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CROSS PROTECTION BETWEEN AND WITHIN SUBGROUPS I AND II OF
CUCUMBER MOSAIC VIRUS ISOLATES FROM PEPPER

PROTECCION CRUZADA CON AISLAMIENTOS DEL SUBGRUPO 1Y II DEL
VIRUS MOSAICO DEL PEPINO AISLADOS EN CHILE

Gerardo Rodriguez-Alvarado', Gael Kurath?, and J. Allan Dodds?

!Centro de Investigaciones Biol6gicas del Noroeste (CIBNOR), Apartado Postal 128, La Paz, B. C. S.
Meéxico 23090. 2National Biological Service, NW Biological Science Center. 6505 NE 65th St. Seattle,
WA 98115. *Department of Plant Pathology, University of California, Riverside, CA 92521.

(gralvara@cibnor.mx)

ABSTRACT

In a study of cross protection between plant viruses, two severe
cucumber mosaic virus (CMYV) isolates from field grown pepper
plants, CMV-SD2 (subgroup I) and CMV-35 (subgroup II), did
not elicit disease symptoms when inoculated to pepper plants
previously infected with a mild CMV strain, CMV-S (subgroup
II). To investigate the mechanism of this protection, replication
of the RNA of each specific strain was assessed in various tissues
of cross-protected and singly-infected pepper plants. DsRNA
analysis was used for specific detection of the RNA of CMV-SD2
and CMV-S strains, which belong to different CMV subgroups.
In plants cross-protected with CMV-S and challenged with CMV-
SD2, DsRNA analysis showed no detectable replication of CMV-
SD2 RNA in either challenge inoculated or systemically infected
leaves. Because CMV-S and CMV-35 belong to the same CMV
subgroup and have identical dsRNA patterns, an RNase
protection assay based on the coat protein gene of RNA 3 was
used to detect and distinguish the RNA of each strain. RNase
protection analysis showed the absence of any detectable RNA
of the challenge strain, CMV-35, in not inoculated and
systemically-infected leaf tissue of protected and challenged
plants. These results indicate that cross protection in pepper
plants involved a lack of any detectable replication of the CMV
challenge strain. This is the first report of a cross protection
study involving CMYV strains in which the protective strain
prevented replication of challenge strains from both subgroups
I and II.

Key words: Cross protection, DsRNA analysis, pepper viral diseases,
RNase protection assay.

INTRODUCTION

ross protection has been described as a
phenomenon whereby a plant previously
infected with one mild (protective) strain of a
virus is protected against the effects of a second
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RESUMEN

En experimentos de proteccion cruzada con virus vegetales, dos ais-
lamientos severos del virus mosaico del pepino (CMV) obtenidos en
cultivos de chile, CMV-SD2 (subgrupo I) y CMV-35 (subgrupo II),
no produjeron sintomas al ser inoculados en plantas de chile infec-
tadas previamente con la variante benigna CMV-S (subgrupo II).
Para investigar el mecanismo de proteccion observado, se analizo la
replicacion del ARN de cada variante viral en varios tejidos de las
plantas protegidas con la variante benigna y de las plantas control.
Analisis de dsARN se llevo a cabo para detectar especificamente el
ARN de las variantes CMV-SD2 y CMV-S, las cuales pertenecen a
diferentes subgrupos. En las plantas protegidas con CMV-S e ino-
culadas posteriormente con CMV-SD2, el analisis de dSARN no
detecto replicaciéon del ARN de CMV-SD2 en las hojas inoculadas o
en hojas superiores. Debido a que CMV-S y CMV-35 pertenecen al
mismo subgrupo y tienen patrones de bandas electroforéticas de
dsARN idénticas, se usaron ensayos de proteccion con ARNasas
basados en el gen de la cubierta viral proteinica del ARN 3, para
detectar y distinguir el ARN de cada variante. El analisis de protec-
cion con ARNasas no detecté ARN de la variante agresiva, CMV-35,
en tejido de hojas inoculadas y hojas superiores de plantas protegi-
das con CMV-S e inoculadas con CMV-35. Estos resultados indican
que la protecciéon cruzada en plantas de chile involucra la ausencia
de replicacion detectable de la variante retadora (challenge). Este
es el primer reporte de un estudio de proteccién cruzada que
involucra variantes de CMYV, en el cual la variante protectora previ-
no la replicacion de las variantes retadoras de los subgrupos I 'y I

Palabras clave: Proteccion cruzada, andlisis de dsARN, enfermeda-

des virales en chile, ensayos de protecciéon con ARNasas.
INTRODUCCION

a proteccion cruzada se ha descrito como un pro-
ceso donde una planta infectada con una variante
benigna (protectora) de un virus se ve protegida
contra los efectos de una segunda variante (desafiante)
de ese virus. Normalmente, la variante protectora pro-
duce sintomas ligeros y la variante desafiante sintomas
severos cuando una u otra se presentan en una infeccion,
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(challenge) strain of that virus. Typically, the protective
strain induces mild symptoms and the challenge strain
induces more severe symptoms when present in single
infections, but it is also expected that a severe strain
will interfere with a mild one (Dodds, 1982). Cross
protection has been used for commercial purposes to
protect crops against infection with severe virus strains.
Examples have involved the following host/virus
combinations: citrus/citrus tristeza virus (Costa and
Miiller, 1980), papaya/papaya ringspot virus (Yeh et
al., 1988), tomato/tomato mosaic virus (Broadbent,
1976), and tomato, pepper, and tobacco/cucumber
mosaic virus (CMV) plus satellite RNA (Tien and Wu,
1991). This small number of examples is due to at least
two factors. One is the belief that this method of disease
management should be used only in extreme situations
because it involves intentional spread of a live virus as
the cross protecting strain (Matthews, 1991). The
second factor is the lack of mild strains for many
viruses.

Previous studies of CMV cross protection have been
carried out using strains from the two CMV subgroups
(Dodds et al., 1985; Montasser et al., 1991; Wu et al.,
1989). In those studies, ELISA (Montasser et al., 1991;
Wu et al., 1989) and dot blot hybridization (Wu et al.,
1989) methodologies were used to detect and distinguish
the protective and the challenge strains. Analysis of
double-stranded RNA (dsRNA) and electrophoresis of
virions have also been used in studies of cross protection
(Dodds, 1982; Dodds et al., 1985) but, again, these
procedures are restricted to analysis of strains from
different subgroups or are based on exceptional
characteristics of an individual strain.

Replication of the protective and challenge virus
strains for other virus/hosts combinations during cross
protection experiments has also been analyzed by
serology (Rezende and Sherwood, 1991; Wen et al.,
1991), dot blot hybridization (Wen et al., 1991), and
return-polyacrylamide gel electrophoresis (Singh et al.,
1990). More recently, an RNase protection assay was used
to verify reciprocal cross protection between two variants
of satellite tobacco mosaic virus (STMV). The variants
differed by only 5 of 1059 nucleotides, and had no
discernible differences in their biological properties
(Kurath and Dodds, 1994).

We report here results of cross protection experiments
and a comparison of methodologies to evaluate replication
of the protective and challenge strains in a California
grown pepper type. This work provides new information
on the mechanism of cross protection by addressing the
question of whether the RNA of challenge strains from
two CMV subgroups were actively replicating in
inoculated and systemically-infected leaves of protected
and challenged pepper plants.

pero también se espera que la variante severa interferird
en la infeccion de una variante benigna (Dodds, 1982).
La proteccién cruzada se ha usado comercialmente para
proteger a los cultivos contra la infeccion de variantes
virales severas. Hay ejemplos que han involucrado las
siguientes combinaciones de hospedero/virus: citricos/
virus tristeza de los citricos (Costa y Muller, 1980), pa-
paya/virus de la mancha anular del papayo (Yeh et al.,
1988), tomate/virus del mosaico del tomate (Broadbent,
1976), y tomate, chile y tabaco/virus del mosaico del
pepino (CMV) con el satélite ARN (Tien y Wu, 1991).
Este numero pequefio de ejemplos se debe por lo menos
a dos factores. El primero es la creencia de que este mé-
todo de manejo de enfermedades se debe usar solamente
en situaciones extremas, porque involucra la disemina-
cion intencional de un virus activo que actia como la
variante protectora (Matthews, 1991). El segundo es la
ausencia de variantes benignas para muchos virus.

Los estudios previos de proteccién cruzada del CMV
se han hecho con variantes pertenecientes a los dos
subgrupos de CMV (Dodds et al., 1985; Montasser et
al., 1991; Wu et al., 1989). En esos estudios, las metodo-
logias de ELISA (Montasser et al., 1991; Wu et al., 1989)
e hibridacién por “dot blot” (Wu et al., 1989) se usaron
para detectar y distinguir las variantes protectora y desa-
fiante. El andlisis de ARN de doble cadena (dsARN) y la
electroforesis de viriones también se han usado en estu-
dios de proteccién cruzada (Dodds, 1982; Dodds et al.,
1985) pero, otra vez, dichos procedimientos se han limi-
tado al andlisis de variantes de subgrupos diferentes o
estdn basados en caracteristicas excepcionales de una
variante individual.

Lareplicacidn de las variantes virales protectiva y de-
safiante para otras combinaciones de hospedero/virus du-
rante experimentos de proteccion cruzada también ha sido
analizado por serologia (Rezende y Sherwood, 1991; Wen
etal., 1991), hibridacién por “dot blot” (Wen et al., 1991)
y electroforesis con geles de poliacrilamida (Singh et al.,
1990). Recientemente, un ensayo de proteccién con
ARNasas fue usado para verificar la proteccion cruzada
reciproca entre dos variantes del virus satélite del virus
mosaico del tabaco (STMV). Dichas variantes difirieron
solamente en 5 de 1059 nucledtidos, sin tener diferen-
cias apreciables en sus propiedades bioldgicas (Kurath y
Dodds, 1994).

Aqui reportamos los resultados de experimentos de pro-
teccion cruzada y una comparacion de metodologias para
evaluar la replicacion de las variantes protectiva y desa-
fiante en un tipo de chile que se cultiva en California. Este
trabajo provee informacién nueva sobre el mecanismo de
proteccién cruzada, al indagar si el ARN de variantes
desafiantes de los dos subgrupos del CMV se replicaban
activamente en hojas inoculadas y sist¢émicamente infec-
tadas de plantas de chile protegidas y desafiadas.
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MATERIALS AND METHODS

CMYV strains and isolates, hosts,
and growth conditions

CMV-S, which belongs to subgroup II (Owen and Palukaitis,
1988), was obtained from J. M. Kaper (originally isolated from
Cucurbita pepo L. by M. H. V. Regenmortel). CMV-SD2 (subgroup I)
and CMV-35 (subgroup II) were described previously (Rodriguez-
Alvarado et al., 1995). The three CMV strains were maintained in
Nicotiana tabacum L. Xanthi nc in the greenhouse or as dry tissue at
4 °C. Capsicum annuum L. type Anaheim (Petoseed, Saticoy, CA)
was the host used for this study because it is commonly grown in
California. All plants were grown in a greenhouse as previously
described (Rodriguez-Alvarado et al., 1995).

Selection of protective and challenge CMYV strains

CMV-S was selected as the protective strain because it has been
used previously as a protective strain in cross protection experiments,
it induces mild symptoms in several hosts, and it has a well
characterized dsRNA pattern (Dodds, 1982; Dodds et al., 1985). CM V-
SD2 and CMV-35 were selected as challenge strains because they were
isolated from peppers in California, and they induce severe symptoms
in many pepper cultivars, including the pepper type Capsicum annuum
L. Anaheim (G. Rodriguez-Alvarado and J. A. Dodds, unpublished).
In Anaheim pepper CMV-SD2 and CMV-35 cause stunting, strong
mosaic with general chlorosis, and leaf deformation. CMV-35 also
induces a shoestring-like distortion at the apex of young leaves. CM V-
S induces mild mosaic with no stunting or leaf deformation in Anaheim
pepper plants.

Inoculations

Inocula were prepared by grinding 1 g of young, systemically-
infected leaves from tobacco plants 6 to 10 days after inoculation in
5 mL of inoculation buffer (0.02 M potassium phosphate buffer, pH
7.0, 0.1% sodium thioglycollate, 0.3% sodium diethyldithiocarbamate,
and 0.1% celite). Inoculum of the protective CMV isolate was rubbed
onto cotyledons of Anaheim pepper plants 12 days after planting. Eight
days after the protective inoculation, the cotyledons and the first two
leaves were rubbed with the challenge CMV inoculum using a cotton
swab. CMV-S was used as the protective strain, and CMV-SD2 and
CMV-35 were used as the challenge strains. In order to ensure the
infectivity of each viral inoculum used they were also inoculated onto
leaves of Chenopodium quinoa Willd, where they each produced
numerous local lesions. Based on symptomatology and dsRNA
analysis, infection rates of the protective strain CMV-S were 100%
for each treatment in the two challenge experiments.

Challenge experiments and sampling

CMV cross protection experiments in Anaheim pepper were done
using CMV-S as the protective strain and CMV-SD2 and CMV-35 as

MATERIALES Y METODOS

Variantes y asilamientos de CMYV, hospedantes
y condiciones de crecimiento

El CMV-S, que pertenece al subgrupo II (Owen y Palukaitis,
1988), fue obtenido de J. M. Kaper (aislado originalmente de
Cucurbita pepo L. por M. H. V. Regenmortel). E1 CMV-SD2
(subgrupo I) y CMV-35 (subgrupo II) fueron descritos previamente
(Rodriguez-Alvarado et al., 1995). Las tres variantes de CMV fue-
ron mantenidas en Nicotiana tabacum L. Xanthi nc en invernadero o
como tejido seco a 4 °C. Capsicum annuum L. del tipo Anaheim
(Petoseed, Saticoy, CA) fue el hospedero usado en el estudio porque
es ampliamente cultivado en California. Todas las plantas fueron de-
sarrolladas en invernadero como se describié previamente por
Rodriguez-Alvarado et al., 1995.

Seleccion de las variantes protectiva y retadora del CMV

El CMV-S fue seleccionado como la variante protectiva porque
se ha usado previamente como tal en experimentos de proteccion cru-
zada, induce sintomas ligeros en varios hospederos y tiene un patrén
de dsARN bien caracterizado (Dodds, 1982; Dodds et al., 1985). El
CMV-SD2 y el CMV-35 fueron seleccionados como variantes
desafiantes porque fueron aislados de chiles en California e inducen
sintomas severos en muchos cultivares de Capsicum annuum L.
Anaheim (G. Rodriguez-Alvarado and J. A. Dodds, informacién no
publicada). El CMV-SD2 y el CMV-35 causan achaparramiento, mo-
saico fuerte con clorosis general y deformacién de hojas en chile
Anaheim. El CMV-35 también induce una distorsién, en forma de
agujeta, del dpice de hojas jovenes. EIl CMV-S induce un mosaico
ligero sin achaparramiento o deformacion de hojas en plantas de chile
Anaheim.

Inoculaciones

El in6culo se preparé moliendo 1 g de hojas jévenes de plantas
de tabaco que tenfan de 6 a 10 dias de haber sido infectadas de
forma sistémica, en 5 mL de solucién amortiguadora para inocula-
cién (solucién amortiguadora de fosfato de potasio 0.02 M, pH 7.0,
thioglicolato de sodio 0.1%, diethildithiocarbamato de sodio 0.3%,
y celite 0.1%). El inéculo de la variante CMV protectiva se frotd,
mediante un hisopo, sobre los cotiledones de plantas de chile
Anaheim de 12 dias de edad. Ocho dias después de la inoculacién
protectiva, los cotiledones y las primeras dos hojas se frotaron con
inéculo de la variante CMV desafiante. E1 CMV-S fue usado como
la variante protectora y el CMV-SD2 y el CMV-35 fueron las va-
riantes desafiantes. Para asegurar la infectividad de cada inéculo
viral usado, los mismos fueron también inoculados sobre hojas de
Chenopodium quinoa Willd, donde cada inéculo produjo numero-
sas lesiones locales. Con base en la sintomatologia y el andlisis de
dsARN, las tasas de infeccién de la variante protectora CMV-S fue-
ron 100% para cada tratamiento en los dos experimentos con las
variantes desafiantes.
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the challenge strains. The entire experiment consisted of six sets of
ten Anaheim pepper plants each, comprising six different treatments:
1) A CMV-S protective inoculation followed by a CMV-SD2 challenge
inoculation; 2) A CMV-S protective inoculation followed by a CMV-
35 challenge inoculation; 3) A CMV-S protective inoculation followed
by buffer inoculation; 4) A buffer inoculation followed by a CMV-
SD2 challenge inoculation; 5) A buffer inoculation followed by a CM V-
35 challenge inoculation; and, 6) A buffer treatment only at both
protective and challenge inoculation times. The entire experiment was
carried out twice.

Leaves for analysis were harvested at two different times, 20 d
and 40 d post challenge inoculation (dpc). Harvested leaves from
individual plants were divided into two or three different samples,
and stored at 4 °C prior to analysis. For the harvest at 20 dpc, sample
1 consisted of one cotyledon and the first leaf (challenge inoculated
tissue), and sample 2 consisted of the sixth and eighth systemically-
infected leaves. For the harvest at 40 dpc, sample 1 consisted of the
remaining cotyledon and the second inoculated leaf, sample 2
consisted of the fifth and seventh systemically-infected leaves, and
sample 3 consisted of two systemically-infected leaves from the third
branch above the cotyledons. For RNase protection assays, 100-
200 mg of leaf tissue from individual plant samples were placed
into microcentrifuge tubes and kept at 4 °C for no more than two
hours prior to extraction. For dsSRNA analyses, the remaining leaf
tissue from individual plants in each of six treatments were pooled
to form a total of 12 samples (6 each for samples 1 and 2) for the
harvest at 20 dpc, and 18 samples (6 each for samples 1, 2, and 3)
for the harvest at 40 dpc.

DsRNA analyses

DsRNA extraction and analysis were made as described
previously (Rodriguez-Alvarado et al., 1995). Extraction of dsRNAs
was from 2 g of leaf tissue from each sample. DsSRNAs were suspended
in 50 uL of TAE electrophoresis buffer (40 mM Tris, 20 mM sodium
acetate, | mM EDTA, pH 7.8), and 10 uL were loaded per well onto
6% polyacrylamide gels. Although Anaheim cultivars are known to
contain a small number of specific endogenous dsRNAs (Valverde
and Fontenot, 1991; our unpublished results), these did not appear to
interfere with the analysis of CMV dsRNAs in the cross protection

experiments.

RNase protection assay

A hybridization probe to distinguish CMV isolates by genetic
differences within RNA 3 was prepared by synthesizing minus sense
radioactively labeled RNA transcripts of recombinant clone
pBS5111IX4-6 (Rodriguez-Alvarado et al., 1995). The probe (1202 nt)
contained sequences representing the entire coat protein gene plus
223 nt upstream of the start codon, and the entire downstream 3’
nontranslated region of CMV-S RNA 3. The probe was annealed to
approximately 2 ug of total RNA extracted from plants. Total RNA
from pepper plants was suspended in 10 uL of 0.1 mM EDTA, pH 8.0.
Hybrids were digested with RNase A and RNase T1, and the products

Experimentos con las variantes
desafiantes y muestreo

Los experimentos de proteccién cruzada con el CMV en chile
Anaheim se llevaron a cabo usando el CMV-S como la variante pro-
tectora y el CMV-SD2 y el CMV-35 como las variantes desafiantes.
El experimento completo consistié de seis grupos, cada uno con 10
plantas de chile Anaheim, y seis tratamientos diferentes: 1) Una ino-
culacion protectora con el CMV-S seguida de una inoculacion desa-
fiante con el CMV-SD2; 2) Una inoculacién protectora con el CMV-
S seguida de una inoculacién desafiante con el CMV-35; 3) Una ino-
culacién protectora con el CMV-S seguida de una inoculacién con
solucién amortiguadora; 4) Una inoculacién con solucién
amortiguadora seguida por una inoculacion desafiante con el CMV-
SD2; 5) Una inoculacién con solucién amortiguadora seguida de una
inoculacién desafiante con el CMV-35; y 6) Un tratamiento con solu-
cion amortiguadora cuando otros tratamientos fueron inoculados con
variantes protectoras o desafiantes. El experimento completo fue lle-
vado a cabo dos veces.

Las hojas para el andlisis fueron colectadas en dos periodos di-
ferentes: 20 y 40 dias después de la inoculacién desafiante (dpc).
Las hojas colectadas de plantas individuales fueron divididas en dos
o tres muestras diferentes y mantenidas a 4 °C antes del andlisis.
Para la colecta a 20 dpc, la muestra 1 consistié de un cotiledén y la
primera hoja (tejido inoculado con la variante desafiante), y la muestra
2 consistié de la sexta y octava hojas (infeccion sistémica de hojas
superiores a las inoculadas). Para la colecta a 40 dpc, la muestra 1
consistié del cotiledon restante y la segunda hoja inoculada (tejido
inoculado con la variante desafiante), la muestra 2 consistié de la
quinta y séptima hojas (infeccion sistémica de hojas superiores a las
inoculadas), y la muestra 3 consistié de dos hojas de la tercera rami-
ficacién arriba de los cotiledones. Para los ensayos de proteccion
con ARNasas, 100-200 mg de tejido foliar de muestras de plantas
individuales se colocaron en tubos de microcentrifugacion y se man-
tuvieron a 4 °C por no mas de dos horas antes de la extraccién de
dsARN. Para los andlisis de dSARN, el resto del tejido foliar de las
plantas individuales en cada uno de los seis tratamientos, se juntd
para formar un total de 12 muestras (6 para cada una de las muestras
1y 2) para la colecta a 20 dpc, y 18 muestras (6 para cada una de las
muestras 1, 2, y 3) para la colecta a 40 dpc.

Analisis de dsSARN

La extraccién y andlisis de dsARN se hicieron como se descri-
bi6 previamente por Rodriguez-Alvarado et al., 1995. La extraccién
de dsARN se hizo a partir de 2 g de tejido foliar de cada muestra.
Los dsARNSs se resuspendieron en 50 4L de solucién amortiguadora
TAE (Tris 40 mM, acetato de sodio 20 mM, EDTA 1 mM, pH 7.8), y
10 uL fueron cargados por cada linea en geles de poliacrilamida al
6%. Aunque en los cultivares Anaheim es comtin detectar un nime-
ro pequefio de dSARNs endégenos especificos (Valverde y Fontenot,
1991; resultados nuestros no publicados), estos al parecer no interfi-
rieron con el andlisis de dsSRNAs de CMV en los experimentos de
proteccién cruzada.
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were analyzed in a denaturing polyacrylamide gel. Total RNA
extraction, in vitro transcription, and the RNase protection assay were

as described previously (Rodriguez-Alvarado et al., 1995).
REsuLTS AND DISCUSSION

DsRNA analysis was used to determine whether the
RNA of CMV-SD2 (subgroup I) was replicating in
inoculated and systemic leaves of protected and
challenged pepper plants. DSRNA 1 of CMV-S (subgroup
II) had a faster electrophoretic mobility than dsRNA 1 of
CMV-SD2 (subgroup I), allowing these two strains to be
distinguished by dsRNA profile. This difference in
electrophoretic mobility can be observed in Figure 1 (lane
2 shows CMV-S, and lane 3 shows CMV-SD2). Figure 1
presents results obtained at 20 dpc in inoculated (panel
A) and systemically infected leaves (panel B). Plants
either protected with CMV-S and not challenged (Figure
1A,B; lane 2) or protected with CMV-S and challenged
with CMV-SD2 (Figure 1A,B; lane 5) showed dsRNA
CMYV bands that corresponded only to those of CMV-S.
The complete absence of detectable CMV-SD2 dsRNAs
in both inoculated and systemically infected leaves of
protected plants indicated that cross protection involved
inhibition of any detectable replication of CMV-SD2
RNA. This lack of detectable CMV-SD2 dsRNA was also
clearly observed in the samples harvested at 40 dpc, and
was reproduced at both time points in the replication of

Ensayos de proteccion con ARNasas

Una sonda de hibridacién para distinguir aislamientos de CMV
por sus diferencias genéticas dentro del ARN 3, se preparé sinteti-
zando trascriptos de ARN, de sentido negativo y marcados
radiactivamente, a partir del clon recombinante pBS51IIIX4-6
(Rodriguez-Alvarado et al., 1995). La sonda (1202 nt) contenia se-
cuencias que representaban el gen completo de la cubierta proteinica
mas 223 nt anteriores al codon inicial, y toda la regién no traducida
hacia el extremo 3’ del ARN 3 del CMV-S. La sonda fue hibridizada
con aproximadamente 2 ug de ARN total extraido de plantas. El
ARN total obtenido de plantas de chile fue resuspendido en 10 uL
de EDTA 0.1 mM, pH 8.0. Los hibridos resultantes fueron digeridos
con ARNasa A y ARNasa T1, los productos fueron analizados en
geles de poliacrilamida desnaturalizantes. La extraccién de ARN total,
la trascripcidn in vitro, y el ensayo de protecciéon con ARNasas se
llevaron a cabo como se describié anteriormente (Rodriguez-Alvarado
et al., 1995).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de dsARN fue usado para determinar si el
ARN de CMV-SD2 (subgrupo I) se estaba replicando tan-
to en hojas inoculadas como en las sistémicamente in-
fectadas de plantas de chile protegidas e inoculadas con
una variante desafiante. El dsARN 1 del CMV-S
(subgrupo II) tuvo una movilidad electroforética mas ra-
pida que el dsARN 1 de CMV-SD2 (subgrupo I), lo que

B
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dsRNAs <« 3
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DsRNAs extracted from pepper plants at 20 dpc and visualized by electrophoresis on a 6% polyacrylamide gel. A. Leaves analyzed
were from sample 1 which represents challenge inoculated leaves. B. Leaves analyzed were from sample 2 which represents the sixth
and eighth leaves systemically-infected with the challenge or protective viruses. Note the dsRNAs endogenous to this Anaheim pepper
seed lot. Lanes are: (1) Mock protected and mock challenged; (2) CMV-S protected and mock challenged; (3) Mock protected and
challenged with CMV-SD2; (4) Mock protected and challenged with CMV-35; (5) CMV-S protected and challenged with CMV-SD2;
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Figure 1.
(6) CMV-S protected and challenged with CMV-35.
Figura 1.

DsARNSs extraidos de plantas de chile a 20 dpc y visualizados por electroforesis en gel de poliacrilamida al 6%. A. Las hojas
analizadas fueron de la muestra 1, la cual representa hojas inoculadas con la variante desafiante. B. Las hojas analizadas fueron
de la muestra 2, la cual representa las hojas sexta y octava infectadas sistémicamente con las variantes virales protectora o
desafiante. Nétese los dsARNs endégenos en este lote de semilla de chile Anaheim. Los carriles son: (1) Proteccion y desafio
simulados (ambos con soluciéon amortiguadora); (2) Proteccion con el CMV-S y desafio simulado; (3) Proteccién simulada y
desafio con el CMV-SD2; (4) Proteccién simulada y desafio con el CMV-35; (5) Proteccién con el CMV-S y desafio con el CMV-
SD2; (6) Proteccion con el CMV-S y desafio con el CMV-35.
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the entire experiment (Figure 2A,B,C; lanes 2 and 5).
The detection in the gels of a small number of endogenous
pepper dsRNAs and fragments of subgenomic or genomic
CMYV RNAs appeared to mask the results of the dSRNA
analysis.

Plants protected with CMV-S and challenged with
CMV-35 (Figure 1A,B; lane 6) showed dsRNA bands that
could correspond to either strain, as they are not
distinguishable by this method (Figure 1A,B; lanes 2 and
4). Buffer inoculated plants did not show dsRNA bands
that correspond to CMV (Figure 1A,B; lane 1). Again,
identical results for each treatment were obtained with
samples harvested at 40 dpc (Figure 2A,B,C).
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—
“—4
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permitié que estas dos variantes fueran distinguidas por
su patrén de bandas de dsARN. Esta diferencia en movi-
lidad electroforética puede ser observada en la Figura 1
(el carril 2 muestra el CMV-S, y el carril 3 muestra el
CMV-SD2). La Figura 1 presenta los resultados obteni-
dos a 20 dpc en hojas inoculadas (panel A) y en hojas
sistémicamente infectadas (panel B). Las plantas prote-
gidas con CMV-S y no inoculadas con la variante retado-
ra (Figura 1A,B; linea 2) o protegidas con CMV-S e ino-
culadas con la variante retadora CMV-SD2 (Figura 1A,B;
linea 5) mostraron bandas de CMV dsARN que corres-
pondieron solamente a aquellas de CMV-S. La ausencia
completa de CMV-SD2 dsARNs detectables en hojas ino-
culadas y superiores de plantas protegidas indica que la
proteccion cruzada involucré la inhibiciéon en la
replicaciéon de CMV-SD2 ARN. Esta ausencia de dSARN
detectable del CMV-SD2 también fue claramente obser-
vada en las muestras colectadas a 40 dpc, y se repiti6 en
ambos periodos de muestreo durante la repeticion del ex-
perimento (Figura 2A,B,C; carriles 2 y 5). La deteccién
en los geles de un niimero pequefio de dsARNs endégenos
en chile y los fragmentos de ARNs genémicos o
subgendmicos del CMV parecieron enmascarar los re-
sultados del andlisis de dsARN.

Figure 2. DsRNAs extracted from pepper plants at 40 dpc and
visualized by electrophoresis on a 6% polyacrylamide gel.
A. Leaves analyzed were from sample 1, which represents
challenge inoculated leaves. B. Leaves analyzed were from
sample 2 which represents the fifth and seventh leaves
systemically-infected with the challenge or protective
viruses. C. Leaves analyzed were from sample 3 which
represents leaves systemically-infected with the challenge
or protective viruses from the third branch above the
cotyledons. Note the dsRNAs endogenous to this Anaheim
pepper seed lot. Lanes are: (1) Mock protected and mock
challenged; (2) CMV-S protected and mock challenged;
(3) Mock protected and challenged with CMV-SD2; (4)
Mock protected and challenged with CMV-35; (5) CMV-
S protected and challenged with CMV-SD2; (6) CMV-S
protected and challenged with CMV-35.

Figura 2. DsARNs extraidos de plantas de chile a 40 dpc y
visualizados por electroforesis en gel de poliacrilamida al
6%. A. Las hojas analizadas fueron de la muestra 1, la
cual representa hojas inoculadas con la variante desafian-
te. B. Las hojas analizadas fueron de la muestra 2, la cual
representa las hojas quinta y séptima infectadas
sistémicamente con las variantes virales protectora o de-
safiante. C. Las hojas analizadas fueron de la muestra 3,
la cual representa hojas de la tercera ramificacién arriba
de los cotiledones e infectadas sistémicamente con las va-
riantes virales protectora o desafiante. Notense los dSARNs
endégenos en este lote de semilla de chile Anaheim. Los
carriles son: (1) Proteccion y desafio simulados (ambos
con solucién amortiguadora); (2) Proteccién con el CMV-
S y desafio simulado; (3) Proteccién simulada y desafio
con el CMV-SD2; (4) Proteccion simulada y desafio con
el CMV-35; (5) Proteccion con el CMV-S y desafio con el
CMV-SD2; (6) Proteccién con el CMV-S y desafio con
CMV-35.
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The control plants inoculated with buffer at both
inoculation times remained healthy throughout the
experiments. Plants that were protected with CMV-S
and not challenged, showed typical mild symptoms of
CMV-S. Plants that were not protected and challenged
with CMV-SD2 or CMV-35 showed severe symptoms
typical for those viruses in single infections. Plants
protected with CMV-S and challenged with CMV-SD2
or CMV-35 showed mild mosaic symptoms typical of
those induced by CMV-S. The plants were kept for 60
days after challenge inoculation and no change in
symptomatology was observed.

Because strains CMV-S and CMV-35 are both in
subgroup II and their dsRNA patterns are identical, RNase
protection analyses were used to detect their respective
replication in cross protected plants. For this assay, four
individual plants from each treatment were selected. RNA
from plants protected with CMV-S and not challenged,
produced patterns of protected RNA fragments
characteristic for CMV-S (Figure 3A,B; lanes 5-8). RNA
from plants not protected and challenged with CMV-35
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Las plantas protegidas con el CMV-S y desafiadas
con CMV-35 (Figura 1A,B; carril 6) mostraron bandas
de dsARN que pudieron corresponder a cualquiera de
las dos variantes, ya que no fue posible distinguirlas por
este método (Figura 1A,B; carriles 2 y 4). Las plantas
inoculadas con solucién amortiguadora no mostraron
bandas de dsARN que correspondieran al CMV (Figura
1A,B; carril 1). Nuevamente, se obtuvieron resultados
idénticos para cada tratamiento con muestras colectadas
a 40 dpc (Figura 2A,B,C).

Las plantas testigo, inoculadas con solucién
amortiguadora a los dos tiempos de la inoculacién per-
manecieron sanas durante todo el experimento. Las plan-
tas protegidas con el CMV-S que no fueron desafiadas
mostraron sintomas ligeros tipicos del CMV-S. Las plan-
tas que no estuvieron protegidas y que fueron desafiadas
con las variantes CMV-SD2 o CMV-35 mostraron los
sintomas severos tipicos causados por dichos virus cuan-
do uno de ellos causa una infeccién de manera indivi-
dual. Las plantas protegidas con el CMV-S y desafiadas
con las variantes CMV-SD2 o CMV-35 mostraron los
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Figure 3. RNase protection pattern analysis of cross protection within subgroup II CMYV strains in leaves from sample 1 which represents
challenge inoculated leaves (A), or leaves from sample 2 which represents the sixth and eighth leaves systemically-infected with
the challenge or protective viruses (B) of pepper plants at 20 dpc. The minus-sense probe was transcribed from a clone of the
CMV-S coat protein gene (pBS5111IX4-6) and annealed to target RNAs indicated at the top of each lane as follows; (1) Full length
plus-sense transcript RNA of pBS511IIX4-6 (no mismatch); (2) No RNA; (3) Total RNA from CMYV-S infected tobacco; (4) Total
RNA from CMV-35 infected tobacco; (5,6,7,8) Total RNA from CMV-S protected and mock challenged pepper plants; (9,10,11,12)
Total RNA from mock protected and CMV-35 challenged pepper plants; (13,14,15,16) Total RNA from CMV-S protected and
CMYV-35 challenged pepper plants; (17) Artificial mix of CMV-S and CMV-35 protected RNA fragments; (M) pBR322 x Hinf I
DNA marker fragments with sizes in nucleotides shown at the right margin.

Figura 3. Analisis del patrén de proteccion con ARNasas de proteccion cruzada con variantes del CMV del subgrupo II en hojas de la
muestra 1, la cual representa hojas inoculadas con la variante retadora (A), u hojas de la muestra 2, la cual representa las hojas
sexta y octava infectadas sistémicamente con las variantes virales protectora o desafiante (B) de plantas de chile a 20 dpc. La
sonda con sentido negativo fue transcrita a partir de un clon del gen de la cubierta proteinica del CMV-S (pBS51111X4-6) e
hibridizado a los ARNs indicados en la parte superior de cada carril en el gel, tal como sigue: (1) Trascripcién completa de ARN
con sentido positivo de pBS511IIX4-6 (hibridacion completa); (2) Sin ARN; (3) ARN total de tabaco infectado con CMV-S; (4)
ARN total de tabaco infectado con CMV-35; (5,6,7,8) ARN total de plantas de chile protegidas con CMV-S y desafio simulado
(soluciéon amortiguadora); (9,10,11,12) ARN total de plantas de chile con proteccion simulada y desafiadas con el CMV-35;
(13,14,15,16) ARN total de plantas de chile protegidas con el CMV-S y desafiadas con el CMV-35; (17) Mezcla artificial de
fragmentos de ARN protegidos del CMV-S y el CMV-35; (M) fragmentos marcadores de ADN pBR322 x Hinf I con tamaiios, en

nucleétidos, mostrados en el margen derecho.
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produced a different pattern characteristic of CMV-35
(Figure 3A,B; lanes 9-12). Total RNA from plants
protected with CMV-S and challenged with CMV-35
produced the pattern characteristic of only CMV-S, and
the fragment of approximately 500 nt, which is
diagnostic for CMV-35, was clearly absent (Figure
3A,B; lanes 13-16). This result was obtained for
inoculated and systemically infected leaves from all
plants at both 20 dpc (Figure 3A,B) and 40 dpc (Figure
4A,B,C), indicating the absence of any detectable CM V-
35 RNA in these plants.

The patterns of protected fragments for CMV-S and
CMV-35 observed in Figure 3 (lanes 3 and 4, respectively)
were obtained using total RNA from infected tobacco
plants. The patterns of protected fragments for the same
CMV strains infecting pepper plants appear to be weaker,
(Figure 3; lanes 5-16) when compared to those in lanes 3
and 4. The total RNA preparations obtained from CMV
infected pepper plants were of lower quality and yield
compared to those preparations obtained from CMV
infected tobacco plants (Rodriguez-Alvarado et al., 1995).
The lower intensity of the RNase protected fragments
extracted from peppers may be a reflection of the quality
of the RNA preparations or of different levels of virus
replication in these two hosts. The intensity of the RNase
protected fragments is stronger for CMV-35 (Figures
3A,B; lanes 9-12) than for CMV-S (Figures 3A,B; lanes
5-8), and this seems to correlate with the severity of the
symptoms induced by these strains in several hosts
including pepper (Rodriguez-Alvarado et al., 1995).
Identical results were obtained with samples harvested
from inoculated and upper leaves at 20 dpc and 40 dpc
(Figure 4A,C,B).

The lack of detectable replication of the challenge
strains, even in inoculated tissue, indicated that the
protection was not by inhibition of movement of the
challenge strains, but by inhibition at some earlier step
after the challenge inoculation, resulting in a blockage to
the establishment of the challenge virus. Our results seem
to indicate that most cells in inoculated leaves were
already infected when the challenge inoculation took
place eight days later. Complete inhibition of replication
of challenge strains in inoculated tissue was also observed
for variants of STMV (Kurath and Dodds, 1994) when
the challenge inoculation was carried out three days after
the protective inoculation.

Studies with transgenic plants expressing the coat
protein (cp) gene of CMV have shown a variable
spectrum of resistance against homologous or
heterologous CMYV strains, which depended on the strain
origin of the cp used to transform the plants (Namba et
al., 1991; Quemada et al., 1991). Some transgenic
tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) and tobacco
(Nicotiana tabacum L.) lines expressing the cp gene of

sintomas ligeros tipicos de aquellos inducidos por el
CMV-S. Las plantas fueron mantenidas por 60 dias des-
pués de la inoculacién con la variante desafiante y no se
observaron cambios en la sintomatologia.

Debido a que las variantes CM'V-S y CMV-35 perte-
necen al subgrupo Il y sus patrones de dsARN son idén-
ticos, se us6 un andlisis de proteccién con ARNasas para
detectar la replicacién de estas variantes en las plantas de
proteccién cruzada. Para este ensayo seleccionamos cua-
tro plantas individuales en cada tratamiento. E1 ARN de
las plantas protegidas con el CM V-S y no desafiadas, pro-
dujo patrones de fragmentos protegidos de ARN caracte-
risticos del CMV-S (Figura 3A,B; carriles 5-8). E1 ARN
de plantas no protegidas y desafiadas con el CMV-35 pro-
dujeron un patrén diferente caracteristico del CMV-35
(Figura 3A,B; carriles 9-12). E1 ARN total de plantas pro-
tegidas con CMV-S y desafiadas con el CMV-35 produjé
solamente el patrén caracteristico del CMV-S; estuvo
claramente ausente un fragmento de aproximadamente
500 nt, el cual diagnostica al CMV-35, (Figura 3A,B;
carriles 13-16). Este resultado se obtuvo tanto para hojas
inoculadas como para las sistémicamente infectadas en
todas las plantas tanto a 20 dpc (Figura 3A,B) como a 40
dpc (Figura 4A,B,C), lo cual indicé la ausencia de ARN
detectable del CMV-35 en esas plantas.

Los patrones de los fragmentos protegidos para el
CMV-S y CMV-35 que se observan en la Figura 3 (ca-
rriles 3 y 4, respectivamente) fueron obtenidos usando
ARN total de plantas de tabaco infectadas. Los patro-
nes de fragmentos protegidos para las mismas varian-
tes del CMV de infecciones de plantas de chile parecen
ser mas tenues, (Figura 3; carriles 5-16) al comparar-
los con los fragmentos en carriles 3 y 4. Las prepara-
ciones de ARN total obtenidas de plantas de chile in-
fectadas con el CMV fueron inferiores en calidad y
cantidad a las preparaciones obtenidas de plantas de
tabaco infectadas con el CMV (Rodriguez-Alvarado et
al., 1995). La intensidad menor de los fragmentos pro-
tegidos de ARNasa extraidos de chiles puede ser un
reflejo de la calidad de las preparaciones de ARN o de
diferentes niveles de replicacion viral en estos dos hos-
pederos. La intensidad de los fragmentos protegidos
de ARNasa fue mds fuerte para el CMV-35 (Figuras
3A,B; carriles 9-12) que para el CMV-S (Figuras 3A,B;
carriles 5-8), y esto parece estar correlacionado con la
severidad de los sintomas inducidos por dichas varian-
tes en varios hospederos, entre los que se incluye el
chile (Rodriguez-Alvarado et al., 1995). Se obtuvieron
resultados idénticos con muestras colectadas de hojas
inoculadas y superiores a 20 dpc y 40 dpc (Figura
4A,C,B).

La ausencia de replicacion detectable de las variantes
desafiantes, aun en tejido inoculado, indicé que la pro-
teccioén no fue por la inhibicién del movimiento de las
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CMV-WL (a subgroup II strain) were shown to have
high levels of resistance to systemic infection by CMV
strains from both subgroups I and II (Namba et al., 1991;
Xue et al., 1994). However, some transgenic tobacco
lines expressing the cp gene of CMV-C (a subgroup I
strain) were less resistant to CMV-WL than to CMV-C

Figure 4. RNase protection pattern analysis of cross protection
within subgroup II CMYV strains in leaves from sample 1
which represents challenge inoculated leaves (A), leaves
from sample 2 which represents the fifth and seventh
leaves systemically-infected with the challenge or
protective viruses (B), or leaves from sample 3 which
represents leaves systemically-infected with the challenge
or protective viruses from the third branch above the
cotyledons (C) of pepper plants at 40 dpc. The minus-
sense probe was transcribed from a clone of the CMV-S
coat protein gene (pBS5111I1X4-6) and annealed to target
RNAs indicated at the top of each lane as follows; (1)
Full length plus-sense transcript RNA of pBS51111X4-6
(no mismatch); (2) No RNA; (3) Total RNA from CMV-S
infected tobacco; (4) Total RNA from CMV-35 infected
tobacco; (5,6,7,8) Total RNA from CMV-S protected and
mock challenged pepper plants; (9,10,11,12) Total RNA
from mock protected and CMV-35 challenged pepper
plants; (13,14,15,16) Total RNA from CMV-S protected
and CMV-35 challenged pepper plants; (17) Artificial
mix of CMV-S and CMV-35 protected RNA fragments;
(M) pBR322 x Hinf I DNA marker fragments with sizes
in nucleotides shown at the right margin.

Figura 4. Analisis del patrén de proteccion con ARNasas de pro-
teccién cruzada con variantes del CMV del subgrupo IT
en hojas de la muestra 1, la cual representa hojas ino-
culadas con la variante desafiante (A), hojas de la mues-
tra 2, la cual representa las hojas quinta y séptima in-
fectadas sistémicamente con las variantes virales
protectiva o retadora (B), u hojas de la muestra 3, la
cual representa las hojas de la tercera ramificacion arri-
ba de los cotiledones infectadas sistémicamente con las
variantes virales protectiva o desafiante de plantas de
chile a 40 dpc. La sonda con sentido negativo fue
transcrita a partir de un clon del gen de la cubierta
proteinica de CMV-S (pBS511IIX4-6) e hibridizado a
los ARNs indicados en la parte superior de cada linea
en el gel, tal como sigue: (1) Transcripciéon completa de
ARN con sentido positivo de pBS5111IX4-6 (hibridacién
completa); (2) Sin ARN; (3) ARN total de tabaco infec-
tado con el CMV-S; (4) ARN total de tabaco infectado
con el CMV-35; (5,6,7,8) ARN total de plantas de chile
protegidas con el CMV-S desafio simulado (solucién
amortiguadora); (9,10,11,12) ARN total de plantas de
chile protegidas con solucién amortiguadora y desafio
con CMV-35; (13,14,15,16) ARN total de plantas de chile
protegidas con CMV-S y desafiadas con CMV-35; (17)
Mezcla artificial de fragmentos de ARN protegidos del
CMV-S y CMV-35; (M) Fragmentos marcadores de ADN
pBR322 x Hinf I con tamaiios, en nucleétidos, mostra-
dos en el margen derecho.

variantes desafiantes, sino por la inhibicién en alguna
etapa inicial después de la inoculacién de la variante de-
safiante, que resulté en un bloqueo contra el estableci-
miento de la variante desafiante. Nuestros resultados pa-
recen indicar que la mayoria de las células en las hojas
inoculadas estaban ya infectadas cuando la inoculacién
con la variante desafiante ocurri6 ocho dias después. La
inhibicién completa de la replicacién de las variantes
desafiantes en tejido inoculado también fue observada
para variantes del STMV (Kurath y Dodds, 1994) cuan-
do la inoculacién con la variante desafiante se llevé a
cabo tres dias después de la inoculacion protectiva.
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(Quemada et al., 1991). The finding that the cp gene of
a subgroup I CMYV strain (CMV-WL) provided a better
source of resistance against infection by CMV strains
from both subgroups (Namba et al., 1991) is similar to
results from our cross protection experiments using a
mild subgroup II CMV strain (CMV-S).

CONCLUSIONS

Pepper plants protected with CMV-S (subgroup II)
and challenged with severe CMV strains belonging to
subgroups I and I1, developed symptoms in upper leaves
typical of CMV-S, but not symptoms typical of the
challenge strains. DsRNA analysis showed no
detectable replication of challenge strain CMV-SD2
(subgroup I) RNA in inoculated or systemic leaves,
confirming that cross protection occurred between
strains from different subgroups. RNase protection
assay showed no detectable replication of challenge
strain CMV-35 (subgroup II) RNA in inoculated leaves
or systemic leaves, confirming also that cross protection
occurred between strains from subgroup II. Due to the
presence of endogenous dsRNAs in some plants,
inconsistent CMV dsRNAs fragments from genomic or
subgenomic viral molecules, and reliance on the small
difference in the migration of dsSRNA1 and dsRNA?2 of
CMYV, the RNase protection assay is a more reliable
method for analysis of cross protection experiments
with CMV. To our knowledge this is the first report of a
cross protection study involving CMYV strains in which
the protective strain prevented infection of challenge
strains from both subgroups I and II.
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