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11.3. RESULTADGS

1.3.1. ELISA-DAS PARA LA DETECCION Y CUANTIFICACION DE PMMoV-S.

Se han establecido las condiciones optimas de este inmunoensayo utilizando
el inmunosuero especifico de PMMoV-S. Las concentraciones de anticuerpos para
tapizar los pocillos de las microplacas han quedado establecidas entre 2 y 4 yg/mi.
Estos mismos anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina se han utilizado para
visualizar la reaccion antigenc-anticuerpo. La concentracion de IgG-FA
seleccionada fue de 5 pyg/ml, la cual permite obtener una densidad optica de 1 para
125 ng de virus purificado. La sensibilidad de este ensayo permite detectar 15 ng
de virus.

Las muestras se prepararon en PBS-Tw, mientras que la solucion mas

apropiada para las IgG-FA fue PBS-Tw conteniendo BSA af 0,2%.

(1.3.2. TRANSFORMACION Y REGENERACION DE Nicotiana clevelandii Gray.

Se han ensayado distintas combinaciones de auxinas y citogquininas para
determinar las mas favorabies para la induccion de brotes en los explantes de M.
clevelandii {Tablia 1).

Con la mas baja de las concentraciones de BA, 4,5 yM, no se obtuvo una
respuesta regenerativa, mientras que con 1as concentraciones mas altas de 3y 18
#M se inducian brotes en los bordes del explante, que eran mas numerosos cuando
se incluia alguna de las auxinas IAA o NAA. St bien no se observaron diferencias
apreciables en la induccidén de brotes y en el numero de estos al emplear una u
otra auxina, los brotes inducidos en ios medios con NAA enraizaban
posteriormente mejor que los inducidos con |AA.

También se ensayaron las citoquininas ZEA y KIN a las concentraciones de
4.5 y 9 uM, vy si bien la ZEA resulté mas eficaz en la induccion de brotes que la
KIN, con ambas fitohormonas se inducia una gran cantidad de callo alrededor del

explante que ahogaba los brotes (Fig. 3).
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Tabla 1. Concentraciones hormonales empleadas en los medios de regeneracion de
explantes de Nicotiana clevelandii.

CITOQUININAS

AUXINAS BA BA BA ZEA ZEA KIN KIN
4.5 M 9 uM 18 uM 4.5 uM 9 M 4.5 uM 9 uM
s.r.r. b b n.d. n.d. n.d. n.d.
{+) {(+)
1AA S.T.T. b b n.d. n.d. n.d. n.d.
0,5 M {+} {4+ +) |
NAA C b b c/b | c/b c/b c
0,5 pyM {(++) {++) {+) {+) for)
1 i

S.7.r.- Sin respuesia regenerativa.

¢ - callo verde alrededor det explante.

b broles verdaderos en el borde del explante.
{- - menos de tres brotes.
{-+++4 ) mas de tres brotes.

n.d. no determinado.

Cuando estas combinaciones hormonales se probaron con discos de hojas
de N. clevelandii, que habian estado en contacto con las dos estirpes de A,
turmetacfens, se confirmé que ia combinacion BA 9 uM y NAA §,5 4M era con la
que mayor numero de brotes viables se obtenian. Por otro tado, en todos los casos
se observd que la eficiencia de regeneracidn sobre los medios de seleccién con
sulfato de kanamicina (100 mg/!}, era mayor cuando se usaba la estirpe LBA4404
que con la estirpe CH8C1. En el primer caso el 90% de los explantes desarrollaron
brotes por todo el borde, mientras gue en el segundo caso, sclo el 40% de los
explantes desarrollaron brotes.

De todos los brotes que se indujeron, tan solo ¢l 10% fue capaz de elongar
en un medio de cultivo MS-B5 suplementado con GA; 3 yM y NAA 0,5 yM. La
inciusion en el medio del acido giberélico fue absolutamente necesaria para
conseguir fa elongacian de los brotes.

La mayoria de los brotes elongados enraizaron en el medio de cultivo MS

suplementado con NAA 0,25 uM. (Fig. 3)

94



Fig. 3. a: Fragmentos de hojas de plantas de N. clevelandii cultivadas “in vitro™ sobre

medios de cultive MS/B5 suplementados con hormonas vegetales.

b: Brotes (izquierda) y callos (derecha) inducidos en los explantes.

c: Plantula en el medio de enraizamiento suplementado con kanamicina, para
seleccionar las plantas transgénicas.

d: Piantas transgenicas traspasadas a macetas, mostrando un aspecto normal.
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11.3.3. DETECCION EN EL GENOMA Y EXPRESION DEL GEN QUIMERICO DE LA
PROTEINA DE LA CAPSIDA DE PMMoV-S EN PLANTAS TRANSGENICAS R,

Solamente en tres de las plantas regeneradas y seleccionadas en presencia
de kanamicina, las denominadas C14, C15 y C16, se detecto por PCR el
fragmento de 396 pb correspondiente a parte de la ORF de la proteina de la
capsida de PMMoV-S. Estas plantas habian sido transformadas con la estirpe
LBA4404 de A. tumefaciens portadora de la construccion C1. Sin embargo, {a
planta CO6 que se utilizé como control en los posteriores andlisis de resistencia,
fue transformada con la estirpe C58C1 portadora de la construccion CO. En la Fig.
4 se puede observar el fragmento amplificado en las plantas C14 y C16.

Por otro lado, en las plantas C14 y C16 se comprobd la expresion
constitutiva del gen de la proteina de la capsida de PMMaoV-S, detectandose una
proteina de idéntico peso molecular a la CP viral y gue reaccionoé con el suero
especifico frente a la capsida de PMMoV-S, mientras que en la planta CO6 no se
detecto esta proteina (Fig. 5). La cantidad de CP constitutiva en la planta C16 fue
considerablemente mayor que en la planta C14, de manera gue la cantidad media
de proteina determinada por ELISA-DAS en la planta C16 fue de 3,8 £0,3 ng/ug
de proteinas totales, o gue representa un 0,38%, mientras gue en la planta C14
la cantidad fue de 0,43+ 0,06 ng/ug de proteinas totales, lo que representa el
0,043%.

{11.3.4. HERENCIA DEL GEN NPTII. DETECCION Y EXPRESION DEL GEN DE LA
PROTEINA DE LA CAPSIDA DE PMMoV-S EN PLANTAS TRANSGENICAS R,.

Por autofecundacidn de las plantas C14, C16 y CO6 se obtuvieron semillas
de ia generacion R, que al germunar y crecer en medio MS conteniendo km {100
p#g/ml}, dieron un porcentaje de supervivencia del 75%, correspondiente a una
segregacion 3:1 del gen NPTII. A partir del DNA total de varias plantas de tas
lineas C14 y C16, elegidas al azar de entre las que crecieron en medios con
Kanamicina, se observd la amplificacion por PCR del fragmento de 396 pb
correspondiente a parte de |la secuencia codificadora del gen de la proteina de la
capsida de PMMoV-S (Fig. 6).
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Fig. 4.

Fig. 5.

Anglisis en gel de agarosa al 0,8% de los fragmentos de DNA amplificados por
PCR a partir de los extractos de acidos nucleicos 1otales de plantas transgénicas
de N. clevelandii. El fragmento amplificado de 395 pb corresponde a parte de la
secuencia codificadora del gen de la proteina de la capsida de PMMoV-S. Carril
1, ptanta C14. Carrii Z; planta C16. Carril 3; planta C0O6. Carrif 4; plasmido
pBlI174 purificado. Carrit P; marcadores de tamano de DNA obtenidos por
digestidon del plasmido pUC18 con Hinfl.

Autorradiografia de una membrana de nitrocelulosa tras la inmunodeteccion de la
proteina de la capsida de PMMaV-S, con un inmunosuera especifica v Proteina
A marcada con '**1. Carriles 1y 2; 10 y 20 ng respectivamente de PMMoV-S
purificado. Carril 3; 40 ¢ de extracto de proteinas totales de una planta de N,
clevelandii transgénica control COB. Carriles 4 v 5; 40 4l de extractos proteicos
totales de las plantas transgenicas C14 y C16 respectivarnente,
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Fig. 6.

Andlisis en geles de agarosa al 0,8% de los fragmentos de DNA amplificados por
PCR a partir de los extractos de acidos nucleicos totales de plantas transgénicas
de N. clevelandii. El fragmento amplificado de 395 pb corresponde a parte de ia
secuencia codificadora del gen de la proteina de 1a capsida de PMMoY-S. Carriles
1-16; plantas R1 de las lineas C14 {A) y C16 (B). Carril C: plantas de la linea
CO6. Carril P; plasmido pB!174 purificado. Carril M; marcadores de tamafio de
DNA obtenidos por digestion del plasmido pUC18 con Hinfl (A) o Pstt (B).
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Fig. 7.

Autorradiografias de dos membranas de nitrocelulosa tras la inmunodeteccidon de
la proteina de la capsida de PMMoV-S, con un inmunosuero especifico y Proteina
A marcada con "?®1. Carriles 1-11; 40 ul de extractos de proteinas totales de las
plantas transgénicas de N. clevelandii de |la generacion R1 de las lineas C14 [(A)
y C16 {B). Carrit C; 40 4 del extracto proteico de plantas transgénicas control de
la linea CO6. Carril V; 20 ng de PMMoV-S purificado.



k 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11 v

FIG.7



CAPITULO 1l RESULTADOS

Por otro lado, en la mayoria de estas plantas se detecto la expresion
constitutiva de la CP de PMMoV-S, observandose que en las plantas de [a linea
C16 se mantuvieron tas diferencias de expresion con respecto a las plantas de la

linea C14, que ya fueron observadas en la generacién R, (Fig. 7).

i11.3.5. ANALISIS DE LA PROTECCION MEDIADA POR LA PROTEINA DE LA
CAPSIDA DE PMMoV-S FRENTE A LA INFECCION POR ESTE VIRUS.

Para estudiar la proteccion, se inocularon con 0,1 y 1 yg/ml de PMMoV-S
10 plantas de la generacion R, de las lineas C14, C16 y C086, asi como 10 plantas
no transgénicas de N. clevefandii (NT), y se recogieron muestras de hojas a
diferentes d.p.i. para cuantificar por ELISA-DAS los niveles de acumulacion del
virus en las hojas inoculadas (Fig. 8) y en las hojas superiores {Fig. 9).

Tanto en las hojas inoculadas como en las hojas superioras de las plantas
control (C06 y NT) inoculadas con ambas concentraciones, se observd un patrén
creciente de acumulacion de virus, que es mayor en las hojas infectadas
sistémicamente que en (as hojas inoculadas. Mientras que, en la mayoria de las
plantas de la linea C14 vy en |la totalidad de las C16 no se aprecid acumulaciéon de
virus, pues los niveles de CP que se detectaron en estas dos lineas correspondian
a la expresion constitutiva de dicha proteina en estas plantas. Sin embargo, entre
las plantas de la linea C14, al ser inoculadas con 1 ug/ml de virus se observaron
dos poblaciones diferentes; la poblacion P1, en cuyas plantas se detectd virus en
las hojas inoculadas a tos 5 y 7 d.p.i. (Fig. 8}, y en las hojas superioraes a los 10
d.p.i. (Fig. 9}; y la poblacion P2, constituida por plantas donde no hay acumulacion
de virus en las hojas inoculadas ni en las superiores. Por otra parte, los niveles de
acumulacion de virus en [as plantas de ia poblacion P1, fueron menores que los
detectados a los mismos dias en las plantas control.

Para conocer el porcentaje de plantas que resultaron infectadas por PMMoV-
S se inocularon plantas de las lineas C14, C16, CO6 y NT con 0,05, 0,1 y 1 ug/ml
de virus purificado, se tomaron muestras de las hojas superiores alns 15 d.p.i. y
se analizo por ELISA-DAS la presencia de virus (Fig. 10a y b)

Concentraciones inferiores a 1 gg/mi no fueron infectivas en el 100% de

las plantas control, a pesar de lo cual la diferencia con las lineas C14 y C16 fue
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Fig. 8.

Acumulacion viral en las hojas de plantas transgénicas de N clevelandii
inoculadas con 0,1 pg/ml (izquierda) v 1 pg/ml (derecha) de PMMoV-5. Las
muesiras se recogieron a ios 3 {a), 5 (b} v 7 {c) dias postinoculacion y se¢

analizaron por ELISA-DAS.
Las valores representados son la media de los resultados de tres experimentos

independientes y de 10 plantas de cada linea analizadas en cada experimento. [os
valores numericos se representan en la tabla inferior con su correspondiente error

estandar.
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Fig. 9. Acumulacion viral en las hojas superiores de plantas transgénicas de N. clevelandii

ingculadas con 0,1 wg/ml lizquierda) v 1 wg/ml {derechal de PMMoV-5. Las
muestras se recogieron a fos 4 {a), 8 (b} v 10 {c} dias postinoculacion y se
analizaron por ELISA-DAS.
Los valores representados son la media de los resultados de tres experimentos
independientes y de 10 plantas de cada linea analizadas en cada experimento. Los
valores numéricos se representan en la tabla inferior con su correspondiente error
estandar.
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Fig. 10. Porcentaje de plantas transgénicas de N. clevelandii infectadas con PMMoV-S
alos 15 d.p.i. La presencia o ausencia de virus en las hojas superiores de las
plantas inoculadas se analizé por ELISA-DAS. a; plantas inoculadas con 0,05,
0.1y 1 pg/ml de virus purificado. b; plantas inoculadas con 10, 50 y 100 pg/ml
de virus purificado. ¢; plantas inoculadas con 1 y 10 pg/mi de RNA purificado
de PMMoV-S.
Los valores representados son la media de los resultados de tres experimentos
independientes y de 10 plantas de cada linea analizadas en cada experimento.
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muy clara, ya que ninguna de las planta de Ia linea C16 inoculadas con 0,1 6 1
pg/mi de virus resultaron infectadas sistémicamente a los 15 d.p.i., al igual que
ocurre con las plantas de la linea C14 que se inocularon con 0,05 pg/ml. Sin
embargo, un 8% de las plantas C14 inoculadas con 0,1 pyg/ml y un 26% de las
inoculadas con 1 ug/ml estaban infectadas sistémicamente con el virus a los 15
d.p.i. {Fig. 10a}

Para conocer el efecto de la concentracion de indculo sobre las plantas
transgénicas, se inocularon plantas de las diferentes lineas con 10, 50 y 100 ug/ml
de PMMoV-S purificado. Todas las plantas de {a linea C14 inoculadas con 50 6
100 ug/ml de virus resuitaron infectadas sistémicamente a los 15 d.p.i. Cuando se
inocularon con 10 yg/mi, se detectod virus en las hojas superiores de un 65% de
las plantas, si bien en un 40% de estas plantas infectadas, ia concentracion de
virus era menor {0,3-1 mg/g) que en el 60% restante o en las plantas control {10-
20 mg/g). A esta misma concentracion de indculo se infectaron muy pocas plantas
de la linea C16, mientras que en las inoculadas con 50 y 100 pyg/mi el porcentaje
de plantas con virus se incrementd hasta el 70 y 85% respectivamente. Si bien,
en este caso hay también un 60% de plantas que acumulan virus a
concentraciones inferiores (0,3-1 mg/g) que en el resto de las plantas infectadas
o en las plantas control {(10-20 mg/g). Finalmente, un 15% de plantas de la linea
C16 no se infectaron, inciuso al inocularlas con la mayor concentracion de
PMMoV-S ensayada (Fig. 10b).

Al utilizar como inoculo de estas plantas el RNA desnudo del virus en lugar
de la particula viral, el porcentaje de plantas infectadas de las lineas C14 y C16
es igual al de las CO6 y NT, siendo de un 90 y de un 100% cuando se inocuia con
1y 10 yg/mit de RNA respectivamente (Fig. 10c).

La sintomatoiogia de las plantas infectadas por PMMoV-S se manifesto
como un fuerte arrugamiento de las hojas apicales que puede ir acompanado de
malformaciones en estas hojas y enanismo de la planta (Fig. 11}. L.a evolucién
diaria de los sintomas de las plantas de [as distintas lineas inoculadas con virus o
RNA viral de PMMoV-S se representa en las figuras 12, 13 y 14.

En las plantas de las lineas C14 y C16 que desarrollaban sintomas, se
producian retrasos de entre 3 y 8 dias en la aparicién de los mismos, incluso

cuando la concentracién de in6culo era muy alta, tal y como ocurre en las plantas
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Fig. 11. Sintomas inducidos por PMMoV-S en las hojas superiores de plantas de

Nicotiana clevelandii a los 15 d.p.i. a; planta sana. b; planta infectada.
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Fig. 12. Porcentaje de plantas con sintomas sistémicos a diferentes d.p.i. en las plantas
transgénicas de N. clevelandii inoculadas con 0,05 ug/mi (@), 0,1 pg/mi (b) vy 1
ug/m! (c) de PMMoV-S purificado.

El porcentaje que se expresa corresponde a la media de los resultados de tres
experimentos independientes con 10 plantas de cada linea.
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Fig. 13. Porcentaje de plantas con sintomas sistémicos a diferentes d.p.i. en las plantas
transgénicas de N. clevelandii inoculadas con 10 ug/mi (a), 50 gg/mi (b} y 100
pa/ml (c) de PMMoV-S purificado.

El porcentaje que se expresa corresponde a la media de los resultados de tres
experimentos independientes con 10 plantas de cada linea.
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CAPITULO 1 RESULTADOS

de la linea C16 inoculadas con 50 y 100 gyg/ml {(Fig. 13b y 13c}. Por otro lado, en
las plantas inoculadas con bajas concentraciones de virus y que posteriormente
desarroliaban sintomas, se observd una atenuacién que se manifestaba en un
arrugamientc mas suave de las hojas apicales (Fig. 15)

Cuando las plantas se inocularon con RNA del virus no fue posible observar
en las lineas C14 y C16 ni retraso (Fig. 14), ni atenuacidon de sintomas con

respecto a las plantas control (Fig. 15}
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Fig. 14. Porcentaje de plantas con sintomas sistémicos a diferentes d.p.i. en las plantas
transgénicas de V. clevefandii inoculadas con 1 pg/mi (al y 10 gg/mi (b} de RNA
purificado de PMMagV S.

El porcentaje que se expresa corresponde a la media de los resultados de tres
experimentos independientes con 10 plantas de cada linea.
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Fig. 15. Sintomas en las hojas superiores de plantas de N. clevelandii transgénicas de las
lineas €14, C16 y CO6 y de plantas no transgénicas NT. a; plantas inoculadas
con 0,1 ug/mi de PMMoV-S. b; plantas inoculadas con 10 ug/mi de PMMoV-S.
c; plantas inoculadas con 1 pg/ml de RNA purificado de PMMoV-5.
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I11.4. DISCUSION

Se ha llevado a cabo la transformacion de plantas de Nicotiana clevelandif
con un gen quimérico de la proteina de la capsida de PMMoV-5, para lo cual se
han utilizado las estirpes de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 y C58C1. Los
mejores resultados en el proceso de transformacion se obtuvieron con la estirpe
LBA4404, que portaba el gen quimérico en un vector binario de transformacion.
La eficacia de los sistemas binarios de transformacidon se ha comprobado en la
transformacion de plantas de diferentes especies del género Nicotiana, tales como
N. alata (Edbert y Clark 1990}, N. bentamiana (Van der Viugt y col., 1992) y N.
clevelandii (Regner y col., 1992).

El medio de regeneracion de plantas que incluia BA 9 yuM y NAA 0,5 yM fue
con el que se obtuvieron mas brotes transgénicos viables, si bien fue necesaria la
adicion posterior al medio de cultivo de GA; 3 #M, con el fin de que estos brotes
pudieran elongar para su pasterior enraizamiento. La utilizacion de la giberelina fue
absolutamente necesaria en nuestro caso a diferencia de lo descrito por Tavazza
y._col., (1988). El caracter arrosetado, sin apenas tallo, de la variedad de N.
clevelandii empleada por nosotros, puede ser {a causa del requerimiento de un
aporte exogeno de giberelinas para favorecer la elongacion de las plantas.

Se han conseguido de esta forma plantas transgeénicas que expresaban de
forma constitutiva la CP de PMMoV-S. Se han seleccionado las lineas C14 y C16,
de baja y alta expresion de la CP de PMMoV-S respectivamente, de manera que
la cantidad relativa de esta proteina respecto al total de proteinas solubles de la
planta es de 0,04% en las plantas de la linea C14 y de 0,38% en las de la linea
C16. Esta gran diferencia entre lineas de plantas transformadas con el mismo gen
quirnérico se observa también en plantas de tabaco transformadas con el gen de
la proteina de la capsida de TMV {(Powel y col., 1986 y 1990}, y de AMV (Loesch-
Fries y col., 1987; Tumer y col., 1987}, donde las diferencias de expresion entre
distintas lineas de plantas transgénicas estan relacionadas con el numero de copias
del gen quimérico que se insertan en el genoma de la planta. Sin embargo esto no
parece ocurrir en las lineas C14 y C16, pues en ambas la herencia del gen NPTII

es 3:1, y se transmitio a la descendencia ligado al gen quimérico de ia proteina de
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la capsida. Esto indicaria que las dos lineas contienen un unico locus activo para
ambos genes, si bien no podemos descartar la posible existencia de mas de una
copia del gen en locis muy proximos. No siempre el numero de copias de un gen
actda de forma positiva en {a expresion de éste, asi Hobbs y col., (1993} obtienen
lineas de plantas con expresion elevada del gen vidA con una Unica copia situada
en un unico locus y plantas de expresion baja con dos copias del gen insertadas
en el mismo locus de forma invertida.

Otra posible explicacién de la diferente expresion de un mismo gen
quimérico en distintas lineas de plantas transgénicas esta relacionada con la
cantidad de mRNA detectado en las plantas, o lo que es o mismo con los niveles
de transcripcion del gen y/o de |a estabilidad del mensajero, tal y como abservaron
Stark y Beachy {1989), en diferentes lineas de tabaco transformadas con el gen
de la proteina de la capsida de SMV. Se ha comprobado que el promotor 35S de
CaMV presenta multiples elementos reguladores, cada uno de los cuales puede
estar afectado de forma diferente segun su posicion en el cromosoma, pudiendo
ser esta la causa de la diferente expresion de los genes quiméricos en las plantas
transgénicas {Benfy y Chua, 1989).

Enias hojas de piantas de {as lineas transgénicas C14 y C16, inoculadas con
concentraciones pequenas de PMMoV-S, se observd a distintos d.p.i. una menor
acumulacion de virus con respecto a tas hojas de las plantas control, hasta el
punto de no poder ser detectado en la mayoria de las plantas analizadas. Esta
reduccion en la cantidad de virus acumulado en hojas inoculadas se ha observado
también en las hojas de plantas transgénicas que expresaban la CP de TMV
{Nelson y cot., 1987), AMV (Tumer y col., 1987), CMV (Cuozzo y col., 1988},
PVX (Hemenway y col., 1988 ; Hoekema y cgl., 1983} y PVY (Lawson y col.,
1990) cuando se inoculan con sus correspondientes virus.

La reduccion de la cantidad de virus en las hojas inoculadas de plantas
transgénicas, al menos en el caso de TMV, parece estar relacionada con la
imposibilidad del virus de establecer puntos de infeccién en la hoja, mas que en la
capacidad de éste para moverse de una célula a otra (Wisniewski y col., 1990).
De manera que la CPMP actuaria en las plantas a un nivel muy temprano de la
infeccion viral (Register II! y Beachy. 1988 ; Register lll y col., 1889 ; Register ll|

y Nelson, 1992), posiblemente impidiendo el desnudamiento de la secuencia del
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RNA viral correspondiente al extremo 5° {Mundry y col., 1991}, tal y como se ha
demostrado en protoplastos de plantas que expresaban la CP de TMV, infectados
con este virus (Osbourn y col., 1989b; Wu y col., 1990). En el caso de las lineas
C14 y C16 ia CPMP frente a PMMoV-S podria también estar actuando impidiendo
el desnudamiento del RNA viral tal y como se desprende del hecho de que al
inocutar estas plantas con RNA de PMMoV-S, no se observaron diferencias
apreciables respecto a las plantas control, tanto en los porcentajes de plantas
infectadas a los 15 d.p.i., como en el desarrolio de los sintomas. Un resultado
similar se obtiene en las plantas de tabaco que expresan la proteina de la capsida
de TMV {Nelson y col., 1987}, y en los protoplastos de estas plantas {Register (|
y Beachy, 1988). Sin embargo en otros casos la CPMP si es efectiva cuando se
mnoculan las plantas con RNA wviral, como sucede en plantas de tabaco que
expresan la proteina de la capsida de PVX (Hemenway y col., 1988}, o de AMV
{Tumer y col., 1991}, lo cual parece indicar un mecanismo de proteccign distinto
al de TMV y PMMoV-S.

En las plantas transgénicas de las lineas C14 y C16, en las que no se
detectd virus en ias hojas inoculadas, tampoco tue posible detectar virus en las
hojas superiores. Por otra parte, se observo una correlacion entre la acumulacion
de virus en hojas superiores y el desarrollo de los sintomas, de tal forma gue los
porcentajes de plantas sin sintomas a los 15 d.p.i., coincidia en gran medida con
los porcentajes de plantas que no presentaban virus en las hojas superiores a los
mismos d.p.i. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en las plantas
transgénicas de V. tabacum cv. Xanthi que expresan la CP de TMV vy en las que
también tas dos manifestaciones mas frecuentes de {a CPMP, la ausencia de virus
sistemico y la ausencia de sintomas, estén relacionadas con la reduccion en la
cantidad de virus en fas hojas inoculadas (Nelson y col., 1987).

No todas las plantas de la linea C14 fueron resistentes a la infecciéon con
bajas concentraciones de PMMoV-S, de manera que en las plantas de la pobiacion
P1, un 8% de las inoculadas con 0,1 yg/ml y un 26% de las ingculadas con 1
ug/mil presentaban virus en tas hojas superiores. Estos porcentajes coincidian con
los de las plantas que mostraban sintomas a los 15 d.p.i., si bien en estas plantas
se observo también una cierta proteccidon, ya que ademas de ser menor la cantidad

de virus detectado respecto a las plantas control, se aprecido un retraso en la
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induccion de sintomas y una atenuacion de éstos, al igual que ocurre en la CPMP
de plantas de tabaco frente a TMV (Beachy y col., 1990).

Por otro tado, en las plantas de la linea C14 correspondientes a la poblacion
P1 se observd un retraso en la cinética de acumulacién de virus en hojas
superiores, no pudiendo ser detectado hasta los 10 d.p.i., mientras que en las
plantas control era detectado a partir de los 4 d.p.i. El retraso observado en la
acumutacion de virus en hojas superiores y en la induccion de sintomas en las
plantas P1 de la linea C14 no parecen ser la consecuencia de un retraso en la
acumulacion de virus en las hojas inoculadas, ya que tanto en estas plantas como
en las plantas control el virus se detecta a partir de los 5 d.p.i. Este hecho parece
indicarnos que ademas de un efecto sobre fases tempranas de la infeccidén viral
gue se manifestaria en las hojas inoculadas, la CPMP podria actuar también sobre
fases mas tardias, como puede ser el movimiento a larga distancia del virus. Los
estudios realizados por Wisniewski y_col., (1990}, en plantas de tabaco que
expresan la CP de TMV revelan también que fases tardias de la infeccidn viral se
ven afectadas en fa CPMP.

Cuando se incrementaron las concentraciones de in6culo, el porcentaje de
plantas infectadas fue mayor en las dos lineas transgénicas C14 y C16. Por otra
parte, ta linea C16 soporta una concentracidon de inoculo diez veces superior a la
que soporta la linea C14, pudiéndose establecer una relacion practicamente lineat
entre la concentracion de indculo para la que no es efectiva la proteccion vy la
concentracion de proteina de la capsida constitutiva. La relacidn entre la cantidad
de proteina de la cépsida viral que se expresa en plantas transgénicas y el grado
de resistencia de éstas frente al virus de! cual procede, se ha demostrado en todos
los estudios realizados de CPMP frente a TMV (Nejidat y Beachy. 1989 ; Powell
y col., 1990; Beachy y col., 1990). Sin embargo Kaniewski y col., {1990), en
experimentos de campo realizados con plantas de patata que expresaban los genes
de 1a proteina de la capsida de PVX y PVY no observaron relacion entre el nivel de
expresion de la CP de PVX y el grado de resistencia frente a este virus, de forma
gue la linea que menos proteina expresaba era la mas resistente al virus. Por otro
lado, plantas de tabaco transformadas con genes que codifican transcritos no
traducibles o genes truncados de la proteina de la capsida de TEV (Lindbo y

Dougeherty. 1992}, ZYMV (Fang y Grumet, 1993), o TSWV (De Haan y col..
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1992}, son resistente a la infeccién por estos virus, todo lo cual parece indicar gue
en estos casos la proteccion es el resultado de la actuacion directa del RNA del
transgen y no de la proteina.

Si bien la CPMP podria actuar mediante multiples mecanismos, y operar con
diferente eficacia en las distintas plantas transgénicas y en los diferentes sistemas
virus/huésped, de este estudio se deduce que los mecanismos de proteccion que
actuan en el sistema PMMoV-S/Nicotiana clevelandii son similares a los que
actuan en las distintas combinaciones TMV/Nicotiana spp. gue han sido ensayados

con anteriondad.
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IV.1. INTRODUCCION

Plantas transgénicas que expresan el gen que codifica la proteina de la
capsida de un virus, generaimente no solo resuitan protegidas de la infeccion por
este virus, sino que ademas presentan distintos grados de proteccion frente a la
infeccion por otros virus mas o menos relacionados, fendmenao conocido como
"proteccion heterdioga” (Nelson y col., 1987, 1988; Van Dun y Bol, 1988;
Anderson y col., 1989, Stark y Beachy, 1989; Nejidat y Beachy 1990; Ling y col.,
1991). Esta proteccién es mayor cuanto mayores son los porcentajes de homologia
de las secuencias aminoacidicas de las proteinas de la capsida de los virus
heterdlogos con la que se expresa de forma constitutiva en las plantas
transgénicas. Asi, plantas de tabaco transgénicas que expresan la proteina de la
capsida de TMV presentan elevados niveles de proteccién frente a virus de alta
homologia de secuencia aminoacidica como ToMV y PMMoV, y niveles bajos de
proteccion frente a virus de baja homologia de secuencia aminoacidica como el
virus de las manchas anulares del Odontoglossum (OQRSV; odotoglossum ringspot
virus) y el virus del mosaico del plantage (RMV; ribgrass mosaic virus) (Nejidat y
Beachy, 1990). Por otra parte la inoculacion de estas plantas con virus no
relacionados con TMV como PVX, PVY y AMV dio como resultado un escaso
grado de proteccion, gue se manifestaba en un retraso en la induccion de los
sintomas (Anderson y col., 1989).

No siempre la CPMP frente a virus heterologos esta relacionada con el grado
de homologia de secuencia aminoacidica entre las proteinas de las capsidas, tal y
como ocurre en las plantas de tabaco transformadas con ios genes de la proteina
de la cépsida de la estirpe C de CMV {Quemada y col., 1991}, o con los genes de
las proteinas de la capsida de los potyvirus SMV (Stark y Beachy, 1989), PRSV
{Ling y col., 1991}, o LMV (Dinat y col., 1993), en las que se observa un mayor
grado de proteccion frente a virus con menor homologia de secuencia aminoacidica
de sus CP, que frente a virus heterologos en los que ésta es mayor.

Los diferentes tobamovirus descritos como patotipos que infectan las
plantas de Capsicum spp. presentan diferentes grados de homologia entre las

secuencia aminoacidicas de sus proteinas de la capsida (Garcia-Luque y col,,
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1993), siendo por tanto de extraordinaria importancia determinar la eficacia que
puede tener la proteccion mediada por la proteina de la capsida de PMMoV-5
frente a los distintos patotipos.

En las plantas de pimiente y tabaco inoculadas con mezclas de los diferentes
virus representantes de los patotipos P,, P, , y P, . 4, se ha observado coexistencia
de estos virus en las hojas infectadas. Si bien en las diferentes muestras analizadas
de plantas pimiento procedentes del campo, no se han encontrado dos patotipos
infectando la misma planta, no podemos descartar, a la vista de los resultados
obtenidos sobre la coexistencia de estos virus, la posibilidad de que se puedan
producir infecciones mixtas de dos 0 mas patotipos diferentes (Tenllado, 1995).

En este capitulo se estudia el efecto de la inoculacién con TMV (patotipo
Pol. PaMMV (patotipo P,) y PMMaV-I (patotipo P,,.} sobre plantas de N
clevelandii que expresan el gen de |la proteina de la capsida de PMMoV-S (patotipo
P,,), tratando de determinar la existencia en estas plantas de proteccion
heterologa frente a estos virus y la posible relacidon de ésta con el grado de
homologia de las secuencias aminoacidicas y nucleotidicas de los distintos
patotipos.

Por otra parte se estudia la CPMP en estas plantas frente a la infeccion con
inoculos mixtos constituidos por PMMoV-S y TMV o PaMMV, con el fin de conocer
qué efecto tiene sobre la proteccion, la infeccion de las plantas transgénicas con

dos virus representantes de diferentes patotipos.
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IV.2. MATERIALES Y METODOS
IV.2.1. PLANTAS Y VIRUS.

Se han utiizado plantas transgénicas de la generacion R, de Nicotiana
clevelandii Gray de las lineas C14 y C16, transformadas con el gen de la proteina
de la capsida de PMMoV-S, las cuales se seleccionaron en presencia de
kanamicina, tal y como se describe en el apartado Hl.2.8. Como controles se
utilizaron plantas transgénicas de la linea C06 y plantas no transgénicas NT.

La estirpe U1 del virus del mosaico del tabaco (TMV) fue cedido por el Prof.
Dr. F. Garcia-Arenat { E.T.S.I. Agronomos. U.P. Madrid}. El virus del moteado
suave del pimiento estirpe | (PMMoV-1) es un aislado italiano det PMMoV cedido
por et Dr. M. Conti (ltalia) (Wetter y col., 1984). El virus del moteado suave de la
paprika (PaMMV) es un aistado holandés cedido por el Dr. A. Th. B. Rast {Holanda)
{ Tobias y col., 1982). Los virus se mantuvieron en forma de desecado en nuestro

laboratorio y se propagaron en plantas de Nicotiana clevelandii Gray.
IV.2.2. PURIFICACION DE TMV, PaMMV Y PMMoV-I.

Los tres virus se purificaron a partir de plantas de Nicotiana clevelandii
infectadas con cada uno de los virus. El método de purificacion seguido es el
descrito en el apartado 1.2.2. para la purificacion de TMV. Los rendimientos
obtenidos para cada uno de los virus fueron de 7-11 g/kg de TMV, de 3-5 g/kg de
PaMMV vy de 1-3 g/kg de PMMoV-I.

IV.2.3. PREPARACION DE INMUNOSUEROS ESPECIFICOS DE LAS PROTEINAS DE
LA CAPSIDA DE TMV Y PaMMV, PURIFICACION DE LAS IgG Y CONJUGACION
CON FOSFATASA ALCALINA. ESTABLECIMIENTO DE UN SISTEMA ELISA-DAS
PARA LA DETECCION DE TMV, PaMMV Y PMMoV-I.

Los sueros frente a TMV y PaMMYV fueron obtenidos en conejos albinos de

la raza Nueva Zelanda siguiendo fa misma pauta de inmunizacion que la descrita

119



CAPITULO IV MATERIALES Y METODOS

para PMMoV-5. A partir de estos inmunosueros se purificaron las correspondientes
inmunoglobulinas G (IgG), parte de las cuales se conjugaron con fosfatasa alcalina
(IgG-FA). Las concentraciones de las 1gG, IgG-FA, muestras y sustrato, empleadas
en los sistemas ELISA-DAS para detectar y cuantificar TMV y PaMMV, se
determinaron de forma empirica. Todos los métodos utilizados son iguales a los

descritos para PMMoV-S en los apartados 111.2.3. y 1l1.2.4

IV.2.4. ANALISIS DE LA PROTECCION MEDIADA POR LA PROTEINA DE LA
CAPSIDA DE PMMoV-S FRENTE A TMV, PaMMV Y PMMoV-! .

En cada experimento, 10 plantas transgénicas de 30 dias de edad, de la
generacion R, de N. clevelandii de las lineas C14, C16 y C0OG, y 10 plantas no
transgénicas NT, se inocularon en las dos primeras hojas verdaderas
completamente expandidas con 20 gyt de TMV, PaMMV o PMMoV-1 a diferentes
concentraciones en tampon de inoculacién’. De todas [as plantas inoculadas se
tomaron muestras de las hojas superiores a los 15 d.p.i. El desarrollo de los
sintomas en las plantas inoculadas con cada uno de estos virus se siguio
diariamente hasta los 15 d.p.i.

Los niveles de acumulacion de los virus en hojas inoculadas y superiores se
cuantificaron por ELISA-DAS. El andlisis de la acumulacion de PMMoV-I se realizé
utilizando fas inmunoglobulinas especificas (IgG e IgG-FA) de PMMoV-S vy a las
diluciones descritas en el apartado HI.2.4. Para el analisis de la acumulacion de
TMV y PaMMV se emplearon sus correspondientes 1gG a la concentracion de
1-2 pg/ml, e 1IgG-FA a 5 ug/ml. En todos los ensayos se incluyd una escala de
concentraciones conocidas de cada virus purificado, con la que se realizo una recta
de regresion en la que se extrapolaran las concentraciones correspondientes a las
muestras analizadas.

Los valores obtenidos en los diferentes experimentos realizados, fueron
comparados mediante el test "t de Student”™, con un nivel de confianza del 95%.

El test se realizd mediante el programa informatico Statistix {(NH Analytical
Software. IBM)

Tampén fosfato sodico 20 mM, pH 7
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1IV.3. RESULTADOS

IV.3.1. ELISA-DAS PARA LA DETECCION Y CUANTIFICACION DE TMV, PaMMV
Y PMMoV 1.

La comparacion mediante ELISA-DAS de los distintos virus frente al
inmunosuero de PMMoV-S permitié comprobar la existencia de una fuerte reaccion
cruzada de este inmunosuero con PMMoV-l, mientras que no existia ninguna
reaccion con los otros dos virus {Fig. 1a). Por este motivo para la deteccion y
cuantificacidén de PMMoV-i se utilizéd el mismo sistema que el desarrollado para
PMMoV-S, mientras que para TMV vy PaMMV tue necesario establecer sistemas
especificos. Al comparar los diferentes virus frente a los inmunosueros especificos
de TMV y PaMMYV se observo también la especificidad de ambos inmunosueros,
los cuales o bien reaccionaban débilmente con los virus heterologos o bien
reaccionaban solo con el virus homoiogo {Figs. 1b y 1c}.

La sensibilidad de los sistemas ELISA-DAS permitié detectar 7 ng de cada

uno de los virus.

V.3.2. PROTECCION MEDIADA POR LA PROTEINA DE LA CAPSIDA DE PMMoV-S
FRENTE A TMV EN PLANTAS TRANSGENICAS DE N. clevelandii.

Se inocutaron 10 plantas de la generacion R, de las lineas transgénicas C14,
C16 y CO6, asi como 10 plantas no transgénicas NT, con 0,05 y 0,1 ug/ml de
TMV purificado, y se recogieron muestras de las hojas inoculadasa 3, by 7 d.p.1.
para cuantificar por ELISA-DAS los niveles de acumulacion del virus (Fig. 2).

En las hojas de las plantas control, CO6 y NT inoculadas con ambas
concentraciones de TMV se observdo un patron creciente de acumulacion de
proteina de la capsida viral, que es mayor a los 3 y 5 d.p.i. en las plantas
inoculadas con 0,1 gg/ml que en las inoculadas con 0,05 yg/ml, siendo la cantidad
maxima detectada a los 7 d.p.i. de 882,4+63,3 pyg de virus/g de teiido foliar.

Las plantas transgénicas de la linea C14 siquieron un patron de acumulacion

similar al descrito en las plantas control, tan solo se observaron diferencias a los
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Fig. 1. Densidades oOpticas a 405 nm, obtenidas en los ensayos ELISA-DAS
especificos de PMMoV-S (a), TMV (b} v PaMMV (c}, utilizando
concentraciones crecientes de virus purificados.
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Fig. 2.

Acumulacidn viral en las hojas de plantas transgénicas de V. clevelandii
inocuiadas con 0,05 pg/mi lizguierda) y 0,1 pg/ml (derecha) de TMV. Las
muestras se recogieron a los 3 (a), 5 (b) y 7 (¢} dias postinoculacién y se
analizaron por ELISA-DAS.

Los valores representados son la media de los resultados de tres
experimentos independientes y de 10 plantas de cada linea analizadas en
cada experimento. Los valores numéricos se representan en la tabla inferior
con su correspondiente error estandar.
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3 d.p.i. enlas plantas que fueron inoculadas con 0,1 pg/ml de virus, en las que se
detecto una concentracion de 223,5+92,7 ug de virus/g de tejido folar,
sensiblemente menor a los 748,3 + 93,2 detectados en las plantas de la linea CO6.

En algunas de las plantas de esta linea, inoculadas con la concentracion
0,05 pg/ml de virus, no se observo acumulacion de virus en las hojas inoculadas
a ninguno de los tiempos analizados, ni tampoco presentaron sintomas
posteriormente. Este hecho pudo observarse también en algunas plantas control
debido, probabiemente en ambos casos, a la baja concentracién de inoculo
utifizada.

En las hojas de las plantas de la linea C16 inoculadas con 0,1 pyg/ml de TMV
se detectaron concentraciones de virus a los 3, 5 y 7 d.p.i. similares a las
detectadas en las plantas de la linea C14, observandose también una menor
acumuiacién de virus alos 3 d.p.i., y siendo practicamente iguales a las detectadas
en las plantas control, afos 5 y 7 d.p.i. Este resultado contrasta con lo que ocurre
cuando las plantas se inocularon con 0,05 pg/ml, ya que en este caso no se
detectd acumulacion de virus a ninguno de los tiempos estudiados en la mayoria
de las plantas que fueron analizadas, si bien en un pequeno porcentaje de las
mismas se pudo detectar la presencia de TMV.

Con el fin de conocer el porcentaje de plantas que resultaron infectadas
sistémicamente por TMV, se inocularon 10 plantas de las lineas transgénicas C14,
C16, CO6 y 10 plantas no transgénicas NT, con 0,05, 0,1 y 1 ug/ml de TMV
purificado v a los 15 d.p.i. se tomaron muestras de las hojas superiores para
analizar por ELISA-DAS la presencia de virus (Fig 3)

Cuando las plantas se inocularon con la concentracion de 1 gg/mi tanto las
ptantas control como las de las lineas C14 y C16 resultaron infectadas
sistémicamente a los 15 d.p.i. (Fig. t1a). Al inocular con 0,1 ug/ml de virus el
porcentaje de plantas infectadas de las lineas C14 y C16 se redujo al 70 y 60 %
respectivamente. Este porcentaje se mantiene en la linea C14 al inocular las
plantas con 0,05 ug/mi y es muy similar al de las plantas CO6 y NT. Solamente en
las plantas de la linea C16 inoculadas con esta concentraciéon se observé una
importante reduccion en el porcentaje de plantas infectadas, quedando establecido
en un 20%.

Los sintomas que produce la infeccion de TMV en N. clevelandii son,
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FIG. 3. Porcentaje de plantas transgénicas de Nicotiana clevelandii infectadas con TMVa los 15
d pi. Las plantas se inoccularon con 0,05, 0,1 y 1 yg/mi de virus. La presencia o ausencia de
virus en las hojas superiores se analizd por ELISA-DAS.

Los valores representados son la media de los resuitados de tres experimentos independientes
y de 10 plantas de cada linea analizadas en cada experimento.
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arrugamiento de hojas apicales, malformaciones, enanismo de la planta y en
numerosas ocasiones necrosis apical y total de la planta {Fig. 4).

Ei seguimiento diano de los sintomas de las plantas de las distintas lineas
inoculadas con diferentes concentraciones de TMV se representa en las gréaficas
de la Fig. b.

Con las diferentes concentraciones ensayadas se¢ pudo observar que el
porcentaje de piantas con sintomas a los 15 d.p.i. fue muy similar al de plantas
que acumulaban virus en las hojas superiores a los mismos dias posteriores a la
inoculacion.

Solamente un 20% de plantas de la linea C16, inoculadas con 0,05 pyg/ml
de virus, desarrollaron sintomas, aunque en este caso se produjo un retraso de tres
dias en la aparicion de los mismos, que ademas fueron mas suaves qgue los
inducidos en tas plantas de la linea C14 o en las plantas control. Cuando las
plantas se inocularon con 0,1 uyg/ml de virus, no se observé un retraso apreciable
en el desarrollo de sintomas en las plantas de las lineas C14 y C16 con respecto
a las plantas controf, ni tampoco una atenuacion de ios mismos, si bien habia un
40% de plantas que no presentaban sintomas alos 15 d.p.i. Todas las plantas que
se tnocularon con 1 yg/ml de virus, desarrollaron los sintomas a ios mismos d.p.i.

y la severidad de éstos fue igual en todas ellas.

IV.3.3. PROTECCION MEDIADA POR LA PROTEINA DE LA CAPSIDA DE PMMoV-S
FRENTE A PaMMV EN PLANTAS TRANSGENICAS DE N. clevelandii.

Se inocularon 10 plantas de las lineas transgénicas C14, C16 y CO6 y 10
plantas no transgénicas NT, con 0,1 y 1 pyg/ml de PaMMV purificado. En ia Fig. 6
se pueden observar los porcentajes de plantas de las distintas lineas que resultaron
infectadas sistémicamente por PaMMV a los 15 d.p.i.

Lainoculacién de plantas control con 0,7 u#g/ml de virus dio como resultado
un 55% de plantas infectadas de la linea CO6 y un 75% de plantas infectadas de
la linea NT, alos 15 d.p.i. La inoculacién, con esta misma concentracion de virus,
de plantas de las lineas C14 y C16 dio como resultado unos porcentajes de
infeccion del 25 y 18% respectivamente, a los mismos dias posteriores a la

incculacion. Al aumentar diez veces la concentracion de indculo, practicamente
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Fig. 4. Sintomas inducidos por TMV en las hojas superiores de plantas de
Nicotiana clevelandii a los 15 d_p.i. a; planta sana. b; planta infectada.
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Fig. 5. Porcentaje de plantas con sintomas sistémicos a diferentes d.p.i. en las
plantas transgénicas de N. clevelandii inoculadas con 0,05 ug/ml (a), 0,1
ug/ml (b) v 1 yg/mi {c} de TMV.

El porcentaje que s¢ expresa corresponde a la media de los resuitados de
tres experimentos independientes con 10 plantas de cada linea.
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FIG. 6. Porcentaje de plantas transgénicas de Nicotiana clevelandii infectadas con PaMMV.a los
15 dpt. Las plantas s& inocularon con Q1 v 1 pg/ml de virus. La presencia o ausencia de virus
en las hojas superiores se detectd por ELISA-DAS.

Los valores representados son la media de los resultados de tres experimeantos independientes
y de 10 plantas de cada linea analizadas en cada experimento.
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todas {as plantas control v un 85% de las plantas de la linea C14 resultaron
infectadas sistémicamente. Sin embargo, solo se establecid infeccion en el 60%
de las plantas de la linea C16.

Los sintomas inducidos por PaMMV en las plantas infectadas son en general
mas suaves que los inducidos por TMV y algo mas severos gue los inducidos por
PMMoV-S (Fig. 7). El resultado del seguimiento diaric de los sintomas en fas
plantas de las distintas lineas inoculadas con 0,1 y 1 yg/ml de PaMMV se recoge
en las gréaficas de fa Fig. 8.

Cuando las plantas se inocularon con 0,1 yg/ml de virus los porcentajes de
ptantas control que mostraban sintomas fueron también inferiores al 100%, a pesar
de lo cual se observd una reduccion en el nimero de plantas con sintomas de las
lineas C14 y C16. Cuando la concentracion de ingcuio fue 1 pyg/mi de virus, la
reduccion del porcentaje de plantas con sintomas a los 15 d.p.i. solo se observo
en la linea C16, mientras que en la linea C14 este porcentaje fue similar o igual al
de plantas de la linea CO6 y plantas NT (Fig. 11b}. Las plantas infectadas de (as
lineas C14 y C16 presentaban un retraso entre 2 y 3 dias en la manifestacion de
los sintomas respecto a tas plantas control. Sin embargo, no fue posible observar

atenuacidon de los sintomas en las plantas infectadas de las lineas C14 y C16.

(V.3.4. PROTECCION MEDIADA POR LA PROTEINA DE LA CAPSIDA DE PMMoV-S
FRENTE A PMMoV-l EN PLANTAS TRANSGENICAS DE N. clevelandii.

Seinocularon 10 piantas transgénicas de las lineas C14, C16, C06 y plantas
no transgenicas NT, con 0,1, 1 y 10 yg/mil de PMMoV-1 purificado. £l porcentaje
de plantas con virus en las hojas superiores, a los 15 d.p.i., se muestra en la
Fig. 9.

Las plantas de las lineas C14 y C16 no resultaron infectadas sistémicamente
al ser inoculadas con 0,1 pg/ml de virus y tan solo un 10% de las plantas de la
linea C14 se infectaron al inocularlas con 1 ug/mi de PMMoV-i, mientras que todas
las plantas control se infectaron sistémicamente al inocularlas con cualquiera de
las dos concentraciones. Si se incrementa diez veces la concentracion de inoculg
aumenta el porcentaje de plantas infectadas de la linea C14, que liegd a ser el 80%

de las plantas inoculadas, mientras que solo un 10% de ias plantas inoculadas de
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Fig. 7. Sintomas inducidos por PaMMV en las hojas superiores de plantas de V.
clevelandif a los 15 d.p.i. a; planta sana. b; planta infectada.






Fig. 8. Porcentaje de plantas con sintomas sistémicos a diferentes d.p.i. en las
plantas transgénicas de N. clevelandii inoculadas con 0,1 ug/mi (a) y 1
pg/ml (b) de PaMMYV.

El porcentaje gue se expresa corresponde a la media de los resultados de
tres experimentos independientes con 10 plantas de cada linea.
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resultados de tres experimentos independientes y de 10 plantas de cada linea analizadas &n
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la tinea C16 se infectaron de forma sistémica a los 15 d.p.i.

Los sintomas inducidos por PMMoV-t en N.clevelandir son idénticos a los
inducidos por PMMoV-S. El seguimiento diario de los sintomas de las plantas de
fas diferentes lineas inoculadas con PMMoV-1 se recoge en las graficas de la
Fig.10.

En ninguna planta de la linea C16 inoculada con cualquiera de las tres
concentraciones se desarrollaron sintomas durante los 15 d.p.i. Esto mismo ocurre
en las plantas de ta linea C14 cuando son inoculadas con la concentracion de virus
mas baja (Fig. 11c). Sin embargo, al ser inoculadas con 1 ¢ 10 uyg/ml de PMMoV-|
se inducen sintomas en un 20 y un 70% de las piantas, respectivamente. Por otra
parte, también fue posible observar en estas plantas un retraso apreciable en |a
aparicion de los sintomas con respecto a las plantas control, ademas de una
atenuacion en los mismos, que es mas notable en las plantas inoculadas con

1 pug/mi de virus.

IV.3.5. PROTECCION MEDIADA POR LA PROTEINA DE LA CAPSIDA DE PMMoV-S
FRENTE A INFECCIONES MIXTAS DE PMMoV-S CON TMV Y CON PaMMV EN
PLANTAS TRANSGENICAS DE N. clevelandii.

Con el fin de conocer el efecto de las infecciones mixtas de PMMoV-S con
los virus TMV y PaMMV, se inocularon plantas transgénicas de la linea C14 vy
plantas no transgénicas NT con los in6culos que se detallan en la Tabla 1.

Alos 15 d.p.l. se tomaron muestras de las hojas superiores y se analizo la
presencia de virus por ELISA-DAS. Esta técnica nos permitio diferenciar en ias
hojas infectadas entre ios distintos virus empleados. Los resultados obtenidos se
recogen en ia Tabla 1.

Cuando se inocularon plantas NT con los indculos constituidos por
PMMoV-S 1 yug/mty TMV 0,05 6 0,1 yg/mi, tadas las plantas resultaron infectadas
y el virus detectado en las hojas superiores fue PMMoV-S. Si bien, se detectd en
estas plantas, pequenas cantidades de TMV cuando el in6cuio contenia a este
virus a la concentracion de 0,1 pg/ml. Cuando se inocularon plantas de la linea
C14 con estos mismo inodculos, también resultaron infectadas, aungue en este

caso el virus detectado en las hojas superiores fue TMV junto a pequenas
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Fig. 10. Porcentaje de plantas con sintomas sistémicos a diferentes d.p.i. en las
plantas transgénicas de N. clevelandii inoculadas con 0,1 pug/mi {a), 1
pg/mil (b) y 10 pg/ml {€) de PMMoV-I.

Fi porcentaje que se expresa corresponde a {a media de los resultados de
tres experimentos independientes con 10 plantas de cada linea.
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Fig. 11. Sintomas en las hojas superiores de plantas de N. clevelandii transgénicas
de las lineas C14, C16 y CO6 vy de plantas no transgénicas NT. a; plantas
inoculadas con 0,1 ug/ml de TMV. b; plantas inoculadas con O,1 gg/mi de
PaMMV. c; plantas inoculadas con 10 ug/ml de de PMMoV-1.
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cantidades de PMMoV-S.

Al inocular con PMMoV-S 0,1 pg/ml mas TMV 0,05 pg/ml, se detecté TMV
tanto en las hojas superiores de plantas de la linea C14 como en hojas superiores
de plantas no transgénicas. Si bien, el nimero de plantas infectadas fue mayor en
las plantas control gque en las plantas de la linea C14.

Cuando se inocularon plantas de la linea C14 y plantas NT con ios indculos
que contienen PaMMYV, pocas plantas mostraron sintomas a fos 15 d.p.i.. Por otra
parte, en las plantas infectadas de la linea C14 se detecté PaMMV cuando fueron
inoculadas con cualquiera de las concentraciones de in0cuio empleadas, mientras
que en las plantas infectadas NT, que fueron inoculadas con el indculo que
contiene PaMMV a 0,1 ug/ml, se detecté6 PaMMV, y en las plantas que se

inocularon con el ingculo gue contiene PaMMV 0,05 ug/mi se detecté PMMoV-S.

Tabla 1. Ndmero de plantas con sintomas y virus detectado en las hojas
superiores de N. clevelandii de las lineas C14 y NT a los 15 d.p.i. con
diferentes in6culos mixtos. Entre paréntesis se indica el nimere de plantas

inoculadas.
PLANTAS CON VIRUS DETECTADO
SINTOMAS
INOCULOS MIXTOS C14 NT Ci4 NT
PMMoV- S = TMV 13 (20) 10 {(10) TMV PMMoV-S
1pg/mi 0,05ug/ml
PMMoV-S + TMV
1y 0. 1g/ml 15 {15) 10 (109 TMV PMMoV-S
TMV
PMMoV S « TRV
0,1 pgimi 0.05ugiml 6 ({20) 10 {(12) TMV TMV
PMMoV-S * PaMMV
0,1ug/mt G,05pug/ml 3{20) 7 (10) PaMMV | PMMoV-S
PMMoV-S + PaMMV
1 [
0. Tug/mi 0, 14/m 5 (20} 8 (20) PaMMV PaMMV
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IV.4. DISCUSION

La proteccidon mediada por la proteina de 1a capsida de PMMoV-S frente a
PMMoV-I tue en las dos lineas de plantas transgénicas C14 y C16 tan eficaz como
lo fue frente a PMMoV-S, ya que los porcentajes de plantas que escapan a la
infeccidn en ambas lineas fueron los mismos cuando se inocutaban con las mismas
concentraciones de virus. La proteccion frente a PMMoV-l en las plantas se
manifestaba igualmente como una drastica reduccion en la acumulaciéon de virus
en las hojas superiores, asi como un retraso y/o ausencia de sintomas y atenuacion
de los mismos. Resulta evidente la refacion entre ambos fendmenos, pues las
planias sin sintomas o con atenuacion de los mismos se encontraban libres de
virus o con concentraciones muy inferiores a las detectadas en las plantas control.
La CPMP frente a distintas estirpes de un virus se ha descrito en las plantas de
Nicotiana tabacum transformadas con el gen de la proteina de la capsida de la
estirpe U, de TMV, las cuales resultaban protegidas frente al virus homaologo y
frente a la estirpe PV230 de TMV (Nelson y col., 1987). También piantas de
tomate trasformadas con este mismo gen resultan protegidas frente a las estirpes
L, 2 y 2% de ToMV, que es un tobamovirus estrechamente relacionado con TMV
{Nelson y col., 1988).

En la mayoria de los casos de CPMP frente a estirpes del virus homélogo
existe una fuerte relacion seroldgica entre éste y las diferentes estirpes frente a las
cuales las plantas transgénicas resultan protegidas. En el caso de PMMoV-| y
PMMoV-S la relacion serologica es muy estrecha, ambos virus son indistinguibles
por daoble inmunodifusion (Alonso y col., 1989} v presentan una fuerte reaccion
cruzada en ELISA-DAS directo.

Por otra parte, la CPMP actia normalmente frente a estirpes de virus que
presentan un alto grado de homologia de secuencia aminoacidica entre sus
proteinas de la capsida y la del virus homdiogo. El andlisis de las secuencias
aminoacidicas de las proteinas de la capsida de PMMoV-S y PMMoV-I revela un
porcentaje de homologia del 98,1 %, con solo tres cambios de aminoécidos de los
cuales unicamente la sustitucién Met-Asp en la posicién 138 es no conservativa

{Garcia-Luque y_col., 1993) y es la responsable de que PMMoV-i sea capaz de
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superar la resistencia del gen L* de Capsicum spp. (Berzal-Herranz y col., 1995).
Un resultado similar se observa en plantas de tabaco transformadas con el gen de
la proteina de la capsida de la estirpe O de CMV (CMV-0), las cuales resultan
protegidas frente a la esturpe CMV-Y que es un virus capaz de inducir sintomas
mas severos que CMV-0, posiblemente debido a una uUnica sustitucion
aminoacidica en su CP (Nakajima y col., 1993). También plantas de tabaco
transformadas con el gen de {a proteina de la capsida de la estirpe 425 de AMV
resultan protegidas frente a la infeccidn por la estirpe YSMV entre tas cuales hay
un 90% de homologia en las secuencias aminoacidicas de sus CP. Sin embargo
plantas de tabaco transformadas con el gen de la proteina de la capsida de la
estirpe TCM de TRV resultan protegidas frente a la infeccién por el virus homologo,
pero no frente a la estirpe PLB con la que tiene solo un 39% de homologia en las
secuencias aminoacidicas de sus CP. Por el contrario, estas plantas transgénicas
resultan protegidas frente a un aislado aleman del virus del oscurecimiento precoz
del guisante (PEBV; pea early-browning virus} con €l que presenta una fuerte
relacion serologica y con el que tiene una homologia de secuencia alta (Van Dun
y Bol, 1988; Angenent y col., 1990}.

Cuando la CPMP se ensaya en plantas de N. tabacum frente a virus
estrechamente relacionados con el virus homoblogo, se ha observado también la
existencia de una proteccion heterdloga, en algunos casos igual a la obtenida
frente al virus homodlogo. Esta proteccion no actua frente a virus con un porcentaje
de homologia con el virus homélogo inferior al 60% ({(Anderson _y col., 1989;
Nejidat y Beachy, 1990).

El analisis de las secuencias aminoacidicas de las proteinas de la capsida de
PMMoV-S vy de TMV dio como resultado un porcentaje de homologia de un 72%
(Alonso y col., 1991} A pesar de este alto porcentaje, ia CPMP frente a TMV en
las plantas transgénicas de N. clevelandii na fue efectiva en las pltantas de la linea
C14, y tan solo en las plantas de la linea C16 inoculadas con fa mas baja
concentracion de inoculo (0,05 pyg/ml), se observé un 80% de plantas protegidas.
Este porcentaje es similar al que se obtuvo cuando se inocularon plantas de la linea
C16 con una concentracién de 1 ug/ml de PMMoV-S, 1o que indica que la
proteccidn en estas plantas frente a TMV solo es posible con concentraciones 200

veces inferiores a PMMoV-S. Un resuitado similar se observd en tos experimentos
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realizados en el campo con plantas de tomate gue expresaban el gen de la proteina
de la capsida de TMV, las cuales no resultaban protegidas frente a la infeccion por
diferentes estirpes de ToMV con las que posee una alta homologia de secuencia

aminoacidica en las proteinas de [a capsida (Sanders y col., 1992). Por otro lado

el resultado obtenido por nosotros contrasta con el obtenido por Nejidat y Beachy
{1990} en plantas de Nicotiana tabacum cv Xanthi-nc transformadas con e! gen de
la proteina de la capsida de TMV en las que se observa una alta proteccion frente
PMMoV, gue se manifiesta como una reduccion en el numero de lesiones locales
necroticas en las hojas inoculadas, ya que este virus induce reaccion hipersensible
en este huésped y no infecta sistémicamente las plantas. Esta falta de reciprocidad
en la CPMP se ha observado también entre estirpes de TMV, de manera que
plantas de tabaco transformadas con el gen de la proteina de la cépsida de la
estirpe U1 resultan protegidas frente a la estirpe U2, mientras que plantas
transformadas con el gen de la proteina de la capsida de U2 resultan infectadas
por la estirpe U1 (Wilson, 1993}.

El elevado porcentaje de homologia de secuencia aminoacidica existente
entre fa CP de PMMoV-S y la CP de TMV no parece suficiente para que exista
proteccion heterdloga frente a TMV en las plantas de V. clevelandii transformadas
con el gen de la proteina de la capsida de PMMoV-S. Por otro lado, TMV se replica
de forma mas eficiente gque PMMoV-S en plantas de N. clevelandii, tal y como
demuestran tos resultados de acumulacion de TMV en {as hojas inoculadas de
plantas control, que son entre 4 y 5 veces superiores a los de PMMoV-S, y los
estudios de muitiplicacion viral de TMV y PMMoV-S en protoplastos, los cuales
indican que, si bien la cinética de acumulacion de proteina de la capsida de ambos
virus es similar, la acumulacion final de CP de TMV es 4 veces mayor gue ia de
PMMoV-S (Wicke, B. comunicacién personal}. St tenemos en cuenta que la
reduccién en fa cantidad de virus acumulado en las hojas inoculadas de las plantas
transgénicas es un proceso clave en la CPMP (Nelson y col., 1987), posiblemente
la mayor capacidad replicativa de TMV en las hojas inoculadas de las plantas
transgénicas sea uno de los factores que condictona la ausencia de CPMP frente
a TMV en las plantas de N. clevelandii que expresan la CP de PMMoV-S.

La CMPM frente a PaMMV en estas plantas fue también inferior a la

obtenida frente al virus homaélogo, si bien resultd algo mayor que frente a TMV a
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pesar de que el porcentaje de homologia de la secuencia aminoacidica de la CP de

PMMoV-S con la de PaMMV es algo menor que con la de TMV (Garcia-Luque y

col., 1993). Tampoco en este caso el elevado porcentaje de homologia existente
entre las CP de PMMoV-S y PaMMYV parece ser suficiente para que se produzca
CPMP frente al virus heterdlogo. Aunque no disponemos de datos sobre la
replicacion de este virus en las hojas inoculadas o en los protoplastos de M.
clevelandii, sabemos que PaMMV se acumula entre 2 y 3 veces mas que PMMoV-5
en las hojas de plantas infectadas sistémicamente. Esto podria ser, también en este
caso, una de las causas de la baja protecciéon heterdloga existente frente a PaMMV
en las plantas de N. clevelandii transformadas con el gen de la proteina de la
capsida de PMMoV-S.

La mayor eficacia replicativa de TMV y PaMMV frente a PMMoV-S se puede
observar cuando se inoculan plantas de Nicotiana clevelandii con indculos mixtos
de estos virus. De tal forma que, las piantas control resultan infectadas
sistémicamente solo por TMV aln cuando el indculo contiene doble caoncentracion
de PMMoV-S que de TMV, vy estas plantas resultan infectadas por PaMMV cuando
tas concentraciones de ambos virus son iguales. En las plantas transgénicas la
proteccion frente a PMMoV-S sigue siendo efectiva cuando se inocutan con una
mezcla de PMMoV-S y TMV o de PMMoV-S y PaMMYV, yva que las plantas resultan
infectadas sistéemicamente solo por el virus heterologo. Unicamente cuando en el
in6culo la concentracion de PMMoV-S es de 1 pg/ml se detecta en las hojas
superiores una pequenisima cantidad de proteina de la capsida de este virus, gue
puede ser debida a fendmenos de heteroencapsidacién o de transporte junto a
TMV.

Por tanto consideramos que para que exista proteccion heterdloga en las
ptantas transgenicas es necesario tener en cuenta no solo el porcentaje de
homologia de secuencia de los virus, sino también la virulencia de éstos en la
planta huésped transformada.

Estudios de multiplicacion viral de PMMoV-S y PMMoV-I realizados en
plantas y protoplastos de pimiento de especies susceptibles y resistentes a TMV
indican que estos virus se replican con igual eficacia en este huésped (Wicke _y
col., 1990). De manera gue, la transformacion de plantas de pimiento, que lieven

incorporados genes de resistencia frente a TMV, con el gen de la proteina de la
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capsida de PMMoV-S, puede ser en el futuro una via alternativa para obtener
resistencia no convencional frente a la infeccion por las estirpe S e | de PMMoV

en las variedades cultivables de esta planta.
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CONCLUSIONES

1°.- En plantas de Capsicum annuum cv. Dulce ltaliano con el gen de

resistencia L' frente a Tobamovirus, la inoculacion con TMV induce en las hojas

inoculadas una reaccién hipersensible que cursa con lesiones locales necroticas,

y que va asociada a la sintesis de nuevas proteinas gue no se sintetizan en las
hojas de las plantas controlf.

Estas proteinas tienen caracteristicas comunes con las identificadas en

otros huéspedes vegetales asociadas a la patogénesis y que reciben por ello el

nombre de proteinas reiacionadas con la patogénesis {PRs).

2% - Las PRs detectadas en las plantas de pimiento presentan diferentes
isoformas de pl acido y basico, siendo las isoformas acidas mayoritarias.
Por otro lado, estas proteinas tienen una estrecha relacion serologica con
las PRs, p14, P23, P29, P35 y P36, aisladas de plantas de tomate y con las PRs,
glucb y PRQ aisladas de plantas de tabaco.

3%.- La especificidad de los inmunosueros de las PRs de los diferentes grupos
descritos en las plantas de tabaco y tomate nos permite concluir que, en las
plantas de pimiento se inducen isoformas acidas y basicas de las proteinas PRs de
al menos cuatro grupo diferentes: del grupo 1 1a PR p16 de pl basico; del grupo
2 las PRs p30, p36 y p40 de pl acido y la PR p34 con isoformas de pl acido vy
basico; del grupo 3 {as PRs p31 y p32 de pi acido y las PRs p28 v p29 con
isoformas de pl acido y basico; y del grupo 5 la PR p23 de pl acido.

La proteina p13 no reacciond con ninguno de los inmunosueros ensayados,

y Unicamente atendiendo a su peso molecular, podria ser incluida en el grupo 4.

4°.-  Enlas hojas superiores de plantas de C. annuum L'L' inoculadas con TMV,
la induccién y acumulacidon sistémica de PRs, a los tiempos estudiados, esta
limitada a algunas proteinas del grupo 2 y a la proteina p13. Estas PRs podrian ser
utilizadas como marcadores de la activacion del mecanismo de resistencia en

plantas de C. annuum.
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Algunas de las PRs caracterizadas, tales como la p16 y las PRs del grupo
3, estan relacionadas con la infeccion viral, y se acumulan tanto en ias hojas

inoculadas con TMV como en las hojas infectadas sistémicamente por PMMoV-S.

5°.-  En tas plantas de C. annuum, las isoformas acidas y basicas de las
proteinas PR con actividades enzimaticas 8-1,3-glucanasa y quitinasa se acumulan,
principalmente, en {as hojas inoculadas con TMV, aunque en las plantas infectadas

con PMMoV-S se inducen tambien, de forma sistémica, algunas isoformas acidas.

6?.- El fendmeno de resistencia sistémica adquirida, en las hojas superiores de
plantas de C. annuuwm, aparece asociado a la reaccion hipersensible inducida por
TMV en las hojas inocutadas de estas plantas.

Esta forma de resistencia se manifiesta en una reduccion del tamano de las
lesiones locales necrdticas inducidas por TMV en las hojas inoculadas, st bien no
existe disminucidon en la cantidad de virus acumulado en estas hojas.

La resistencia sistémica adquirida no impide la infeccidn sistémica de
PMMoV-S, de manera que en las plantas inducidas, tanto la sintomatologia como
la cantidad de virus en las hojas superiores es igual a la observada en las plantas

control.

7%.- Para la regeneracion "in vitro” de plantas de Nicotiana clevelandii Gray el
medio idoneo fue el constituido por las sales del medio MS, las vitaminas del medio
BS y las hormonas BAP (9 yuM} y NAA (0,5 uM). Para la elongacion de los brotes
inducidos en los explantes fue necesaria la sustitucion en los medios de la

hormona BAP por la hormona GA; (3 yM}.

8%.- Se han obtenido plantas de Nicotiana clevelandii transformadas con un gen
quimérico de la proteina de la capsida de PMMoV-S.

La transformacion se realizd mediante Agrobacterium tumefaciens,

resultando mas eficaz la estirpe LBA4404 portadora de un sistema binario de

transformacion que la estirpe CHb8C1 portadora de un sistema cointegrado.
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La expresion constitutiva de ta proteina de ia capsida de PMMoV-S varia
mucho de unas plantas transgénicas a otras, de manera que en fa planta C16 la
cantidad de proteina de la capsida detectada fue 10 veces superior a la de la

planta C14.

9°.-  La autofecundacion de las plantas C14 y C16 origind dos lineas de plantas
transgénicas de ia generacion R1. La segregacion del gen marcador de resistencia
a kanamicina ligado al gen de la proteina de la cédpsida, permite concluir que existe
una unica copia de estos genes situada en un unico locus del genoma de estas
plantas.
Por otra parte, en tas plantas de la generacion R1 de ambas lineas se
mantuvieron las diferencias en la expresion constitutiva de la proteina de la

capsida, observadas en las plantas de la generacion RO.

102.- Las plantas de N. clevelandii de las lineas C14 y C16 resultaron protegidas
frente a la infeccién por PMMoV-S. Esta proteccion fue completa frente dosis bajas
del virus, y se manifestd por la ausencia de virus en la planta, acompanada de |a
ausencia de sintomas.

Con dosis superiores de inécuio, la proteccion se manifestaba como un

retraso en el desarrollo de los sintomas y una atenuacion de {os mismos.

11%.- El grado de proteccion mediado por la proteina de ta capsida frente a
PMMoV-S esta en relacién directa con los niveles de expresion constitutiva de la
proteina de la capsida del virus en las plantas transgénicas de las lineas C14 vy
C186.

122 - En las plantas de N. clevelandii de las lineas C14 y C16, en las que la
proteccion mediada por la proteina de la capsida fue completa, no se detectd virus
en las hojas inoculadas a ninguno de los tiempos analizados. Por otra parte, todas
las plantas de ambas lineas se infectaron cuando se inocularon con RNA del virus.
Ambos resultados sugieren que la proteccion mediada por la proteina de |la capsida

actua en estas plantas sobre fases muy tempranas det ciclo replicativo viral.
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132 - En las plantas de las lineas C14 y C16, en las que la proteccion mediada
por la proteina de la capsida no fue completa, se observd una menor acumulacion
de virus en las hojas superiores respecto a las plantas control, lo que sugiere gue
esta proteccidn actida también sobre fases mas tardias del ciclo infectivo del virus,

posiblemente sobre la capacidad de movimiento viral a larga distancia.

142.- En las plantas transgénicas de N. clevelandii la proteccion mediada por la
proteina de la capsida de PMMoV-S frente ai virus PMMoV-I, refleja un fenomeno
de proteccion homaloga frente a estirpes muy relacionadas del mismo virus

La proteccion heterologa frente a TMV o PaMMV, Unicamente pudo
observarse en algunas plantas de la linea C16, vy solo cuando la concentracion de
indculo empleada fue 200 veces menor a la de PMMoV-5 o PMMoV-1.

Concluimos por tanto, que en este sistema virus/huésped, la proteccion
mediada por la proteina de la capsida frente a virus homoélogos es mucho mas

eficaz que frente a virus heterdlogos.

15°2.- En el caso de {2 proteccion heteréloga frente a TMV y PaMMV, en las
plantas transgénicas de N. clevelandii, es necesario considerar, no solo el
porcentaje de homologia existente entre las secuencias aminoacidicas de la
proteina de la capsida de los diferentes virus, sino también la virulencia de éstos

en la planta huésped ensayada.
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