkc-ERH pTRA-salL2-E sal2 reticulo endoplasmatico
HPV-16
GV3101 pTRAkc-rbcs1-cTP pTRA-salL2-P sal2 cloroplasto
GV3101 pTRAC pTRA-pL2-C HPV-16 pL2 citoplasma
GV3101 pTRAkc-rbcs1-cTP pTRA-pL2-P HPV-16 pL2 cloroplasto
GV3101 pTRAC pTRA-hL2-C HPV-16 hL2 citoplasma
GV3101 pTRAKc-A pTRA-hL2-A HPV-16 hL2 espacio apoplasico
GV3101 pTRAKc-ERH pTRA-hL2-E HPV-16 hL2 reticulo endoplasmatico
GV3101 pTRAkc-rbcs1-cTP pTRA-hL2-P HPV-16 hL2 cloroplasto
*GV3101 pTRAcC pTRA-HL1 HPV-16 HL1 citoplasma
*GV3101 pTRAC pTRA-p19 p19 citoplasma

*Cepas de Agrobacterium suministradas por James MacLeau

ORF de L2 de tipo silvestre del HPV-16 sal 2.

ORF de L2 del HPV-16 pL2 optimizado para expresion en Nicotiana.
ORF de L1 de tipo silvestre del HPV-16 salL1b.

ORF de L1 del HPV-16 hL1 optimizado para expresién en Homo sapiens.
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Procedimiento de infiltracién

Un gen L1 del HPV-16 optimizado de mamifero en GV3101 clonado en el vector dirigido al citoplasma (pTRA-hL1)
se don6 amablemente por el Dr. James McLean (UCT, Ciudad del Cabo, Sudéfrica). Las cepas de Agrobacterium
GV3101 que contenian las construcciones L1 o L2 se infiltraron en solitario o mezcladas con cantidades iguales de
GV3101 (pTRA-p19) que codifican un supresor silenciador p19; esta cepa también fue donada por el Dr. James
McLean (UCT, Ciudad del Cabo, Sudafrica). Se usaron dos protocolos de infiltracion diferentes: infiltracion por
inyeccion o infiltracion al vacio. Para la infiltracion por inyeccion se utilizé una jeringa de 2 ml para inyectar el
Agrobacterium suspendido en un medio de infiltracion en los espacios aéreos abaxiales de hojas de N. benthamiana.

Para la infiltracion al vacio se suspendieron plantas enteras de N. benthamiana en medio para infiltracién que
contenia las cepas de Agrobacterium y se colocaron en placas al vacio a 60 mbar durante 5 min. Agrobacterium se
infiltré con la liberacién del vacio. El protocolo difiere del usado por Vaquero et al. (1999) (7). Se desarraigaron las
plantas enteras, se infiltraron al vacio y se plantaron de nuevo. Vaquero et al. (1999) infiltraron al vacio hojas enteras
de plantas Petite Havanna. El uso de plantas enteras no sélo es mas facil, sino que se pueden administrar nutrientes
adicionales a las hojas para aumentar la expresion del transgén. Las plantas se incuban posteriormente a 28 °C en
una habitacion con control de humedad.

Extraccién de proteinas y transferencias de Western

Se realiz6 la homogeneizacién moliendo el material en nitrégeno liquido. Se suspendié la muestra homogeneizada
en 2 pl/mg de urea 8 M. Se separaron los restos celulares y otras moléculas mas grandes por medio de dos rondas
de centrifugacion (10.000 x g, 10 min a TA). Se afadio6 el tampdn de carga dodecil sulfato sédico (SDS)-PAGE a las
muestras y se hirvié durante 10 minutos. Se cargd la muestra sobre SDS-PAGE al 10% y se proces6 a 100 V
durante ~2,5 h. La proteina se transfiri6 a una membrana de nylon (Nitrobind, Nitrocelulosa fundida y pura, 0,45
micrémetros, OSMONICS INC.) por medio de transferencia semiseca a 15 V, 400 mA, durante 2 h (Trans Blot®
semiseca, BioRad® con la fuente de alimentacion Electrophoresis Power Supply, AMERSHAM®). El éxito de la
transferencia se midié mediante tincion con azul Coomassie del gel después de la transferencia. La membrana se
bloqued durante una noche en leche desnatada al 5% suspendida en PBS con Tween-20 al 0,05%. La membrana se
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incubd durante 4 horas mas a temperatura ambiente con antisuero policlonal de conejo surgido contra L2 del HPV-
16 (1:3.000), anticuerpos monoclonales de ratén contra L1 del HPV-16 (J4) (1:5.000). Las membranas se incubaron
con anticuerpos anti-conejo de cabra o anti-raton de cabra conjugados con fosfatasa alcalina (Sigma®-Aldrich)
diluidos a 1:10.000 durante 2 h a TA. La inmunodeteccién se realizé utilizando fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-
indolilo/nitroazul de tetrazolio (BCIP/NBT) elaborado de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Roche®
Diagnostics).

Expresiones de L2 por expresidn transitoria en plantas de N. benthamiana.

Se infiltraron plantas de N. benthamiana con las nueve cepas de Agrobacterium que contenian los diferentes ORF
de L2. La expresion de L2 no pudo ser detectada por transferencia de Western de ninguna de las cepas que
contenian el ORF de pL2 o el ORF de sal2 (datos no mostrados). Esto podria deberse al uso de codones como se
ha publicado previamente para L1. (8) Sin embargo, se observé la expresion al expresarse a partir de cualquiera de
los clones que tienen el gen hL2 (Figura 15). Se observé una expresion similar de L2 a través del conjunto de
vectores. Se observaron también cantidades similares de productos de degradacion en los diferentes vectores. Esto
indica que posiblemente L2 se localiza en la misma regién de la célula de la planta a pesar de las moléculas de
sefializacion dentro del vector. Se espera un cierto grado de proteccién, en particular por las proteinas dirigidas al
cloroplasto. Estas cifras contradicen otros hallazgos realizados con estos vectores, por ejemplo, la expresion de L1
es notablemente menor con el vector dirigido al RE que en los vectores dirigidos al cloroplasto o al citoplasma. (Dr.
James MaclLean, comunicacion personal)

L2 parece ser altamente expresado.

El material vegetal de cada infiltracién se pesé y, por lo tanto, se afiadié la misma cantidad de tampén (urea 8 M).
Esto permite la posibilidad de determinar empiricamente el peso original del material vegetal que se cargd en una
transferencia de Western (Figura 3). Esta inmunotransferencia mostré que L2 aun se puede detectar hasta 0,4 mg
del material vegetal original. Sélo podemos especular la cantidad de L2 que estd presente en relacion con la
proteina soluble total, se intentd un nuevo analisis por ELISA, pero fracasé debido a que sdélo un anticuerpo
policlonal estaba disponible.

Coexpresiéonde L1y L2 enlamismaregion.

L2 y L1 se coinfiltraron simultdneamente en plantas de N. benthamiana. La expresion tanto de L1 como de L2 pudo
ser detectada en estas muestras de hojas, sin embargo, a partir de estos resultados, no es concluyente si L1y L2 se
expresan en la misma célula. La bibliografia sugiere que es mas que probable que se expresen en la misma célula,
habiéndose probado con expresion de anticuerpos con multiples subunidades que las forman (29)

Se ha mostrado que las respuestas inmunes contra L1 producen anticuerpos de tipo especifico, con el advenimiento
de la vacunas contra el VPH de GSK y HPV, esto ha abierto el camino para vacunas de segunda generaciéon que
muy probablemente incorporardn L2 y sus propiedades de neutralizacién cruzadas. La produccion de proteinas
heterdlogas, y en particular vacunas de subunidades en las plantas, ha demostrado ser mas rentable que otros
sistemas de expresion. En conclusion, una unién de estos dos ideales sencillos pero importantes podria conducir a
lo mas necesario en la lucha contra el cancer del cuello del Utero: una vacuna barata y eficaz.

Ejemplo 4

Proteina quimérica L1 del VPH expresada a altos niveles

El método descrito en el documento W02003/097673 se usa para la expresion de alto nivel de proteinas quiméricas
L1 del VPH como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

FIGURAS

La memoria descriptiva debe leerse con referencia a las siguientes figuras, en las que:
La Figura 1 muestra vectores de Agrobacterium pTRAc, pTRAkc-rbcs1-cTP y pTRAKc-ERH.
La Figura 2 muestra L1 del HPV-16 optimizado por codén humano (HL1) (SEQ ID NO. 13).

La Figura 3 muestra L1 del HPV-16 optimizado por codén humano (SYNL1) (SEQ ID NO. 14).
La Figura 4 muestra una transferencia tipo Western de muestras de hojas de N. benthamiana después de la
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infiltracion con Agrobacterium que lleva el gen L1 del HPV-16. Se infiltraron hojas de N. benthamiana por
inyeccion con una construccion de Agrobacterium-L1, o se coinfiltraron con Agrobacterium-L1 y
Agrobacterium (pBIN-NSs). La transferencia de Western se realizd sobre extractos en bruto de hoja 6 dias
después de la infiltracion, usando el anticuerpo monoclonal L1 anti-HPV-16 de H16.J4. Las muestras en los
carriles 1-5 eran de hojas infiltradas con Agrobacterium que llevaba los siguientes vectores: 1, pTRACTP-
GFP; 2, pTRA-HL1; 3, pBIN-NSs y pTRA-HL1; 4, pTRACTP-HL1; 5, pBIN-NSs y pTRACTP-HL1.

La Figura 5 muestra la deteccién de L1 en muestras de hojas de N. benthamiana después de la infiltracion
con Agrobacterium que lleva el gen L1 del HPV-16. Las hojas de N. benthamiana se infiltraron por inyeccion
con una construcciéon de Agrobacterium-L1, o se coinfiltraron con Agrobacterium-L1 y Agrobacterium (pBIN-
NSs). Seis dias después de la infiltracion se evaluaron los extractos en bruto de hojas por medio de un
ELISA de captura de H16.V5.

La Figura 6 muestra una micrografia electronica del extracto en bruto de la planta de N. benthamiana
después de la infiltracion con GV3101 (pTRACTP-HL1). Las VLP se indican por las flechas.

La Figura 7 muestra los miligramos de L1 del HPV-16 producidos en las plantas por agroinfiltracion. Las
hojas de N. benthamiana se infiltraron en una mezcla de una construccion de Agrobacterium-L1,
Agrobacterium (pBIN-NSs), y Agrobacterium (pTRA-GFP). Seis dias después de la infiltracion, los extractos
en bruto de hojas se evaluaron por medio de analisis ELISA de captura de mAb H16.V5 y H16.J4. El nivel
de L1 expresado como un % de la proteina soluble total (TSP) se muestra para construcciones especificas.

La Figura 8 muestra los titulos de anticuerpo sistémico especificos de VLP del HPV-16 inducidos en ratones
BALB/c después de una sola inmunizacion con un extracto en bruto de planta/HL1. Tres dias después de
que se infiltraran al vacio plantas L. cv. Petite Havana SR1 de N. tabacum con Agrobacterium (pTRA-HL1) y
Agrobacterium (pBIN-NSs), se produjeron extractos de planta concentrados y se usaron con ratones
inmunizados. Se inmunizaron los grupos de control dos veces con 10 ug de las VLP producidas en
baculovirus, o una vez con 1 pg de las VLP producidas en baculovirus. Se tomaron sueros 4 semanas
después de la inmunizacion, se diluyeron en serie (agrupados por cada grupo de ratones) y se usaron en un
ELISA contra VLP de HPV-16. Los valores de OD 492 nm se midieron y los resultados se registraron como
el reciproco de la dilucién mas alta donde la OD es >2x la del sangrado previo.

La Figura 9 muestra los miligramos de L1 del HPV-16 L1 producidos por kg de material vegetal transgénico.
Las plantas L. cv. Petite Havana SR1 de N. tabacum se transformaron con Agrobacterium que llevaba el
gen L1 del HPV-16. L1 se detectd en extractos en bruto de hojas por medio de los ELISA de captura de los
mAb H16.V5 y H16.J4. El nivel de L1 expresado como un % de TSP se muestra para construcciones
especificas.

La Figura 10 muestra un gen HA del gen de longitud completa optimizado por codén humano (H5, 1704 pb)
del virus de la influenza A/VietNam/1194/2004 (H5N1) (acceso al GenBank n.° AY651333) (SEQ. ID NO.
15).

La figura 11 muestra un gen HA optimizado por codén humano truncado en 23 aminoacidos (H5tr, 1635 pb).
H5tr se trunco desde el nucledtido 1597-1665 para eliminar su dominio de anclaje a la membrana (SEQ. ID
NO. 16).

La Figura 12 muestra la prediccion de transmembrana para el gen H5 (CBS Prediction Servers,
http://www.cbs.dtu.dk).

La Figura 13 muestra la transferencia de Western de muestras de hojas de N. benthamiana después de la
infiltracién con Agrobacterium que llevaba de los genes H5 o H5tr. Las muestras de Agrobacterium fueron
las siguientes: 1, pTRA-H5; 2, pTRA-H5tr; 3, pTRACTP-H5; 4, pTRACTP-H5tr; 5, pTRAERH-H5; 6,
pTRAERH-H5tr. El carril 7 contenia extracto no infiltrado de N. benthamiana.

La Figura 14 muestra los vectores de Agrobacterium utilizados en este estudio, concretamente, pTRAc,
pTRAkc-ERH, pTRAKkc-rbcs1-cTP, y pTRAKc-A. La barra de color azul claro indica el ADN-T que se
transfiere a la célula de la planta en la transfeccién. El gen heterélogo se clona en los vectores en el sitio de
clonacion multiple (MCS). Los vectores comparten varias caracteristicas comunes indicadas por las
regiones en gris. La region del ADN-T esta flanqueada por el borde izquierdo (LB) y el borde derecho (RB).
En cada extremo del MCS hay regiones de unidon del andamiaje (SAR). La expresion del transgén se
controla por un promotor dual 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (P35SS CaMV) con la unién de la
sefial de poliadenilacion del mismo gen del CaMV (pA35S). La replicacion del vector en Agrobacterium se
inicia en el ori RK2. Se usa un sitio separado de inicio de la replicacion, ColE1, en E. coli. El vector pTRAc
contiene solo un marcador de resistencia a antibidticos (bla) que permite la seleccion con
ampicilina/carbenicilina. Los pTRAkc-ERH, pTRAkc-A, y pTRAKkc-rbcs1-cTP contienen un segundo
marcador de antibiético (nptll) que permite la selecciéon con kanamicina en plantas. El gen nptll se controla
por el promotor del gen de Agrobacterium nopalina sintasa (Pnos), el poliadenilaciéon del mismo gen se une
a nptll (pAnos). pTRAkc-ERH adicionalmente incluye una sefial de secrecion (LPH), una secuencia de la
etiqueta His (His6) y una secuencia de la sefal de retencién del reticulo endoplasméatico (KDEL) aguas
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abajo del MCS. pTRAKc-rbcs1-cTP incluye una secuencia del péptido de sefializacién de cloroplasto (rbcs1-
cTP) aguas arriba del MCS.

La Figura 15 muestra que la expresion de L2 puede ser detectada con cada uno de los cuatro vectores. N.
benthamiana se infiltré de forma transitoria con la misma OD de Agrobacterium que contenia los diferentes
vectores que tienen el gen L2 humanizado. Estos son pTRA-hL2-A (hL2-A), pTRA-hL2-C (hL2-C), pTRA-
hL2-E (hL2-E), y pTRA-hL2-P (hL2-P). Como control negativo, el material de la planta que no se habia
infiltrado con Agrobacterium también se extrajo (-ve). Se usé L2 del HPV-16 expresado por E. coli como
control positivo (+ ve). Se extrajo material de la planta después de dos dias (A) y cinco dias (B) y se
inmunotransfirid. Se sondaron las transferencias de Western usando pAb-alL2 de conejo.

La Figura 16 muestra una cuantificacién en bruto de la cantidad de L2 presente en el material de la hoja
después de la infiltracion. Se infiltré N. benthamiana con la cepa de Agrobacterium que contenia el vector
pTRA-hL2-C. Se extrajo el material de la planta cuatro dias después de la infiltracion. Se determinaron
empiricamente diferentes cantidades de material de la hoja (8 mg, 0,8 mg y 0,4 mg) y se cargaron en un
Western. Se sondaron las transferencias de Western usando pAb-aL2 de conejo.

La Figura 17 muestra que L1 y L2 se coexpresan en la misma region. Se infiltrd6 N. benthamiana con la
misma OD de Agrobacterium que contenia el gen L1 humanizado dirigido al citoplasma mezclado y
coinfiltrado con Agrobacterium que contenia el gen L2 humanizado en el vector dirigiendo también la
proteina al citoplasma. Se extrajo el material de la planta que se coinfiltré6 después de cuatro dias y se
inmunotransfirio (L1/L2). Se usé material vegetal no infiltrado como control negativo (-ve). Se cargé L2
expresado en E. coli y se procesd como un control positivo. Las inmunotransferencias se sondearon con
mAb de ratén J4 (aL1) o con Ab-al.2 policlonal de conejo (aL1).

En esta memoria descriptiva, cuando se describe o bien se expone cualquier secuencia de acuerdo con la
divulgacion, la divulgacion pretende abarcar secuencias de al menos un 75% de homologia, mas preferiblemente al
menos un 77% de homologia, incluso mas preferiblemente al menos un 80% de homologia, incluso mas
preferiblemente al menos un 82% de homologia, incluso mas preferiblemente al menos un 85% de homologia,
incluso mas preferiblemente al menos un 87% de homologia, incluso mas preferiblemente al menos un 90% de
homologia, incluso mas preferiblemente al menos un 92% de homologia, incluso mas preferiblemente al menos un
95% de homologia, mucho mas preferible al menos un 97% de homologia.
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Diversas caracteristicas y realizaciones preferidas de la presente invencidon se describen con referencia a los
siguientes parrafos numerados ("par.").

1. Un método para producir polipéptidos del VPH y/o un polipéptido H5 del virus de influenza en una planta
que comprende las etapas de:

- clonar un gen de VPH y/o un gen del virus de influenza H5 o un &cido nucleico que codifica sus
equivalentes funcionales en un vector adaptado para dirigir los componentes presentes en la
planta;

- infiltrar al menos una porcion de la planta con el vector o transformar el tejido vegetal con el
vector para expresar de forma transitoria los polipéptidos del VPH y/o un polipéptido del virus de
influenza H5, y/o para crear una planta transgénica; y

- recuperar los polipéptidos del VPH y/o un polipéptido H5 del virus de influenza expresado por la
planta.

2. Un método de acuerdo con el par. 1, en el que los polipéptidos del VPH se seleccionan del grupo que
consiste en una proteina L1 del VPH; un péptido quimérico L1 del VPH fusionado a otro péptido antigénico
del VPH; un péptido quimérico L1 del VPH fusionado a un péptido heterdlogo derivado de cualquier epitopo
antigénico, proteina especifica de linfocitos B o de linfocitos T y una proteina L2 del VPH o sus equivalentes
funcionales.

3. Un método de acuerdo con cualquiera de los par. 1 y 2, en el que los componentes de la planta se
seleccionan del grupo que consiste en pastos, reticulos endoplasmaticos, citoplasma y apoplastos.

4. Un método de acuerdo con cualquier par. anterior en el que las secuencias de direccionamiento estan
incluidas en el vector.

5. Un método de acuerdo con cualquier par. anterior, en el que el vector incluye promotores y otros
reguladores, o similares, unidos operativamente a la secuencia de codificaciéon del vector.

6. Un método de acuerdo con cualquier par. anterior, en el que los vectores son vectores binarios.

7. Un método de acuerdo con el par. 6 en el que los vectores son vectores binarios de Agrobacterium
tumefaciens.

8. Un método de acuerdo con el par. 2 en el que el gen L1 del VPH; el gen L1 quimérico del VPH fusionado
a otro gen del antigeno del VPH; el gen L1 quimérico del VPH fusionado a un gen heterélogo derivado de
cualquier epitopo antigénico, especifico de linfocitos B o linfocitos T; el gen L2 del VPH; o el virus H5 del
virus de influenza es un gen optimizado.

9. Un método de acuerdo con el par. 8 en el que el gen optimizado es optimizado por codones humanos,
optimizado por codones BCG u optimizado por codones vegetales.

10. Un método de acuerdo con el par. 2 en el que el gen L1 del VPH o los genes de las quimeras L1 del
VPH se modifican para que sean deficientes en la sefial de localizacién nuclear.

11. Un método de acuerdo con cualquier par. anterior que incluye ademas la etapa de coinfiltracion de la
planta con una proteina supresora adaptada para inhibir el silenciamiento génico post-transcripcional en
una planta.
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12. Un método de acuerdo con el par., en el que la proteina supresora es la proteina NSs del virus del
marchitamiento moteado del tomate o el p19 del virus de la atrofia del follaje del tomate.

13. Un método de acuerdo con cualquier par. anterior en el que los plastos se seleccionan de cloroplastos,
cromoplastos y leucoplastos.

14. Un método de acuerdo con cualquier par. anterior en el que la infiltracion se realiza mediante inyeccién
directa o mediante vacio.

15. Un método de acuerdo con cualquier par. anterior en el que la infiltracién y/o transformacién de la planta
se logra con Agrobacterium tumefaciens que se ha transformado para aceptar el vector.

16. Un método de acuerdo con cualquier par. anterior en el que la planta se selecciona de Nicotiana
benthamiana y N. tabacum.

17. Un método de acuerdo con cualquier par. anterior en el que la infiltracion se realiza sobre las hojas de la
planta.

18. Un método de acuerdo con cualquier par. anterior en el que la infiltracion de inyeccién directa se realiza
en la regién abaxial de la hoja.

19. Un método de acuerdo con cualquier par. anterior en el que el gen del VPH y/o el gen H5 del virus de
influenza o el acido nucleico que codifica sus equivalentes funcionales se seleccionan de las SEQ ID NOS.
13, 14, 15y 16.

20. Un método para producir un polipéptido del VPH /o un polipéptido H5 del virus de influenza en una
planta en la que sustancialmente toda la planta se infiltra con un vector adecuado por medio de infiltracion
al vacio.

21. Un polipéptido de HPV y/o un polipéptido H5 del virus de influenza siempre que se produzca de acuerdo
con un método de uno cualquiera de los par. 1 a 20.

22. Uso de un vector en el que se ha clonado un gen del VPH y/o un gen H5 del virus de influenza, cuyo
vector se adapta para dirigir componentes presentes en una planta, para producir una planta transgénica
capaz de expresar polipéptidos del VPH y/o polipéptidos H5 del virus de influenza.

23. Un vector en el que se ha clonado un gen del VPH y/o un gen H5 del virus de influenza, cuyo vector se
adapta para dirigir componentes presentes en una planta, para producir una planta transgénica capaz de
expresar polipéptidos del VPH y/o polipéptidos H5 del virus de influenza.

24. Una vacuna profilactica o terapéutica que consiste en un polipéptido del VPH o un polipéptido H5 del
virus de influenza capaz de inducir una respuesta inmune en un huésped adecuado, siempre que se
produzca mediante un método de uno cualquiera de los par. 1 a 20.

25. Una planta transgénica, parte o progenie de la misma que contiene una célula capaz de expresar un
polipéptido del VPH y/o un polipéptido H5 del virus de influenza.

26. Un método sustancialmente como se ha descrito o ilustrado anteriormente en el presente documento.
27. Un polipéptido del VPH y/o un polipéptido H5 del virus de influenza sustancialmente como se ha
descrito o ilustrado anteriormente en el presente documento.

28. Uso de un vector en el que se ha clonado sustancialmente un gen del VPH y/o un gen H5 del virus de
influenza, como se ha descrito o ilustrado anteriormente en el presente documento.

29. Un vector en el que se ha clonado sustancialmente un gen del VPH y/o un gen H5 del virus de
influenza, como se ha descrito o ilustrado anteriormente en el presente documento.

30. Una vacuna profilactica o terapéutica sustancialmente como se ha descrito o ilustrado anteriormente en
el presente documento.

31. Una planta transgénica, parte o progenie de la misma sustancialmente como se ha descrito o ilustrado
anteriormente en el presente documento
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir un polipéptido H5 del virus de influenza en una planta que comprende las
etapas de:

i) clonar un gen del virus de influenza H5 o acido nucleico que codifica un polipéptido H5 en un vector
adaptado para dirigir un componente presente en la planta, en el que el componente de la planta es el
reticulo endoplasmatico;

ii) infiltrar al menos una porcién de la planta con el vector o transformar el tejido vegetal con el vector para
expresar de forma transitoria el polipéptido del virus de influenza H5; y

iii) recuperar el polipéptido H5 del virus de influenza expresado por la planta.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que una o mas secuencias de direccionamiento
que codifican un polipéptido para dirigir el polipéptido H5 del virus de influenza desde el citoplasma al componente
de la planta, estan incluidas en el vector.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que el vector incluye
promotores y otros reguladores, o similares, unidos operativamente a la secuencia de codificacion del vector.

4. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que los vectores son vectores
binarios preferiblemente vectores binarios de Agrobacterium tumefaciens.

5. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que el gen H5 del virus de influenza
es un gen optimizado para el uso de codones, preferiblemente un gen optimizado para el uso de codones humanos,
optimizado para el uso de codones BCG u optimizado para el uso de codones vegetales.

6. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que incluye ademas una etapa de
coinfiltracion de la planta con una proteina supresora adaptada para inhibir el silenciamiento génico post-
transcripcional en una planta, tal como la proteina NSs del virus del marchitamiento moteado del tomate o el p19 del
virus de la atrofia del follaje del tomate.

7. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la infiltracion se realiza
mediante inyeccion directa o mediante vacio.

8. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la infiltracion y/o transformacion
de la planta se logra con Agrobacterium tumefaciens que se ha transformado para aceptar el vector.

9. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior en el que la planta se selecciona de
Nicotiana benthamiana y N. tabacum.

10. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el gen HS5 del virus
de influenza o el &cido nucleico que codifica un equivalente funcional del mismo, se selecciona de las secuencias
que se exponen en las Figuras 10y 11.

11. Un método de acuerdo con cualquiera reivindicacion anterior, en el que la infiltracion se realiza sobre
las hojas de la planta, preferiblemente en el que la infiltracion se realiza por inyecciéon directa en la region abaxial de
la hoja.

12. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que sustancialmente
toda la planta se infiltra con un vector adecuado por medio de infiltracion al vacio.

13. Uso de un vector en el que se ha clonado un gen H5 del virus de influenza o un acido nucleico que
codifica un polipéptido H5, cuyo vector esta adaptado para dirigir el polipéptido H5 al reticulo endoplasmatico en una
planta para expresar transitoriamente el polipéptido H5 del virus de influenza en el citoplasma y luego importar el
polipéptido H5 del virus de influenza al reticulo endoplasmatico.

20



ES 2662 118 T3

ColEfori

pTRAC P35SS
6153 pb

pTRAkc-rbcs1-cTP
7743 pb

ColEtori

pTRAke-ERH

7701 pb

Figura 1.
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1 ATGTCCCTGT
61 GTGGTGAGCA
121 AGACTGCTGE
181 CTGGTGCCCA
241 ARTARGTTCG
301 GCCTGCGTGE
361 CCTCTGCTGA
421 GTGGATAACA
481 TGCAAGCCCC
541 AATCCTGGCG
601 GTGGACRCCG
661 CCCCTGGACA
721 CCCTACGGCG
781 TTCARCAGAG
841 GGCAGCACCG
901 ACCAGCGACG
961 ARTGGCATCT
1021  AACATGTCCC
1081  AAGGRGTACC
1141  ATCACCCTCA
1201 GACTGGRACT
1261  ATCGACGCCG
1321 CTGARGRAGT
1381  CRGTTCCCTC
1441  ACCCTGGGCA
1501  AAGARAGCGCA
Figura 2.

1 ATGAGCCTTT
61 GTGGTGAGCA
121 AGGCTCCTTG
181 TTGGTGCCTA
241 AACARGTTTG
301 GCATGTGTGG
361 CCTCTCCTCA
421 GTGGACAARTA
481 TGCRAGCCAC
541 ARCCCAGGTG
601 GTGGACACTG
661 CCATTGGACA
721 CCATATGGAG
781 TTCAATAGGG
841 GGATCTACTG
901 ACCTCTGATG
961 ARTGGCATTT
1021  AACATGTCCT
1081  ARGGAGTACC
1141  ATCACCCTCA
1201 GATTGGAACT
1261  GTGACCTCCC
1321 CTTAAGARGT
1381  CAATTCCCTT
1441  ACCTTGGGAA
1501  AAGAAGAGGA
Figura 3.
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GGCTGCCCAG
CCGATGRGTA
CCGTGGGCCA
AGGTGAGCGG
GCTTCCCCGA
GCGTGGAGGT
ACAAGCTGGA
GAGAATGCAT
CCATCGGCGAR
ACTGTCCTCC
GCTTCGGCGC
TCTGCACCAG
ATAGCCTGETT
CCGGCACCGT
CCAACCTGGC
CCCAGATCTT
GCTGGGGCAR
TGTGCGCCGC
TGAGGCACGG
CCGCCGACGT
TCGGCCTGCA
GAGCCCCCGC
ACACCTTCTG
TGGGCAGARA
AGAGARAGGC
AGCTGTGA

GGCTCCCTRG
CTGATGAGTA
CAGTGGGACA
AGGTGTCAGG
GTTTCCCTGA
GTGTGGAGGT
ACARGTTGGA
GGGAGTGCAT
CTATTGGAGA
ATTGCCCACC
GCTTTGGTGC
TTTGCACCTC
ATAGCCTCTT
CTGGTACTGT
CAAACTTGGC
CCCRAATCTT
GTTGGGGTAA
TGTGTGCTGC
TTAGGCATGG
CTGCAGATGT
TTGGTCTCCA
ARGCBATTGC
ACACTTTTTG
TGGGAAGGAA
AGAGGAAGGC
AGCTCTAA

CGAGGCCACC
CGTGGCCCGE
CCCCTACTTC
CCTGCRATAC
CACCAGCTTC
GGGCAGAGGC
CGACACCGAG
CAGCATGGAC
GCACTGGGGEC
CCTGGAACTC
CATGGACTTC
CATCTGCARAG
CTTCTACCTG
GGGCGAGARC
CAGCAGCRRC
CARACAAGCCC
CCAGCTGTTC
CATCAGCACC
CGAGGAGTAC
GATGACCTAC
GCCCCCTCCT
ATGCCAGAAG
GGAGGTGAAC
GTTCCTGCTG
CACCCCCACC

CGAGGCCARCT
TGTGGCARAGG
CCCCTACTTC
ACTCCAATAT
CACCTCCTTC
GGGTAGGGET
TGACRCAGAG
CTCTATGGAC
GCATTGGGGC
ATTGGRGCTT
TATGGACTTC
TATTTGCARG
CTTCTACTTG
GGGTGAGRAT
AAGCTCCAAC
CAACAAGCCT
CCAACTCTTT
CATCTCTACT
AGAGGAGTAT
GATGACCTAC
ACCTCCCCCA
TTGCCBARAG
GGAGGTGRAC
GTTCCTCCTC
TACCCCCACC
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GTGTACCTGC
ACCAACATCT
CCCATCAAGA
CGGGTGTTCA
TACAACCCCG
CAGCCTCTGG
ARCGCCAGCG
TACARGCAGA
AAGGGCAGCC
ATCARCACCG
ACCACCCTCC
TACCCCGACT
CGGCGGGAGC
GTGCCCGACG
TACTTCCCTA
TACTGGCTCC
GTGACCGTGG
AGCGAGACCA
GRCCTCCAGT
ATCCACAGCA
GGCGGCACCC
CACACCCCTC
CTGARGGAGA
CRAGCCGGCC
ACARGCAGCA

GTCTACCTCC
ACCAACATCT
CCTATCAAGA
AGGGTGTTTA
TACARCCCAG
CBACCATTGG
AATGCTITCIG
TACARGCAAR
AAGGGATCCC
ATCARCACAG
ACTACCCTCC
TACCCAGACT
AGGAGGGAGC
GTGCCAGATG
TACTTCCCTA
TATTGGCTCC
GTGACTGTGG
TCRGAGACTA
GACCTCCAAT
ATCCACTCTA
GGAGGCACCT
CACACCCCTC
CTCAAGGAGAR
CARGCAGGAC
ACCTCCTCTA

CCCCCGTGCC
ACTACCACGC
AGCCCARCAA
GAATCCACCT
ACACCCRGAG
GCGTGGGCAT
CCTACGCCGC
CCCAGCTGTG
CCTGCACCAA
TGATCCAGGA
AGGCCAATAA
ACATCARGAT
AGATGITCGT
ACCTGTACAT
CCCCCAGCGG
AGAGAGCCCA
TGGATACCAC
CCTACARGAA
TCATCTTCCA
TGAACAGCAC
TGGTGGAGGA
CCGCCCCTAA
AGTTCAGCGC
TGBAGGCCAA
CCRGCACCAC

CTCCTGTCCC
ACTACCATGC
AGCCTAACARA
GRATCCACCT
ACACCCAAAG
GTGTGGGCAT
CTTATGCAGC
CCCRATTGTG
CATGCACTAA
TGATCCAAGA
ARGCTAACAA
ACATCAAGAT
AAATGTTTGT
ACCTCTACAT
CCCCTTCTGG
ARAGGGCACA
TGGACACTAC
CCTACAAGAA
TCATCTTCCA
TGAACTCCAC
TGGAGGACAC
CAGCACCTAA
AGTTCTCTGC
TCAAGGCCAA
CCTCTACCAC

CGTGAGCAAG
CGGCACCTCC
CAACARGATC
GCCCGACCCC
ACTGGTGTGG
CAGCGGCCAC
CAACGCCGGC
CCTCATCGGC
CGTGGCCGETG
CGGCGACATG
GAGCGRGGTG
GGTGAGCGAG
GCGGCACCTG
CAAGGGCAGC
CTCCATGGTG
GGGCCACARC
CCGGAGCACC
CACCAACTTC
GCTGTGCARG
CATCCTGGAG
GACCAGCTTC
GGAGGACCCC
CGACCTGGAC
GCCTAAGTTC
CGCCARAGCGG

AGTGTCTAAG
AGGAACCTCT
CAACAARGATC
CCCTGACCCC
GTTGGTGTGG
CTCTGGCCAC
ARATGCAGGT
CCTCATTGGT
TGTGGCAGTG
TGGTGACATG
GTCTGARGGTG
GGTGTCAGAG
GAGGCACCTC
CAAGGGCTCT
TTCTATGGTG
AGGCCACAAC
AAGGAGCACC
CACTAARCTTC
ATTGTGCAAG
TATCTTGGAG
TTATAGGTTT
GGAGGACCCC
TGACTTGGAC
GCCARAGTTC
TGCTAAGAGG
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WLP derivadas de la planta VLP derivadas de la plawa

Figura 8.
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H5

1 GGTACCGGAT
61 CCTGGTGRAG
121 GGACACCATC
181 CCACAACGGC
241 CGTGGCCGGC
301 GAGCTACATC
361 CGACTACGAG
421 CATCCCCARG
481 ATACCAGEGC
541 CTACCCCACC
601 GGGCATCCAC
661 CTACATCAGC
721 GTCCAAGGTG
781 CGATGCCATC
841 CGTGAAGRAG
901 CRAGTGCCAG
561 CCTGACCATC
1021  CCTGCGGRAC
1081  CGCCGGCTTC
1141  CAGCAATGAG
flzol CGGCGTCACC
1261  GGGCCGGGAG
1321  TGGCTTCCTG
1381  GRACCCTGGAC
1441  GCGGGACAAC
1501  CGAGTGCATG
1561  CCGGCTGRAG
1621  CCTGAGCATC
1681 GRAGCCTGTGG
1741  GCTC
Figura 10.
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CCACGCGTTA
AGCGACCAGA
ATGGRADARAA
BAAGCTGTGCG
TGGCTGCTGG
GTGGAGARGG
GAACTGAAGC
BGCAGCTGGT
AAGTCCAGCT
ATCAAGCGGA
CACCCCAACG
GTGGGCACCA
ARCGGCCAGA
BAACTTCGAGA
GGCGACAGCA
ACCCCTATGG
GGCGAGTGCC
AGCCCCCAGC
ATCGAGGGCG
CAGGGCAGCG
AACARGGTGA
TTCAACARCC
GACGTGTGGA
TTCCACGACA
GCCAAAGAGC
GARAAGCGTGC
CGGGAGGRAA
TACAGCACCG
ATGTGCAGCA

GGTCCRATGGA
TCTGCATCGG
ACGTGACCGT
ACCTGGACGG
GCRACCCCAT
CCRACCCCGT
ACCTGCTGTC
CCAGCCACGA
TCTTCCGGAA
GCTACARACAA
ACGCCGCCGA
GCACCCTGRA
GCGGCCGGAT
GCAACGGCAR
CCATCATGAA
GCGCCATCAA
CCAAGTACGT
GGGAGCGGCG
GCTGGCAGGG
GCTACGCCGC
ACAGCATCAT
TGGAACGGCG
CCTACAACGC
GCAACGTGAA
TGGGCAACGG
GGAACGGCAC
TCAGCGGCGT
TGGCCAGCAG
BACGGCAGCCT
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RARAGATCGTG
CTACCACGCC
GACCCACGCC
CGTGAAGCCC
GTGCGACGAG
GRACGACCTG
CCGGATCAAC
GGCCAGCCTG
CGTGGTGTGG
CACCAACCAG
GCAGACCAAG
CCAGCGGCTG
GGAATTTITC
CTTCATCGCC
GAGCGAGCTG
CAGCAGCATG
GAAGAGCRAC
GAGGAAGAAG
CATGGTGGAC
CGACAARGAG
CGRACAAGATG
GATCGAGAAC
CGAGCTGCTG
GAACCTGTAC
CTGCTTCGAG
CTACGACTAC
GAARCTGGRA
CCTGGCCCTG
GCAGTGTAGA

CTGCTGTTCG
ARCAACAGCA
CAGGACATCC
CTGATCCTGC
TTCATCRACG
TGCTACCCCG
CACTTCGAGA
GGCGTGAGCR
CTGATCAAGA
GARGATCTGC
CTGTACCAGA
GTGCCCCGGA
TGGACCATCC
CCCGAGTACG
GARTACGGCA
CCCTTCCACA
AGGCTGGETGC
CGGGGCCTGT
GGGTGGTACG
AGCACCCAGA
AACACCCAGT
CTGAACAAGA
GTGCTGATGG
GACARAGTGEC
TTCTACCACA
CCCCAGTACA
AGCATCGGCA
GCCATCATGG
GCGGCCGCAT

CCATCGTGRG
CCGAGCAGGT
TGGAAAAGAC
GGGACTGCAG
TGCCCGAGTG
GCGACTTCAA
AGATCCAGAT
GCGCCTGCCC
AGARACAGCAC
TGGTCCTGTG
ACCCCACCAC
TCGCCACCCG
TGAAGCCCAR
CCTACAAGAT
ACTGCAACAC
ACATCCACCC
TGGCCACCGG
TCGGCGCCAT
GCTACCACCAR
AGGCCATCGA
TCGRGGCCGT
ARATGGARGA
ARARCGAGCG
GGCTGCAGCT
AGTGCGACAA
GCGAGGARGC
TCTACCAGAT
TGGCCGGCCT
ARTCTAGAGA
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H5tr
1 GGTACCGGAT CCACGCGTTA GGTCCATGGA AAAGATCGTG CTGCTGTTCG CCATCGTGAG
61 CCTGGTGAAG AGCGACCAGA TCTGCATCGG CTACCACGCC AACARACAGCAR CCGAGCAGGT
121 GGACACCATC ATGGAARARA ACGTGACCGT GACCCACGCC CAGGACATCC TGGRAAAGAC
181 CCACAACGGC AAGCTGTGCG ACCTGGACGG CGTGARAGCCC CTGATCCTGC GGGACTGCAG
241 CGTGGCCGGC TEGCTGCTGG GCAACCCCAT GTGCGACGAG TTCATCAACG TGCCCGAGTG
301 GAGCTACATC GTGGAGRAGG CCAACCCCGT GAACGACCTG TGCTACCCCG GCGACTTCAA
361 CGACTACGAG GAACTGAAGC ACCTGCTGTC CCGGATCBAC CACTTCGAGA AGATCCAGAT
421 CATCCCCARG AGCAGCTGGT CCAGCCACGA GGCCAGCCTG GGCGTGAGCA GCGCCTGCCC
481 ATACCAGGGC AAGTCCRGCT TCTTCCGGAA CGTGGTGTGG CTGATCAAGR AGAACAGCAC
541 CTACCCCACC ATCAAGCGGA GCTACAACAA CACCAACCAG GAAGATCTIGC TGGTCCTGTG
601 GGGCATCCAC CACCCCAACG ACGCCGCCGA GCAGACCAAG CTGTACCAGA ACCCCACCAC
661 CTACATCAGC GTGGGCACCA GCACCCTGAA CCAGCGGCTG GTGCCCCGGA TCGCCACCCG
721 GTCCRAGGTG AACGGCCAGA GCGGCCGGAT GGAATTTTTC TGGACCATCC TGAAGCCCAA
781 CGATGCCATC AACTTCGAGA GCAACGGCAA CTTCATCGCC CCCGAGTACG CCTACRAGAT
841 CGTGAAGAAG GGCGACAGCA CCATCATGAA GAGCGAGCTG GAATACGGCA ACTGCRACAC
901 CAAGTGCCAG ACCCCTATGG GCGCCATCAA CAGCAGCATG CCCTTCCACA ACATCCACCC
961 CCTGACCATC GGCGAGTGCC CCAAGTACGT GARGAGCAAC AGGCTGGTGC TGGCCACCGG
1021 CCTGCGGAAC AGCCCCCAGC GGGAGCGGCG GAGGAAGAAG CGGGGCCTGT TCGGCGCCAT
1081 CGCCGGCTTC ATCGAGGGCG GCTGGCAGGG CATGGTGGAC GGGTGGTACG GCTACCACCA
1141 CAGCAATGAG CAGGGCAGCG GCTACGCCGC CGACAAAGAG AGCACCCAGA AGGCCATCGA
1201 CGGCGTCACC AACAAGGTGA ACAGCATCAT CGACAAGATG AACACCCAGT TCGAGGCCGT
1261 GGGCCGGGAG TTCAACAACC TGGAACGGCG GATCGAGAAC CTGAACARGA ARATGGARGA
1321 TGGCTTCCTG GACGTGTGGA CCTACAACGC CGAGCTGCIG GTGCTGATGG ARARACGAGCG
1381 GACCCTGGAC TTCCACGACA GCAACGTGAA GAACCTGTAC GACAAAGTGC GGCTGCAGCT
1441 GCGGGACAAC GCCAAAGAGC TGGGCAACGG CTGCTTCGAG TTCTRCCACA AGTGCGACAA
1501 CGAGTGCATG GRARAGCGTGC GGAACGGCAC CTACGACTAC CCCCAGTACA GCGAGGAAGC
1561 CCGGCTGARG CGGGAGGARA TCAGCGGCGT GARARCTGGAA AGCATCGGCA TCTACCAGAT
1621 CATGTGCAGC RAACGGCAGCC TGCAGTGTAG AGCGGCCGCA TAATCTAGAG AGCTC
Figura 11.
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Figura 15.
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Figura 16.
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