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proteinas antivirales inactivadoras de ribosomas bee-
tin 27 y beetin 29.
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DESCRIPCION

Titulo de la invencién

Procedimiento mecanico artifical, para inducir
en la planta Beta vulgaris (remolacha azucarera)
proteinas antivirales inactivadoras de ribosomas,
denominadas “beetin 27" y “beetin 29”.
Campo técnico de la invencién

La presente invencién se encuadra dentro del
campo técnico de la familia de proteinas antivi-
rales inactivadoras de ribosomas (antiviral RIPs:
antiviral ribosomeinactivating proteins), las cua-
les impiden el funcionamiento ribosémico de ma-
nera catalitica por inactivaciéon del acido ribo-
nucléico.

De forma maés especifica, la presente invencién
se refiere a la induccién mecédnica artificial en las
hojas y raices de Beta vulgaris, de dos proteinas
monocatenarias denominadas beetin 27 y beetin
29, clasificadas dentro de la familia de proteinas
antivirales inactivadoras de ribosomas, con po-
tencial aplicacién en la terapia del cancer, del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
y de las enfermedades viricas de las plantas.
Estado de la técnica anterior a la invencién

La presente invencién se refiere al procedi-
miento de induccién por agresién fisica de unas
proteinas monocatenarias de las hojas de Beta
vulgaris.

En el reino vegetal existen algunas especies
que contienen actividades inhibidoras de la bio-
sintesis de proteinas en sistemas derivados de
organismos eucariontes, que son de naturaleza
protéica y caracter antiviral, que a la espera de
una definicién bioquimica precisa se conocen con
el nombre de proteinas inactivadoras de ribo-
somas o RIPs (Gasperi-Campani y cols. Bio-
chem.J. 186,439-441 [1980] Gasperi-Campani y
cols.J.Nat.Prod. 48,446-454 [1985]; Ferreras y
cols. Cell. Mol. Biol. 35, 89-95 [1989]; Merino y
cols. J.Ezp.Bot. 41,67-70 [1990]).

El papel biolégico de estas toxinas en la plan-
ta que las produce es totalmente desconocido
(Roberts y Selitrennikoff Biosc. Rep. 6, 19-29
[1986]). Estas proteinas suelen ser inmunolégica
y quimicamente diferentes unas de otras aunque
guardan alguna homologia secuencial en los ami-
noacidos del extremo amino-terminal en particu-
lar cuando las toxinas pertenecen a la misma fa-
milia botdnica (Montecucchi y cols. Int.J. Peptide
Protein Res. 33,263-267 [1989]).

En la actualidad se clasifica a las RIPs en tres
categorias: RIPs de tipo 1, de tipo 2 y de tipo 4
(Citores y cols. FEBS Letters 329, 59-62 [19931).
Las RIPs de tipo 1 (vegetales y bacterianas) estdn
formadas por una sola cadena polipeptidica que
es la que presenta la actividad de inhibidor de
sintesis de proteinas; las RIPs de tipo 2 (s6lo ve-
getales hasta ahora) estdn formadas por dos ca-
denas polipeptidicas disimilares, una cadena in-
hibidora de sintesis de proteinas equivalente a las
RIPs de tipo 1 que se denomina cadena A y una
cadena con propiedades de lectina que se deno-
mina cadena B; las RIPs de tipo 4 (s6lo vegetales
hasta ahora) estdn formadas por dimeros unidos
por fuerzas no covalentes, siendo cada dimero una
molécula de dos cadenas polipeptidicas, equiva-
lente a una RIP de tipo 2. Las RIPs de tipo
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2 y 4 pueden a su vez ser toxicas como ricina,
abrina, volkensina, viscumina y modeccina (Ci-
tores y cols. FEBS Letters 329, 59-62 [1993]),
debido a que pueden atravesar las membranas ce-
lulares al reconocer y unirse a receptores de mem-
brana plasmética y entrar en el citosol (Stirpe y
cols., Biotechnology 10, 405-412 [1992]). Por otro
lado las RIPs de tipo 2 y 4 pueden ser también
no toxicas para células humanas cultivadas y para
ratones, esto es no tienen toxicidad alguna a las
concentraciones utilizadas con las RIPs téxicas
tales como ricina, abrina, etc. (Girbés y cols.,
J. Biol. Chem. 268, 18195-18199 [1993]; Girbés
y cols., Plant Mol. Biol. 22, 1181-1186 [1993]).
Las RIPs de tipo 1 son menos téxicas para las
mismas células y animales de ensayo que las de
tipo 2 téxicas, excepcién hecha de los macrofagos
(Stirpe y cols., Biotechnology 10, 405-412 [1992]),
debido a que no pueden entrar por mediaciéon de
receptores de membrana.

Las cadenas polipeptidicas A y B de las RIPs
tienen una masa molecular (Mr) entre 20000 y
33000 y son de naturaleza basica. Las cadenas
A impiden el funcionamiento ribosémico de ma-
nera catalitica por inactivacién del acido ribo-
nucléico (Roberts, y cols, Biosc. Rep. 6, 19-
29 [1986]; Stirpe, y Barbieri, FEBS Lett. 195,
1-8 [1986]; Olsnes, y Pihl, en : Molecular Ac-
tion of Toxins and Viruses (Cohen, P. and Van
Heyningen, S. eds.) pp. 51-105, Elsevier, Ams-
terdam, New York [1982]; Barbieri, y Stirpe,
Cancer Surv. 1, 489-520 [1982]; Stirpe, y cols.,
Bio/tech. 10, 405-412 [1992]; Citores L. y cols.,
FEBS Lett. 329, 59-62 [1993] ; Girbés y cols., J.
Biol. Chem. 268, 18195-18199 [1993]; Girbés y
cols., Plant Mol. Biol. 22, 1181-1186 [1993]; Ji-
menez y Vazquez, Annu.Rev.Microbiol. 39, 649-
672 [1985]). Las RIPs inhiben ribosomas de tipo
eucariotico (Stirpe, y cols., Bio/tech. 10, 405-412
[1992]; Citores L. y cols., FEBS Lett. 329, 59-
62 [1993]; Girbés y cols., J. Biol. Chem. 268,
18195-18199 [1993]; Girbés y cols., Plant Mol.
Biol. 22, 1181-1186 [1993]). Sélo algunas RIPs
inhiben los ribosomas bacterianos (Girbes y cols,
J. Bacteriol. 175, 6721-6724 [1993]). La inacti-
vacién consiste en la liberacion de una adenina
del rARN mayor del ribosoma (Endo y Tsurugi,
J.Biol. Chem. 262, 8128-8130 [1987]; Stirpe y cols.
Nucleic Acid Res. 16,1349-1357 [1988]).

Las RIPs poseen caracter antiviral contra vi-
rus animales y virus vegetales (Stirpe y cols., Bio-
technology 10, 405-412 [1992]; Barbieri y cols.,
Biochim. Biophys. Acta 1154, 237-282 [1993];
Lee-Huang y cols. Proc. Natl. Acad Sci. USA 91,
12208-12212[1994]). Muy recientemente se ha en-
contrado que las RIPs poseen también per se ca-
racter inactivador del virus ARN HIV-1 que es el
agente etioldgico del sindrome de inmunodefiencia
adquirida [SIDA] (McGrath y cols. Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 86,2844-2848 [1989]; Lee-Huang
y cols. FEBS Lett. 272, 12-18 [1990]; Lee-Huang
y cols. Proc. Natl. Acad Sci. USA 88, 6570-6574
[1991]; Zarling y cols. Nature 347, 92-95 [1990];
Olson y cols. AIDS Res.Hum.Retrov. 7, 1025-
1030 [1991]; Lee-Huang y cols. Proc.Natl. Acad
Sci. USA 91, 12208-12212 [1994]). Los ensayos cli-
nicos realizados con tricosantina (GLQ223) sobre
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enfermos de SIDA indican que la administracién
por infusiones repetidas de esta proteina antivi-
ral inactivadora de ribosomas son seguras y re-
lativamente bien toleradas y que promueven el
incremento de la poblacién de linfocitos CD4+ y
CD8+ (Kahn y cols. Antimicrob. Agents CH.
38, 260-267 [1994]) y la disminucién de la concen-
traciéon de antigeno p24 (Byers y cols. AIDS 4,
1189-1196 [1990]). Por otro lado, la empresa Ge-
nelabs Technologies Inc. ha comunicado que va a
acelerar el desarrollo de la tricosantina (GLQ223)
para el SIDA y que ha iniciado discusiones con
otras empresas con vistas a financiar el desarrollo
y comercializacién de la tricosantina (GLQ223)
(AIDS Weekly 23 Mayo 1994). Por otro lado,
estudios realizados con enfermos de SIDA trata-
dos con la RIP monocatenaria MAP aislada de
Momordica charantia han rendido resultados es-
peranzadores para la utilizacién de esta proteina
como agente terapéutico para el SIDA (Rebul-
Ean, ]]Qulletin,Bitter Melon Therapy Group 2, 1-10
1994).

El interés enorme de las RIPs reside en que
se utilizan para los siguientes objetivos: 1) Cons-
truccién de Inmunotoxinas para Terapia del Can-
cer (Vitetta y Uhr, Annu. Rev. Immunol. 3,197-
212 [1985]; Frankel y cols. Annu. Rev. Med. 37,
125-142 [1986]; Koppel, Bioconj. Chem. 1, 13-
23 [1990]; Lord, Plant Physiol. 85, 1-3 [1987]);
2) Construccién de Inmunotoxinas para la Te-
rapia Experimental del Sindrome de Inmunode-
ficiencia Adquirida, SIDA (Till y cols. Science
242, 1166-1168 [1988]; Ghetie y cols. Bioconj
Chem. 1, 24-31 [1990]); 3) Utilizacién Directa
como Agente Anti Viral contra el VIH para la
Terapia Experimental del Sindrome de Inmuno-
deficiencia Humana (McGrath y cols. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86, 2844-2848 [1989]; Lee-Huang
y cols. FEBS Lett. 272, 12-18 [1990|; Lee-Huang
y cols. Proc. Natl. Acad Sci. USA 88, 6570-6574
[1991]; Zarling y cols. Nature 347, 92-95 [1990];
Olson y cols. AIDS Res. Hum. Retrov. 7, 1025-
1030 [1991]; Lee-Huang y cols. Proc. Natl. Acad
Sci. USA 91, 12208-12212 [1994]; Kahn y cols.
Antimicrob. Agents CH. 38, 260-267 [1994]; AIDS
Weekly 23 Mayo 1994); 4) como proteinas téxicas
para la creacién de Plantas Transgénicas Resis-
tentes a Virus y a Hongos (Lodge y cols. Proc.
Natl. Acad Sci. USA 90, 7089-7093 [1993]; Loge-
mann y cols. Biotechnology 10, 305-308 [1992]).

Dado que las proteinas son sustancias an-
tigénicas poderosas, para poder abordar cualquier
tipo de terapia con ellas es necesario disponer de
una bateria de dichas toxinas lo mas amplia posi-
ble con el objeto de seleccionar la menos inmuno-
reactiva por un lado y por otro de poder substi-
tuir la toxina o la parte téxica de la inmunoto-
xina seguin se van desarrollando anticuerpos neu-
tralizantes en el paciente. Ademds no todas es-
tas toxinas protéicas poseen la misma citotoxici-
dad (Lee-Huang y cols. Proc.Natl. Acad.Sci.USA
88,6570-6574 [1991]).

Las hojas de plantas de la especie Beta vul-
garis infectadas por los virus del amarillez de la
remolacha azucarera, recogidas en los campos de
cultivo contienen unas proteinas, que denomina-
mos beetin 27 y beetin 29 (sin publicar; solici-
tada la patente de procedimiento de obtencién
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y aplicaciones por el mismo solicitante, el dia 5
de Febrero de 1996 con ndmero P-9600419) que
inhiben fuertemente la biosintesis de proteinas y
que en base a sus propiedades estructurales y
funcionales se clasifican dentro de la familia de
proteinas antivirales inactivadoras de ribosomas
(Stirpe y cols., Biotechnology 10, 405-412 [1992];
Barbieri y cols., Biochim. Biophys. Acta 1154,
237-282 [1993]). Beetin 27 y beetin 29 son las
primeras proteinas de la familia de proteinas an-
tivirales inactivadoras de ribosomas descritas que
son inducibles por virus. Beetin 27 y beetin 29
tiene ademdas como caracteristica especifica y es-
pecial el que se parecen extraordinariamente a
varias de las proteinas antivirales inactivadoras
de ribosomas ensayadas con éxito frente al virus
del SIDA, presentando una homologia en la se-
cuencia de aminodcidos del extremo N terminal
de 48, 42, 42, 55 y 53% con las proteinas anti-
VIH (anti-SIDA) tricosantina (McGrath y cols.
Proc.Natl. Acad.Sci. USA 86,2844-2848 [1989]),
GAP (Lee-Huang y cols. FEBS Letters 291, 139-
144 [1919]), MAP 30 (Lee-Huang y cols. FEBS
Lett. 272,12-18 [1990]), TAP 29 (Lee-Huang
y cols.  Proc.Natl.Acad Sci.USA 88,6570-6574
[1991]) y PAP-S (Kung y cols. Agric.Biol. Chem.
54, 3301-3318 [1990]) respectivamente, lo que las
convierte en especialmente valiosas para la inhi-
bicién de la replicacién del virus de la inmuno-
deficiencia humana (VIH) y por lo tanto para la
terapia del SIDA.

Por otro lado la utilizacién de RIPs monocate-
narias para la construccién de plantas transgéni-
cas resistentes a virus (Lodge y cols. Proc. Natl.
Acad Sci. USA 90, 7089-7093 [1993]) confiere a
las beetin 27 y beetin 29 una importancia espe-
cial en la lucha contra los virus vegetales cuyo
material genémico es dcido ribonucléico (ARN).
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién, tal y como se in-
dica en su enunciado, se refiere al procedimiento
mecanico artificial para inducir en plantas de la
especie Beta vulgarisla expresion de dos proteinas
antivirales inactivadora de ribosomas (RIPs) de-
nominadas beetin 27 y beetin 29 que inhiben la
biosintesis de proteinas e inactivan el acido ribo-
nucléico.

El procedimiento consiste en una agresién
mecanica, por ejemplo, tratamiento de las hojas
con un abrasivo o realizacién de cortes a las hojas
de plantas de la especie Beta vulgaris (remolacha
azucarera). En cualquiera de los dos casos, el tra-
tamiento se realiza una sola vez, de dia o de noche
indistintamente.

Para demostrar la induccién de las proteinas
antivirales beetin 27 Y beetin 29, a partir de
los cuatro dias del primer tratamiento. Se ana-
lizan las hojas de remolacha para determinar in-
munolégicamente la presencia de beetin 27 y bee-
tin 29 por la técnica de “Western blot” utilizando
anticuerpos policlonales de conejo frente a bee-
tin 27. La originalidad de la presente invencion,
frente al estado de la técnica expuesto en el apar-
tado anterior, reside en que las beetin 27 y beetin
29 no se encuentran apreciablemente ni en ho-
jas ni en raices de plantas sanas de la especie
Beta vulgaris (remolacha azucarera), ni de plan-
tas de la especie Beta wvulgaris (remolacha azu-
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carera) no inducidas por los productos quimicos
utilizados en el procedimiento descrito en la pa-
tente espanola solicitada el dia 5 de Febrero de
1996 con el nimero P-9600419, mientras que apa-
rece cuando las plantas de la especie Beta vulga-
ris (remolacha azucarera) se someten al procedi-
miento aqui descrito. Las proteinas expresadas
como consecuencia del procedimiento de la pre-
sente invencién estdn constituidas por una sola
cadena con actividad N-glucosidasa del acido ri-
bonucleico.

Las aplicaciones mas importantes de las beetin
27 y beetin 29 inducidas por el presente procedi-
miento son las propias de las proteinas antivirales
inactivadoras de ribosomas: como inactivadoras
de ribosomas sensibles a la toxina, como inacti-
vadoras del acido ribonucleico, como inhibidoras
de la sintesis de proteinas en general, como inhi-
bidoras de la sintesis de proteinas en células y te-
jidos acopladas a anticuerpos monoclonales frente
a receptores especificos en dichas células y tejidos
o acopladas a otros transportadores especificos, y
como antivirales contra virus ARN, en particular
el HIV causante del sindrome de inmunodeficien-
cia adquirida humana (SIDA) y los virus ARN
vegetales, en particular los virus del amarillez de
la remolacha azucarera y de la rizomania de la
remolacha azucarera.

Modo de realizar la invencion

La presente invenciéon se ilustra adicional-
mente mediante el siguiente ejemplo, el cual no
pretende ser limitativo de su alcance.

a) Agresion mecdnica de las plantas de la especie
Beta vulgaris.

La semilla de la especie Beta vulgaris (va-
riedad monogérmen) fue depositada aproximada-
mente a 3 cm de la superficie de la maceta. En
el fondo de la maceta se coloco una capa fina de
arena, después se rellené la maceta con mantillo
y por ultimo se puso una capa fina de un sélido
desecante (Sanicat). A estos materiales de relleno
se les sometid previamente a esterilizacién en un
autoclave. Las macetas se colocaron en una ha-
bitacion sometidas a luz blanca durante 12 h y
la temperatura media de crecimiento fue de 20-
23°C, manteniendo constante la humedad.

Plantas de aproximadamente 7 cm de parte
aérea se dividieron en tres lotes. En cada uno
de los lotes, las hojas se trataron por como se
describe a continuacion: lote 1, lote de referencia
sin tratar; lote 2, aplicacién por aspersiéon de un
abrasivo (carborudum) sobre las hojas para pos-
teriormente agredir suavemente su superficie; lote
3, realizacién de cortes en una de las hojas.

Los extractos crudos de las plantas de los dis-
tintos lotes se obtuvieron después de 4 dias de la
agresion, aunque el periodo puede acortarse.

b) Obtencidn del extracto protéico crudo de plan-
tas de la especie Beta vulgaris.

Los extractos crudos de hojas de Beta vulgaris
se obtienen como se describe a continuacién. Las
hojas de Beta vulgaris fueron trituradas y extrai-
das con 4 voliimenes ( 4 ml por gramo de hoja)
de una solucién de fostato monosédico 5 mM (pH
7,4) que contenia 140 mM de cloruro de sédio, du-
rante toda la noche con agitacion a 4°C. La pasta
resultante se centrifuga a 13000 rpm durante 30
min a 0°C y el sobrenadante obtenido es lo que
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llamamos extracto crudo.
¢) Obtencion de beetin 27 y beetin 29.

300 g de hojas de Beta vulgaris infectadas con
el virus de la amarillez se extrajeron con 2,41 de
solucién 140 mM cloruro sédico y 5 mM fosfato
monosddico (pH 7,4) a 4°C durante 12 h. La
pasta resultante se filtré a través de malla para
queso para eliminar los s6lidos remanentes. El ex-
tracto liquido se acidific6 a pH 4 con acido acético
glacial y los s6lidos que aparecieron se eliminaron
por centrifugacion a 14300 x g durante 45 min
a 0°C. El fluido sobrenadante (aproximadamente
3,5 1) se someti6 a cromatograffa de intercambio
idnico en S Sepharose Fast Flow (columna de 5 x
4,8 cm). La solucién de equilibrado de columna
fue acetato sédico 10 mM (pH 4). El fluido pro-
teico acidificado se aplico a la columna y el no re-
tenido en la columna se deseché. A continuacién
la columna se lavé con solucion de acetato sédico
10 mM (pH 4) hasta que la absorbancia a 280
nm se redujo al minimo. A continuacién se lavé
la columna con solucién de fosfato monosddico
5 mM (pH 6,66). Los dos lavados se desecha-
ron. Por ultimo la columna se eluyé con solucién
0,5 M de cloruro sédico y 5 mM de fosfato mo-
nosédico (pH 6,66). Todo el eluato conteniendo
proteina se recogid y se dializé a 4°C durante 12
h frente a 25 1 de agua. Esta preparacién pro-
teica se sometio a continuacion a cromatografia de
intercambio i6nico en gradiente de fuerza idnica
en S Sepharose Fast Flow (columna de 1 x 6 cm
preequilibrada con solucién de fosfato monosédico
(pH 6,66). Primero se fij6 la proteina (que pre-
viamente se llevé a fosfato monosédico 5 mM (pH
6,66), se lav6 la columna con el mismo tampén
hasta que la absorbancia a 280 nm se redujo al
minimo, y después se aplico el gradiente idénico
consistente en 75 ml de solucién 5 mM de fosfato
monosddico (pH 6,66) conteniendo 30 mM de clo-
ruro sédico y 75 ml de soluciéon 5 mM de fosfato
monosddico (pH 6,66) conteniendo 200 mM de
cloruro sédico programado en un equipo de cro-
matografia liquida FPLC (Pharmacia). La velo-
cidad se ajusté a 1 ml por min y se recogieron
fracciones de 2 ml. Se recogieron y juntaron dos
grupos de fracciones que mostraron actividad in-
hibidora en un sistema de sintesis de proteinas en
lisado de reticulocitos de conejo: I (fracciones 41
a 48 con 32 ml) y II (fracciones de 49 a 54 con
12 ml). Cada solucién de proteina se llevé a 0,4
M de cloruro sédico y se sometié a una croma-
tografia de exclusién molecular en Superdex 75
HiLoad (columna de 2,6 x 60 cm) equilibrada con
una solucién de 5 mM de fosfato monosédico (pH
6.66) conteniendo 0,4 M de cloruro sédico. La ve-
locidad se ajust6 a 2 ml por min y se recogieron
fracciones de 4 ml. Para el grupo I las fraccio-
nes que mostraron actividad inhibidora en este
paso cromatografico fueron de la 20 a 25 y para
el grupo II fueron de la 17 a 23. En cada caso se
mezclaron y se dializaron frente a 4 1 de agua (2
veces). La solucién de proteina de cada grupo se
llevé a fosfato monopotdsico 5 mM (pH 4,7) y se
someti6 a cromatografia de fase reversa utilizando
una columna ProRPc HR5/2 de Pharmacia (co-
lumna de 0,5 x 2 cm). Previamente estd columna
se equilibré con las siguientes soluciones: Primero
con 5 ml de tampén B (fosfato monopotédsico 5
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mM (pH 4,7) conteniendo 80% de metanol) a un
flujo de 0.5 ml/min , a continuacién 5 ml de un
gradiente de 100 a 0% de B en tampén A (fos-
fato monopotdsico 5 mM (pH 4,7), y finalmente
5 ml de tampén A. Primero se fijé la proteina, se
lavé la columna con 5 ml de tampén A y después
se aplicé el gradiente consistente en 4 ml de gra-
diente 0-20% de B en tampdén A seguido por 14
ml de gradiente 20-60% de B en tampén A. La
velocidad se ajusté a 0.5 ml por min y se reco-
gieron fracciones de 0.5 ml. Las fracciones de 27
a 33 para el grupo I y de 20 a 34 para el grupo
II inhibieron sintesis de proteinas en lisado de re-
ticulocito de conejo. Del grupo I se obtuvo una
mezcla de las isoformas beetin 27 y beetin 29,
mientras que del grupo II se obtuvo la beetin 27
pura a homogeneidad electroforética.

d) Obtencidn de anticuerpos policlonales de co-
nejo frente a Beetin 27.

Beetin 27 posee una fuerte actividad inmuno-
génica que permitié obtener anticuerpos policlo-
nales en conejo por los procedimientos standard
(Harlow y Lane “Antibodies, a laboratory ma-
nual” Cold Spring Harbor Laboratory [1988]).

Un conejo de 3-4 kg fue inyectado en el ganglio
linfatico popliteo con 0,1 mg de proteina disuelta
en 50 pl de tampén fosfato monosddico 5 mM (pH
7,4) conteniendo 0.14 M de cloruro sédico a la
que se anadieron 50 ul de adyuvante completo de
Freund. Después de 4 semanas se inyectaron 0.1
mg de proteina subcutdneamente en el lomo (esta
vez disuelta en 1 ml de agua y 1 ml de adyuvante
incompleto de Freund). Después de 6 semanas de
la primera inyeccion, el conejo se anestesié con 2
ml de pentotal sédico 2 g.ml~! y se sangré seccio-
nando la vena yugular y la arteria cardtida. La
sangre se incubé durante 1 hora a 37°C y después
12 horas a 4°C. El suero (que contiene los anti-
cuerpos policlonales) se separé del codgulo por
centrifugaciéon. Dicho suero se purificé por cro-
matografia de afinidad a través de Proteina A-
Sepharosa y reaccioné fuertemente con la beetin
27 y con beetin 29.

e) Inmunodeteccion de beetin 27 y beetin 29 por
la técnica de “Western blot”

Se disuelven 0. 25 pug de una mezcla de beetin
27 y beetin 29, y 80 ug de extractos crudos de
plantas control y tratadas mecdnicamente como
se indica en el apartado a) del Modo de Reali-
zar la Invencién, en un tampdén desnaturalizante
que contiene 75 mM de Tris-HCI (pH 8,8), 2% de
SDS, 10% de glicerol y 5% de S-ME. Se hierve la
muestra 90 segundos y se le anade azul de bro-
mofenol hasta una concentracién de 0,02%. A
continuacion se les somete a una electroforesis en
geles discontinuos de poliacrilamida en presencia
de SDS (dodecil sulfato sédico) por el procedi-
miento de Laemmli (Nature 227, 680-685, [1970]).
Se llevo a cabo con un aparato Mighty-Small IT de
Hoefer (San Francisco, Cal., USA) y una fuente de
alimentacién Promax modelo FAC-400. El proce-
dimiento esencialmente es como se describe en el
segundo apartado. El gel consta de dos fases con
distinta concentraciéon de poliacrilamida: “el gel
separador” se forma con una mezcla de un 14, 6%
de acrilamida y un 0,4% de bisacrilamida (15% T
2,7% C), Tris-HC1 375 mM (pH 8,8), SDS 0,1%,
persulfato aménico 0,1% y TEMED 0,07%, y “el
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gel de compactacién” que esté formado por 3,9%
acrilamida, 0,1% bisacrilamida (4% T 2,7% C),
Tris-HC1 125 mM (pH 6,8), SDS 0,1%, persulfato
amonico 0,08% y TEMED 0,08%. La electrofore-
sis se lleva a cabo en tampdn Tris-HCl 25 mM
(pH 8,3), glicina 192 mM y SDS 0,1%, durante
aproximadamente 45-60 min (el frente de azul de
bromofenol sirve como testigo del proceso) a la
intensidad limitante de 20 mA por gel y 20°C de
temperatura. Tras la separacién por electrofore-
sis, las proteinas se transfirieron a una membrana
de Immobilon (Millipore) utilizando el protocolo
descrito por los fabricantes del sistema de trans-
ferencia utilizado, el sistema semiseco Semi-Phor
modelo TE70 de Hoefer. Previamente se embe-
ben durante 15 min en un tampén de transfe-
rencia compuesto por Tris-HCl 25 mM (pH 8,3),
glicina 192 mM, SDS 1,3 mM y 10% de metanol.
El lecho de papel consiste en tres trozos de pa-
pel Whatman 3M (Whatman international Ltd.,
Maidstone, England) del mismo tamaiio que el gel
y otros tres dos milimetros més grandes por cada
lado, también embebidos en el mismo tampén.
La membrana de PDVF Immobilon de Millipore
a la que serdn transferidas las proteinas, también
es cortada al mismo tamano que el gel, se hume-
dece unos 20 segundos en metanol puro y a conti-
nuacién se lava con abundante agua tipo I (obte-
nida con un sistema MilliQ de Millipore), tras lo
cual se sumerge en tampén de transferencia du-
rante 15 min. Una vez preparadas las capas del
“sandwich” de transferencia (lecho de papel so-
bre y bajo la membrana), se colocan sobre uno
de los electrodos, teniendo el cuidado de evitar
en lo posible el estancamiento de burbujas. A
continuacién se coloca el segundo electrodo y se
conecta a la fuente de alimentacién a la intensi-
dad limitante de 0,8 mA.cm™2 de membrana du-
rante 1 h. A continuacién las membranas se pro-
cesaron para la reaccidon con los anticuerpos tal
y como se describe a continuacién. Se incubé la
membrana durante 2 h a 37°C en TBS-BSA (5%)
(Tris-HCI 20 mM (pH 7.4), NaCl 0.9% y BSA
5%). Seguidamente se lavé durante 5 min 3 veces
con tampén TBS-BSA (0.1%). Posteriormente se
incubé con el anticuerpo especifico anti-beetin)
disuelto en TBS-BSA (0.1%) en una proporcién
de 1/2500 durante 16 h a 37°C. Nuevamente se
lavé con TBS-BSA (0.1%) y después se incubd
con el anticuerpo anti-conejo conjugado con fos-
fatasa alcalina, diluido en el mismo tampoén en
una proporcién de 1/10000, durante 2 h a 37°C.
Tras un nuevo lavado se anadi6 el sustrato for-
mado por una mezcla de NBT (disuelto en agua
tipo I) y Fast Red (disuelto en Tris 0.2 M pH 8)
preparado justo antes de ser usado. A los 5 min
el color rojo estaba totalmente desarrollado y era
parado lavando la membrana con agua destilada.
Los anticuerpos frente a la proteina beetin 27
reconocieron en este ensayo las bandas electro-
foréticas correspondientes a las proteinas beetin
27 y beetin 29 sélo en las calles que contenian los
extractos de las hojas de las plantas de la especie
Beta vulgaris tratadas como se indica en el apar-
tado a) del Modo de Realizar la Invencién. En
los extractos obtenidos de hojas obtenidos de las
plantas control no pudo detectarse beetin por un
procedimiento tan sensible como este.
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El valor de Mr obtenido por comparacién con
marcadores de Mr fue de 27080 para la beetin 27
y de 29000 para la beetin 29, coincidentes con los
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descritos en la solicitud de patente de 5 de Febrero
de 1996 con el ntimero P-9600419 en donde se
describe la obtencién de las beetin.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento mecanico artificial para in-
ducir en la planta Beta vulgaris (remolacha azu-
carera), proteinas antivirales inactivadoras de ri-
bosomas, denominadas beetin 27 y beetin 29, que
consiste en realizar una agresiéon mecédnica por
corte o por aplicacién de un abrasivo sobre la su-
perficie de las hojas, pudiéndose llevar a cabo con
luz u oscuridad.

2. Utilizacién del procedimiento mecanico ar-
tificial para inducir en la planta Beta vulgaris (re-
molacha azucarera), protefnas antivirales inacti-
vadoras de ribosomas, denominadas beetin 27 y
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beetin 29, segin reivindicaciéon 1, para desencade-
nar la resistencia natural de las plantas de remola-
cha azucarera a la infeccién por virus, en particu-
lar los virus ARN de la amarillez de la remolacha
y de la rizomania.

3. Utilizacién del procedimiento mecanico ar-
tificial para inducir en la planta Beta vulgaris (re-
molacha azucarera), proteinas antivirales inacti-
vadoras de ribosomas, denominadas beetin 27 y
beetin 29, segun reivindicaciéon 1, para prever y
combatir la infeccién por virus vegetales, en par-
ticular los virus de la amarillez de la remolacha
azucarera y de la rizomania de la remolacha azu-
carera.
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