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111.3. RESULTADOS

111.3.1. ELISA-DAS PARA LA DETECCION Y CUANTIFICACIÓN DE PMMoV-S.

Se han establecido las condiciones áptimas 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 4pg¡ml.

Estos mismos anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina se han utilizado para

visualizar la reacción antígeno-anticuerpo. La concentración de lgG-FA

seleccionada fue de 5 pg/ml, la cual permite obtener una densidad óptica de 1 para

1 25 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 solución más

apropiada para las lgG-FA fue PBS-Tw conteniendo BSA al 0,2%.

111.3.2. tRANSFORMACIÓN Y REGENERACIÓN DE A/icor/ana cfeveiandii Gray.

Se han ensayado distintas combinaciones de auxinas y citoquininas para

determinar las más favorables para la inducción de brotes en los explantes de A’.

cleveiand¡¡ (Tabla 1).

Con la más baja de las concentraciones de BA, 4,5 pM, no se obtuvo una

respuesta regenerativa, mientras que con las concentraciones más altas de 9 y 18

pM se inducían brotes en los bordes del explante, que eran más numerosos cuando

se incluía alguna de las auxinas IAA o NAA. Si bien no se observaron diferencias

apreciables en la inducción de brotes y en el número de estos al emplear una u

otra auxina, los brotes inducidos en los 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 pM, y si bien la ZEA resultó más eficaz en la inducción de brotes que la

KIN, con ambas fitohormonas se inducía 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 regeneración de
explantes de Nícotiana clevelandil.

CITOQUININAS

AUXINAS SA
4,5pM

BA
9pM

SA
lSpM

ZEA
4,SpM

ZEA
RpM

KIN
4,5pM

1<1W
RpM

s.r.r. j
ji-)

b n.d. n.d. od. n.d.

IAA
Q,SpM

s.r.r. L
Li-)

b n.d. n.d. n.d. n.d.

NAA

G,bgM

c ¿

¿‘-±>

i
i+-+-)

c/b
<-1-)

c/b
¿4-)

c’t e

s.r.r> sin respuesta regenerativa.
e - callo verde alrededor del explante.
b brotes verdaderos en el borde del explante.

menos de tres brotes.
más de tres brotes.

ni no dercíminado.

Cuando estas combinaciones hormonales se probaron con discos de hojas

de A’. cievelandil, que habían estado en contacto con las dos estirpes de A.

tumetaciens, se confirmó que la combinación EA 9 pM y NAA 0,5 pM era con la

que mayor número de brotes viables se obtenían. Por otro lado, en todos los casos

se observó que la eficiencia de regeneración sobre los medios de selección con

sulfato de kanamicina (100 mg/l), era mayor cuando se usaba la estirpe LBA4404

que con la estirpe CSSCl. En el primer caso el 90% de los explantes desarrollaron

brotes por todo el borde, mientras que en el segundo caso, solo el 40% de los

explantes desarrollaron brotes.

De todos los brotes que se indujeron, tan solo el 10% fue capaz de elongar

en un medio de cultivo MS-ES suplementado con GA3 3 gM y NAA 0,5 gM. La

inclusión en el medio del ácido gíberélico fue absolutamente necesaria para

conseguir la elongación de los brotes.

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

suplementado con NAA 0,25 pM. (Fig. 3>
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Hg. 3. a: Fragmentos de hojas de plantas de N. cíeveíandñ cultivadas “in vitro” sobre

medios de cultivo MS/RS suplementados con hormonas vegetales.

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

c: Plántula en el medio de enraizamiento suplementado con kanamicina, para

seleccionar las plántas transgénicas.

d: Plantas transpénicas traspasadas a macetas, mostrando un aspecto normal.
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111.3.3. DETECCIÓN EN EL GENOMA Y EXPRESIÓN DEL GEN QUIMÉRICO DE LA

PROTEíNA DE LA CÁPSIDA DE PMMoV~S EN PLANTAS TRANSGÉNICAS R0.

Solamente en tres de las plantas regeneradas y seleccionadas en presencia

de kanamicina, las denominadas Cl 4, Cl 5 y Cl 6, se detectó por PCR el

fragmento de 396 pb correspondiente a parte de la ORF de la proteína de la

cápsida de PMMoV-S. Estas plantas habían sido transformadas con la estirpe

LBA4404 de A. tumetaciens portadora de la construcción Cl. Sin embargo, la

planta C06 que se utilizó como control en los posteriores análisis de resistencia,

fue transformada con la estirpe C58C1 portadora de la construcción 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 comprobó la expresión

constitutiva del gen de la proteína de la cápsida de PMMoV-S, detectándose una

proteína de idéntico peso molecular a la CP viral y que reaccionó con el suero

especifico frente a la cápsida de PMMoV-S, mientras que en la planta C06 no se

detectó esta proteína (Fig. 5>. La cantidad de CP constitutiva en la planta Cl 6 fue

considerablemente mayor que en la planta C14, de manera que la cantidad media

de proteína determinada por ELISA-DAS en la planta C16 fue de 3,8 ±0,3ng/pg

de proteínas totales, lo que representa un 0,38%, mientras que en la planta C14

La cantidad fue de 0,43±0,06ng/ug de proteínas totales, lo que representa el

0,043%.

111.3.4. HERENCIA DEL GEN NPTII. DETECCIÓN Y EXPRESIÓN DEL GEN DE LA

PROTEÍNA DE LA CÁPSIDA DE PMMoV-S EN PLANTAS TRANSGÉNICAS R1.

Por autofecundación de las plantas C14, Cl 6 y C06 se obtuvieron semillas

de la generación R1 que al germinar y crecer en medio MS conteniendo km (100

pg/ml>, dieron un porcentaje de supervivencia del 75%, correspondiente a una

segregación 3:1 del gen NPTII. A partir del DNA total de varias plantas de las

líneas C14 y C16, elegidas al azar de entre las que crecieron en medios con

Kanamicina, se observó la amplificación por PCR del fragmento de 396 pb

correspondiente a parte de la secuencia codificadora del gen de la proteína de la

cápsida de PMMoV-S (Fig. 6>.
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Hg. 4. Análisis en gel de agarosa al 0,8% dc los fragmentos de DNA amplificados por
PGR a partir de los extractos de ácidos nucleicos totales de plantas transgónicas
de N. cíeveíandñ. El fragmento amplificado de 395 pb corresponde a parte de la

secuencia codificadora del gen de la proteína de la cápsida de PMMoV-S. Carril

1; planta C14. Carril 2; planta C16. Carril 3; planta C06. Carril 4: plásmido
pBll 74 purificado. Carril P; marcadores de tamaño de DNA obtenidos por
d¡gestíón del plásmido pUCiS con Hintí.

Fig. 5. Autorradiografia de una membrana de nitrocelulosa tras la inmunodetección de la

p, oteina dé la cápsida de PMMoV-S, con un inmunosuero específico y Proteína

A marcada con ‘25j~ Carriles 1 y 2; 10 y 20 ng respectivamente de PMMoV-S

purificado. Carril 3; 40 pl de extracto de proteínas totales de una planta de N.

cieveíandñ transgónica control C06. Carriles 4 y 5; 40 pl de extractos proteicos
totales de las plantas transgénicas C14 y C1B respectivamente.





Fig. 6. Análisis en geles de agarosa al 0,8% de los fragmentos de DNA amplificados por

PCA a partir de los extractos de ácidos nucleicos totales de plantas transgónicas
de N. clevelandií El fragmento amplificado de 395 Pb corresponde a parte de la
secuencia codificadora del gen de la proteína de la cápsida de PMMoV-S. Carriles
1-16; plantas Rl de las líneas C14 <A) y £16 (B). Carril C; plantas de la línea
006. Carril P: plásmido p81174 purificado, carril M; marcadores de tamaño de
DNA obtenidos por digestión del plásmido pUClE con Hinf1 (A) o Pstl (8).





Fig. 1. Autorradiografias de dos membranas de nitrocelulosa tras la inmunodetección de
la proteína de la cápsida de PMMoy-S, con un inmunosuero específico y Proteína

A marcada con 1251 Carriles 1-11; 4.0 pl de extractos de proteínas totales de las
plantas transgénicas deN. clevelandi¡de la generación Rl de las líneas C14 <A>
y Cl 6 iB). Carril C; 40 pl del extracto proteico de plantas transgénicas control de
la línea C06. Carril V; 20 ng de PMMoV-S purificado.
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Por otro lado, en la mayoría de estas plantas se detectó la expresión

constitutiva de la CP de PMMoV-S, observándose que en las plantas de la línea

Cl 6 se mantuvieron las diferencias de expresión con respecto a las plantas de la

línea QN, que ya fueron observadas en la generación R0 <Fig. 7).

111.3.5. ANÁLISIS DE LA PROTECCIÓN MEDIADA POR LA PROTEÍNA DE LA

CÁPSIDA DE PMMoV-S FRENTE A LA INFECCIÓN POR ESTE VIRUS.

Para estudiar la protección, se inocularon con 0,1 y 1 pg/ml de PMMoV-S

10 plantas de la generación R1 de las líneas C14, C16 y C06, así como 10 plantas

no transgénicas de Al. clevelandii (NT), y se recogieron muestras de hojas a

diferentes dpi. para cuantificar por ELISA-DAS los niveles de acumulación del

virus en las hojas inoculadas <Fig. 8> y en las hojas superiores (Fig. 9>.

Tanto en las hojas inoculadas como en las hojas superiores de las plantas

control (C06 y NT) inoculadas con ambas concentraciones, se observó un patrón

creciente de acumulación de virus, que es mayor en las hojas infectadas

sistémicamente que en las hojas inoculadas. Mientras que, en (a mayoría de las

plantas de la línea C14 venía totalidad de las C16 no se apreció acumulación de

virus, pues los niveles de CP que se detectaron en estas dos lineas correspondían

a la expresión constitutiva de dicha proteína en estas plantas. Sin embargo, entre

las plantas de la línea C14, al ser inoculadas con 1 pg/ml de virus se observaron

dos poblaciones diferentes; la población Pl, en cuyas plantas se detectó virus en

las hojas inoculadas a los 5 y 7 d.p.í. <Fig. 8), y en las hojas superiores a los 10

dpi. (Fig. 9); y la población P2, constituida por plantas donde no hay acumulación

de virus en las hojas inoculadas ni en las superiores. Por otra parte, los niveles de

acumulación de virus en las plantas de la población Pl, fueron menores que los

detectados a los mismos días en las plantas control.

Para conocer el porcentaje de plantas que resultaron infectadas por PMMoV-

Sse inocularon plantas de las líneas C14, C16, C06 y NT con 0,05 ,O,1 y 1 pg/ml

de virus purificado, se tomaron muestras de las hojas superiores a los 15 d.p.i. y

se analizó por ELISA-DAS la presencia de virus (Fig. lOa y b)

Concentraciones inferiores a 1 pg/mI no fueron infectivas en el 100% de

las plantas control, a pesar de lo cual la diferencia con las líneas C14 y C16 fue
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Hg. 8. Acumulación viral en las hojas de plantas transgénicas de N. clcvelandñ

noculadas con 0,1 ng/ml (izquierda) y 1 pg/ml <derecha) de PMMoV-S. Las

muestras se recogieron a los 3 <a), 5 (b) y 7 (e) dias postinoculación y sc

analizaron por ELISA-DAS.

Los valores representados son la media de los resultados de tres experimentos

independientes y de 10 plantas de cada línea analizadas en cada experimento. Los
valores numéricos se representan en la tabla inferior con su correspondiente error

estándar.
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Fig. 9. Acumulación viral en las hojas superiores de plantas transgénicas deN. c(evefandii

inoculadas con 0,1 pg/ml <izquierda> y 1 pg/nil <derecha> de PMMoV-S. Las

muestras se recogieron a los 4 <al, E <b) y 10 (e) días postinoculación 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 línea analizadas en cada experimento. Los

valores numéricos se representan en la tabla inferior con su correspondiente error

estándar.
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Fig. 10. Porcentaie de plantas transgénicas de N. clovolandil infectadas con PMMoV-S
a los 15 d.p.i. La presencia o ausencia de virus en las hojas superiores de las
plantas inoculadas se analizó por ELISA-DAS. a; plantas inoculadas con 0,05.
0,1 yi pg/ml de virus purificado. b; plantas inoculadas con 10, SOy lOOpg/ml
de virus purificado. e; plantas inoculadas con 1 y 10 pg/ml 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 línea analizadas en cada experimento.
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muy clara, ya que ninguna de las planta de la línea C16 inoculadas con 0,1 ó 1

pg/ml de virus resultaron infectadas sistémicamente a los 15 d.p.i., al igual que

ocurre con las plantas de la línea C14 que se inocularon con 0,05 pg/ml. Sin

embargo, un 8% de las plantas C14 inoculadas con 0,1 pg¡ml y un 26% de las

inoculadas con 1 pg/ml estaban infectadas sistémicamente con el virus a los 15

dpi. (Fig. lOa)

Para conocer el efecto de la concentración de inóculo sobre las plantas

transgénicas, se inocularon plantas de las diferentes líneas con 10, SOy 100 pg/ml

de PMMoV-S purificado. Todas las plantas de la línea C14 inoculadas con 50 ó

100 pg/ml de virus resultaron infectadas sistémicamente a los 15 d.p. i. Cuando se

inocularon con 10 ng/mí, se detectó virus en las hojas superiores de un 65% de

las plantas, si bien en un 40% de estas plantas infectadas, la concentración de

virus era menor (0,3-1 mg/g) que en el 60% restante o en las plantas control (10-

20 mg/gr A esta misma concentración de inóculo se infectaron muy pocas plantas

de la línea Cl 6, mientras que en las inoculadas con 50 y 100 pg/ml el porcentaje

de plantas con virus se incrementó 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 línea

Cl 6 no se infectaron, incluso al inocularías con la mayor concentración de

PMMoV-S ensayada (Fig. 1Gb).

Al utilizar como inóculo de estas plantas el RNA desnudo del virus en lugar

de la partícula viral, el porcentaje de plantas infectadas de las líneas C14 y C16

es igual al de las C06 y NT, siendo de un 90 y de un 100% cuando se inocula con

1 y lOng/ml de RNA respectivamente (Fig. lOc).

La sintomatología de las plantas infectadas por PMMoV-S se manifestó

como un fuerte arrugamiento de las hojas apicales que puede ir acompañado de

malformaciones en estas hojas y enanismo de la planta (Fig. 11>. La evolución

diaria de los síntomas de las plantas de las distintas líneas inoculadas con virus o

RNA viral de PMMoV-S se representa en las figuras 12, 13 y 14.

En las plantas de las líneas C14 y C16 que desarrollaban síntomas, se

producían retrasos de entre 3 y 8 días en la aparición de los mismos, incluso

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

NicoNana c/cvclandii a los 15 dpi. a; planta sana. b; planta infectada.





Hg. 12. Porcentaje de plantas con sintomas sistémicos a diferentes d.p.i. en las plantas
rransgénicas de A/. clevo/andil inoculadas con 0,05 pg/ml <a), Oil pg/ml <b> y 1
pg/ml <e) 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 línea.
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Fig. 13. Porcentaje de plantas con síntomas sistémicos a diferentes d.p.i. en las plantas
transgénicas deN. cleveland» inoculadas con lO pglml (a), 50 ¡sg/ml Ib) y lOO
¡sg/ml (e) 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 línea.
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de la línea C16 inoculadas con SOy 100 ¡sg/ml (Fig. 13b y 13c>. Por otro lado, en

las plantas inoculadas con bajas concentraciones de virus y que posteriormente

desarrollaban síntomas, se observó una atenuación que se manifestaba en un

arrugamiento más suave de las hojas apicales (Fig. 15

Cuando las plantas se inocularon con RNA del virus no fue posible observar

en las líneas C14 y C16 ni retraso (Fig. 14), ni atenuac¡ón de síntomas con

respecto a las plantas control (Fig. 15>
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Hg. 14. Porcentaje de plantas con sintomas sistémicos a diferentes d.p.i. en las plantas

transgénicas deN. cleveland,, inoculadas con 1 pglml (a) y 10 ¡sg/ml Ib> de RNA
purificado de PMMoV S.

El porcentaje que se expresa corresponde a la media de los resultados de tres
experimentos independientes con 10 plantas de cada línea.
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Hg. 15. Síntomas en las hojas superiores de plantas deN. cleveland¡itransgénicas de las

líneas C14, c16 y c06 y de plantas no transgénicas NT. a; plantas inoculadas

con 0,1 ¡sg/ml de PMMoV-S. b; plantas inoculadas con 10 ¡sg/ml de PMMoV-S.

e; plantas inoculadas con 1 ¡sg/ml de RNA purificado de PMMoV-S.





CAPITULO /1/ DISCUSIÓN

111.4. DISCUSIÓN

Se ha llevado a cabo la transformación de plantas de Nicotiana cleve/andil

con un gen quimérico de la proteína de la cápsida de PMMoV-S, para lo cual se

han utilizado las estirpes de Agrobacteriurn tumefaciens L8A4404 y CS8C1. Los

mejores resultados en el proceso de transformación se obtuvieron con la estirpe

L8A4404, que portaba el gen quimérico en un vector binario de transformación.

La eficacia de los sistemas binarios de transformación se ha comprobado en la

transformación de plantas de diferentes especies del género Nicotiana, tales como

N. a/ata (Edbert y Clark 1990>, N. bentamiana (Van der Vlugt y col., 1992> y Al.

cíevalandil (Regner y col., 1992>.

El medio de regeneración de plantas que incluía BA 9 pM y NAA 0,5 pM fue

con el que se obtuvieron más brotes transgénicos viables, si bien fue necesaria la

adición posterior al medio de cultivo de GA3 3 pM, con el fin de que estos brotes

pudieran elongar para su posterior enraizamiento. La utilización de la giberelina fue

absolutamente necesaria en nuestro caso a diferencia de lo descrito por Tavazza

y coL, (1988>. El carácter arrosetado, sin apenas tallo, de la variedad de N.

cleveland,! empleada por nosotros, puede ser la causa del requerimiento de un

aporte exógeno de giberelinas para favorecer la elongación de las plantas.

Se han conseguido de esta forma plantas transgénicas que expresaban de

forma constitutiva la CP de PMMoV-S. Se han seleccionado las líneas Cl 4 y Cl 6,

de baja y alta expresión de la CP de PMMoV-S respectivamente, de manera que

la cantidad relativa de esta proteína respecto al total de proteínas solubles de la

planta es de 0,04% en las plantas de la línea C14 y de 0,38% en las de la línea

Cl 6. Esta gran diferencia entre líneas de plantas transformadas con el mismo gen

quimérico se observa también en plantas de tabaco transformadas con el gen de

la proteína de la cápsida de TMV (Powel yspt, 1986 y 1990), y de AMV (Loesch-

Fries y.s~.L. 1987; Tumer y col., 1987>, donde las diferencias de expresión entre

distintas lineas de plantas transgénicas están relacionadas con el número 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 transmitió a la descendencia ligado al gen quimérico de la proteína de

111



CAPITUÉ O III D.’SCUS/ÓN

la cáps¡da. Esto indicaría que las dos lineas contienen un único locus activo para

ambos genes, si bien no podemos descartar la posible existencia de más de una

copia del gen en locis muy próximos. No siempre el número de copias de un gen

actúa de forma positiva en la expresión de éste, así Hobbs y col., <1993) obtienen

lineas de plantas con expresión elevada del gen u/dA con una única copia situada

en un único locus y plantas de expresión baja con dos copias del gen insertadas

en el mismo locus de forma invertida.

Otra posible explicación de la diferente expresión de un mismo gen

quimérico en distintas líneas de plantas transgénicas esta relacionada con la

cantidad de mRNA detectado en las plantas, o lo que es lo mismo con los niveles

de transcripción del gen y/o de la estabilidad del mensajero, tal y como observaron

Stark y Reachy (1989), en diferentes lineas de tabaco transformadas con el gen

de la proteína de la cápsida de SMV. Se ha comprobado que el promotor 35S de

CaMV presenta múltiples elementos reguladores, cada uno de los cuales puede

estar afectado de forma diferente según su posición en el cromosoma, pudiendo

ser esta la causa de la diferente expresión de los genes quiméricos en las plantas

transgénicas (Benfy y Chua, 1989>.

En las hojas de plantas de las líneas transgénicas C14 y Cl 6, inoculadas con

concentraciones pequeñas de PMMoV-S, se observó a distintos d.p.i. una menor

acumulación de virus con respecto a las hojas de las plantas control, hasta el

punto de no poder ser detectado en la mayoría de las plantas analizadas. Esta

reducción 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 col., 1987), AMV (Tumer y col., 1987>, CMV (Cuozzo tcol., 1988>,

PVX (Hemenway ygpt, 1988 Hoekema y col., 1989) y PVY (Lawson y col.

,

1990) cuando se inoculan con sus correspondientes virus.

La reducción 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 infección en la hoja, más que en la

capacidad de éste para moverse de una célula a otra (Wisniewski yxDL. 1990>.

De manera que la CPMP actuaría en las plantas a un nivel muy temprano de la

infección viral (Register III y Beachy. 1988 ; Register III y col., 1989 ; Register III

y Nelson, 1992>, posiblemente impidiendo el desnudamiento de la secuencia del

112



CAPITULO /1/ DISCUSIÓN

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 líneas

C14 y C16 la CPMP frente a PMMoV-S podría también estar actuando impidiendo

el desnudamiento del RNA viral tal y como se desprende del hecho de que al

inocular 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 dpi., como en el desarrollo de los síntomas. Un resultado

similar se obtiene en las plantas de tabaco que expresan la proteína de la cápsida

de TMV (Nelson y col., 1987>, y en los protoplastos de estas plantas (Register III

y Beachy, 1988). Sin embargo en otros casos la CPMP síes efectiva cuando se

inoculan las plantas con RNA viral, como sucede en plantas de tabaco que

expresan la proteína de la cápsida de PVX (Hemenway y col., 1988>, o de AMV

(Tumer y col., 1991>, lo cual parece indicar un mecanismo de protección distinto

al de TMV y PMMoV-S.

En las plantas transgénicas de las lineas C14 y C16, en las que no se

detectó virus en las hojas inoculadas, tampoco fue posible detectar virus en las

hojas superiores. Por otra parte, se observó una correlación entre la acumulación

de virus en hojas superiores y el desarrollo de los síntomas, de tal forma que los

porcentajes de plantas sin síntomas a los 15 d.p.t., coincidía 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 N. tabacum cv. Xanthi que expresan la CP de TMV y en las que

también las dos manifestaciones más frecuentes de la CPMP, la ausencia de virus

sistémico y la ausencia de síntomas, están relacionadas con la reducción en la

cantidad de virus en las hojas inoculadas (Nelson y col.,, 1987).

No todas las plantas de la línea C14 fueron resistentes a la infección con

bajas concentraciones de PMMoV-S, de manera que en las plantas de la población

Pl, un 8% de las inoculadas con 0,1 ¡sg/ml y un 26% de las inoculadas con 1

¡sg/ml presentaban virus en las hojas superiores. Estos porcentajes coincidían con

los de las plantas que mostraban síntomas a los 15 dpi., si bien en estas plantas

se observó también una cierta protección, ya que además de ser menor la cantidad

de virus detectado respecto a las plantas control, se apreció un retraso en la
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inducción de síntomas y una atenuación de éstos, al igual que ocurre en la CPMP

de plantas de tabaco frente a TMV (Beachy ycol., 1990).

Por otro lado, en las plantas de la línea C14 correspondientes a la población

Pl se observó un retraso en la cinética de acumulación 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

acumulación de virus en hojas superiores y en la inducción de síntomas en las

plantas Pl de la línea C14 no parecen ser la consecuencia de un retraso en la

acumulación 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 dpi. Este hecho parece

indicarnos que además de un efecto sobre fases tempranas de la infección vital

que se manifestaría en las hojas inoculadas, la CPMP podría actuar también sobre

fases más tardías, como puede ser el movimiento a larga distancia del virus. Los

estudios realizados por Wisniewski y coL, (19901, en plantas de tabaco que

expresan la CP de TMV revelan también que fases tardías de la infección viral se

ven afectadas en la CPMP.

Cuando se incrementaron las concentraciones de inóculo, el porcentaje de

plantas infectadas fue mayor en las dos líneas transgénicas C14 y Ci6. Por otra

parte, la línea Cl 6 soporta una concentración de inóculo diez veces superior a la

que soporta la línea C14, pudiéndose establecer una relación prácticamente lineal

entre la concentración de inóculo para la que no es efectiva la protección y la

concentración de proteína de la cápsida constitutiva. La relación entre la cantidad

de proteína de la cápsida viral que se expresa en plantas transgénicas y el grado

de resistencia de éstas frente al virus del cual procede, se ha demostrado en todos

los estudios realizados de CPMP frente a TMV (Nejidat y Beachy. 1989 Powell

y col., 1990; Beachy ~ col., 1990). Sin embargo Kaniewski y col., (1990), en

experimentos de campo realizados con plantas de patata que expresaban los genes

de la proteína de la cápsida de PVX y PVY no observaron relación entre el nivel de

expresión de la CP de PVX y el grado de resistencia frente a este virus, de forma

que la línea que menos proteína expresaba era la más resistente al virus. Por otro

lado, plantas de tabaco transformadas con genes que codifican transcritos no

traducibles o genes truncados de la proteína de la cápsida 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 infección por estos virus, todo lo cual parece indicar que

en estos casos la protección es el resultado de la actuación directa del RNA del

transgen y no de la proteína.

5; bien la CPMP podría actuar mediante múltiples 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 protección que

actúan en el sistema PMMoV-S/Nicotiana clevelandñ son similares a los que

actúan en las distintas combinaciones TMV/Nicot¡ana spp. que han sido ensayados

con anterioridad.
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IV.1. INTRODUCCIÓN

Plantas transgénicas que expresan el gen que codifica la proteína de la

cápsida de un virus, generalmente no solo resultan protegidas de la infección por

este virus, sino que además presentan distintos grados de protección frente a la

infección por otros virus más o menos relacionados, fenómeno conocido como

~protección heteróloga’ (Nelson y col., 1987, 1988; Van Dun y Bol, 1988;

Anderson ~ 1989; Stark y Beachy, 1989; Nejidat y Beachy 1990; Ling y col.

,

1991). Esta protección es mayor cuanto mayores son los porcentajes de homología

de las secuencias aminoacidicas de las proteínas de la cápsida de los virus

heterólogos con la que se expresa de forma constitutiva en las plantas

transgénicas. Asi, plantas de tabaco transgénicas que expresan la proteína de la

cápsida de TMV presentan elevados niveles de protección frente a virus de alta

homología de secuencia aminoacídica como ToMV y PMMoV, y niveles bajos de

protección frente a virus de baja homología de secuencia aminoacídica como el

virus de las manchas anulares del Odontoglossum (ORSV; odotoglossum ringspot

virus) y el virus del mosaico del plantago (RMV; ribgrass mosaic virus) (Nejidat y

Reachy, 19901 Por otra parte la inoculación de estas plantas con virus rio

relacionados con TMV como PVX, PVY y AMV dio como resultado un escaso

grado de protección, que se manifestaba en un retraso en la inducción de los

síntomas (Anderson y col., 1989>.

No siempre la CPMP frente a virus heterólogos esta relacionada con el grado

de homología de secuencia aminoacídica entre las proteínas de las cápsidas, tal y

como ocurre en las plantas de tabaco transformadas con ¡os genes de la proteína

de la cápsida de la estirpe C de CMV (Quemada y col., 1991), o con los genes de

las proteínas de la cápsida de los potyvirus SMV (Stark y Beachy, 1989), PRSV

(Ling y col., 1991>, o LMV (Dínat y col., 1993), en las que se observa un mayor

grado de protección frente a virus con menor homología de secuencia aminoacídica

de sus CP, que frente a virus heterólogos 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 proteínas de la cápsida (García-Luque y..g~L,
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1993), siendo por tanto de extraordinaria importancia determinar la eficacia que

puede tener la protección mediada por la proteína de la cápsida de PMMoV-S

frente a los distintos patotipos.

En las plantas de pimiento y tabaco inoculadas con mezclas de los diferentes

virus representantes de los patotipos P,, P12 y P123, se ha observado coexistencia

de estos virus en las hojas infectadas. Si bien en las diferentes muestras analizadas

de piantas 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 o más patotipos diferentes (Tenlíado, 1995>.

En este capítulo se estudia el efecto de la inoculación con TMV (patotipo

P0>, PaMMV (patotipo P1) y PMMoV-l <patotipo P123> sobre plantas de N.

cleveland¡¡ que expresan el gen de la proteína de la cápsida de PMMoV-S(patotipo

P.,), tratando de determinar la existencia en estas plantas de protección

heteróloga frente a estos virus y la posible relación de ésta con el grado de

homología de las secuencias aminoacídicas y nucleotídicas de los distintos

patotipos.

Por otra parte se estudia la CPMP en estas plantas frente a la infección con

inóculos mixtos constituidos por PMMoV-S y TMV o PaMMV, con el fin de conocer

qué efecto tiene sobre la protección, la infección de las plantas transgénicas con

dos virus representantes de diferentes patotipos.

118



CAPÍTULO IV MATERIALES Y MÉTODOS

IV.2. MATERIALES Y MÉTODOS

IV.2.1. PLANTAS Y VIRUS.

Se han utilizado plantas transgénicas de la generación R1 de Nicotiana

c/evelandñGray de las lineas C14 y C16, transformadas con el gen de la proteína

de la cápsida de PMMoV-S, las cuales se seleccionaron en presencia de

kanamicina, tal y como se describe en el apartado 111.2.8. Como controles se

utilizaron plantas transgénicas de la línea C06 y plantas no transgénicas NT.

La estirpe Ul del virus del mosaico del tabaco (TMV) fue cedido por el Prof.

Dr. F. García-Arenal ( E.T.S.l. Agrónomos. U.P. Madrid>. El virus del moteado

suave del pimiento estirpe 1 (PMMoV-l> es un aislado italiano del PMMoV cedido

por el Dr. M. Conti (Italia> (Wetter y col., 1984). El virus del moteado suave de la

páprika (PaMMV> es un aislado 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 Al/coriana cleve/andñ Gray.

IV.2.2. PURIFICACIÓN DE TMV, PaMMV Y PMMoV-l.

Los tres virus se purificaron a partir de plantas de Nicotiana clevelandii

infectadas con cada uno de los virus. El método de purificación seguido es el

descrito en el apartado 1.2.2. para la purificación de TMV. Los rendimientos

obtenidos para cada uno de los virus fueron de 7-1 1 g/kg de TMV, de 3-5 g/kg de

PaMMVy de 1-3 g/kg de PMMoV-l.

IV.2.3. PREPARACIÓNDE INMUNOSUEROSESPECÍFICOS DELAS PROTEÍNASDE

LA CÁPSIDA DE TMVY PaMMV, PURIFICACIÓN DE LAS lgG Y CONJUGACIÓN

CONFOSFATASAALCALINA. ESTABLECIMIENTODE UN SISTEMA ELISA-DAS

PARALA DETECCIÓNDE TMV, PaMMVY PMMoV-l.

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

la raza Nueva Zelanda siguiendo la misma pauta de inmunización que la descrita
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para PMMoV-S. A partir de estos inmunosuetos se purificaron las correspondientes

inmunoglobulinas G (lgG), parte de las cuales se conjugaron con fosfatasa alcalina

(lgG-FA>. Las concentraciones de las lgG, lgG-FA, muestras y sustrato, empleadas

en los sistemas ELISA-DAS para detectar y cuantificar TMV y PaMMV, se

determinaron de forma empírica. Todos los métodos utilizados son iguales a los

descritos para PMMoV-S en los apartados 111.2.3. y 111.2.4

IV.2.4. ANÁLISIS DE LA PROTECCIÓNMEDIADA POR LA PROTEÍNA DE LA

CÁPSIDA DE PMMoV-S FRENTE A TMV, PaMMV Y PMMoV-l.

En cada experimento, 10 plantas transgénicas de 30 días de edad, de la

generación R1 de Al. clevelandii de las líneas C14, C16 y C06, y 10 plantas no

transgénicas NT, se inocularon en las dos primeras hojas verdaderas

completamente expandidas con 20 ¡~l de TMV, PaMMV o PMMoV-I a diferentes

concentraciones en tampón de inoculación’. De todas las plantas inoculadas se

tomaron muestras de las hojas superiores a los 15 d.p.i. El desarrollo de los

síntomas en las plantas inoculadas con cada uno de estos virus se siguió

diariamente hasta los 15 d.p.i.

Los niveles de acumulación de los virus en hojas inoculadas y superiores se

cuantificaron por ELISA-DAS. El análisis de la acumulación de PMMoV-l se realizó

utilizando las inmunoglobulinas específicas (lgG e lgG-FA) de PMMoV-S y a las

diluciones descritas en el apartado 111.2.4. Para el análisis de la acumulación de

TMV y PaMMVse emplearon sus correspondientes IgO a la concentración de

1-2 pg/ml, e IgG-FA a 5 pg/ml. En todos los ensayos se incluyó una escala de

concentraciones conocidas de cada virus purificado, con la que se realizó una recta

de regresión en la que se extrapolaron 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 realizó mediante el programa informático Statistix (NH Analytical

Software. IBM>

fampñn fosfato sádico 20 mM, pH Y
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IV.3. RESULTADOS

IV.3.1. ELISA-DAS PARA LA DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE TMV, PaMMV

Y PMMoV-l.

La comparación mediante ELISA-DAS de los distintos virus frente al

inmunosuero de PMMoV-S permitió comprobar la existencia de una fuerte reacción

cruzada de este inmunosuero con PMMoV-l, mientras que no existía ninguna

reacción con los otros dos virus (Fig. la). Por este motivo para la detección y

cuantificación de PMMoV-.l se utilizó el mismo sistema que el desarrollado para

PMMoV-S, mientras que para TMV y PaMMVfue necesario establecer sistemas

específicos. Al comparar los diferentes virus frente a los inmunosueros específicos

de TMV y PaMMVse observó también la especificidad de ambos inmunosueros,

los cuales o bien reaccionaban débilmente con los virus heterólogos o bien

reaccionaban solo con el virus homólogo (Figs. lb y íd.

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

uno de los virus.

IV. 3.2. PROTECCIÓNMEDIADAPORLA PROTEÍNADE LA CÁPSIDADEPMMoV-S

FRENTEA TMV EN PLANTASTRANSGENICASDE Al. c/evelandii.

Se inocularon 10 plantas de la generación R1 de las líneas transgénicas C14,

C16 y C06, asi como 10 plantas no transgénicas NT, con 0,05 y 0,1 ¡sg/ml de

TMV purif¡cado, y se recogieron muestras de las hojas inoculadas a 3, 5 y 7 d.p.i.

para cuantificar por ELISA-DAS los niveles de acumulación del virus (Fig. 2).

En las hojas de las plantas control, C06 y NT inoculadas con ambas

concentraciones de TMV se observó un patrón creciente de acumulación de

proteína de la cápsida viral, que es mayor a los 3 y 5 d.p.i. en las plantas

inoculadas con 0,1 ¡sg/ml que en las inoculadas con 0,05 ¡sg/mí, siendo la cantidad

máxima detectada a los 7 d.p.i. de 882,4± 63,3 ¡sg de virus/g de tejido foliar.

Las plantas transgénicas de la línea Cl 4 siguieron un patrón de acumulación

similar al descrito en las plantas control, tan solo se observaron diferencias a los
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Hg. 1. Densidades ópticas a 405 nm, obtenidas en los ensayos ELISA-DAS
específicos de PMMoV-S (a>, TMV ib> y PaMMV Ic>, utilizando
concentraciones crecientes de virus purificados.
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Fig. 2. Acumulación viral en las hojas de plantas transgénicas de N. clevefandii
inoculadas con 0,05 ¡sg/ml (izquierda) y 0,1 ¡sg/ml (derecha) de TMV. Las
muestras se recogieron a los 3 (a>, 5 (b) y 7 Cc> días postinoculacián 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 línea analizadas en
cada experimento. Los valores numéricos se representan en la tabla inferior
con su correspondiente error estándar.
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3 d.p.i. en las plantas que fueron inoculadas con 0,1 pg/ml de virus, en las que se

detectó una concentración de 223,5 ±92,7 pg de virus/g de tejido foliar,

sensiblemente menor a los 748 3 + 93 2 detectados en las plantas de la línea C06.

En algunas de las plantas de esta línea, inoculadas con la concentración

0,05 pg/ml de virus, no se observó acumulación 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, probablemente en ambos casos, a la baja concentración de inóculo

utilizada.

En las hojas de las plantas de la línea Cl 6 inoculadas con 0,1 pg/ml de TMV

se detectaron concentraciones de virus a los 3, 5 y 7 d.pÁ. similares a las

detectadas en las plantas de la línea C14, observándose también una menor

acumulación de virus a los3 d.p.i., y siendo prácticamente iguales a las detectadas

en las plantas control, a los 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

detectó acumulación de virus a ninguno de los tiempos estudiados en la mayoría

de las plantas que fueron analizadas, si bien en un pequeño 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 líneas transgénicas Cl 4,

C16, C06 y 10 plantas no transgénicas NT, con 0,05, 0,1 y 1 pg/ml de TMV

purificado y 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 concentración de 1 gg/ml tanto las

plantas control como las de las líneas C14 y C16 resultaron infectadas

sistémicamente a los 15 dpi. (Fig. lía). Al inocular con 0,1 pg/ml de virus el

porcentaje de plantas infectadas de las líneas C14 y C16 se redujo al 70 y 60 %

respectivamente. Este porcentaje se mantiene en la línea C14 al inocular las

plantas con 0,05 pg/mI y es muy similar al de las plantas C06 y NT. Solamente en

las plantas de la línea C16 inoculadas con esta concentración se observó una

importante reducción en el porcentaje de plantas infectadas, quedando establecido

en un 20%.

Los síntomas que produce la infección de TMV en N. cleve/andil son,
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CAPÍTULO 1V RESUL TADOS

arrugamiento de hojas apicales, malformaciones, enanismo de la planta y en

numerosas ocasiones necrosis apical y total de la planta (Fig. 4)

El seguimiento diario de los síntomas de las plantas de las distintas líneas

inoculadas con diferentes concentraciones de TMV se representa en las gráficas

de la Fig. 5.

Con las diferentes concentraciones ensayadas se pudo observar que el

porcentaje de plantas con síntomas a los 15 d.p.i. fue muy similar ah de plantas

que acumulaban virus en las hojas superiores a los mismos días posteriores a la

inoculación.

Solamente un 20% de plantas de la línea CíS, inoculadas con 0,05 ng/ml

de virus, desarrollaron síntomas, aunque en este caso se produjo un retraso de tres

días en la aparición de los mismos, que además fueron más suaves que los

inducidos en las plantas de la línea C14 o en las plantas control. Cuando las

plantas se inocularon con 0,1 pg/ml de virus, no se observó un retraso apreciable

en el desarrollo de síntomas en las plantas de las líneas Cl 4 y Cl 6 con respecto

a las plantas control, ni tampoco una atenuación de los mismos, si bien había un
400/o de plantas que no presentaban síntomas a los 15 d.p.i. Todas las plantas que

se inocularon con 1 pg/ml de virus, desarrollaron los síntomas a los mismos d.p.i.

y la severidad de éstos fue igual en todas ellas.

IV.3.3. PROTECCIÓN MEDIADA POR LA PROTEÍNA DE LA CÁPSIDA DE PMMoV—S

FRENTE A PaMMV EN PLANTAS TRANSGENICAS DE Al. cíe velandil?

Se inocularon 10 plantas de las líneas transgénicas C14, C16 y C06 y 10

plantas no transgénicas NT, con 0,1 y 1 vg/ml de PaMMV purificado. En la Fig. 6

se pueden observar los porcentajes de plantas de las distintas líneas que resultaron

infectadas sistémicamente por PaMMV a los 15 d.p.i.

La inoculación de plantas control con 0,1 gg/ml de virus dio como resultado

un 55% de plantas infectadas de la línea C06 y un 75% de plantas infectadas de

la línea NT, a los 15 d.p.i. La inoculación, con esta misma concentración de virus,

de plantas de las líneas C14 y C16 dio como resultado unos porcentajes de

infección del 25 y 18% respectivamente, a los mismos días posteriores a la

inoculación. Al aumentar diez veces la concentración de inóculo, prácticamente
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F-ig. 4. Sinromas inducidos por TMV en las hojas superiores de plantas de
NÚ:oíiana cleve/andñ a los 15 d.p.i. a; planta sana. b; planta infectada.





Fig. 5. Porcentaje de plantas con síntomas sistémicos a diferentes d.p.i. en las
plantas transgénicas de N. ele ve/ant/ii inoculadas con 0,05 pg/ml (a), 0,1
gglml (bí y 1 pg/ml <cl de TMV.
El porcentaje que se expresa corresponde a la media de los resultados de
tres experimentos independientes con 10 plantas de cada línea.
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todas las plantas control y un 850/o de las plantas de la línea Cl 4 resultaron

infectadas sistémicamente. Sin embargo, solo se estableció infección en el 60%

de las plantas de la línea CiS.

Los síntomas inducidos por PaMMV en las plantas infectadas son en general

más suaves que los inducidos por TMVy algo más severos que los inducidos por

PMMoV-S (Fig. 7>. El resultado del seguimiento diario de los síntomas en las

plantas de las distintas líneas inoculadas con 0,1 y 1 pg/ml de PaMMVse recoge

en las gráficas de la Fig. 8.

Cuando las plantas se inocularon con 0,1 pg/ml de virus los porcentajes de

plantas control que mostraban síntomas fueron también inferiores al 100%, a pesar

de lo cual se observó una reducción en el número de plantas con síntomas de las

líneas C14 y C16. Cuando la concentración de inóculo fue 1 pg/ml de virus, la

reducción del porcentaje de plantas con síntomas a los 15 d.p.i. solo se observó

en la línea C16, mientras que en la línea C14 este porcentaje fue similar o igual al

de plantas de la línea C06 y plantas NT (Fig. lib>. Las plantas infectadas de las

lineas Cl 4 y Cl 6 presentaban un retraso entre 2 y 3 días en la manifestación de

los síntomas respecto a tas plantas control. Sin embargo, no fue posible observar

atenuación de los síntomas en las plantas infectadas de las líneas C14 y C16.

IV.3.4. PROTECCIÓN MEDIADA POR LA PROTEÍNA DE LA CÁPSIDA DE PMMoV-S

FRENTE A PMMoV-l EN PLANTAS TRANSGÉNICAS DE N. cíe velandñ.

Se inocularon 10 plantas transgénicas de las líneas Cl 4, Cl 6, C06 y plantas

no transgénicas NT, con 0,1, 1 y 10 pg/ml de PMMoV-l purificado. El porcentaje

de plantas con virus en las hojas superiores, a los 15 dpi., se muestra en la

Fig. 9.

Las plantas de las líneas Cl 4 y Cl 6 no resultaron infectadas sistémicamente

al ser inoculadas con 0,1 gg/ml de virus y tan solo un 10% de las plantas de la

línea C14 se infectaron al inocularías con 1 pg/ml de PMMoV-I, mientras que todas

las plantas control se infectaron sistémicamente al inocularías con cualquiera de

las dos concentraciones, Si se incrementa diez veces la concentración de inóculo

aumenta el porcentaje de plantas infectadas de la línea Cl 4, que llegó a ser el 80%

de las plantas inoculadas, mientras que solo un 10% de las plantas inoculadas de
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Hg. 7. Síntomas inducidos por PaMMV en las hojas superiores de plantas de N.
de ve/ant/ii a los 15 dpi. a; planta sana. ti; planta infectada.





Hg. 8. Porcentaje de plantas con síntomas sistémicos a diferentes dpi. en las
plantas transgénicas de N. cleveiandii inoculadas con 0,1 ¡ig/rnl <a) y 1
pglml (b) de PaMMV
El porcentale que se expresa corresponde a la media de los resultados de
tres experimentos independientes con 10 plantas de cada línea.
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CAP/TUL O IV RESULTADOS

la línea Cl 6 se infectaron de forma sistémica a los 15 d p

Los sintomas inducidos por PMMoV-l en Al.cievelandñ son idénticos a los

inducidos por PMMoV-S. El seguimiento diario de los síntomas de las plantas de

las diferentes líneas inoculadas con PMMoV-f se recoge en las gráficas de (a

FiglO.

En ninguna planta de la línea C16 inoculada con cualquiera de las tres

concentraciones se desarrollaron síntomas durante los 15 d.p.i. Esto mismo ocurre

en las plantas de la línea C14 cuando son inoculadas con la concentración de virus

más baja (Fig. lic>. Sin embargo, al ser inoculadas con 1 6 10 gg/ml de PMMoV-l

se inducen síntomas en un 20 y un 70% de las plantas, respectivamente. Por otra

parte, también fue posible observar en estas plantas un retraso apreciable en la

aparición de los síntomas con respecto a las plantas control, además de una

atenuación en los mismos, que es más notable en las plantas inoculadas con

1 pg/ml de virus.

IV.3.5. PROTECCIÓNMEDIADAPORLA PROTEÍNADE LA CÁPSIDADE PMMoV-S

FRENTE A INFECCIONES MIXTAS DE PMMoV-S CON TMV Y CON PaMMV EN

PLANTASTRANSGENICASDE N. cje velandil.

Con el fin de conocer el efecto de las infecciones mixtas de PMMoV-Scon

los virus TMV y PaMMV, se inocularon plantas transgénicas de la línea C14 y

plantas no transgénicas NT con los inóculos que se detallan en la Tabla 1.

A los 15 dpi. se tomaron muestras de las hojas superiores y se analizó la

presencia de virus por ELISA-DAS. Esta técnica nos permitió diferenciar en las

hojas infectadas entre los distintos virus empleados. Los resultados obtenidos se

recogen en la Tabla 1.

Cuando se inocularon plantas NT con los inóculos constituidos por

PMMoV-S 1 pg/ml y TMV 0,05 6 0,1 pg/ml, todas las plantas resultaron infectadas

y el virus detectado en las hojas superiores fue PMMoV-S. Si bien, se detecté en

estas plantas, pequeñas cantidades de TMV cuando el inóculo contenía a este

virus a la concentración de 0,1 pg/ml. Cuando se inocularon plantas de la línea

C14 con estos mismo inóculos, también resultaron infectadas, aunque en este

caso el virus detectado en las hojas superiores fue TMV junto a pequeñas
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Fig. 10. Porcentaje de plantas con síntomas sistémicos a diferentes d.p.í. en las
plantas transgénicas de N. c/evelandi¡ inoculadas con 0,1 pg/ml (a), 1
pg/ml ib) y 10 pg/ml (e) de PMMoV-l.
El porcentaje que se expresa corresponde a la media de los resultados de
tres experimentos independientes con 10 plantas de cada línea.
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Hg. 11. Síntomas en las hojas superiores de plantas deN. cleveland¡¡transgénicas
de las líneas C14, dE y COE y de plantas no transgénicas NT. a; plantas
inoculadas con 0,1 pg/ml de TMV. b; plantas inoculadas con 0,1 pg/ml de
PaMMV. c; plantas inoculadas con 10 pg/ml de de PMMoV-l.





CAPITULO IV RESULTADOS

cantidades de PMMoV-S.

Al inocular con PMMoV-S 0,1 pg/ml más TMV 0,05 pg/ml, se detectó TMV

tanto en las hojas superiores de plantas de la línea C14 como en hojas superiores

de plantas no transgénicas. Si bien, el número de plantas infectadas fue mayor en

las plantas control que en las plantas de la línea C14.

Cuando se inocularon plantas de la línea C14 y plantas NT con los inóculos

que contienen PaMMV, pocas plantas mostraron síntomas a los 15 dpI.. Por otra

parte, en las plantas infectadas de la línea C14 se detectó PaMMVcuando fueron

inoculadas con cualquiera de las concentraciones de inóculo empleadas, mientras

que en las plantas infectadas NT, que fueron inoculadas con el inóculo que

contiene PaMMV a 0,1 pg/ml, se detectó PaMMV, y en las plantas que se

inocularon con el inóculo que contiene PaMMV0,05 pg!ml se detecté PMMoV-S.

Tabla 1. Número de plantas con síntomas y virus detectado en las hojas
superiores de N. clevelandii de las líneas C14 y NT a los 15 d.p.i. con
diferentes inóculos mixtos Entre paréntesis se indica el número de plantas
inoculadas.

PLANTAS CON
SíNTOMAS

VIRUS DETECTADO

INOCULOS MIXTOS C14 NT C14 NT ¡

PMMoV-S
lpg/ml

-~ TMV

0,O5pg¡ml

13 (20)

15 (15>

6 (20)

3 (20)

~

10(10>

10 (10>

10 (12>

7 (10)

8 (20>

TMV

TMV

TMV

PaMM’J

PaMMV

PMMo\/-S

PMMoV-S
fMV

TMV

PMMoV-S

PaMMV

PMMo\J-S
lpg/ml

PMMoV 5
0,lpgml

~- TMV

0,lpg!ml

-~ TMV

0,Obpg¡nd

PMMoV-S
O,lpg/ml

PaMMV
0,O5pgiml

PMMoV-S
0,lpg/ml

+ PaMMV

0,lp/rnl
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CAPITULO IV DISCUSIÓN

IV.4. DISCUSIÓN

La protección mediada por la proteína de la cápsida de PMIV1oV-S frente a

PMMoV-l fue en las dos líneas de plantas transgénicas Cl 4 y Cl 6 tan eficaz como

lo fue frente a PMMoV-S, ya que los porcentajes de plantas que escapan a la

infección en ambas líneas fueron los mismos cuando se inoculaban con las mismas

concentraciones de virus. La protección frente a PMMoV-l en las plantas se

manifestaba igualmente como una drástica reducción en la acumulación de virus

en las hojas superiores, así como un retraso y/o ausencia de síntomas y atenuación

de los mismos. Resulta evidente la relación entre ambos fenómenos, pues las

plantas sin sinbomas o con atenuación de los mismos se encontraban libres de

virus o con concentraciones muy inferiores a las detectadas en las plantas control.

La CPMPfrente a distintas estirpes de un virus se ha descrito en las plantas de

N¡cotiana tabacum transformadas con el gen de la proteína de la cápsida de la

estirpe U, de TMV, las cuales resultaban protegidas frente al virus homólogo y

frente a la estirpe PV230 de TMV <Nelson y col., 1987>. También plantas de

tomate trasformadas con este mismo gen resultan protegidas frente a las estirpes

L, 2 y 22 de ToMV, que es un tobamovirus estrechamente relacionado con TMV

(Nelson y col., 1988).

En la mayoría de los casos de CPMPfrente a estirpes del virus homólogo

existe una fuerte relación serológica entre éste y las diferentes estirpes frente a las

cuales las plantas transgénicas resultan protegidas. En el caso de PMMoV-l y

PMMoV-Sla relación serológica es muy estrecha, ambos virus son indistinguibles

por doble inmunodifusión (Alonso y col., 1989) y presentan una fuerte reacción

cruzada en ELISA-DAS directo.

Por otra parte, la CPMPactúa normalmente frente a estirpes de virus que

presentan un alto grado de homología de secuencia aminoacidica entre sus

proteínas de la cápsida y la del virus homólogo. El análisis de las secuencias

aminoacídicas de las proteínas de la cápsida de PMMoV-S y PMMoV-l revela un

porcentaje de homología del 98,1%, con solo tres cambios de aminoácidos de los

cuales únicamente la sustitución Met-Asp en la posición 138 es no conservativa

(García-Luque y col., 1993) y es la responsable de que PMMoV-l sea capaz de
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superar la resistencia del gen L3 de Capsicum spp. (Berzal-Herranz yXQL, 1995).

Un resultado similar se observa en plantas de tabaco transformadas con el gen de

la proteína de la cápsida de la estirpe O de CMV(CMV-O), las cuales resultan

protegidas frente a la estirpe CMV-Y que es un virus capaz de inducir síntomas

más severos que CMV-O, posiblemente debido a una única sustitución

aminoacídica en su CP (Nakajima y,,.g~L, 1993). También plantas de tabaco

transformadas con el gen de la proteína de la cápsida de la estirpe 425 de AMV

resultan protegidas frente a la infección por la estirpe YSMVentre las cuales hay

un 90% de homología en las secuencias aminoacídicas de sus CP. Sin embargo

plantas de tabaco transformadas con el gen de la proteína de la cápsida de la

estirpe TCM de TRV resultan protegidas frente a la infección por el virus homólogo,

pero no frente a la estirpe PLB con la que tiene solo un 39% de homología en las

secuencias aminoacídicas de sus CP. Por el contrario, estas plantas transgénicas

resultan protegidas frente a un aislado alemán del virus del oscurecimiento precoz

del guisante (PEBV; pea early-browning virus> con el que presenta una fuerte

relación serológica y con el que tiene una homología de secuencia alta (Van Dun

y Bol, 1988; Angenent y col., 1990>.

Cuando la CPMPse ensaya en plantas de A/. tabacum frente a virus

estrechamente relacionados con el virus homólogo, se ha observado también la

existencia de una protección heteróloga, en algunos casos igual a la obtenida

frente al virus homólogo. Esta protección no actúa frente a virus con un porcentaje

de homología con el virus homólogo inferior al 60% (Anderson ..yg~L, 1989;

Nejidat y Beachy, 1990).

El análisis de las secuencias aminoacidicas de las prote¡nas de la cápsida de

PMMoV-S y de TMV dio como resultado un porcentaje de homología de un 72%

(Alonso y col., 1991). A pesar de este alto porcentaje, la CPMPfrente a TMVen

las plantas transgénicas de N. cievelandil no fue efectiva en las plantas de la línea

C14, y tan solo en las plantas de la línea C16 inoculadas con la más baja

concentración de inóculo (0,05gg/ml), se observó un 30% deplantas protegidas.

Este porcentaje es similar al que se obtuvo cuando se inocularon plantas de la línea

C16 con una concentración de 1 ng/ml de PMMoV-S, lo que indica que la

protección en estas plantas frente a TMVsolo es posible con concentraciones 200

veces inferiores a PMMoV-S. Un resultado similar se observó en los experimentos
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realizados en el campo con plantas de tomate que expresaban el gen de la proteína

de la cápsida de TMV, las cuales no resultaban protegidas frente a la infección por

diferentes estirpes de ToMV con las que posee una alta homología de secuencia

aminoacidica en las proteínas de la cápsida (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 el gen de

la proteína de la cápsida de TMVen las que se observa una alta protección frente

PMMoV, que se manifiesta como una reducción en el número de lesiones locales

necróticas en las hojas inoculadas, ya que este virus induce reacción hipersensible

en este huésped y no infecta sistémicamente las plantas. Esta falta de reciprocidad

en la CPMPse ha observado también entre estirpes de TMV, de manera que

plantas de tabaco transformadas con el gen de la proteína de la cápsida de la

estirpe Ul resultan protegidas frente a la estirpe U2, mientras que plantas

transformadas con el gen de la proteína de la cápsida de U2 resultan infectadas

por la estirpe Ul (Wilson, 1993>.

El elevado porcentaje de homología de secuencia aminoacidica existente

entre la CP de PMMoV-S y la CP de TMV no parece suficiente para que exista

protección heteróloga frente a TMV en las plantas deN. cíe ve/ant/II transformadas

con el gen de la proteína de la cápsida de PMMoV-S. Por otro lado, TMV se replica

de forma más eficiente que PMMoV-S en plantas de N. cieveiandñ, tal y como

demuestran los resultados de acumulación de TMV en las hojas inoculadas de

plantas control, que son entre 4 y 5 veces superiores a los de PMMoV-S, y los

estudios de multiplicación viral de TMV y PMMoV-S en protoplastos, los cuales

indican que, si bien la cinética de acumulación de proteína de la cápsida de ambos

virus es similar, la acumulación final de CP de TMV es 4 veces mayor que la de

PMMoV-S (Wicke, 8. comunicación personal>. Si tenemos en cuenta que la

reducción en la cantidad de virus acumulado en las hojas inoculadas de las plantas

transgén¡cas es un proceso clave en la CPMP (Nelson y.g~,L, 1987), posiblemente

la mayor capacidad replicativa de TMV en las hojas inoculadas de las plantas

transgénicas sea uno de los factores que condiciona la ausencia de CPMP frente

a TMV en las plantas de N. cleve/andil que expresan la CP de PMMoV-S.

La CMPMfrente a PaMMV en estas plantas fue también inferior a la

obtenida frente al virus homólogo, si bien resultó algo mayor que frente a TMVa
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pesar de que el porcentaje de homología de la secuencia aminoacídica de la CP de

PMMoV-S con la de PaMMVes algo menor que con la de TMV (García-Luque y

col., 1993). Tampoco en este caso el elevado porcentaje de homología existente

entre las CP de PMMoV-S y PaMMVparece ser suficiente para que se produzca

CPMP frente al virus heterólogo. Aunque no disponemos de datos sobre la

replicación de este virus en las hojas inoculadas o en los protopíastos de N.

cieve/andñ, sabemos que PaMMVse acumula entre 2 y 3 veces más que PMMoV-S

en las hojas de plantas infectadas sistémicamente. Esto podría ser, también en este

caso, una de las causas de la baja protección heteróloga existente frente a PaMMV

en las plantas de N. c/eve/andll transformadas con el gen de la proteína de la

cápsida de PMMoV-S,

La mayor eficacia replicativa de TMVy PaMMVfrente a PMMoV-Sse puede

observar cuando se inoculan plantas de Nicotiana cíe ve/ant/II con inóculos mixtos

de estos virus. De tal forma que, las plantas control resultan infectadas

sistémicamente solo por TMVaún cuando el inóculo contiene doble concentración

de PMMoV—Sque de TMV, y estas plantas resultan infectadas por PaMMVcuando

las concentraciones de ambos virus son iguales. En las plantas transgénicas la

protección frente a PMMoV—Ssigue siendo efectiva cuando se inoculan con una

mezcla de PMMoV-Sy TMVo de PMMoV-Sy PaMMV, ya que las plantas resultan

infectadas sistémicamente solo por el virus heterólogo. Unicamente cuando en el

inóculo la concentración de PMMoV-S es de 1 pg/ml se detecta en las hojas

superiores una pequeñísima cantidad de proteína de la cápsida de este virus, que

puede ser debida a fenómenos de heteroencapsidación o de transporte junto a

TMV.

Por tanto consideramos que para que exista protección heteróloga en las

plantas transgénicas es necesario tener en cuenta no solo el porcentaje de

homología de secuencia de los virus, sino también la virulencia de éstos en la

planta huésped transformada.

Estudios de multiplicación 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 que, la transformación de plantas de pimiento, que lleven

incorporados genes de resistencia frente a TMV, con el gen de la proteína de la
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cápsida de PMMoV-S, puede ser en el futuro una vía alternativa para obtener

resistencia no convencional frente a la infección por las estirpe 5 e 1 de PMMoV

en las variedades cultivables de esta planta.
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CONCLUSIONES

1 ~t- En plantas de Caps¡curn annuum cv. Dulce Italiano con el gen de

resistencia L1 frente a Tobamovirus, la inoculación con TMVinduce en las hojas

inoculadas una reacción hipersensible que cursa con lesiones locales necróticas,

y que va asociada a la síntesis de nuevas proteínas que no se sintetizan en las

hojas de las plantas control.

Estas proteínas tienen características comunes con las identificadas en

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

nombre de proteínas relacionadas con la patogénesis (PRs).

2t-- Las PAs detectadas en las plantas de pimiento presentan diferentes

isoformas de pl ácido y básico, siendo las isoformas ácidas mayoritarias.

Por otro lado, estas proteínas tienen una estrecha relación serológica con

las PRs, pl4, P23, P29, P35 y P36, aisladas de plantas de tomate y con las PRs,

glucb y PRO aisladas de plantas de tabaco.

38 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 ácidas y básicas de las proteínas PRs de

al menos cuatro grupo diferentes: del grupo 1 la PR p16 de pl básico; del grupo

2 las PRs p30, p36 y p40 de pl ácido y la PR p34 con isoformas de pl ácido y

básico; del grupo 3 las PRs p31 y p32 de pl ácido y las PRs p28 y p29 con

isoformas de pl ácido y básico; y del grupo 5 la PR p23 de pl ácido.

La proteina pl 3 no reaccionó con ninguno de los inmunosueros ensayados,

y únicamente atendiendo a su peso molecular, podría ser incluida en el grupo 4.

43•.. En las hojas superiores de plantas de C. annuum Li1 inoculadas con TMV,

la inducción y acumulación sistémica de PRs, a los tiempos estudiados, esta

limitada a algunas proteínas del grupo 2 y a la proteína pl 3. Estas PRs podrían ser

utilizadas como marcadores de la activación del mecanismo de resistencia en

plantas de C. annuum.
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Algunas de las PRs caracterizadas, tales como la pl 6 y las PRs del grupo

3, están relacionadas con la infección viral, y se acumulan tanto en las hojas

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

53 En las plantas de C. annuum, las isoformas ácidas y básicas de las

proteinas PRcon actividades enzimáticas B-1 ,3-glucanasa y quitinasa se acumulan,

principalmente, en las hojas inoculadas con TMV, aunque en las plantas infectadas

con PMMoV-Sse inducen también, de forma sistémica, algunas isoformas ácidas.

6½ El fenómeno de resistencia sistémica adquirida, en las hojas superiores de

plantas de C. annuum, aparece asociado a la reacción hipersensible inducida por

TMV en las hojas inoculadas de estas plantas.

Esta forma de resistencia se manifiesta en una reducción del tamaño de las

lesiones locales necróticas inducidas por TMV en las hojas inoculadas, si bien no

existe disminución en la cantidad de virus acumulado en estas hojas.

La resistencia sistémica adquirida no impide la infección sistémica de

PMMoV-S, de manera que en las plantas inducidas, tanto la sintomatología como

la cantidad de virus en las hojas superiores es igual a la observada en las plantas

control.

7½ Para la regeneración “in vitro’ de plantas de Nicotiana cieve/andII Gray el

medio idóneo fue el constituido por las sales del medio MS, las vitaminas del medio

B5 y las hormonas BAP (9 pM) y NAA (0,5 pM>. Para la elongación de los brotes

inducidos en los explantes fue necesaria la sustitución en los medios de la

hormona BAP por la hormona GA3 (3 pM>.

8a•~ Se han obtenido plantas de Nicotiana cíeveiandñ transformadas con un gen

quimérico de la proteína de la cápsida de PMMoV-S.

La transformación se realizó mediante Agrobacter¡um tumetaciens,

resultando más eficaz la estirpe L8A4404 portadora de un sistema binario de

transformación que la estirpe C58C1 portadora de un sistema cointegrado.
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La expresión constitutiva de la proteína de la cápsida de PMMoV-S varía

mucho de unas plantas transgénicas a otras, de manera que en la planta Cl 6 la

cantidad de proteina de la cápsida detectada fue 10 veces superior a la de la

planta C14.

9½ La autofecundación de las plantas Cl 4 y Cl 6 originó dos líneas de plantas

transgénicas de la generación Rl. La segregación del gen marcador de resistencia

a kanamicina ligado al gen de la proteína de la cápsida, permite concluir que existe

una única copia de estos genes situada en un único locus del genoma de estas

plantas.

Por otra parte, en las plantas de la generación Rl de ambas líneas se

mantuvieron las diferencias en la expresión constitutiva de la proteína de la

cápsida, observadas en las plantas de la generación RO.

loa... Las plantas de N. ele velandil de las líneas Cl 4 y Cl 6 resultaron protegidas

frente a la infección por PMMoV-S. Esta protección fue completa frente dosis bajas

del virus, y se manifestó por la ausencia de virus en la planta, acompañada de la

ausencia de síntomas.

Con dosis superiores de inóculo, la protección se manifestaba como un

retraso en el desarrollo de los síntomas y una atenuación de los mismos.

11 a,~ El grado de protección mediado por la proteína de la cápsida frente a

PMMoV-Sesta en relación directa con los niveles de expresión constitutiva de la

proteína de la cápsida del virus en las plantas transgénicas de las líneas C14 y

Cl 6.

1 ~ En las plantas de N. ele veiandff de las líneas Cl 4 y Cl 6, en las que la

protección mediada por la proteína de la cápsida fue completa, no se detectó virus

en las hojas inoculadas a ninguno de los tiempos analizados. Por otra parte, todas

las plantas de ambas líneas se infectaron cuando se inocularon con RNA del virus.

Ambos resultados sugieren que la protección mediada por la proteína de la cápsida

actúa en estas plantas sobre fases muy tempranas del ciclo replicativo viral.
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1 3t- En las plantas de las líneas Cl 4 y Cl 6, en las que la protección mediada

por la proteina de la cápsida no fue completa, se observó una menor acumulación

de virus en las hojas superiores respecto a las plantas control, lo que sugiere que

esta protección actúa también sobre tases mas tardías del ciclo infectivo del virus,

posiblemente sobre la capacidad de movimiento viral a larga distancia.

14½ En las plantas transgénicas de N. c/eve/andÍÍ la protección mediada por la

proteína de la cápsida de PMMoV-S frente al virus PMMoV-l, refleja un fenómeno

de protección homóloga frente a estirpes muy relacionadas del mismo virus

La protección heteróloga frente a TMV o PaMMV, únicamente pudo

observarse en algunas plantas de la línea Cl 6, y solo cuando la concentración de

inóculo empleada fue 200 veces menor a la de PMMoV-S o PMMoV-l.

Concluimos por tanto, que en este sistema virus/huésped, la protección

mediada por la proteína de la cápsida frente a virus homólogos es mucho más

eficaz que frente a virus heterólogos.

iba... En el caso de la protección heteróloga frente a TMV y PaMMV, en fas

plantas transgénicas de N. c/evelandii, es necesario considerar, no solo el

porcentaje de homología existente entre las secuencias aminoacídicas de la

proteína de la cápsida de los diferentes virus, sino también la virulencia de éstos

en la planta huésped ensayada.
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