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I.- INTRODUCCION

1.- LA EXOCORTIS DE LOS CITRICOS

1.1.- Aspectos historicos

Fawcett y Klotz (1948) describieron por vez primera un altera
- €ci0n consistente en el desprendimiento de la corteza del naranjo trifo -
liado (Poncirus trifoliata |L.| Raf.) utilizado como portainjertos, y
que era conocida en California como exocortis (de exo = fuera y corti-
(cils = relativo a la corteza). En Australia, un trastorno similar de-
nominado alli "scaly butt", fue estudiado por Benton et al. (1949) 1le
gando a la conclusidn de que la alteracidn era idéntica a la exocortis
descrita en California, y presentando ademas evidencias de que era
transmisible y por ello probablemente causada por un "virus".

Moreira (1955) observd en Brasil unos sintomas muy similares
a los descritos por Fawcett y Klotz, en citricos injertados sobre lima
Rangpur (Citrws Limonia Osbeck), considerando que eran producidos por
el "virus de la exocortis". Aunque esta enfermedad de la 1ima Rangpur
habia sido descrita previamente por Olson (1952) sin relacionarla con
la exocortis, mas tarde se admitid geberalmente que las dos enfermeda-
des eran causadas por el mismo patdgeno (Calavan y Weathers, 1961).

Después de las primeras descripciones, diversas investigacio-
nes han puesto de manifiesto que el agente de la exocortis puede encon
trarse en otras especies y variedades de los citricos ademds de 1a 1i-
ma Rangpur y el naranjo trifoliado, y que se halla distribuido por to-
das las principales areas citricolas del mundo (véase para una revi-
sion Diener, 1979). En la citricultura espafiola en concreto, la mayor
parte de los arboles contienen el agente infeccioso aunque muchos de
ellos son asintomaticos (Navarro et al., 1981).

1.2.- Sintomatologia en huéspedes naturales

En muchas especies y variedades de citricos, la infeccidon con
el agente causal de la exocortis no produce sintomas macroscépicos (01



son, 1968), que sdlo se ponen de manifiesto cuando estos portadores
asintomaticos son injertados sobre patrones sensibles.

En las combinaciones de naranjo dulce (Citrws sinensis |L.|
Osbeck) sobre naranjo trifoliado, los sintomas consisten en el despren
dimiento de amplias zonas de la corteza del portainjertos y en el ena-
nismo de los arboles con sintomas agudos de la enfermedad (Fawcett y
- Klotz, 1948; Benton et al., 1949). Sin embargo, ya Benton et al.,
(1949) sefialaron que ocasionalmente se encontraban arboles con un alto
grado de enanismo que no presentaban descortezamiento del portainjer-
tos. En este caso, los autores indicaron que la cosecha era la que ca-
bia esperar para su altura y que los frutos eran de buen tamafio y cali
dad.

Los sintomas de la exocortis cuando se utiliza la lima Rang-
pur como portainjertos son también el descortezamiento y el enanismo,
pero en estos casos se ha observado ademas depdsitos de goma y en oca-
siones amarilleamiento de las hojas y floraciones fuera de época (Mo-
reira, 1955).

En otras combinaciones sensibles, los sintomas son esencial-
mente Tos mismos aunque con una gran variabilidad en su intensidad,
dandose a veces enanismo sin desprendimiento de la corteza y vicever-
sa. Asi, en naranjo dulce Washington navel injertado sobre mandarino
Cleopatra (Citrus neshni Hort. ex Tan.) o sobre naranjo dulce, los ar-
boles infectados muestran una significativa reduccidon de tamafio pero
ningun tipo de descortezamiento (Sinclair y Brown, 1960). Es de desta-
car que los portainjertos del tipo "Citrange" (Poncirus rnifoliata X
Citrus sinensis), que recientemente estan alcanzando una amplia difu-
sion en la citricultura espafiola, son sensibles a la exocortis (Bi-
tters et al., 1954), ’

1.3.- Transmision y huéspedes experimentales

Puesto que hasta el momento presente no se ha encontrado nin-
gun vector que transmita eficientemente la exocortis en la natura-
leza, se piensa que la difusion de la enfermedad ha debido producirse
en gran medida, a causa del uso de material de propagacidon infectado.



Garnsey y Jones (1967) demostraron que la exocortis podia también
transmitirse mediante instrumentos utilizados en operaciones de poda

e injerto, que habian sido previamente empleados con material infecta-
do. Estas dos vias de transmision de la exocortis en la naturaleza, de-
terminan los dos tipos de medidas de control de la enfermedad que hoy
se realizan: utilizacidon de material de propagacion libre de exocortis
y desinfeccion de los 1nstrumentos de poda e 1nJerto.

Deb1do a que muchas espec1es y var1edades de c1tr1cos pueden
ser portadores asintomaticos de la enfermedad, para la deteccidn de la
exocortis se ha utilizado el bioensayo con plantas indicadoras sensi-
bles. La variedad "Etrog" del Cidro (Citrws medica L.), a la que se
puede transmitir la enfermedad mecanicamente y mediante injerto, es la
planta lefiosa indicadora mas adecuada. En este citrico la enfermedad
presenta sintomas de diversa intensidad que van desde el pardeamiento
del peciolo de las hojas (sintomas débiles), hasta una intensa epinas-
tia de las hojas y enanismo de la planta (sintomas fuertes). E1 perio-
do de incubacidn de la enfermedad en cidros cultivados en invernadero
es de dos a cuatro meses, mientras que en experimentos de campo con
naranjo trifoliado puede ser de varios afios (Calavan et al., 1964).

La exocortis ha sido asimismo, transmitida mecanicamente y por
medio de Ta planta parasita ciscuta (Cuscuta subincldusa Dur. y Hilg.)
a plantas herbaceas. Asi, se ha podido propagar a ciertas especies de
1os géneros Petunia y Physalis pertenecientes a la familia Solanaceae
(Weathers, 1965a,b), y a dos especies de la familia Compositae: Gynura
aunantiaca DC y G. sanmentosa DC (Weathers y Greer, 1968). En G.
aurantiaca, que es la planta herbacea indicadora mas utilizada, los
sintomas de la exocortis son muy similares a los manifestados en cidro,
es decir epinastia de las hojas jovenes y enanismo de la planta, pero
estos sintomas se desarrollan mucho mas rapidamente (dos o tres sema-
nas después de la inoculacién) que en el cidro. También otra planta so
lanacea, el tomate (Lycopersicon esculentunm Will.), es huésped sensi-
ble del agente causal de la exocortis, con unos sintomas y un periodo
de incubacion de la enfermedad muy parecidos a los de §. aurantiaca
(Semancik y Weathers 1972c).



2.- EL VIROIDE CAUSANTE DE LA EXOCORTIS DE LOS CITRICOS (CEV)

2.1.- Estudios preliminares: el descubrimiento de los viroides

La investigacion sobre la naturaleza quimica del agente causal.
de 1a exocortis recibid un fuerte impulso con el hallazgo de que la
planta herbacea §. aurantiaca era un buen huesped de ensayo (por su
corto periodo de incubacidn) y de propagacion (ya que el agente pare-

- cia alcanzar en esta planta mayores concentraciones que en los citri-
cos). Utilizando . aurantiaca como material de experimentacion, Seman
cik y Weathers (1968a) no pudieron encontrar particulas tipo virus en
estudios de microscopia electronica. Observaron sin embargo, que el a-
gente infeccioso presentaba un .anormalmente bajo coeficiente de sedi-
mentacion, y que la infectividad se encontraba asociada a fracciones

de acidos nucleicos, siendo posible anularla mediante incubacidon con
ribonucleasa (Semancik y Weathers, 1968b). Los mismos autores mostra-
ron que la densidad de flotacion en 652504 del agente infeccioso era

la esperada para un RNA (Semancik y Weathers, 1972a) y fueron capaces
de asociar la infectividad a una banda de RNA con una masa molecular
relativa (Mr) entre 100 y 125 X 10°
foresis en geles de poliacrilamida (Semancik y Weathers, 1972b). Los
autores concluyeron que el agente causal de la exocortis pertenecia a

, puesta de manifiesto por electro-

una nueva clase de agentes infecciosos constituida exclusivamente por
un RNA desnudo de baja Mr.

Diener y Raymer (1967, 1969) habian 1legado a conclusiones si-
milares estudiando el agente causal de la enfermedad del tubérculo fu-
siforme de la patata, y Diener (1971) propuso el nombre de "viroide"
para este nuevo tipo de patdgenos. E1 mismc afio que-se obtuvo la iden-
tificacion del viroide del tubérculo fusiforme de la patata (Pozato
Spindle Tuber Viroid, abreviadamente PSTV) y del viroide de la exocor
tis de los citricos (Citrus Exocontis Virnoid, abreviadamente CEV) como
entidades fisicas definidas (Diener, 1972; Semancik y Weathers 1972b),
se presentaron también evidencias de que 1a enfermedad del enanismo
del crisantemo (chrysanzthemun stunt disease) era asimismo producida
por un viroide (Diener y Lawson 1972). Estos descubrimientos supusie-
ron una revolucidn conceptual en biologia ya que por primera vez se
describid la existencia de un grupo de patdgenos infravirales.



TABLA 1.- Enfermedades viroidales conocidas y abreviaturas comunes de los
viroides que las producen.

Enfermedad viroidal Viroide Referencias®

1.- Tubérculo fusiforme de la patata
(Potato spindle tubenr) PSTV 1

2.- Exocortis de los citricos _
(Citwes exocontis) CEV 2

3.- Enanismo del crisantemo
(Chrysanthemum stunt) Csv 3

4.- Moteado clordtico del crisantemo ,
(Chrysanthemum chlorotic mottle) CCMV 4

5.- Fruto palido del pepino
(Cucumber pale fruwit) CPFV 5

6.- "Cadang-cadang" del cocotero
(Coconut "cadang-cadang') ccey 6

7.~ Enanismo del ldpulo
(Hop stunt) HSV 7

8.- Manchado solar del aguacate
(Avocado sunbloitch) ASBV 8,9, 10

9.- Enanismo apical del tomate
(7omato apical stunt) TASY 1

10.- Planta machd del tomate
(7omato “"planta macho") TPMV 12

11.- Enanismo del lampazo
(Burndock stunt) ' BSY 13

@ (1) Diener, 1971; (2) Semancik y Weathers, 1972b; (3) Diener y Lawson,
1972; (4) Horst y Romaine, 1975; (5) Van Dorst y Peters, 1974; (6) Rand
les, 1975; (7) Sasaki y Shikata, 1977; (8) Thomas y Mohamed, 1979;

(9) Dale y Allen, 1979; (10) Palukaitis et al., 1979; (11) Walter, 1981;
(12) Galindo et al., 1982; (13) Chen et al., 1983.



Hoy en dia, se ha elevado hasta once el niumero de enfermedades
conocidas que estan producidas por viroides, y hay poca duda de que o-
tras mas seran detectadas. En la tabla 1 se presenta una relacion de
dichas enfermedades, las iniciales con que son conocidos sus agentes
causales y las referencias de sus descubrimientos. Ademas de los sefia-
lados en la tabla 1, se ha aislado de plantas asintomaticas de Codlum—-
nea eaythrophae un viroide que es capéz de inducir sintomas en tomate
.y patata similares a los que induce-el PSTV, aunque experimentos de hi
bridacion molecular indicaron que existen diferencias en la secuencia
de bases de ambos (Owens et al., 1978).

2.2.- Estructura molecular del CEV

Una vez se dispuso de preparaciones relativamente puras del
CEV y los otros viroides conocidos (Semancik y Weathers, 1972a; Diener
y Smith, 1973), diversos grupos de investigadores abordaron el estudio
de las caracteristicas fisicas y quimicas de los viroides.

Por 1o que hace referencia al CEV, su Mr fue investigada utili
zando técnicas diversas como electroforesis en geles de poliacrilamida
(Semancik y Weathers, 1972b), dosis de radiacidn ionizante necesaria
para la inactivacion del viroide (Semancik et al., 1973), y el equili-
brio de sedimentacion (Sanger et al., 1976); en todos los casos se en-

contrd una Mr del CEV entre 100 y 125 X 10°.

En las primeras investigaciones se presentaron dificultades pa
ra dilucidar si el RNA constitutivo de los viroides era de simple o do
ble cadena. E1 CEV en determinados experimentos (elucidon de columnas
de albimina metilada o de celulosa CF-11) parecia revelarse como fofmg
do por una doble cadena, sin embargo en otros (sensibilidad a las ribo
nucleasas y al formaldehido) se comportaba como una simple cadena (Se-
mancik y Weathers, 1970). A partir de los datos obtenidos en experimen
tos de inactivacion térmica y de la resistencia parcial a la incuba-
cion con pirocarbonato de dietilo, se sugirid una estructura parcial
de doble cadena similar a un tRNA (Semancik y Weathers, 1972a). Final-
mente, experimentos de desnaturalizacion térmica (Semancik et al .,
1975; Sanger et al., 1976) mostraron que el perfil de hipercromicidad
del CEV era intermedio entre un tRNA y un RNA de doble cadena indican-
do que el apareamiento de bases era mayor que el del primero pero me-



nor que el del segundo.

La visualizacidon al microscopio electronico de viroides par-
cial y completamente desnaturalizados (Sanger et al., 1976; McClements
y Raesberg, 1977) aportd el importante descubrimiento de que muchas mo
léculas presentaban una estructura circular covalentemente cerrada. El
origen y significado bioldgico de las variables cantidades de molécu-
las lineales que aparecian junto con las circulares, es ain materia de
" controversia. Asi, Sanger et al.(1976) sospecharon que debian proceder
de roturas de las moléculas circulares durante el proceso de purifica-
cidn, encontrando que las moléculas lineales eran de 1C00 a 10.000 ve-
ces menos infectivas que las circulares; sin embargo Owens et al.,
(1977) con el PSTV, Palukaitis y Symons (1980) con el CSV, Ohno et al.
(1982) con el HSV y Granell et al. (1983) con el CEV, han mostrado que
las formas lineales son tan infectivas como las circulares.

Por 1o que hace referencia a la estructura quimica, Semancik
et al. (1975) determinaron la composicion de nucledtidos del CEV encon
trando que las relaciones entre las bases A/U y las bases G/C se encon
traban muy cercanas a la unidad, y que el contenido de bases G+C era
de entre el 55 y el 58 %. Resultados muy similares se encontraron con
el PSTV (Niblett et al., 1976). Dickson et al. (1975) obtuvieron me-
diante hidrdlisis especificas mapas bidimensionales de oligonucledti-
dos del PSTV y del CEV (técnica de las huellas dactilares), demostran-
do por vez primera que estos viroides eran especies diferentes de RNA.
Los estudios estructurales sobre viroides, han culminado con la deter-
minacion de la secuencia nucleotidica completa del PSTV (Gross et al.,
1978), del CEV (Gross et al., 1982; Visvader et al., 1982) y otros
miembros del grupo (véase para una revision Sénger, 1984). A partir de
las secuencias primarias se ha podido determinar una conformacion alar
gada de minimo contenido en energia libre y que carece de estructura
terciaria. Esta conformacion, conocida como la estructura nativa de
los viroides in vitzo , da a la molécula un aspecto de baston con una
serie de tramos en doble hélice separados por regiones de bases desapa
readas que forman pequefios lazos internos, mostrando también un lazo
en cada uno de sus extremos. Debe hacerse notar que no existen eviden-
cias experimentales indicativas de que los viroides tengan la misma
conformacion in vivo.



Por 1o que respecta al CEV, hasta el momento actual han sido se-
cuenciados cuatro aislados diferentes, todos los cuales contienen 37
nucledétidos (Visvader y Symons, 1983).

2.3.- Replicacion del CEV

La replicacidon de los viroides es todavia una cuestion abierta.
Sin embargo, numerosas investigaciones han permitido obtener ya algu-
‘nas conclusiones. A

En primer lugar, todos los intentos realizados in vitzo (Davies
et al., 1974; Hall et al., 1974) e in vivo (Semancik et al., 1977) pa-
ra detectar actividad de mRNA en los viroides han dado resultados nega
tivos. Por otra parte, aunque se ha puesto de manifiesto que dos protei
nas: con una Mr de aproximadamente 15.000 y 18.000 se acumulan en cier
tos huéspedes infectados por el CEV (Conejero y Semancik, 1977a; Flo-
res et al., 1978), la evidencia disponible apunta a que se trata de
proteinas del huésped inducidas, pero no codificadas, por el viroide
(Conejero et al., 1979). Estos resultados, junto con la ausencia de co
dones de iniciacion AUG en algunos viroides secuenciados, apoyan la hi
potesis de que estos patdgenos no son traducidos, y por tanto, de que
en su replicacion no esta implicado ningin polipéptido codificado en e
1los. Asi pues, la sintesis de los viroides parace ser catalizada por
RNA polimerasas preexistentes en el huésped.

En segundo lugar, hoy existe un amplio consenso acerca del acido
nucleico que es utilizado como matriz en 1a sintesis de los viroides.
En un principio se pensd que esta matriz debia ser DNA, baséndose en
dos observaciones: 1) en sistemas .4n vivo la actinomicina D irhibia la
replicacion de los viroides (Diener y Smith, 1975; Miihlbach y Sénger,
1979), y 2) éstos eran capaces de hibridar con preparaciones ricas en
DNA de 1a planta hospedadora (Semancik y Geelen, 1975; Hadidi et al.,
1976). Sin embargo, la existencia de secuencias de DNA complementarias
al viroide no pudo ser confirmada en experimentos mas rigurosos (Grill
y Semancik, 1978; Hadidi et al., 1981), y se sugirid que el efecto de
la actinomicina D no era especifico sino consecuencia de una accion
toxica general sobre el metabolismo celular (Grill y Semancik, 1980).
Esta hipotesis se confirmd posteriormente mediante el uso de un siste-
ma libre de células (Flores y Semancik, 1982). La deteccidon de RNAs



complementarios al CEV en plantas infectadas (Grill y Semancik, 1978)
y la confirmacion y ampliacion a otros viroides de estos resultados
(Branch et al., 1981; Rohde y Sdnger, 1981; Owens y Diener, 1982), han
proporcionado evidencias sdlidas de que la replicacidon de los viroides
se 1leva a cabo utilizando matrices de RNA.

de dos datos indicadores aparentemente contradictorios: 1) la utiliza-
cion de RNA como matriz, y 2) la inhibicion in vivo e in vitro de la
sintesis de los viroides por la x-amanitina (Miihlback y Sénger, 1979;
Flores y Semancik, 1982). E1 primero seria consistente con la interven-
cion en la sintesis de los viroides de la RNA polimerasa RNA dependien-
te detectada en diversas especies de plantas; sin embargo esta enzima
parece ser insensible a la x-amanitina (Boege et al., 1982). La RNA po-
limerasa III DNA dependiente (que cataliza la sintesis de 5S y 4S RNAs)
y sobre todo 1a RNA polimerasa II DNA dependiente (que cataliza la sin-
tesis de precursores de mRNAs) son las dnicas RNA polimerasas conocidas
sensibles a la x-amanitina (Roeder, 1976); sin embargo no existen prece-
dentes in vivo de que estas enzimas puedan utilizar RNA como matriz en
vez de DNA. Las tres enzimas sefialadas han sido capaces de catalizar in
vitro la sintesis de copias completas del PSTV (véase para una revision
Sanger, 1984). Dada la estructura circular de los viroides ha de hacerse
notar que para su sintesis se requerira ademas la actividad de una liga-
sa, aunque su efecto también podria conseguirse mediante mecanismos si-
milares a 1os que producen intrones circulares (Branch et al., 1981).

Finalmente, se ha detectado en niicleos purificados de plantas in-
fectadas, moléculas de RNA complementarios del PSTV de una longitud va-
rias veces superior a la del viroide (Rohde y Sanger, 1981; Branch et
al., 1981). Igualmente se ha observado la formacion de complejos de do-
ble cadena entre esos RNAs complementarios multiméricos, y mondmeros
(Owens y Diener, 1982) e incluso oligomeros (Spiesmacher et al., 1983)
del viroide. Estos resultados han conducido a la hipotesis de que la
replicacion de los viroides podria tener lugar mediante un mecanismo
tipo "circulo rodante" como el postulado para la cadena positiva del
bacteriofago de DNA 0X174 (Gilbert y Dressler, 1968).



3.- PATOLOGIA DE LA EXOCORTIS DE LOS CITRICOS.

Los viroides son los sistemas biologicos mas sencillos capaces de
inducir enfermedades, y por ello los mas adecuados en principio, para
el estudio de los mecanismos patogénicos. Su simplicidad molecular,
junto con las evidencias que indican su carencia de funcionalidad como
RNAs mensajeros, reducen las posibilidades de determinantes primarios
de Ta enfermedad a sdlo tres estructuras: el propio viroide (un RNA de

" entre 240 y 380 bases), su RNA complementario, y el complejo de doble
cadena que ambos pueden formar entre si. Presentan ademas, la ventaja
de ser los primeros patdgenos de un organismo eucaridticc, cuya estruc
tura molecular completa ha sido establecida.

Sin embargo, en relacion a la patologia de los viroides, sdlo se
ha realizado hasta la actualidad unas pocas aportaciones sobre: 1) al-
teraciones citopaticas, fisioldgicas y bioquimicas, 2) correlaciones a
parentes entre estructura molecular y patogénesis, basadas en la exis-
tencia de razas de distinta patogenicidad, y 3) posibles mecanismos mo
leculares de patogénesis.

En Tos proximos afios, este tipo de investigaciones se veran proba
blemente incrementadas. La sintesis de un DNA complementario a la se-
cuencia completa del PSTV y su posterior clonaje molecular (Cress y -
wens, 1981), asi como la demostracion de que éste DNA es infeccioso en
plantas de tomate (Cress et al., 1983), han establecido las bases para
la realizacion de experimentos de mutagénesis dirigida in vitzo y para
la construccidon de quimeras de DNA que contengan regiones especificas
de diferentes viroides (Diener, 1984).

3.1.- Alteraciones patologicas inducidas por el CEV

3.1.1.- Alteraciones citopaticas

Acemas de los sintomas macroscépicos caracteristicos de las enfer
medades viroidales (véase para una revision Diener, 1979), se ha des-
crito también algunos efectos Citopaticos producidos por estos patdge-
nos. Asi, la infeccidon por el CEV de piantas de G.awrantiaca determina
la aparicion de estructuras membranosas junto a la pared celular que
fueron denominadas "plasmalemasomas" o "cuerpoes paramurales” (Semancik
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y Vanderwoude, 1976). Estas estructuras -que en las células jovenes
contienen gréanulos de pequefia densidad electronica, mientras que en
las adultas presentan ademas vesiculas y multiples capas de membrana-
fueron observadas en todo tipo de células pertenecientes a hojas con
sintomas, incluyendo las del paréquima floematico y xilématico de

los haces vasculares. E1 namero de los plasmalemasomas, cuyo origen y
funcidn no pudieron ser determinados, estaba directamente relacionado
con la intensidad de los sintomas y con la cantidad de virocide extrai-
do de las hojas.

Sin embargo, en otro estudio de los efectos citopaticos de 1a in-
feccidn viroidal, los plasmalemasomas fueron hallados :casi con igual
frecuencia, tanto en las plantas sanas de §. aurantiaca, como en las
infectadas por el CEV (Wahn et al., 1980), aunque no con la misma mor-
fologia. En las plantas sanas, se encontraron plasmalemasomas con &S-
tructuras internas vesiculares o tubulares, mientras que en las infec-
tadas por el CEV, ambos tipos de plasmalemasomas presentaban pronuncia
das malformaciones en su tamafio, forma y organizacion internas. Ademas,
en las plantas enfermas se observaron también deformaciones de la pa-
red celular (Wahn et al., 1980).

Por otra parte, los principales efectos citopaticos encontrados
en células de tomate infectadas por el CEV, han sido una ondulacidn de
las paredes celulares que presentaban ademas grandes diferencias en
grosor, y una desorganizacion interna de los cloroplastos, cuyas mem-
branas tilacoidales mostraban escaso desarrollo (Momma y Takahashi,
1982). Resultados similares han sido observados en células infectadas
por el PSTV (Hari, 1980), el ASBV (Da Graga y Martin, 1981) y el HSV
(Momma y Takahashi, 1982).

3.1.2.- Alteraciones fisioldgicas

Existe un consenso general entre los investigadores de las enfer-
medades inducidas por virus, acerca de que el enanismo de las plantas,
la epinastia de las hojas y en general las formas andmalas de creci-
miento -sintomas caracteristicos de las enfermedades virales de plan-
tas-, pueden ser debidas a un desequi1ibrio hormonal producido por el
agente patdgeno (Matthews, 1970). E1 hecho de que el enanismo y la epi
nastia sean también los sintomas mas caracteristicos de la exocortis,

"
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hizo pensar que esta enfermedad podria ser consecuencia de alteracio-
nes hormonales causadas por el CEV mediante perturbaciones en el meta-
bolismo de los &cidos nucleicos (Semancik et al., 1973). Los analisis
correspondientes de algunas hormonas vegetales (Rodriguez et al.,
1978) permitieron encontrar una reduccion significativa en el conteni-
do de giberelinas enddgenas (probab]emente_GA3 y/oAGA]) en plantas de
G.auwrantiaca infectadas por el CEV. No se detectaron cambios significa
tivos con respecto al acido abscisico. E1 metabolismo de otras hormo--
nas vegetales como el acido indol-3-acético (AIA), implicado en diver-
sos procesos de crecimiento (rizogénesis, alargamiento celular), po-
dria encontrarse también alterado como consecuencia de 1a infeccidn
por el CEV. Es generalmente admitido que el AIA puede ser degradado
por peroxidasas vegetales mediante una reaccion de oxidacidon (Schenei-
der y Wightman, 1974; Sembdner et al., 1980), y Kapur et al. (1974a)
han detectado un aumento de esta actividad enzimatica en el huésped le
foso cidro var. "Etrog" con sintomas de exocortis.

Aunque no se han realizado investigaciones sobre alteraciones hor
monales en otras enfermedades viroidales, la similitud de sus sintomas
con los de la exocortis, permite sospechar en ellas la existencia de
este tipo de perturbaciones. Debe hacerse notar sin embargo, que la ex
presion de los sintomas no es dUnicamente determinada por el agente pa-
togeno. Miihlbach et al., (1977) han puesto de manifiesto que la infec-
cidon con una misma raza de PSTV en tres variedades distintas de tomate,
produce sintomas de diferente intensidad. Son numerosos ademas, los ca
sos en que la infeccidon y replicacion de un viroide en algunas plantas,
no determinan la aparicion de sintomas reconocibles (véase Diener,1979).
La expresion de los sintomas es también dependiente de las condiciones
ambientales, de forma que temperaturas e intensidades luminosas altas,
generalmente incrementan los sintomas y la rapidez de su aparicion
(Sanger y Ramm, 1975).

3.1.3.- Alteraciones bioquimicas

Conejero y Semancik (1977a) no pudieron detectar cambios cualita-
tivos en la composicion de proteinas de hojas procedentes de plantas
de G. awrantiaca sanas e infectadas por el CEV. Sin embargo, como ya
se ha indicado, dos proteinas de baja Mr (P] de 15.000 y P2 de 18.000)
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se acumulaban en las plantas infectadas. La purificacion parcial de P]
mostrd que es una proteina débilmente acida con un punto isoeléctrico
de 5'21 (Flores et al., 1978). Estudios realizados sobre posibles acti
vidades biolégicas de esta proteina, no consiguieron asociar a ella
una hipotética actividad ribonuc]eésﬁca ni detectar algin tipo de afi-
nidad por giberelinas o &cido indolacético (Flores et al., 1978). Da-
tos de otros autores (Picazo, 1982; Conejero et al., 1983) permiten

© sospechar que P]'es un producto de degradacion proteolitica de la ri-
bulosa-1,5-difosfato carboxilasa/oxigenasa. Conejero et al., (1979)
han puesto de manifiesto que alteraciones de proteinas de baja Mr se
producen también con diferentes huéspedes del CEV, observacidn que ha
sido posteriormente extendida a otras combinaciones viroide-huésped
(Camacho-Henriguez y Sénger, 1982).

Por otra pzrte, Marton et al. (1982) en estudios realizados so
bre obtencidn de protoplastos de células de G. aurantiaca y tomate, ob
servaron una notable reduccién del nimero de protoplastos obtenidos a
partir de c2lulas infectadas por el CEV, cuando se utilizaban enzimas
hidroliticas estandar. Esta reduccion fue parcialmente evitada al afa-
dir al medio de incubacion B-],B-g]ucanasa, 1o que hizo sospechar que
las células infectadas presentaban en su pared celular un incremento
ce ﬁ-1,3-glucano con respecto a las células sanas.

3.2.- Razas de viroides de diferente patogenicidad

3.2.1.- 0Observaciones bioldgicas en favor de distintas razas del CEV

La existencia de distintas razas del entonces considerado vi-
rus d2 la exocortis, fue sugerida por diversos autores basandose en
las diferencias de sintomas manifestados y en los distintos periodos
de incudbacion ce la enfermecdad en sus hudspades naturales (Fraser y
Levitt, 1959; Weathers y Calavan, 1961; Calavan y Weathers, 1961). Con
la puesta a punto del método de diagndstico de esta enfermedad basado
en el cidro como planta indicadora, se encontraron aislados de exocor-
tis que no inducian sintomas detectables en naranjo trifoliado o lima
Rangpur, pero si en cidro (Calavan et al., 1964). Teniendo en cuenta
la diferencia de sintomas en plantas de cidro "Etrog" (clon Arizona
861) - cultivadas en invernadero,se ha 1legado a describir hasta tres



razas diferentes: 1) débiles, cuando 1os sintomas se limitaban a un
pardeamiento de la base del peciolo y suave epinastia ocasional de las
hojas, 2) moderadas, cuando presentaban epinastia poco intensa y hendi
duras en los vasos centrales de las hojas junto con un moderado enanis
mo de la planta, y 3) fuertes, si los sintomas eran una marcada epinas
tia de las hojas, hendiduras verticales en los tallos e intenso enanis
mo de las plantas (Kapur et al., 1974b).

- ‘Infehtbs'dé fransmisién de las distintas razas de exocortis
desde cidro a . aurantiaca fueron realizados mediante inoculacion me-
cénica con objeto de disponer de ellas en un huésped herbaceo mas ade-
cuado para la investigacion. La transmision tuvo éxito en lo referente
a las razas moderadas y fuertes pero no en el caso de las razas débi-
les (Kapur et al., 1974b). Estos autores concluyeron que las razas dé-
biles del CEV, aparentemente, no podian infectar a §. aurantiaca .

La existencia de razas débiles ha sido también descrita en el
caso del PSTV (Fernow, 1967) y del CCMV (Horst, 1975).

3.2.2.- Diferencias moleculares entre razas de viroides

Puesto que el RNA es el {nico componente de los viroides, la
diferente patologia que inducen distintas razas de los mismos, ha de
quedar reflejada en cambios de la estructura primaria de los correspon
dientes RNAs.

Dickson et al., (1979) empleando la técnica de huellas dacti-
lares de RNA, encontraron sdlo pequeiias diferencias entre razas del
PSTV que causaban sintomatologia fuerte, intermedia y débil. La obten-
cion de la secuencia completa de bases de la "raza tipo" intermedia
(Gross et al., 1978) y de una raza débil (Gross et al., 1981) del PSTV
(ambas de 359 nucledtidos), ha permitido dilucidar las diferencias es-
tructurales exactas entre estas dos razas. La comparacidon ha demostra-
do que dos sustituciones, una insercion y una delecion, pueden conver-
tir un viroide patogénico en otro que practicamente no lo es (Gross et
al., 1981).

Por 1o que hace referencia al CEV, se conoce la secuencia com
pleta de bases de cuatro aislados distintos (uno procedente de Califor
nia y tres de origen australiano). Aunque no se ha realizado un estu-
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dio comparado completo de sus propiedades bioldgicas, parece que todos
inducen sintomas agudos en los huéspedes herbaceos a que han sido pro-
pagados, comportandose como razas fuertes. Esta caracteristica impide
por tanto realizar correlaciones adecuadas entre estructura molecular
y patogenicidad. En tres de los cuatro aislados secuenciados sélo sie-
te residuos de nucledtido muestran alguna variacion, mientras que en
el cuarto se presentan de 25 a 27 diferencias con los tres restantes
(Visvader y Symons, 1983). S

E1 hecho de que las razas de CEV que inducen sintomas débiles
en cidro no hayan sido secuenciadas, se debe a su dificultad de trans-
mision a plantas herbaceas, en donde el viroide alcanza las concentra-
ciones relativamente altas que se requieren para los estudios de se-
cuenciacion. Los cuatro aislados del CEV secuenciados hasta ahora, 1o

han sido a partir de plantas herbaceas como crisantemo (Visvader et al.

1982; Visvader y Symons, 1983), y G. awrantiaca (Gross et al., 1982).

3.2.3.- Estudios de proteccion cruzada entre distintos viroides y

entre razas de un mismo viroide

La proteccidon cruzada -entendida como la inhibicidn de la ex-
presion de los sintomas agudos producidos por un virus o viroide me-
diante la infeccidn previa con un patdgeno relacionado inductor de sin
tomas mas débiles (Niblett et al., 1978)- ha sido utilizada como una
medida de control del virus del mosaico del tabaco en plantas comercia
les de tomate (Rast, 1972) y de la tristeza de los citricos en Brasil
(Muller y Costa, 1977).

La disponibilidad de huéspedes comunes para diferentes viroi-
des asi como de razas débiles y fuertes de un mismo viroide, ha permi-
tido la realizacion de estudios de proteccidon cruzada entre distintos
viroides y entre razas de un mismo viroide.

En un estudio sistematico con diferentes viroides, se encon-
trd que en tomate la infeccidn previa con una raza débil del PSTV in-
hibia 1a aparicion de los sintomas tipicos de una raza fuerte del PSTV
y del CEV cuando estos eran inoculados posteriormente. Asimismo, la in
feccion previa de plantas de crisantemo con las dos razas del PSTV o
con el CSV, blogueaba la expresidn de los sintomas mas agudos induci-
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dos por el CEV. Sin embargo estos resultados no fueron definitivos ya
que a los 50-60 dias de la inoculacion del CEV, empezaron a manifestar
se sus sintomas caracteristicos (Niblett et al., 1978).

Por 1o que respecta a estudios de proteccidn cruzada entre ra
zas de un mismo viroide, en el caso del PSTV ya habia sido observado
previamente que la infeccidn de plantas de tomate con una raza débil e
vitaba el desarrollo de los sintomas de razas fuertes inoculadas subsi
" guientemente (Fernow, 1967; Fernow et al., 1969). También la inocula-
cion de plantas de crisantemo con una raza asintomatica de CCMV blo-
qued la expresion de los sintomas de una raza fuerte del mismo viroide
(Horst, 1975). Sin embargo, entre razas distintas del CEV, no ha podi-
do observarse ningin tipo de proteccidon cruzada. En una investigacion
1levada a cabo en cidro "Etrog", la infeccidon con una raza débil del
CEV no protegid frente a inoculaciones posteriores con razas moderadas
y fuertes de este viroide (Kapur et al., 1974b). Estos autores advier-
ten sin embargo, que puesto que las razas débiles del CEV inducen sin-
tomas esporadicos en cidro, podria haber ocurrico que la infeccion pre
via con este tipo de razas no fuera sistémica en el momento de 1le-
var a cabo la inoculacidon con las moderadas y fuertes.

3.3.- Hipdotesis sobre el mecanismo molecular de patogénesis de los

viroides

La localizacidon y replicacion de los viroides en el nucleo de
las células infectadas (Diener, 1971; Takahashi y Diener, 1975; Flores
y Semancik, 1982), y su aparente incapacidad para servir como RNAs men
sajeros, sugiere que las enfermedades viroidales son causadas por in-
terferencias en la regulacidn de la expresidondel.genoma del huésped in
fectado. Asi, todas las hipdotesis sobre la patogénesis viroidal impli-
can la interaccion del viroide, ya con dcidos nucleicos, ya con enzi-
mas nucleares.

En una primera hipbtesis, sugerida por diversos autores y a-
puntada claramente por Diener (1979), los viroides actuarian como los
RNAs activadores del modelo de Britten-Davidson para la regulacion ge-
nética en eucariotas. Esta hipdotesis implica l1a unidon de los viroides
a uno o mas sitios receptores del DNA, To que provocaria la transcrip-
cidon de uno o mas genes estructurales adyacentes (Britten y Davidson,
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1969). No existen, sin embargo, datos experimentales que puedan basar
esta especulacion.

Una segunda hipdtesis formulada independientemente por varios
autores (Dickson, 1981; Diener, 1981; Gross et al,, 1982), sugiere
que los viroides actuarian alterando el proceso de maduracidn de los
RNAs mensajeros. La hipdtesis se basa en 1a homologia encontrada entre
algunas secuencias de los viroides y el extremo 5' del RNA nuclear pe-

quefio UT (U1 snRNA). Se ha postulado que el Ul snRNA tendria un papel

clave en la eliminacidon de los intrones de las moléculas precursoras
de los mRNAs, precisamente por la considerable complementariedad de se
cuencia entre su extremo 5' y las regiones proximas a los extremos de
los intrones en mamiferos (Lerner et al., 1980). Esta hipotesis ha si-
do analizada criticamente, resaltando su caracter especulativo y mos-
trando que no es capaz de explicar la diferente patogenicidad de las
razas de un mismo viroide (Flores, 1984).

Una tercera hipdtesis postula que los viroides podrian compe-
tir con el DNA por los sitios de unidn a 1a RNA polimerasa II DNA de-
pendiente, 1o que conduciria a una inhibicion de la sintesis de mRNA.
La hipotesis (Rackwitz et al., 1981) se basa en que: 1) los RNAs viroi
dales presentan una forma, una estabilidad térmica y una cooperativi-
dad en su desnaturalizacion, similares a las de una molécula de DNA
del mismo tamafio e igual contenido G+C (Riesner et al., 1979), y 2) la
RNA polimerasa II DNA dependiente podria estar implicada en la replica
cion de los viroides (Miihibach y Sanger, 1979; Rackwitz et al., 1981;
Flores y Semancik, 1982). La evidencia experimental en favor de esta
hipotesis es, sin embargo, escasa.

Finalmente, se ha indicado que la mayoria de las diferencias
en la secuencia de las razas de diferente patogenicidad del PSTV, ocu-
rre en una region concreta de la molécula (Sénger, 1982). Esta observa
cion ha sido ampliada a diferentes aislados del CEV y del CSV propo-
niéndose un modelo que establece una correlacidon entre la patogenici-
dad de un grupo de viroides y la conformacion molecular de esa regidn
concreta de Ta molécula viroidal (Flores, 1984). Una hipdtesis que tie
ne en cuenta esa region "moduladora de la patogenicidad" (region PM),
propone que los viroides podrian formar un complejo con l1a RNA polime-
rasa I DNA dependiente, interaccionando precisamente mediante la re-
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gion PM. E1 complejo enzima-viroide inhibiria la unidn de la enzima al
DNA, provocando con ello un trastorno en la sintesis de rRNA. La dis-
tinta inestabilidad de la region PM en los diversos viroides determina
ria diferente fortaleza de interaccidon con 1a RNA polimerasa I (Sanger,
1984). Las bases en que se fundamenta la hipétesis son: 1) la mayoria
de los RNAs viroidales, al igual que 1a RNA polimerasa I se encuentran
asociados con los nucleolos (Schumacher et al., 1983), 2) existen al-
gunos datos que inducen a pensar que la asociacion de los viroides con
el nucleolo se realiza mediante interacdones con proteinas y no con a-
cidos nucleicos (Schumacher et al., 1983), y 3) se ha encontrado homo
logia de bases entre las dos secuencias promotoras del gen de rRNA de
raton y la secuencia de 1a regidn PM del PSTV y sus nucledtidos adya-
centes (Sdnger, 1984). Esta hipdtesis que tiene encuenta la posible
existencia de una region concreta moduladora de 1a patogenicidad, nece
sita sin embargo bases mas firmes para su confirmacion.

4.- OBJETIVO DEL TRABAJO

De 1o dicho hasta ahora, se deduce que se ha progresado nota-
blemente en el conocimiento de la estructura de los viroides, y que se
comienza a elucidar los mecanismos de su replicacidn. Sin embargo, los
procesos a través de los cuales estos agentes ejercen sus efectos pato
génicos son aun mal conocidos. Observaciones preliminares realizadas
en el Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA) de Va-
lencia, indicaban la existencia de una alteracidn patoldgica no descri
ta, consistente en la perturbacidon del proceso de formacidon de raices
en esquejes de plantas de §. aurantiaca infectadas por el CEV. Por e-
110, el primer objetivo de este trabajo fue el estudio detallado del
proceso de rizogénesis en esquejes de plantas herbaceas sanas y con
sintomas inducidos por una raza fuerte de CEV, tratando de investigar
los procesos fisioldgicos y bioquimicos que pudieran estar implicados
en este fenomeno.

Por otra parte, se ha indicado también que, hasta el momento
presente, no se ha conseguido transmitir razas debiles del CEV a hués-
pedes herbaceos. Sin embargo, tales huéspedes serian muy adecuados pa-
ra estudiar si estas razas afectan a los mismos procesos bioldgicos



que las fuertes y para llevar a cabo experimentos de proteccidon cruza-
da entre ambos tipos de razas del CEV, facilitando ademas el estudio
de las relaciones entre estructura molecular y patogénesis. En estu-
dios 1levados a cabo por investigadores del IATA (Cufat, Garro y Mon-
choli, resultados no publicados), sobre la transmisidon de diversas ra-
zas débiles del CEV desde cidro a §. awrantiaca, se observd en un caso
la aparicidon en este G1timo huésped de un sindrome similar aunque mas
" suave que el inducido por las razas fuertes del viroide. Por ello, el
segundo objetivo de este trabajo fue la caracterizacidon de esta posi-
ble raza débil del CEV en §. awrantiaca; sin embargo, en el curso de
las investigaciones, se encontrd que el nuevo sindrome de §. auwrantia-
ca, parecia ser mas bien de origen viral. Puesto que en un principio,
este patdogeno procedia de un citrico -donde existen varias enfermeda-
des de importancia econdmica presumiblemente producidas por virus, pe-
ro cuyo agente causal no ha sido aislado e identificado-, se considerd
conveniente seguir con los estudios de caracterizacion del mismo. Los
resultados obtenidos confirmaron la etiologia viral del sindrome, per-
mitiendo incluir este nuevo virus dentro del subgrupo B de rabdovirus
de plantas.
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IT.- MATERIALES Y METODOS

1.- ALTERACIONES FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS CAUSADAS POR EL VIROIDE
DE LA EXOCORTIS DE LOS CITRICOS EN HUESPEDES HERBACEOS

1.1.- Viroide, huéspedes e inoculacion

Plantas de Gyrura aurantiaca DC y de tomate (Lycopersicon es
cudentum Mill., variedades "Rutgers" y "Rentita") sirvieron como hués
pedes de una raza del viroide de la exocortis de los citricos (CEV)
procedente de cidro (Citrus medica L., variedad "Etrog") 1ibre de
otros virus conocidos, donde inducia sintomas agudos tipicos de una
raza fuerte. ‘

Las plantas de §. awrantiaca se obtuvieron por enraizamiento
de esquejes en camara de nebulizacion y se utilizaron para las expe-
riencias dos semanas después de su transplante a macetas. Las plantas
de tomate se obtuvieron a partir de semillas (las de la variedad "Rut
gers" procedentes de W. Atlee Burpee Co., Philadelphia, Estados Uni-
dos, y las de la variedad "Rentita" de H. Hoffmann, D-855 Forcheim,
Repiblica Federal Alemana), utilizandose para los experimentos plantu
las de diez dias. Los cultivos se 1levaron a cabo en invernadero.

Para la inoculacion se separaron dos bloques homogéneos de
plantas, uno de los cuales (testigo sano) fue inoculado con tampdn
TKM (Tris-HC1 10 mM, KC1 10 mM, MgC]2 0'1 mM, pH 7'4), y el otro con
la fraccion de acidos nucleicos solubles en LiCl1 2M procedente de te-
jido infectado por el CEV, cuyos componentes principales son 21 DNA y
RNAs de baja masa molecular relativa (véase apartado 2.2. de esta sec
cion). La inoculacion se 11evd a cabo en las plantas de §. awrantia-
ca, mediante ocho cortes oblicuos a 1o largo del tallo con una cuchi-
11a sumergida cada dos cortes en el indculo. En el caso de tomate, la
inoculacion se realizd, pinchando cinco veces el tallo de las plantu-
las con una aguja humedecida en el indculo. Los sintomas aparecieron
en G. aurantiaca de 15 a 20 dias después de la inoculacion en el
90-100% de las plantas y en tomate de 25 a 30 dias después de la ino-
culacion en el 80-100% de las plantas.



1.2.- Experimentos de enraizamiento de esquejes

Los esquejes de §. awrantiaca puestos a enraizar tenian 3'5 cm
de largo y presentaban cuatro hojas apicales, mientras que los de to-
mate, con tres o cuatro hojas apicales, tenian un tallo de 5 cm de lar
go desde la base al punto de insercidn de la hoja de mas edad. Los es
quejes de ambos huéspedes fueron cortados de bloques paralelos de plan
tas sanas e infectadas por e] CEV y colocados con sus bases sumergi-
das en agua destilada en una camara de crecimiento mantenida a una hu
medad relativa del 50%, iluminada con luz fluorescente (2.500 lux a
nivel de los esquejes) durante 18 h al dia, y con temperaturas de
30-32°C y de 25-27°C durante el dia y la noche respectivamente. Dia-
riamente se fue afiadiendo agua para mantener su nivel constante, reno
vandose por completo cada tres dias para evitar un crecimiento micro-
piano excesivo. Cualquier alteracion visible en los esquejes fue ano-
tada diariamente durante treinta y siete dias en el caso de §. awran
tiaca y durante diez dias en el de tomate. Los experimentos se repi
tieron cinco veces usando cuatro esquejes sanos y cuatro enfermos en
cada experimento.

1.3.- Aislamiento y determinacion de actividades hormonales tipo auxi-

na en plantas de Syuuwa aurantiaca

Para el aislamiento de hormonas vegetales se utilizd una téc
nica de difusion en agar basada en el procedimiento descrito por Jo-
nes y Phillips (1964). Yemas apicales con dos hojas en expansion y
1'5 cm de tallo, cortadas de bloques paralelos de plantas sanas y en-
fermas de exocortis 30 dias después de la aparicidon de los sintomas
en el material infectado, se pusieron inmediatamente en posicion ver-
tical sobre cilindros (5 mm de didmetro x 2 mm de altura) de agar No-
ble especial (Laboratorios Difco, Detroit, MI 48201) al 1%. La difu-
sidon de las hormonas vegetales se 1levd a cabo en recipientes cerra-
dos saturados de vapor de agua durante 3 h, y en las condiciones de
temperatura y luz difusa del laboratorio. Los bloques de agar, combi-
nados en grupos de cinco, fueron congelados, liofilizados y almacena-
dos a -18°C hasta su extraccion. Los bloques deshidratados fueron ex-
traidos tres veces a 4°C con 10 ml de metanol absoluto cada vez. La
primera extraccion se realizd con agitacidn continua durante 1 h, la
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segunda durante 2 h y la tercera durante toda la noche. Los extractos
combinados se filtraron a través de papel de filtro (No. 5892; Schlei
cher and Schiil1l, Dassel, Replblica Federal Alemana) y luego fueron
1levados a sequedad bajo vacio en un evaporador rotatorio a =40°C.
E1 residuo se disolvido en un pequefio volumen de metanol absoluto, se
depositd en una tira de papel Whatman 3 MM (W. and R. Balston Ltd.,
Maidstone, Inglaterra) de 3 cm de anchura, y fue cromatografiado de

" manera ascendente con una mézcla de isopropanol, NH3 (25%)'y’H20
(80:0'1:19'9, v/v) a 4°C, en la oscuridad, y a 1o largo de una dis-
tancia de aproximadamente 20 cm. Los cromatogramas una vez secos, se
cortaron transversalmente en 10 secciones iguales que se usaron en
los bioensayos.

La determinacion de las actividades hormonales se realizd
mediante el bioensayo del mesocdétilo de avena, sensible a auxinas y
giberelinas, siguiendo el método descrito por Nitsch y Nitsch (1956).
Semillas de avena de la variedad Brighton se esterilizaron durante
20 min con una solucidn de hipoclorito calcico al 7% (p/v), y se deja
ron germinar en cajas de plastico que contenian vermiculita humedeci-
da, a 25°C y en oscuridad completa, durante 65 h. Después se seleccio
naron plantulas de unos 3 cm (2'5 cm de mesocdtilo) de las que se ob-
tuvieron segmentos de 4 mm de mesoc6tilo (2 mm por debajo del nudo),
que se dejaron flotando en agua bidestilada durante 1 h sobre una ga-
sa. Los segmentos se introdujeron en tubos de ensayo (10 por tubo)
que contenian 1 ml de solucidn tampon citrato-fosfato, pH 5'0 (acido
citrico 5mM y NaZHPO4 10 mM mezclados hasta obtener el pH), con 2%
(p/v) de sacarosa y 0'1% (v/v) de Tween 80, junto con una seccion del
cromatograma. Los tubos se incubaron durante 20 h, a 25°C y en oscuri
dad, en una rueda giratoria de eje casi horizontal a 1 rpm. Todas es-
tas manipulaciones se llevaron a cabo en una camara con luz verde
(500 nm de longitud de onda). Transcurridas las 20 h se midido la lon-
gitud de los mesocdtilos con la ayuda de una lupa estereoscopica pro-
vista de micrdometro ocular. La cuantificacion de las actividades se
realizd mediante curvas patron obtenidas bioensayando soluciones de a-
¢ido indol1-3-acétice (AIA) (E. Merk, Darmstadt, Repiblica Federal Ale-
mana) de concentracion conocida. Las actividades de las substancias
tipo auxina fueron expresadas como cantidad de AIA con actividad equi
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valente en el bioensayo. Los experimentos fueron repetidos tres veces
y en cada experimento se utilizd cinco yemas apicales de plantas sa-
nas y cinco de plantas enfermas.

1.4.- Extraccidn y purificacion parcial del sistema

peroxidasa/indol-3-acético oxidasa

En la fig. 1 se muestra el esquema del proceso seqguido para
la extraccion y purificacion parcial del sistema peroxidasa / AIA-oxi
dasa. En todos los experimentos se utilizaron hojas apicales (3 g)
procedentes de dos plantas distintas, tanto del bloque de plantas en-
fermas de exocortis como del de plantas sanas. Todos los pasos siguien
tes del proceso se llevaron a cabo a 4°C. E1 tejido fue homogenizado
en un mortero con 30 ml de Tris-HC1 0'1 M, pH 8'0 que contenia 0'5 M
de sacarosa y 0'1% (p/v) de acido ascorbico. E1 extracto fue centrifu
gado a 10.000 x g, 15 min, en una centrifuga Beckman J2-21 descartan-
dose el sedimento. Al sobrenadante se le afiadio lentamente y bajo agi
tacion continua sulfato amonico s6lido hasta alcanzar el 40% de satu-
racion de esta sal a 4°C; después de 1 h a esta temperatura, se cen-
trifugd la solucidon salina a 15.000 x g durante 15 min, descarténdose
el sedimento. Al sobrenadante se le afiadié mas sulfato amonico hasta
alcanzar un 90% de saturacidon a 4°C; al cabo de 1 h a dicha temperatu
ra se centrifugd de nuevo a 15.000 x g, 15 min, y el sedimento obteni
do se resuspendio en 5 ml de tampdn acetato sddico 10 mM, pH 5'0, rea
lizandose a continuacidon su dialisis frente a 2 litros del mismo tam-
pon durante una noche. E1 volumen del dializado se ajustd a 10 @l y
Tuego se centrifugd a 15.000 x g, 15 min. E1 sobrenadante final se divi
dio en alicuotas de 1 ml que fueron usadas el mismo dia o alternativa-
mente almacenadas a -20°C.

1.5.- Medida de las actividades indol-3-acético oxidasa y peroxidasa

La actividad AJA-oxidasa se determind midiendo la velocidad
de consumo de oxigeno utilizando para ello un electrodo de oxigeno ti
po Clark (Radiometer, Copenhague, Dinamarca). Las determinaciones se
1levaron a cabo a 30°C con agitacion continua, condiciones en las que
la concentracion de oxigeno molecular en agua destilada es aproximada
mente de 0'235 mM (Loomis, 1933). Las mezclas de reaccidn tenian un
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volumen total de 1 ml y, a menos que otra cosa se especifique, conte-
nian tampon fosfato sodico 50 mM, pH 6'1, 1T mM de AIA, 0'2 mM de
2,4-diclorofenol, 0'2 mM de Mn C]z y el extracto enzimatico obtenido
como se indica en el apartado anterior, cuyo volumen fue de 250 yl
(equivalentes a 75 mg de peso fresco) en el caso de §. awrantiaca y
de 75 pl (equivalentes a 22'5 mg) en el tomate. La variacidon del con-
sumo de 0, con el tiempo se mostrd, después de un periodo de induccidn
. variable, como una linea recta, utilizandose su pendiente para estimar:
la actividad enzimatica que se expresd como [02] (M) consumida x min~'x

(g peso fresco)™ ).

Para determinar la naturaleza de los productos de reaccion
se realizaron registros graficos de los cambios en el espectro ultra-
violeta durante 1a oxidawcion del AIA (Ray, 1956). E1 espectro de ab
sorcion de la mezcla de reaccion que contenia tampdn fosfato sédico
50 mM, pH 6,1 y los mismos componentes que en el parrafo anterior pe-
ro a concentraciones diez veces mas bajas, se determind frente a un
blanco similar a la mezcla de reaccidn pero carente de AIA. Los regis
tros del espectro de absorcion desde 300 a 235 nm, se realizaron a in
tervalos de 10 min con un espectrofotometro ultravioleta-visible Per-
kin Elmer, modelo Lambda 5. Cada registro se completd en 30 s.

La actividad peroxidasa se determind en una mezcla de reac-
cion que contenia: 1'9 ml de una solucion tampdon de acetato sodico
20 mM, pH 5'0; 0'4 ml de benzidina 1'3 mM en tampdn acetato sdédico
0'2 M, pH 5'0; 0'1 ml de una solucidn acuosa al 1% (p/v) de molibdato
amonico; 0'1 ml de H202 30mM, y 0'1 ml1 de la preparacion parcialmen-
te purificada de l1a enzima (Seevers et al., 1971). La reaccidn se ini
cid con la adicion de l1a solucidn de H202 que en la cubeta de referen
cia fue sustituida por un volumen igual de agua destilada . La varia-
cion de la absorbancia a 334 nm con el tiempo se registro espectrofo-
tométricamente, mostrando una linea recta cuya pendiente fue utiliza-
da para estimar la actividad enzimatica que se expresd como [3A334 X
min~} x (g de peso fresco) V.
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1.6.- Analisis de la composicion de isoenzimas del sistema

peroxidasa/indol-3-acético oxidasa

La electroforesis se realizd segin el método de Davis (1964)
en geles cilindricos de poliacrilamida con una concentracion de acri-
lamida y bis-acrilamida del 7 y 0'18% respectivamente, utilizando
Tris-HC1 (0'375 M, pH 8'9) como tampdn del gel y Tris-glicina (5 y
38'5 mM respectivamente, pH 8'3) como tampon de electroforesis. No
"se utilizd el gel espaciador del método de Davis y las muestras (un
volumen del extracto parcialmente purificado correspondiente a 45 y
15 mg de peso fresco de . aurantiaca y L. esculentum respectivamente)
mezcladas con una solucion saturada de sacarosa en la proporcion 5:1
(v/v) y un pequefio volumen del colorante marcador azul de bromofenol,
fueron depositadas directamente sobre el gel separador. La electrofo-
resis se realizd a 4°C con una intensidad constante de 1 mA/gel duran
te 1 h, y 3 mA/gel hasta que el azul de bromofenol alcanzd la base del
gel (aproximadamente 75 min).

La tincidn de las isoenzimas de peroxidasa se realizd como
se ha descrito previamente (Seevers et al., 1971), incubando los geles
en tampon acetato sddico, 0'2 M, pH 5'0, que contenia 1'3 mM de benzi
dina y 1'3 mM de H202 afiadida inmediatamente antes de la incubacion.
Después de 45 min (G. aurantiaca) y 30 min (tomate) a temperatura am-
biente, los geles se lavaron tres veces con agua destilada y se alma-
cenaron en tampdn acetato sédico 0'2 M, pH 5'0, hasta que fueron foto
grafiados.

Para determinar la actividad AIA oxidasa de las isoenzimas
de peroxidasa se procedié a su aislamiento a partir de un gel de elec
troforesis preparativa. Siguiendo el método de Davis con las simplifi
caciones citadas, se prepard un gel en lamina de 2 mm de espesor con
un Gnico pocillo de 11 x 1 cm. En este pocillo se depositd un volumen
de extracto parcialmente purificado de hojas apicales de tomate co-
rrespondiente a 2'25 g de peso fresco, mezclado con una solucion satu
rada de sacarosa en la proporcion 5:1 (v/v) y con un pequefio volumen
de azul de bromofenol. La electroforesis se realizd a 4°C y una inten
sidad constante de 5 mA durante 30 min y, a continuacion, de 15 mA
hasta que el azul de bromofenol 11egd hasta la base del gel. Una vez
finalizada 1a electroforesis, se cortaron dos tiras de 1'5 cm de an-



chura de los extremos laterales del gel, que después de ser tefiidos
con tincion de peroxidasa fueron rapidamente colocados en su posicion
original en el gel, para servir de referencia en el corte de las zo-
nas de gel no tefiidas que contenian las isoenzimas. Cada una de estas
zonas de 8 x 0'5 cm, previamente troceadas, se sumergieron en 3 ml de
tampon acetato sdédico 10 mM, pH 5'0, durante 12 h, manteniéndose a
temperatura ambiente y en agitacion continua. Después de ese periodo
de tiempo se decantd el liquido que fue centrifugado a.2.000 x .g

10 min para eliminar las particulas de gel en suspensidon. E1 sobrena-
dante se utilizd para las medidas de actividad AIA oxidasa y peroxida
sa, tal como se han descrito en el apartado 1.5. de esta seccion, con
la excepcidn del volumen de extracto enzimatico utilizado para la de-
terminacidon de la actividad AJA-oxidasa que fue, en este caso, de

100 p1 (equivalente a 75 mg de peso fresco).

2.- CARACTERIZACION DEL AGENTE CAUSAL DE UN NUEVO SINDROME DE
G. AURANTJACA SIMILAR AL INDUCIDO POR EL CEV

2.1- Procedencia y propagacion experimental del nuevo sindrome

Un sindrome similar pero no idéntico al provocado por las ra
zas fuertes del viroide de l1a exocortis de los citricos, fue detecta-
do en plantas de §. auwrantiaca, huésped hérbaceo indicador de la exo-
cortis. E1 sindrome se observd después de un intento de transmision
de una raza débil del CEV, desde cidro "Etrog" a §. awrantiaca. El
cidro utilizado presentaba los sintomas tipicos de una raza débil del
CEV (pardeamiento de la base del peciolo y epinastia ocasional de las
hojas) y el intento de transmisidn se realizd mediante la planta para
sita Cuscuta campestinis Yuncker,

E1 nuevo sindrome pudo ser propagado por injerto, (tanto a
G. aurantiaca como a Gyrunra sarmentosa) sustituyendo una seccidn cor-
tical del tallo de una planta sana por otra similar procedente de una
planta enferma. Del 60 al 70% de las plantas injertadas manifestaron
los sintomas de la enfermedad, de 20 a 40 dias después de efectuado
el injerto.
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2.2.- Extraccion, fraccionamiento y analisis electroforético de

acidos nucleicos

La extraccion y fraccionamiento de los acidos nucleicos se
realizd fundamentalmente siguiendo el método utilizado por Semancik y
Weathers (1972a), con la excepcion de que en la extraccidon no se uti-
1iz06 bentonita ni hidroxiquinoleina ya que resultados previos indica-
ron que su eliminacidon no afectaba al rendimiento del método. Las mues
‘tras (100 g) se homogeneizaron con 200 ml de fenol saturado de agua y
neutralizado con NH40H, 40 m1 de Tris-HC1 0'2 M pH 8'9, 10 ml de aci-
do etilendiamino-tetracético (EDTA) 0'1 M pH 7'0, 10 ml de dodecil-sul
fato sddico (SDS) al 5% (p/v) y 0'8 ml de 2-mercaptoetanol (MCE), uti
lizando un homogeneizador Osterizer. La separacion de las dos fases
presentes se realizd centrifugando a 6.000 x g, 15 min, recogiéndose
la fase acuosa que fue reextraida de nuevo con 0'5 volumenes de fenol
saturado de agua.

Los acidos nucleicos se recuperaron de la fase acuosa por
precipitacion con un volumen de etanol tres veces superior al de la
fase acuosa. Después de mantener la mezcla durante al menos 30 min a
-20°C, el precipitado se recogid por centrifugacion a 6.000 x g,

15 min, se secO y se resuspendié en tampon TKM. La solucidn concentra
da de acidos nucleicos se dializd durante 16 h frente al mismo tampdn,
y el dializado se centrifugd a baja velocidad para eliminar el mate-
rial no resuspendido.

Se realizo a continuacion, un fraccionamiento de los acidos
nucleicos mediante la adicion de LiCl1 hasta una concentracidn final
de 2 M. A esta alta concentracion salina precipitan los RNAs de alta
masa molecular relativa, siendo los principales componentes de la frac
cion soluble el DNA, 1los RNAs de 7S, 5S, 45 y el RNA viroidal. El pre
cipitado se elimind mediante una centrifugacion a 8.000 x g, 20 min,
recuperandose los acidos nucleicos solubles en LiC1 2M del sobrenadan
te mediante una nueva precipitacion con un volumen tres veces superior
de etanol. Después de otra centrifugacion a 6.000 x g, 15 min, se des
cartd el sobrenadante, y el sedimento, resuspendido en TKM, se diali-
z0 frente al mismo tampon durante 16 horas. Al dializado se afhadid TKM
hasta conseguir un volumen final de 5 ml.



E1 andlisis electroforético de la fraccion de acidos nuclei-
cos solubles en LiCl 2M se realizd siguiendo el método descrito por
Morris y Wright (1975) en geles laminares de poliacrilamida de
13 x 10 x 0'2 cm. Los geles se formaron utilizando concentraciones de
partida de acrilamida y bis-acrilamida de 5 y 0'128% (p/v) respectiva
mente, y tampon Tris-acetato sddico-EDTA (40, 20 y 1'1 mM respectiva-
mente, ajustado a pH 7,2 con &cido acético). El tampén de electrbforg

-sis fue.Tris-acetato s6dico-EDTA (36, 18 y 1 mM respectivamente, ajus

tado a pH 7'2 con acido acético) y la electroforesis se realizo a

70 mA de intensidad constante hasta que el colorante azul de bromofe-
nol migrd hasta 7 cm del origen (aproximadamente 2 h y 30 min). Los
geles fueron tefiidos con una solucidn acuosa de bromuro de etidio
(0'5 pg/ml), usandose para su registro grafico un transiluminador
(Ultra-Violet Products Inc., EE.UU.) 'y una camara fotografica con
filtro para rayos ultravioletas. Subsiguientemente, se realizd en el
mismo gel la tincion de plata descrita por Sammons et al., (1981) con
las modificaciones de Igloi (1983), registrandose fotograficamente a
continuacion.

2.3.- Extraccion y fraccionamiento de proteinas y nucleoproteinas

2.3.1.- Ultracentrifugacion diferencial

Hojas apicales de plantas de Gywnra aurantiaca (en algunos
experimentos G. sawmentosa) sanas, afectadas por el nuevo sindrome y
con sintomas inducidos por una raza fuerte del CEV, se homogeneizaron
en mortero con tampon de extraccion (50 mM de Tris-HC1, pH 8'0, 20 mM
de MCE) en una proporcion de 1:3 (p/v). E1 homogeneizado se centrifu-
gd a 8.000 x g, 5 min, se midid el volumen del sobrenadante obtenido
(extracto crudo), y el sedimento se resuspendio en un volumen de tam-
pon de extraccion igual al del sobrenadante, almacenindose a continua
cion.

E1 extracto crudo, del que se separd una pequefia parte (0'4
ml1), fue sometido a una centrifugacion a 100.000 x g, 2 h, realizada
en una ultracentrifuga MSE-65. E1 sobrenadante se recogié y el sedimen
to se resuspendid con tampon de extraccidn hasta un volumen final
igual al del extracto crudo.
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En algunos experimentos, el extracto crudo se sometid a una
centrifugacion a 30.000 x g y diferentes tiempos (10, 20 y 30 min),
procediéndose con las fracciones obtenidas como se indica en el caso
de la centrifugacion a 100.000 x g.

Todas las fases de los experimentos.se realizaron a 4°C y las
fracciones del extracto que no se utilizaron inmediatamente, fueron
~almacenadas a -20°C.

2.3.2.- Métodos de clarificacion de extractos con disolventes

organicos

Hojas de §. awrantiaca (20 g) afectadas por el nuevo sindro-
me se homogeneizaron en mortero con 40 m1 de tampdn fosfato sodico
0'1 M, pH 7'0, que contenia 20 mM de MCE. E1 homogeneizado se centri-
fugd a 5.000 x g, 15 min, y se recogido el sobrenadante (46 ml) que se
dividid en cinco fracciones, las cuatro primeras de 10 ml y la quin-
ta de 6 ml.

A 1a primera fraccidon se anadid 2'5 ml de dietileter y 2'5 ml
de tetracloruro de carbono (Maat, 1963); a 1a segunda 2'5 ml de cloro
formo (Van Regenmortel, 1961); a la tercera 10 m1 de cloroformo mas
10 m1 de n-butanol (Steere, 1956); y a la cuarta 0'9 ml de n-butanol
gota a gota y con agitacion continua (Tomlinson, 1962). La quinta
fraccion se dejo como testigo sin ser sometida a tratamiento. Las cin
co preparaciones fueron mantenidas en agitacion constante durante 45
minutos a 4°C.

A continuacion las fracciones tratadas con disolventes orga-
nicos fueron centrifugadas a 5.000 x g, 20 min, recogiéndose las fases
acuosas superiores, que: fueron de nuevo centrifugadas a 5.000 x g,

15 min.

Los sobrenadantes de la ultima centrifugacion y la fraccion
testigo, fueron centrifugados a 80.000 x g, 2 h, tomandose un pequefio
volumen (0'4 m1) de los sobrenadantes y resuspendiéndose los sedimen-
tos en tampdn fosfato sddico 0'1 M, pH 7'0, con 20 mM de MCE. Los se-
dimentos de las fracciones sometidas a clarificacion con disolventes
organicos se resuspendieron con 5 ml, mientras que el de la fraccion
testigo se resuspendid en 3 ml,



Todas las etapas de los experimentos se llevaron a cabo a
4°C y las distintas fracciones obtenidas fueron utilizadas inmediata-
mente para el analisis de proteinas, o guardadas a -20°C.

2.3.3.- Precipitacion con polietilenglicol

Se ha seguido fundamentalmente el método descrito por Yama-

moto et al (1970). Hojas apicales de G. aurantiaca sanas.y.afectadas .
por el nuevo sindrome fueron homogeneizadas en mortero con tampon
fosfato sodico 0't M pH 7'0 y 25 mM de MCE, en la proporcidon 1:2
(p:v). E1 homogeneizado fue centrifugado a 5.000 x g, 15 min, descar
tandose el sedimento. Al sobrenadante se le afiadié NaCl hasta una
concentracion final de 0'5 M y una vez disuelta la sal, se afiadio po
lietilenglicol con masa molecular relativa aproximada de 6.000 (PEG-

6.000) hasta conseguir distintas concentraciones finales (2, 4, 6,
8 y 10%, p/v). Después de mantener la mezcla a 4°C durante al menos

3 h se centrifugd a 8.000 x g, 10 min. E1 sedimento se resuspendid
en tampon fosfato sodico 0'1 M, pH 7'0, dejandolo en algunos experi-
mentos en agitacion constante durante una noche, mientras que en
otros fue agitado durante 1 h y dializado frente al tampdn de resus-
pensidn durante una noche. Al dia siguiente el extracto fue centrifu
gado a 5.000 x g, 15 min, para descartar los componentes no resuspen
didos y el sobrenadante se centrifugd de nuevo a 100.000 x g, 90 min.
E1 sedimento de la ultracentrifugacion se resuspendid en tampon fos-
fato so6dico 0'1 M, pH 7'0, recogiéndose también el sobrenadante.

De todas las fracciones intermedias del proceso se conservd
un pequefio volumen para el andlisis electroforético de proteinas. To
das las fases del experimento se 1levaron a cabo a 4°C y las fraccio
nes que no fueron utilizadas inmediatamente fueron conservadas a
-20°C.

2.3.4.- Precipitacidon con sulfato amdnico

Hojas apicales de plantas de G. aurantiaca sanas y afectadas
por el nuevo sindrome fueron homogeneizadas con tampdn Tris-HC1 50 mM,
pH 8'0, 20 mM de MCE, en la proporcion 1:4 (p:v). E1 homogeneizado
fue centrifugado a 5.000 x g, 15 min, para desechar el sedimento, so-
metiéndose al sobrenadante a una centrifugacidon a 100.000 x g, 90 min.
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E1 sedimento de 1a ultracentrifugacion fue resuspendido con
tampon de extraccidon, manteniéndose en agitacidon constante durante
una noche. Al dia siguiente se le afiadio (NH4)2 SO4 s6lido hasta con-
seguir un 25% de saturacion de la sal a 4°C. La mezcla, mantenida a
esta temperatura durante al menos 1 h, fue centrifugada a continuaciodn
a 10.000 x g, 15 min, recogiéndose el sedimento, que fue resuspendido
con Tris-HC1 10 mM, pH 8'0, 20 mM de MCE, y puesto a dializar frente
-al mismo tampdn -durante -una noche. Al sobrenadante se le afhadio mas
(NH4)2 SO4 hasta un 50% de saturacidon de la sal a 4°C, dejando repo-
sar la mezcla a dicha temperatura durante al menos 1 h, después de lo
cual se centrifugd a 10.000 x g, 15 min. E1 sedimento de esta centri-
fugacidn, una vez resuspendido en tampon Tris-HC1 10 mM, pH 8'0, 20 mM
de MCE, fue dializado, al igual que el sobrenadante, frente al mismo
tampon durante una noche.

Al dia siguiente se ajustd el volumen de los tres dializados
hasta conseguir una concentracion equivalente a 2 g de peso fresco en
4 ml de tampbn, y tanto la fraccion precipitada al 25% de saturacion
de (NH4)2 SO4 como la que 1o hizo entre el 25 y el 50% de saturacion
de dicha sal fueron centrifugadas a 5.000 x g, 15 min para eliminar
los componentes no resuspendidos, recogiéndose los sobrenadantes.

De las fracciones intermedias del proceso se tomd pequefios
volumenes para el andlisis electroforético de proteinas. Todas las fa
ses del proceso se realizaron a 4°C y las fracciones recogidas que no
fueron utilizadas inmediatamente, se conservaron a -20°C.

2.4.- Analisis electroforético de proteinas

E1 analisis comparativo de las proteinas de tejido sano y
afectado por el CEV y por el nuevo sindrome, se realizd mediante elec
troforesis discontinua en geles laminares de poliacrilamida con SDS
de 1 mm de espesor (Conejero y Semancik, 1977b). E1 gel superior
1'5 cm sobre el que se aplicé la muestra contenia una concentracion
de acrilamida y bis-acrilamida del 4 y 0'11% (p/v) respectivamente,
estando tamponado con Tris-HC1 a una concentracion final de 125 mM y
un pH de 8'0. Para el gel intermedio o espaciador (1'5 cm) se usd
6'35% de acrilamida, 0'17% de bis-acrilamida, y tampon Tris-H(l,

375 mM, pH 8'8. E1 gel inferior o separador (8'6 cm) se formd con



acrilamida al 14%, bis-acrilamida al 0'375% y el mismo tampdon que el
gel espaciador. Las tres capas contenian un 0'1% (p/v) de SDS y el
tampon de electroforesis (pH 9'2) estaba constituido por Tris (240 mM),
glicina (82 mM) y SDS (0'1%). Antes de ser sometidas a electroforesis,
las muestras fueron calentadas a 100°C durante 4 min en Tris-HC1 77 mM,
pH 8'0, 1'8% (p/v) de SDS, 4'4% (v/v) de MCE y 3'0% (v/v) de glicerol.
La electroforesis se 11evd a cabo a una intensidad constante de 20 mA
"hasta que el colorante marcador azul de bromofenol alcanzd la base del
gel (aproximadamente 3 h y 20 min).

Una vez realizada la e]ectroforésis, los geles fueron fijados
y tefiidos simultaneamente durante una noche en una solucidon metanol:a-
cido acético:agua (25:10:65 v/v) conteniendo 0'08% (p/v) de azul de
Coomassie R-250.

Una mezcla de proteinas de masas moleculares relativas (Mr)
conocidas fue sometida a electroforesis conjuntamente con las mues-
tras. La mezcla estaba constituida por: fosforilasa b (Mr:94.000), se
roalbimina bovina (Mr:67.000), ovoalbimina (Mr:43.000), anhidrasa car
bonica (Mr:30.000), inhibidor de la tripsina obtenido de la soja
(Mr:20.000) y tx-lactoalbdmina (Mr:14.400). La representacion del lo-
garitmo decimal de 1a Mr frente a la movilidad electroforética, se
ajustd a una ecuacidon de segundo grado, y fue utilizada para la deter
minacion de las masas moleculares relativas de las proteinas de las
muestras.

2.5.- Microscopia electronica

2.5.1- Metodo del contraste negativo

Se realizd siguiendo la técnica descrita por Brenner y Horne
(1959). En algunos experimentos las muestras fueron previamente fija-
das mezclandolas con una solucidn de formaldehido del 35-40% (p/v) en
una proporcion 20:1 (v:v) (Betto et al., 1964).

Las muestras, mezcladas volumen a volumen con fosfotungstato
sodico al 2% (p/v), pH 7'0, se depositaron sobre una reji]]é con un
soporte de carbdn vaporizado. Tras unos segundos de contacto, se eli-
mind el exceso de liquido y se dejo secar, realizandose a continuacion
la observacidn al microscopio electronico.



34

2.5.2.- Método de cortes ultrafinos

Se utilizaron pequefios trozos de hojas (de 1 a 2 mmz) de plan
tas de G. aurantiaca sanas, afectadas por el sindrome nuevo y con sin
tomas de una raza fuerte del CEV.

Este material fue sometido a un proceso que consta de tres
fases: 1) fijacion, 2) deshidrafacién, y 3) inclusion.

" La fijacién se realizd segin Palade (1952), durante 2 h a 4°C
con una mezcla de volumen a volumen de tetrdxido de osmio al 2% y tam
pon veronal (obtenido mezclando 10 m1 de acetato sédico, 0'14 M, 10 ml
de 5,5-dietilbarbiturato sodico, 125 mM, 10 m1 de HC1 0'1 Ny 20 ml
de HZO)'

Después de lavar el material con agua destilada, la deshidra
tacion se 1levd a cabo con diferentes soluciones de concentracion cre
ciente de acetona en agua (Ryter y Kellenberger, 1958), segin el si-
guiente esquema: 1) inmersidn en acetona al 30% durante 15 min, 2) ace
tona al 50%, 30 min, 3) acetona al 70%, 30 min, 4) acetato de uranilo
al 2% en acetona al 70%, durante una noche, 5) acetona al 90%, 30 min,
6) acetona al 100%, 30 min y 7) acetona al 100% con Cu 504 30 min, re
pitiendo una vez esta Gltima operacion.

La inclusion se realizd en Araldita (Glauert y Glauert, 1958)
utilizando oxido de propileno como sustancia puente entre la aceto-
na y 1la Araldita (Luft, 1961). E1 material se sumergid en o0xido de
propileno durante 1 h, realizandose esta operacion dos veces y luego
sucesivamente en mezclas de distinta proporcion de 6xido de propileno
y Araldita 1 (3:1; 2:2; 1:3), durante 2 h en cada una de ellas. Final
mente el material se sumergid sucesivamente en Araldita 1 durante 2 h
a 50°C, Araldita 1 durante una noche a 50°C, y Araldita 2 en capsula
de gelatina durante 48 h a 70°C.

Una vez realizado este proceso se obtuvieron los cortes ul-
trafinos en un ultramicrotomo LKB, que a continuacidn se colocaron
sobre citrato de plomo al 2% (p/v) durante 20 min, lavandose final-
mente con agua destilada.



2.6.- Purificacion parcial del agente infeccioso

En Ta fig. 2 se muestra un esquema del proceso seguido para
la purificacidn del agente infeccioso, utilizandose con modificacio-
nes el método descrito por Jackson y Christie (1977) para la purifica
cion de un rabdovirus vegetal (el virus del amarilleo reticulado del
Sonchus), Hojas con sintomas, fueron homogeneizadas en mortero con el
tampdn de extraccion (HEPES-NaOH 0'1 M, pH 7'0 que contenia 20 mM de
‘MCE), -en la -proporcion 1:2 (p/v). E1 homogeneizado se pasd a través
de dos capas de lienzo filtrante (Miracloth) y se centrifugd a
8.000 x g, 10 min. E1 sobrenadante recuperado se depositd sobre un
gradiente discontinuo de sacarosa ( una capa inferior del 60% (p/v) y
otra superior del 30%) disuelta en el tampdn de extraccion. Los tubos
fueron centrifugados en un rotor basculante a 80.000 x g, 1 h. La ban
da verde retenida en la interfase fue recogida y dializada frente al
tampon de extraccidon durante al menos 3 h, disminuyendo con ello la
concentracidn de sacarosa desde aproximadamente el 45% hasta un
10-15%. E1 dializado se depositd sobre un gradiente continuo del 30
al 60% (p/v) de sacarosa disuelta en el tampon de extraccidn, 1levan-
dose a cabo a continuacidn una centrifugacion a 80.000 x g, 90 min.

Después de esta centrifugacion, una banda de fuerte disper-
sion de 1a luz pudo ser observada al iluminar los gradientes por la
parte superior. Esta banda, recogida manualmente por aspiracion o me-
diante un colector de fracciones (Gilson. Microcol TDC80), fue utili-
zada inmediatamente para diversos experimentos o alternativamente con
gelada a -20°C.

Todos los pasos del proceso se 1levaron a cabo a -4°C.

2.7.- Transmision mecanica del agente infeccioso

La inoculacion se 1levd a cabo, realizando ocho cortes obli-
cuos en el tallo de plantas sanas con una cuchilla humedecida en el
indculo. Se utilizd como indculos, extractos purificados siguiendo el
procedimiento indicado en el apartado anterior y extractos crudos ob-
tenidos por homogeneizacion de hojas de plantas afectadas por el nue-
vo sindrome con tampon HEPES-NaOH, 0'1 M, pH 7'0 con y sin 2-mercapto
etanol 20 mM, en la proporcidn 1:2 (p/v). Las plantas inoculadas fue-
ron observadas durante 30 dias después de la inoculacidn, y tras cor-
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tar el apice para promover el crecimiento de nuevas yemas, durante un
periodo adicional de 30 dias. ‘
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ITI.- RESULTADOS Y DISCUSION

1.- ALTERACIONES FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS CAUSADAS POR EL VIROIDE DE
LA EXOCORTIS DE LOS CITRICOS EN HUESPEDES HERBACEOS

1.1.- Estudio del enraizamiento de esquejes de plantas sanas y enfermas
"~ de exocortis ' S

1.1.1.- Esquejes de Gunura aurantiaca

La aparicion de las raices en los esquejes sanos tuvo lugar en
todos los experimentos entre los dias 8 y 10, contados a partir del mo-
mento en que se pusieron a enraizar en la camara de crecimiento. Por el
contrario, en el caso de los esquejes con sintomas de exocortis, los re-
sultados fueron mucho mas variables, aunque en ningln caso la iniciacion
tuvo lugar antes del dia 18 ni después del dia 32. En un intento para co
nocer si esta variacion era dependiente del estadio de la enfermedad, se
realizaron experiencias con esquejes tomados de plantas que tenian desde
10 hasta 60 dias, empezados a contar después de la aparicidon de los sin-
tomas. Los resultados no permitieron atribuir la variabilidad observada
a los diferentes tiempos de implantacion de la enfermedad.

En 1a fig. 3 se muestran los resultados de.unexperimento tipico
en el que los esquejes fueron cortados a los 30 dias de la aparicion de
los sintomas en la planta enferma. Las raices se iniciaron en la base
del esqueje sano a los 9 dias de su colocacion en la camara de crecimien
to (fig. 3A). Siete dias mas tarde (dia 16), el nimero y longitud de las
raices habia aumentado y empezaron a ser visibles raices secundarias
(fig. 3B). E1 inicio de las raices en el esqueje enfermo no fue observa-
do hasta el dia 23, momento en el que el esqueje sano tenia ya un siste-
ma de raices bien desarrollado (fig. 3C). E1 dia 30 las raices del esque
je enfermo habian aumentado en nimero y longitud, pero ninguna raiz se-
cundaria se habia desarrollado (fig. 3D). Las raices secundarias pudie-
ron ser observadas en el esqueje enfermo a los 37 dias de su colocacion
en la camara de crecimiento (fig. 3E), momento en el que se dio por fina
lizado el experimento. En experinentos de mayor duracidn, a partir del
dia 37 las raices de los esquejes sanos apenas variaron de longitud,
mientras que las de los esquejes enfermos continuaron creciendo.
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En la fig. 3 se observa ademas, que los sistemas radiculares de
los esquejes sanos y enfermos difieren notablemente en cuanto al nidmero
de raices se refiere. A los 7 dias de la iniciacion de las raices el es-
queje sano presentaba 20 de ellas (fig. 3B), mientras que el enfermo de
exocortis, después del mismo periodo de tiempo, Gnicamente tenia 6 (fig.
3D). Dos semanas después de la iniciacidn, el nimero de raices en el es-
queje sano era demasiado alto para ser apreciado sin manipulacion (fig.

- 3C), mientras que.en el esqueje enferiio sdlo 1legaba a 10 (fig. 3E).-

1.1.2.- Esquejes de Lycopersicon esculentum

En Tas condiciones experimentales usadas, los esquejes de plan-
tas con sintomas de exocortis no formaron raices, mientras que los esque
jes sanos, tanto de la variedad "Rutgers" como de la variedad "Rentita",
presentaron raices de una manera consistente entre los 4 y los 6 dias
después de su colocacion en la camara de crecimiento. La fig. 4 muestra
los resultados de un experimento tipico. En este caso, los esquejes se
tomaron una semana después de la aparicion de los sintomas en las plan-
tas infectadas por el viroide, y las raices empezaron a aparecer en lo0s
esquejes sanos 4 dias después de la excisidon. Resultados similares se ob
tuvieron cuando los esquejes se tomaron dos y tres semanas después de
la aparicion de los sintomas. Las raices se iniciaron predominantemente
en los mismos lados del tallo en que se insertaban las hojas, y un dia
antes de la aparicion pequefias protuberancias se hicieron visibles en la
base de los tallos.

Los esquejes enfermos de las dos variedades de tomate utiliza-
das presentaron, ademas de la inhibicidon en la formacion de raices, una
degeneracion progresiva de sus tejidos foliares. Después de 4-6 dias de
iniciado el experimento, los esquejes tenian manchas negras en los ta-
11os y mostraban clorosis e inicio de necrosis en las hojas. Las altera-
ciones foliares.-mayores en la variedad "Rentita" que en la "Rutgers", y
mas grandes en las hojas viejas que en las jovenes- fueron en aumento,
determinando que los experimentos se dieran por finalizados a los 10
dias de su inicio, ya que a ese tiempo areas extensas de las hojas esta-
ban completamente secas. Por el contrario, en los esquejes sanos, aparte
de la formacidn de raices, no se detectd ningln otro cambio visible.

Horst et al. (1977), al estudiar los efectos de la infeccidn de



algunos virus y vimides sobre la propagacion vegetativa del crisantemo,
encuentran un pequeiio retraso (2-5 dias)enla iniciacion de las raices,
en los esquejes de dos variedades de esa especie vegetal infectadas por
el viroide del enanismo del crisanteno (CSV). Bajonuestras condiciones
experimentales, el retraso observado en G. aurantiaca fue mas pronuncia-
do (10-22 dias) y ademas, los esquejes enfermos presentaron un nimero de
de raices considerablemente menor que el de los esquejes sanos. En las
"dos variedades de tomate éstudiadas; el efecto de la infeccion por el
CEV fue alun mayor, ya que se produjo la total inhibicidon de 1a formacion
de raices.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo han sido confir
mados por Navarro (1981) y Duran-Vila y Semancik (1982), que en cultivos
de entrenudos de cidro, y de distintos tejidos de tomate respectivamente,
han observado inhibicidon de la formacidon de raices como consecuencia de
la infeccidon por el CEV.

E1 hecho de que en las plantas de tomate, tras la infeccion por
el CEV, quedase alterada la rizogénesis en mucho mayor grado que en las
de §. aurantiaca, no parece que pueda ser explicado haciendo la hipdte-
sis de que la planta de tomate tenga una capacidad menor para la forma-
cion de raices. Estas se hicieron visibles en los esquejes sanos de toma
te al cabo de 4-6 dias de iniciado el experimento, mientras que los es-
quejes sanos de §. awrantiaca s6lo las presentaron después de 8-10 dias.
Parece, por tanto, que la explicacion deba encontrarse en que la infec-
cion por el CEV produce en las plantas de tomate, una alteracidn fisiold
gica mas profunda que en las de §. awrantiaca.

La iniciacion de raices en esquejes de numerosas plantas ha si-
do asociada desde hace tiempo con un estimulo que proviniendo de las ho-
jas, desciende con poco novimiento lateral, e induce en el tallo la for-
macion de raices. En muchos casos, se ha puesto de manifiesto que este
estimulo inductor no es otro que el acido indol-3-acético (AIA) (véase
para una revision Thimann, 1977). Asi, la alteracion en la capacidad pa-
ra formar raices de los esquejes de las plantas enfermas de exocortis,
podria deberse a que el tejido enfermo tuviera una menor sensibilidad a
la sustancia estimuladora de la rizogénesis que el tejido sano. Sin en-
bargo, otra posibilidad alternativa es que el estimulo inductor alcance
la base de los esquejes enfermos en una concentracion menor que en el ca
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TABLA 2.- Efecto de 1a infeccidn con el CEV sobre sustancia(s) tipo auxi
na que difunde(n) de yemas apicales de 6. awantiaca®.

- - - - = e Gn SR e s e D D = R S R R G SR G D S e G R e S G R G S e SR R SR e S e Sm R S N S G R e e e e

Actividades de las sustancias tipo auxina difundidas
(ng equivalentes de AIA/g de peso fresco)

Exp. Sanasb Enfermasb
1 6'0 2'5
2 6'2 3'3
3 7'0 2'5

Zona del cromatograma correspondiente a valores de RF de 0'2 a 0'4 en el
sistema isopropanol-amoniaco-agua.

bCinco yemas apicales fueron usadas en cada experimento. Las yemas se cor
taron de las plantas 30 dias después de la aparicién de los sintomas en
el material enfermo.



so de los esquejes sanos. Por ser mas facilmente abordable, fue esta l-
tima posibilidad la que se sometid a experimentacidon en el presente tra-
bajo.

1.2.- Determinacidon de hormonas tipo auxina obtenidas por difusion desde

yemas apicales de §. auwrantiaca sanas y enfermas de exocortis.

E1 bioensayo del mesocétilo de avena (sensible a auxinas y gibe

'rélinés),'phsb de manifiesto diferencias cuantitativas en la actividad
de las hormonas vegetales obtenidas por difusidn desde yewas apicales sa
nas y enfermas. En la fig. 5 se representa un histograma tipico obtenido
con este bioensayo, de las actividades difundibles a partir de yemas api
cales de plantas de §.aurantiaca sanas (fig. 5A) y enfermas (fig. 5B).
En la misma figura se ha representado también el crecimiento de los seg-
mentos de mesocétilo a diferentes concentraciones de AIA. Puede observar
se que la Unica actividad manifiesta, apareci0o en la zona del cromatogra
ma con valores de RF de 0'2 a 0'4 con un maximo en la zona de 0'3 a 0'4.
En algunos experimentos, la actividad significativa se restringid a esta
Gltima zona con RF de 0'3 a 0'4. La semicuantificacion de la actividad
puesta de manifiesto en tres experimnentos distintos, y obtenida a partir
de rectas patron similares a la de la fig. 6, se especifica en 1a tabla
2.Latabla muestra que la actividad de la zona cromatografica con valo-
res de RF de 0'2 a 0'4, fue de dos a tres veces mas alta en el material
sano, que en el enfermo. Puesto que el AIA presenta su actividad maxima
en este sistema cromatografico entre valores de RF de 0'3 a 0'4, y ade-
mas ninguna actividad de tipo giberelina extraible de las hojas se en-
cuentra en esta zona (Rodriguez et al. 1978), puede concluirse que las
diferencias observadas en la actividad hormonal difundible, son debidas
a una{s) sustancia(s) tipo auxina con Re similar al AIA.

Estos resultados favorecen la hipdtesis de que la alteracidn de
la capacidad formadora de raices en los esquejes enfermos sea debida a
que, como consecuencia de la infeccidn, una menor cantidad de AIA puede
alcanzar la base de estos esquejes. En tal caso tres alternativas no ne-

cesariamente excluyentes entre si podrian explicar los hechos observados:

1) las hojas apicales enfermas sintetizan menos AIA que las sanas; 2) la
degradacion del AIA en las hojas enfermas es mayor que en las sanas, Yy
3) el transporte de AIA en las plantas enfermas esta alterado. Con refe-

41
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TABLA 3.- Efecto del 2,4-diclorofenol (DCP) y de los iones Mn
la actividad AIA-oxidasa de un extracto parcialmente purifi-

cado de hojas apicales de L. esculentum.

Actividad AIA-oxidasa®
(% de oxigeno consumido/min)

Sistema compl e1:ob 100
Sin extracto enzimatico 0
Sin AIA 0
Sin DCP 0
Sin MnC]2 44

3peterminaciones efectuadas en tampon fosfato sodico 50 mM, pH 6'1, a
30°C con agitacion continua. Los valores son la media de dos determina-
ciones con resultados similares.

bEl sistema completo (volumen final: 1 ml) contenia: extracto enzimati-
co (75 pl equivalentes a 22'5 mg de peso fresco), AIA (4 x ]0'4 M),
pcP (107 M) y Mnc1, (1074 m).



rencia a esta altima posibilidad, es interesante apuntar que el movimien
to del AIA en segmentos de tallo de guisante (Pisum sativum, L.), es es-
timulado por el acido giberélico (Jacobs y Case, 1965) y que, como un e-
fecto de la infeccidon por el CEV, se ha encontrado previamente una dismi
nucion notable en extractos de hojas de §. aurantiaca, de sustancias ti-
po giberelina con el mismo RF que el acido giberélico (Rodriguez et al.,
1978). Por otra parte, existen numerosas observaciones sobre cambios en

- Ta actividad de las enzimas implicadas en la degradacidn de las auxinas
(en concreto de la AIA-oxidasa), después de situaciones de estrés y par-
ticularmente como consecuencia de infecciones por patdgenos de plantas
(véase para una revision Sequeira, 1563). Esta Gltima posibilidad es la
mas facilmente accesible a la experimentacidon y por ello ha sido aborda-
da en el presente trabajo. ‘

1.3.- Estudio de la degradacidon del acido indol-3-acético por el sistema

peroxidasa/AlA-oxidasa de hojas de plantas sanas y enfermas de

exocortis

Aunque aun no ha sido claramente establecido si la actividad
AIA-oxidasica de plantas, reside en la misma molécula que la actividad
peroxidasica, o si existe una AIA-oxidasa distinta de la peroxidasa, es
generalmente admitido que el AIA puede ser degradado por peroxidasas ve-
getales mediante una reaccidon de oxidacion (Schneider y Wightman, 1974;
Sembdner et al., 1980). La investigacion del presente trabajo se ha cen-
trado, por ello, en el sistema AIA-oxidasa/peroxidasa tanto de §. auran-
tiaca como de L. esculentum var. "Rutgers"

1.3.1.- Investigacion del efecto de algunos factores sobre la actividad

AIA-oxidasa

La actividad AIA-oxidasa suele medirse en tampdn fosfato, pH de
6 a 6'5, a una concentracion cercana a 50 mM, utilizando dos efectores:
un monofenol (comunmente 2,4-diclorofenol (DCP)) y iones Mn2+ en forma
de cloruro o sulfato. La tabla 3 muestra el efecto de estos cofactores
sobre la velocidad de consumo de oxigeno por el extracto parcialmente pu
rificado de hojas apicales de tomate sano. Como puede observarse, la pre
sencia de DCP en el medio de reaccion fue un requisito absoluto para la
deteccion de actividad, al menos en las condiciones y con la concentra-
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TABLA 4.- Efecto de la variacion de la concentracion de DPC y MnC]2
sobre la velocidad de consumo de 02 con el extracto de hojas
apicales de G. aurantiaca enfermas de exocortis.

- S D e SR e e R 4R R R M GE e R T R S S S Gn G e e SR e e SR R R D A e e = e e S e

.. a
iocet x 10% ) Ml x 10* () C°”5“m?%?e 0,/min

2 2 100
96
2 90

kR ekl e R R ]

8 a reaccidn se 1levé a cabo en tampon fosfato sodico, 50 mM, pH 6'1,
a 30°C, utilizando 10'3 M de AIA y 250 p1 (equivalente a 75 mg de pe-
so fresco) del extracto de §. awrantiaca enferma de exocortis, en un
volumen final de 1 ml. Se asignd el valor relativo de 100 a la canti-
dad de 02 consumido/min en el medio de reaccidon con concentraciones
de DCP y MnC]2 de 2 x 10'4 M. Los valores son la media de dos determi
naciones con resultados similares.
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cion de enzima utilizadas. Por el contrario los iones Mn
prescindibles, aunque ejercieron un efecto notable sobre la velocidad de

consumo de oxigeno incrementandola algo mas del doble.

Con objeto de encontrar la mejor relacion de concentraciones en
tre substrato y cofactores para este sistema enzimatico, se estudid la
dependencia de la velocidad de la reaccidon con diferentes concentracio-
_nes de DCP,'MnC]Z_y'AIA, utilizando una concentracidon constante del ex-
tracto enzimatico de tomate sano. En la fig. 7 puede observarse que, ba-
Jjo las condiciones experimentales establecidas, en ausencia de DCP la ve
locidad de consumo de 02 fue nula, mientras que a 0'125 X 10'4 M se con-
siguido la mitad de la velocidad maxima. A concentraciones mayores de
2 X 10'4 M la velocidad de consumo de oxigeno, tendid lentamente a dismi
nuir. En la fig. 8 se pone de manifiesto que la concentracidon optima de
MnC1, fue idéntica a la de DCP (2 X 107¢ M), no variando apenas la velo-
cidad a concentraciones superiores. La velocidad de l1a reaccion aumentd
con la concentracion de AIA hasta 10'3 M, como se observa en la fig. 9;

por encima de esta concentracion, la velocidad disminuyd.

Cuando las medidas se realizaron con la enzima de §. awrantiaca
se aumentd la concentracion del extracto enzimatico en el medio de reac-
cion, con lo que se consiguid que l1a velocidad obtenida con el extracto
de 6. aurantiaca enferma fuese comparable a la del extracto de tomate sa-
no. La concentracidon de los efectores en las medidas con la enzima de G.
aurantiaca se mantuvo como con la enzima de tomate, puesto que como se
observa en la tabla 4, variaciones en sus concentraciones provocaron 1i-
geras disminuciones en la velocidad de reaccion.

Tanto en 1a tabla 3 como en la fig. 7, se pone de manifiesto
que ninguna actividad oxidasica pudo ser detectada en ausencia de DCP,
1o que hizo aconsejable una prueba directa de que, en el sistema comple-
to (AIA, DCP y Mn2+), el AIA actuaba como auténtico substrato de la reac
cion, oxidandose. En la fig.10 se muestra la variacion en el tiempo del
espectro de absorcion desde 235 hasta 300 nm, de 1a mezcla de reaccidn
con el sistema completo (se utilizé como blanco el mismo sistema pero
sin AIA). Puede observarse en dicha figura, como a lo largo del tiempo,
se produjo un desplazamiento del espectro tipico del AIA (con un méaximo
a 280 nm) al del 3-metilenoxindol con maximos de absorcidon a 247 y 253
nm (Ray, 1956; Hinman y Lang, 1965). E1 3-metilenoxindol ha sido conside
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TABLA 5.- Efecto de la infeccion por el viroide de la exocortis de los citri-
cos sobre las actividades AIA-oxidasa y peroxidasa de plantas de
G. auwrantiaca y L. esculentum.

Planta . Dias con Activ..AIA-oxidasga Activ. peroxidasaa
huésped Exp. sintomas (consumo de 02) ([3A334/min x g peso fresco)

Sano Enfermo E/S Sano Enfermo E/S

1 25 84 376 4'5 3'9 9'9 2'5

2 30 75 313 4'2 3'6 9'0 2'5

9. aunantiaca 4 30 75 397  5'3 35 104 3'0

4 35 71 389 5'5 3'0 10'3 3'4

1 8 579 836 1'4 8's 23'2 2'7

2 10 529 1.359 2'6 10'1 15'9 1'6

Lo esculentun 5 a9 571 1.427  2'5 9'2 28'9  3'l

4 25 522 1.727 3'3 14'0 50'0 3'6

8 a fraccion que precipita entre el 40 y el 90% de saturacion de sulfato amd-
nico a 4°C, fue usada como preparacidon parcialmente purificada del sistema
peroxidasa/AIA-oxidasa. Los componentes de las mezclas de reaccidn y las con
diciones de ensayo son los que se indican en el apartado 1.5. "Materiales y
Métodos". Los datos numéricos son la media de dos determinaciones con resul-
tados similares realizadas con el mismo extracto.

Concentracion de O2 (pM) consumida por minuto y g de peso fresco.



rado por diversos autores como un producto clave de la oxidacion del AIA
por preparaciones enzimaticas de diferentes sistemas vegetales, como por
ejemplo Omphalia flavida (Ray y Thimann, 1956), guisante (Tuli y Moyed,
1967) y tomate (Thomas et al., 1980).

1.3.2.- Medidas comparativas de las actividades AIA-oxidasa y peroxidasa

en extractos de plantas de §. aurantiaca y L. esculentum sanas y

enfermas de exocortis

La tabla 5 muestra los resultados obtenidos en diferentes épo-
cas del afo con cuatro extractos de G. aurantiaca y cuatro de tomate, va
riedad "Rutgers". En cada uno de ellos, hojas apicales de dos plantas
fueron utilizados para la preparacion del extracto, tal como se indica
en el apartado 1.4. de "Materiales y Métodos". Como puede observarse, se
encontrd tanto en §. awrantiaca como en tomate, cantidades significativa
mente mayores de ambas actividades enzimaticas en las plantas con sinto-
mas de exocortis, que en los controles sanos. La relacidon entre la acti-
vidad enzimatica de las plantas enfermas de exocortis y la de las sanas
fue para §G. awrantiaca de 4'2 a 5'5 en el caso de AlA-oxidasa y de 2'5 a
3'4 en el de peroxidasa. En tomate, esa misma relacion, varido de 1'4 a
3'3 para la actividad AIA-oxidasa y de 1'6 a 3'6 para la de peroxidasa.
En ambas plantas huésped y en las dos actividades medidas, se observd u-
na tendencia al aumento de la relacidn anterior, cuando aumentd el nime-
ro de dias con sintomas de las plantas enfermas. Es de notar las mayores
actividades encontradas en tomate, 1o que puede explicarse, teniendo en
cuenta que la cuantificacidn de proteinas en extractos de tomate, dio va
lores por gramo de peso fresco de tres a cuatro veces superiores a los
de los extractos de G. aurantiaca. . ‘

Estos resultados son coincidentes, por 1o que a la actividad pe
roxidasa se refiere, con los obtenidos por Kapur et al. (1974a) en ci-
dros con sintomas de exocortis y por Da Graga y Van Lelyveld (1978) en
arboles de aguacate (Persea americana Miller) afectados por el viroide
del manchado solar del aguacate (ASBV). Sin embargo estos Gltimos auto-
res encontraron niveles menores de AIA-oxidasa en los arboles. enfermos.

En las medidas de la velocidad de consumo de oxigeno, se obser-
vd ademas de 1o expuesto en la tabla, que en las reacciones con extracto
enzimatico de plantas sanas, existia un periodo de induccion relativamen
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te largo, tanto en el caso de tomate (que en algunos experimentos se a-
cercd a los 10 min.) como en el caso de §. awrantiaca (hasta 5 min.).
Sin embargo, en las reacciones con extracto deplantas enfermas, el perio
do de induccion no existié o fue minimo (nunca mayor de 2 min.). Este pe
riodo de induccion ha sido observado por4numerosos autores que han pro-
puesto varias interpretaciones. Asi, Sequeira y Mineo (1966), indicaron
que el periodo de induccidon se hacia mas corto cuando la actividad pe-

- roxidasa aumentaba. Esta observacion es coincidente con 10 obtenido aqui
en el caso de extractos de plantas sanas y enfermas de un mismo huésped,
pero no se cumple si comparamos los extractos de plantas de §. awrantia-
ca enfermas con los de plantas de tomate sanas. Varios autores han obser
vado que en presencia de difenoles como 1a hidroquinona (Acosta, 1981),
el catecol o el acido cafeico (Lee, 1977), que pueden encontrarse en los
extractos crudos, o incluso de otros polifenoles (Lee, 1977), la cinéti-
ca de aparicion de los productos de oxidacion del AIA se retarda y pre-
senta un periodo de latencia que depende de la concentracidon del inhibi-
dor. Después de este periodo de latencia, la reaccidon procede practica-
mente a la misma velocidad que el control carente de inhibidor. Tampoco
éste parece que deba ser nuestro caso, puesto que los extractos han sido
sometidos a dialisis antes de las determinaciones enzimaticas. Stonier y
Yoneda (1967) sugirieron que el periodo de induccidon podia ser causado
por inhibidores de alta masa molecular relativa (superior a 200.000) pre
sentes en los extractos crudos. Por otra parte, Huang y Haard (1977), en
extractos de pericarpo de tomate encontraron dos formas de AIA-oxidasa:
una de baja masa molecular relativa (= 40.000) que no presentaba perio-
do de induccidon o éste era muy corto (de 1 a 2 min.) y otra de mayor ma-
sa molecular relativa (= 200.000) con un largo periodo de induccidon (de
10 a 15 min.). Cuando combinaban ambas formas no se presentaba ningiin pe
riodo de induccidn. Estos autores sugirieron que la forma de alta masa
molecular relativa seria posiblemente la forma nativa de la AIA-oxidasa,
encontrandose la enzima unida a ribosomas o a membranas, y que el perio-
do de induccidn podria estar relacionado con la influencia de las cargas
superficiales de estas estructuras sobre la conformacion molecular de la
enzima. De cualquier forma, las diferencias observadas en la presente in
vestigacidon sugieren que, como consecuencia de la infeccidon por el CEV,
se producen alteraciones que afectan a la actividad AIA-oxidasa, ya sea
una disminucion de inhibidores, ya algun tipo de modificacion en su con-
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formacidén molecular, que hacen disminuir el periodo de induccion.

1.4.- Andlisis de la composicion de isoenzimas del sistema peroxidasa/

AIA-oxidasa de hojas de plantas sanas y enfermas de exocortis

Con objeto de ver si alguna isoenzima particular podia dar
cuenta de las actividades enzimaticas mas altas encontradas en los ex-
tractos de plantas enfermas de exocortis, se 1lev0 a cabo un analisis
de la composicidon de isoenzimas de peroxidasa y de AIA-oxidasa, en los
extractos de §G. awrantiaca y de tomate. Los andlisis se efectuaron me-
diante electroforesis en geles de poliacrilamida y revelado de los ge-
les con técnicas de tincidon especificas para cada actividad enzimatica.

1.4.1.- Analisis de isoenzimas con actividad peroxidasa

En todas las experiencias realizadas con la tincidn correspon
diente a la actividad peroxidasa, la mayor parte de las bandas detecta
das aparecieron intensificadas como efecto de 1a infeccion por el CEV,
tanto en el caso de §. aurantiaca (fig.1la), como en el de tomate (fig.
11b). En esta figura puede observarse también, que en los extractos co
rrespondientes a las plantas enfermas de los dos huéspedes del CEV, a-
parecio una banda (en ambos casos la segunda de mayor movilidad elec-
troforética) que estaba ausente en los controles sanos de 1a misma e-
dad. Esta diferencia se detectd en §. aurantiaca siempre que el anali-
sis se realizo después del dia 20 y antes del 35, contados a partir de
la aparicion de los sintomas, y en tomate, cuando aquél se realizd en-
tre el dia 10 y el dia 25. En algunos de los experimentos 1levados a
cabo con posterioridad al dia 35 en §. aurantiaca o al 25 en tomate,
la banda diferencial pudo ser también observada (aunque con menor in-
tensidad) en los controles sanos. Con anterioridad al dia 20 en G. au-
rantiaca 0 al 10 en tomate, la banda no pudo ser detectada ni en los
extractos de plantas enfermas ni en los controles sanos.

1.4.2.- Intentos de analisis de isoenzimas con actividad AIA-oxidasa

mediante tincion directa de los geles

Para la tincion de isoenzimas con actividad AIA-oxidasa, al
menos dos métodos colorimétricos han sido descritos. Uno se basa en el



TABLA 6.- Comprobacion del método propuesto por Hoyle (1977) para la tincidn de isoenzimas con actividad AIA-oxidasa
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Mezcla de reacciéna

Exp. T. acetato sddico Etanol FBBB H202 AIA PCA Resultados
(0'S5 M, pH 4'2)  (25%) (1 mg/m1) (1 mM) (1 mM) (1 mM)

1 + + + + + + Visibles claramente las mismas bandas que con tincion de peroxidasa
2 + + + + + Idem

3 + + + + - Idem

4 + + + No se detecta banda alguna

5 + 40 + + + Visibles ténuamente las mismas bandas que con tincidon de peroxidasa
6 + +b + + Idem

7 + +b + Idem

8 + 4P No se detecta banda alguna

- —— — = = e = e W M = R S S = e Gm m h D Mm e e NS SR = S TR e S S S S e S S G S e Gm e e e S R e TR S e S m D D SR v S S P SR G G S S D N R G T G Sm S R e S S S D S G S R S SR R e e e e - -

qLos geles de poliacrilamida que sirvieron de soporte para la electroforesis de 50 pl (equivalentes a 15 mg de peso fresco) del

extracto de plantas de tomate enfermas de exocortis, fueron incubados durante 30 min en mezclas de reaccidon que contenian los
componentes sefialados con (+), a las concentraciones finales indicadas. La mezcla de reaccion conteniendo la totalidad de los
componentes (Exp. 1) constituye la tincion de Hoyle.

bLa concentracion de FBBB fue inferior a la indicada ya que no se consiguid su disolucion completa en ausencia de etanol.
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uso de p-dimetilaminocinamaldehido (DMACA)(Meudt y Gaines, 1967) que
da compuestos de coloracidn rosdcea con los productos de la degrada-
cidén del AIA, y el otro utiliza 4'-amino-2,5'-dimetoxibenzanilida
(Fast Blue BB, abreviadamente FBBB) que puede reaccionar con interme-
diarios de la degradacion enzimatica del AIA (Endo, 1968). Este Gltimo
método fue posteriormente modificado afiadiendo perdxido de hidrogeno,
con objeto de obtener l1a maxima actividad AIA-oxidasa de la peroxidosa
de rabano (Hoyle, 1977). E1 método que utiliza DMACA es poco sensible
(Gove y Hoyle, 1975) y cuando se ensayd con extractos de tomate (de ma
yor actividad enzimatica que los de §. aurantiaca) dio pobres resulta-
dos, tifiéndose en las condiciones utilizadas, Unicamente dos bandas
(1as correspondientes a las sefialadas con los nimeros 2 y 3 en la figu
ra 11b) con una coloracidn ténue de l1imites poco definidos. La utiliza
cion del método de Hoyle dio, en cambio, buenos resultados, tanto con
extractos de §. aurantiaca como de tomate. La fig. 12 muestra los re-
sultados obtenidos con los mismos extractos y tas mismas concentracio-
nes usados en la fig. 11 pero tifiendo 1os geles.con el método que hace
uso del FBBB en presencia de perdxido de hidrdgeno (método de Hoyle).
Como puede apreciarse, con esta técnica de tincion se obtuvo una dis-
tribucidén de isoenzimas idéntica a la encontrada con la tincion de ac-
tividad peroxidasa (fig.11), de 1o que parecia deducirse que todas las
isoenzimas con actividad peroxidasa, presentaban también actividad AIA-
oxidasa. Sin embargo, un estudio mas detallado del método que utiliza
el FBBB en presencia de perdoxido de hidrdogeno, dio 1os resultados que
se presentan en la tabla 6. En dicha tabla se pone de manifiesto que
ni el mismo AIA, ni el acido p-cumarico (PCA)(reactivos utilizados en
el método de Hoyle) fueron imprescindibles para la observacidon clara
de las mismas bandas que aparecen con la tincidn de actividad peroxida
sa, de 10 que cabe deducir que el método propuesto por Hoyle no detec-
ta actividad AlA-oxidasa. E1 hecho de que el perdxido de hidrdogeno fue
ra un requisito indispensable (véase la tabla), hizo pensar que la tin
cion era de isoenzimas con actividad peroxidasa. Para descartar que el
substrato de la actividad peroxidasa fuera el etanol (medio en que se
disolvia, en la tincion original, el FBBB) se estudid el efecto de la
disolucion del FBBB en el tampdn del medio de incubacion, observandose
la misma distribucidon de las bandas aunque con menor intensidad. Esta
disminucion de la intensidad se debid probablemente a una reduccidn en



TABLA 7.- Cuantificacion de la actividad AIA-oxidasa de 1as isoperoxidasas obte
nidas a partir de extractos de tomate enfermo de exocortis®

e - - e e N S S D S D e S S S e S S Sn S R S e e L e G S G e e

Isoenzimab Activ. AIA-oxidasa Activ. peroxidasa Activ. AIA-oxidasa
(consumo de 02)C QAA334/min x g peso fresco) Activ. peroxidasa
Exp. I Exp. II Exp. I Exp. II Exp. I Exp. II

1 87'1 86'2 1'06 0'84 82 103

2 383'5 344'6 11'92 8'95 32 39

3 421'6 414'7 12'10 9'90 35 42

4 210'8 210" 3'12 2'57 68 82

5 86'2 105'0 1'01 0'95 85 1m

6 75'3 53'9 0'77 . 0'42 98 128

% as isoenzimas se obtuvieron por difusion a tampdon acetato sédico 10 mM,
pH 5'0, desde distintas secciones de un gel de electroforesis preparativa
(vease apartado 1.6. de "Materiales y Métodos"). E1 extracto de plantas de
tomate se realizd 15 dias después de la aparicion de los sintomas.

b - . . A
La numeracidon de las isoenzimas se presenta en la fig. 11b.

ClLas concentraciones de los reactivos y las caracteristicas de la reaccion,
como se indican en el apartado 1.5. de "Materiales y Métodos" pero utilizan-
do un volumen de extracto enzimdtico equivalente a 75 mg de peso fresco. Los
datos numéricos expresan concentracion de 02 (M) consumida/min x g peso
fresco.



la concentracion de FBBB, que es una sustancia poco soluble en solucio
nes acuosas. De los resultados obtenidos se deduce que la tincidon pro-
puesta por Hoyle para isoenzimas de AIA-oxidasa detecta en realidad i-
soenzimas de peroxidasa, siendo el FBBB y el perdxido de hidrdogeno los
substratos de la reaccidon. Después de realizado este estudio de la tin
cion de Hoyle, en una revision bibliografica posterior, se encontrd

que Grison y Pilet (1982) habian realizado un examen critico del méto-

‘do, 11egando a las mismas conclusiones que aqui se presentan. Estos au

tores comprobaron ademas que el AIA inhibe competitivamente la oxida-
cion del FBBB catalizada por la peroxidasa en presencia de perdxido de
hidrogeno, disminuyendo 1a intensidad de la tincion de las isoperoxida
sas.

1.4.3.- Determinacion de la actividad AIA-oxidasa de isoenzimas de pe-
roxidasa mediante el electrodo de oxigeno

A la vista de los resultados obtenidos en el apartado ante-
rior y con objeto de observar si todas las isoenzimas de peroxidasa, y
especialmente 1a segunda de mayor movilidad electroforética, poseian
actividad AIA-oxidasa se realizd el siguiente experimento. Tras una e-
lectroforesis preparativa de extractos de plantas de tomate enfermas
de exocortis, se cortaron los trozos de gel que contenian las isope-
roxidasas numeradas del 1 al 6 en la fig. 11b, y se las dejo difundir
sumergiendo los trozos de gel en tampdon (véase apartado 1.6 de "Mate-
riales y Métodos"). Las medidas de actividad AIA-oxidasa (mediante la
determinacion de la velocidad de consumo de oxigeno) y de la actividad
peroxidasa, de cada una de las isoenzimas asi obtenidas en dos experi-
mentos diferentes con el mismo extracto enzimatico, se presentan en la
tabla 7. Todas las isoperoxidasas (incluida la namero 5) presentaron
actividad AIA-oxidasa, siendo esta actividad tanto mayor cuanto mas al
ta fue la actividad peroxidasica, aunque no en la misma proporcidn. En
dicha tabla se observa también que las isoenzimas 4, 5 y 6, presentan
aparentemente una mayor relacion entre la actividad AIA-oxidasa y la
actividad peroxidasa que las isoenzimas 2 y 3, que son las que mues-
tran mayores valores absolutos de ambas actividades. Lee (1974), con
un sistema electroforético similar, observa que en callo de tabaco,
las isoperoxidasas del grupo de mayor migracidon electroforética, pre-
sentan una relacion entre la actividad AIA-oxidasa y la actividad pe-
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roxidasa, mas alta que las del grupo de menor migracion, coincidiendo
con los resultados obtenidos en el presente trabajo, a excepcion del
isoenzima 1 que, aunque es de menor migracion electroforética, tiene
una elevada relacion de actividad AIA-oxidasa a actividad peroxidasa.
Sin embargo, el analisis de esta relacion entre diversas isoperoxida-
sas ha de ser efectuado con reservas, cuando la comparacion se realiza
con concentraciones distintas de isoenzimas. E11o es debido a que la

reaccion AIA-oxidasica de la peroxidasa tiene un mecanismo muy comple-

jo, todavia no aclarado del todo, en el que la proporcion relativa de
los productos finales (y por tanto, muy probablemente, la velocidad de
la reaccion) depende de factores tales como el pH y la relacidn entre
la concentracion de AIA y la concentracion de enzima. Cuando el valor
de esta relacion es bajo, durante la reaccidon se forman ferroperoxida-
sa y Compuesto III (compuesto intermedio activo de la peroxidasa con
grado de oxidacion del metal +6), y el producto final de 1a degrada-
cion del AIA es mayoritariamente indol-3-aldehido, mientras que si el
valor de esa relacion es alto, después de la aparicion transitoria del
Compuesto III, se detecta el Compuesto II (grado de oxidacidon del me-
tal +4), y el producto final de la reaccion es mayoritariamente 3-me-
tilenoxindol (Ricard y Job, 1974; Acosta 1981).

En el trabajo citado, Lee (1974) observa ademas que la apari-
cion de las isoenzimas de mayor migracidon electroforética, no solo es
inhibida por cicloheximida y actinomicina D (sugiriendo un requerimien
to de sintesis de proteinas y de RNA), sino también por concentracio-
nes altas de kinetina. Aunque no hay datos sobre si la infeccion por
el CEV, produce una disminucion de citokininas en las plantas huésped,
si existe como ya hemos sefialado, una disminucion importante de sustan
cias tipo giberelina, con el mismo RF que el acido giberélico (GAB)
(Rodriguez et al,, 1978). Diversas investigaciones ponen de manifiesto
una accion protectora del GA3 sobre la degradacion del AIA (Pilet,
1957) vy una disminucion de la actividad AIA-oxidasa después de trata-
mientos con GA3 en varios sistemas vegetales (Pilet y Wurgler, 1958;
Pilet y Collet, 1960; Watanabe y Stutz, 1960; Halevy, 1963). Asi pues,
una disminucidn en los niveles de gibereTinas y/o citokininas provoca-
da por el viroide, podria incrementar la actividad AIA-oxidasa y favo-
recer la aparicion prematura de alguna(s) isoenzima(s), tal como en el
presente trabajo se ha puesto de manifiesto que ocurre en el caso tan-
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to de G. aurantiaca como de tomate. Esto seria consistente con la dig

minucion observada de una substancia difundida desde las hojas apica-
les actividad y RF similares al AIA, 1o que a su vez podria explicar
la menor capacidad de formacion de raices que presentan las plantas
infectadas por el CEV.

Ademas del efecto sefialado, pueden indicarse otras posibles
consecuenc1as del 1ncremento en la actividad AIA-oxidasa observado en
as plantas infectadas por el CEV En primer lugar se ha sugerido pre
viamente (Durdn-Vila y Semancik, 1982) que la carencia de expansion

que presentan discos de hojas de plantas de tomate enfermas de exocor

tis, pudiera reflejar una anomalia estructural resultante de alguna
disfuncion del metabolismo auxinico, ya que se ha mostrado que el AIA
estd implicado en el mecanismo de expansion de la pared celular. El

aumento en actividad AIA-oxidasa podria ser esa disfuncion del metabo

lismo auxinico. En segundo lugar, la mayor produccion de etileno por
los tejidos infectados por el CEV (Granell et al., 1982) podria ser
consecuencia de la actividad incrementada de AIA-oxidasa, ya que se
ha propuesto (Vioque et al., 1981) que este sistema enzimatico es ca-
paz de realizar un papel en la formacidon de etileno a partir del aci-
do 1-aminociclopropano-1-carboxilico.

Desde otra perspectiva, los niveles incrementados de activi-
dad peroxidasa puestos de manifiesto en las plantas enfermas de exo-
cortis, podrian jugar un papel importante en la patogénesis del CEV.
Como ya se ha sefialado, hay numerosas investigaciones en que se ob-
serva un aumento de la actividad peroxidasa, aconsecuencia de la in-
feccion por distintos tipos de patdgenos (hongos, bacterias, virus y
viroides) en una gran variedad de sistemas vegetales. Alguna de estas
infecciones produce una resistencia sistémica al ataque de los mismos

u otros patdgenos relacionados, y esta resistencia inducida se ha vis

to acompafada en diversas ocasiones por un incremento en actividades
de peroxidasa (Sequeira, 1984). Aunque no hay evidencias de que este
incremento esté directamente asociado con la resistencia a la enfer-
medad, se ha sugerido (Hammerschmid et al., 1982) que la peroxidasa
podria intervenir en la rapida lignificacidon que ocurre en las plan-

tas con resistencia inducida. E11o se deberia a que dicha enzima cata

1iza el Ultimo paso de la ruta de biosintesis de lignina, y esta lig-

nificacion incrementada podria de alguna manera limitar la multiplica
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cion de un segundo patdogeno. De ser esto asi, el aumento en actividad
peroxidasa observado en §. aurantiaca y en tomate como consecuencia

de 1a infeccion por el CEV, podria considerarse como un mecanismo de
defensa puesto en marcha por estas dos plantas huésped; Asimismo, 1la
hiperlignificacion producida por el aumento de peroxidasas, podria
constituir una barrera para el crecimiento de los primordios radicales
y ser as1 una causa de] retraso 0 1nc1uso supres1on de 1la formac1on
de raices observados en los esqueJes de p]antas infectadas por el CEV.

Finalmente, habria que hacer notar que 1a infeccidn por el
CEV induce en plantas de diferentes familias e incluso diferentes or-
denes, como G. aurantiaca y L. esculentum, alteraciones similares tan
to en 1o que se refiere a la actividad total del sistema peroxidasa/
AlA-oxidasa (incrementdndola en ambas plantas) como a la composicidn
de sus isoenzimas (provocando la aparicidon prematura de una isoenzima
de movilidad electroforética similar en ambas plantas). Este hecho pa
rece indicar la existencia de algunas etapas comunes en el proceso de
patogénesis desencadenado por el CEV en estas dos plantas huésped.
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2.- IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DEL AGENTE CAUSAL DE UN NUEVO
SINDROME DE G. AURANTJACA SIMILAR AL INDUCIDO POR EL CEV.

Los estudios acerca del viroide de la exocortis de los citri
cos recibieron un notable impulso con el descubrimiento de que este
patogeno podia ser transmitido a plantas herbaceas como §. awrantiaca
o tomate, donde presenta un corto periodo de incubacion y alcanza con
centraciones Mayofes qué en los citricos. Sin embargo el hecho de que
- razas débiles del CEV-no hayan sido transmitidas hasta la fecha a hués
pedes herbaceos, ha dificultado la realizacion de estudios comparati-
vos acerca de los procesos bioldgicos perturbados por el viroide, asi
como los experimentos de proteccidon cruzada entre razas y el estable-
cimiento de relaciones entre estructura molecular y patogénesis. En
estudios 1levados a cabo en el Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de Alimentos de Valencia, sobre la transmision de diversas razas dée-
biles del CEV desde el cidro a §. aurantiaca, se observd en un caso,
la aparicion en este Ultimo huésped de un sindrome similar aunque mas
suave, que el inducido por las razas fuertes del CEV. La transmision
se 1levo a cabo mediante la planta parasita ciscuta, utilizando como
planta donadora un cidro que habia manifestado los sintomas caracte-
risticos de una raza débil del CEV, al ser injertado con tejido pro-
cedente de un mandarino (Citws neticulata Blanco, var. "Salzara")
de una plantacion comercial.

La identificacion y caracterizacion de esta posible raza dé-
bil del CEV en §. aurantiaca, se abordd en el presente trabajo, como
una contribucidn previa a los estudios acerca de la patologia de 1a
exocortis de los citricos.

2.1.- Descripcion del nuevo sindrome

Las plantas de G.aurantiaca utilizadas como receptoras en el
experimento de transmision mencionado, presentaron al poco tiempo un
sindrome constituido principalmente por un aclaramiento de los ner-
vios de las hojas como sintoma precoz, y una distorsion y reduccidn
del crecimiento de las hojas como sintomas mas tardios. Aunque estos
mismos sintomas de las hojas, junto con el enanismo de la planta, son
tipicos de las razas fuertes del CEV en G. aurantiaca, ciertas carac-
teristicas permitian diferenciar ambos sindromes, apareciendo como



mas suave el obtenido en el intento de transmision de una raza débil.
Asi, en el nuevo sindrome, el aclaramiento de los nervios -que en oca
siones se manifestaba Gnicamente en una mitad de la hoja, igual que
ocurre con las razas fuertes del CEV (Semancik y Vanderwonde, 1976)-
daba a l1a hoja un aspecto reticulado que no era caracteristico de las
razas fuertes. Ademas, en el nuevo sindrome, el enanismo de la planta
era menos intenso y, al contrario que con lés razas fuertes, los sin-
~ tomas foliares no se presentaban en todas las hojas nuevas, quedando
muchas de ellas asintomaticas. En la fig. 13 se presenta el aspecto
general de los apices de una planta sana de §. aurantiaca y otra afec
tada por el nuevo sindrome. En la fig. 14 se muestra el detalle del
aclaramiento de los nervios, y en la fig. 15 el de la distorsion de
algunas hojas de las plantas afectadas por el nuevo sindrome. Como re
ferencia, en la fig. 16 se presenta una planta afectada por una raza
fuerte del CEV junto a otra que manifiesta el sindrome nuevo (en am-
bos casos se trata de sintomas precoces).

2.2.- Intentos de identificacion del agente causal del nuevo sindrome
como una raza débil del viroide de la exocortis

2.2.1.- Transmision por injerto y periodo de incubacion

Con objeto de comparar la eficacia de transmision del agente
causal del nuevo sindrome de §. awrantiaca y su periodo de incubacion
(tiempo transcurrido entre la inoculacion y la primera manifestacion
de los sintomas) con los de una raza fuerte de CEV, se realizaron ex-
perimentos de transmision a plantas sanas mediante injerto.

Del 60 al 70% de las plantas sanas injertadas manifestaron
el nuevo sindrome con un periodo de incubacidn que varid entre los 20
y los 40 dias. En el caso de la raza fuerte de CEV, experimentos para
lelos mostraron que la enfermedad se tansmitia al 80-90% de las plan-
tas sanas injertadas, siendo su periodo de incubacion de entre 20 y
30 dias. E1 nuevo sindrome podia propagarse, como ocurre con el indu-
cido por una raza fuerte de CEV, no sdlo a las plantas de §. awrantia
ca sino también a las de Gyrura sawmentosa. En la fig. 17 puede obser
varse el aspecto general de una planta de §. sawnentosa que presentd
los nuevos sintomas (dereché) junto a una planta sana (izquierda).
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TABLA 8.- Efecto de la temperatura del aire sobre la infectividad del
agente causal del nuevo sindrome y de un raza fuerte del CEV
en plantas de G. awantiaca®

Temperatura baja (16-22°C) Temperatura alta (26-32°C)

b c

Infectividad® I.1.R. b c

Infectividad I.1.R.

Agente causal
nuevo sindrome 0/8 0 4/8 104

Raza fuerte CEV 6/7 32 6/7 207

8 as plantas fueron inoculadas por injerto.

bNﬁmero de plantas con sintomas (numerador) del total de plantas inocula-

das (denominador)

Indice de infectividad relativa (Semancik y Weathers, 1972a). Suma total
de los dias en que las plantas de un bloque presentan sintomas, durante
el periodo que va desde la inoculacion hasta 60 dias después. Este indi-
ce refleja el nimero de plantas con sintomas y la precocidad de los mis-
mos.



Las caracteristicas de propagacion por injerto del nuevo sin
drome, con menor eficacia de transmision que la raza fuerte del viroi
de de la exocortis y un periodo de incubacion similar pero de mayor
variabilidad, eran consistentes con la hipotesis de que su agente cau
sal fuera una raza débil del viroide que produce la exocortis de los
citricos.

' 2.2.2.- Efecto de la temperatura del aire sobre la infectividad del
' agente causal del nuevo sindrome y de la raza fuerte del CEV

La mayoria de virus de plantas tienen una temperatura Optima
de multiplicacion entre los 18 y los 20°C, mientras que a esta tempe-
ratura el CEV.y otros viroides se multiplican débilmente. E1 aumento
de temperatura hasta 32-35°C eleva la concentracion del viroide en el
tejido hasta 500 veces (Sénger y Ramm, 1975).

Tomando como base estos datos y con objeto de comprobar si
el agente causal del nuevo sindrome se comportaba como un viroide, se
realizd el experimento que a continuacion se detalla. Dos bloques ho-
mogéneos de 15 plantas de §. awrantiaca se sometieron uno a temperatu
ra entre 16 y 22°C (temperatura baja) y el otro entre 26 y 32°C (tem-
peratura alta). Después de 3 dias de aclimatacion, cada bloque fue
inoculado mediante injerto con material procedente de plantas afecta-
das por el nuevo sindrome y por una raza fuerte del CEV (ocho y siete
plantas respectivamente). Los resultados obtenidos se presentan en la
tabla 8. En el caso de la raza fuerte del CEV, a temperatura alta se
observd una precocidad (véase la tabla) y una intensidad de los sinto
mas, mayores que a temperatura baja. Con el agente causal del nuevo
sindrome, las diferencias entre ambas temperaturas fueron ain mas no-
tables ya que a temperatura baja no se detectd infectividad.

Cuando Tlas plantas con sintomas poco intensos de exocortis

cultivadas a temperatura baja, fueron podadas y transladadas a la"cama

ra de cultivo de temperatura alta, expresaron sintomas intensos de
exocortis en los brotes nuevos. Por el contrario, idéntico tratamien-
to realizado con las plantas inoculadas con el agente causal del nue-
vo sindrome cultivadas a temperatura baja, no permitid detectar, du-
rante un periodo de seguimiento de 30 dias, la aparicidon de sintoma
alguno en las hojas nuevas.
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Estos resultados concordaban con la hipdtesis de un viroide
como el agente causal del nuevo sindrome de §. aurantiaca, apoyando
la presuncion de que pudiera tratarse de una raza débil del CEV.

2.2.3.- Analisis electroforético de acidos nucleicos

E1 analisis electroforético en geles de poliacrilamida de
“los acidos nucleicos de las plantas hospedadoras, puede ser utiliza-
do para la demostracion de la presencia de viroides en dichas plan-
tas. Con este fin, se siguid el método de extraccion y fraccionamien
to de acidos nucleicos utilizado por Semancik y Weathers (1972a) pa-
ra el caso del CEV. E1 método consiste esencialmente (véase apartado
2.2 de "Materiales y Métodos") en la utilizacion de fenol saturado
con una solucion acuosa tamponada conteniendo SDS y EDTA para la ex-
traccion de los acidos nucleicos, seguida de un fraccionamiento de
éstos con LiCl 2 M para la eliminacion de los RNA ribosomicos de al-
ta Mr (insolubles en esta solucion salina), y finalmente 1a concen-
tracidon mediante precipitacion con etanol de los acidos nucleicos so
lubles en LiCl 2 M. E1 analisis electroforético de esta Ultima frac-
cion (que tiene como componentes mayoritarios el DNA y los RNAs de
baja Mr incluido el viroide), se 1levd a cabo en geles laminares de
poliacrilamida del 5% (Morris y Wright, 1975). E1 revelado de los ge
les se realizd con bromuro de etidio y subsiguientemente con una tin
cidn de plata (Sammons et al., 1981; Igloi, 1983) de mayor sensibili
dad, que permite detectar cantidades de acidos nucleicos del orden
de nanogramos.

Utilizando esta metodologia no pudo observarse en los extrac
tos de las plantas afectadas por el nuevo sindrome, la presencia de
banda alguna de RNAdel rango de Mr propio de los viroides, que no se
encontrara también en los extractos de plantas sanas. En 1a fig. 18
'se muestra los resultados obtenidos con la tincidn de bromuro de eti
dio y con la de plata, de los extractos de plantas sanas, afectadas
por el nuevo sindrome y afectadas por una raza fuerte del CEV. Con
bromuro de etidio pudo observarse el DNA, los RNAs 7S, 5S y 4S, y el
RNA viroidal (este @ltimo s6lo presente en el extracto de plantas
afectadas por el CEV). Con la tincion de plata fue posible detectar
ademas otras bandas adicionales.



Este resultado negativo no permitid, al contrario de 1o que
se esperaba, asociar a 1os nuevos sintomas observados en §. awrantia
ca, la presencia de un viroide. Sin embargo, no existen datos en la_
bibliografia acerca de la concentracidn que las razas débiles del
CEV pudieran alcanzar en G. aurantiaca, existiendo la posibilidad de
que esta concentracion se hallase por debajo del umbral de deteccidn
de 1los métodos utilizados.

2.2.4.- Andlisis electroforético de proteinas

Conejero y Semancik (1977a) pusieron de manifiesto que dos
proteinas (denominadas P] y PZ) con una baja Mr, se acumulaban en
las plantas de §. aurantiaca infectadas por el CEV.

E1 analisis electroforético en geles de poliacrilamida con
SDS de las proteinas de extractos crudos (homogeneizados de tejido
con una solucion tamponada,clarificados mediante la eliminacidon de
los componentes que sedimentan a baja velocidad) de plantas que mani
festaban el nuevo sindrome, puso de manifiesto que la acumulacion de
P] y P, también se producia (fig. 19). Una observacidon mis detallada
de los geles, reveld ademas la presencia de una proteina con Mr de
aproximadamente 32.000, que aparentemente no se encontraba ni en los
extractos de plantas sanas ni en los de plantas infectadas por la ra
za fuerte del CEV (ver figura 19).

Puesto que 1a Mr de la proteina diferencial observada era
similar a la de algunas proteinas corticales de virus de plantas (co
mo es el caso entre otros de algunos miembros de los grupos Gemini-
viruws, Sobemovinws, Carlavinws y Potyvirus; véase Matthews, 1984),
se empezd a considerar la hipdtesis alternativa de que un virus pudie
ra ser el agente causal del nuevo sindrome de G. aurantiaca.

2.3.- Evidencias preliminares en favor de la etiologia viral del

nuevo sindrome de §. aurantiaca

Puesto que Tas particulas virales pueden ser sedimentadas
por ultracentrifugacion, si la proteina diferencial presente en los
extractos crudos era un componente de una particula de esta naturale
za deberia ser sedimentable mediante esta técnica.
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Para comprobar esta posibilidad, los extractos crudos de
plantas con el nuevo sindrome fueron sometidos a ultracentrifugacion
a 100.000 x g, 2 h, y las proteinas del sedimento resuspendido se
analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. El
analisis reveld que no solo la proteina diferencial detectada en di-
chos extractos se encontraba en el sedimento de alta velocidad, sino
también otras dos proteinas con Mr de aproximadamente 80.000 y 25.000,
"que no se hallaron ni en las plantas sanas ni en Tas infectadas por
una raza fuerte del CEV (fig. 20).

Las tres proteinas diferenciales se encontraron dnicamente
en los sedimentos de alta velocidad, como se pone de manifiesto en
la fig. 21. En ella se muestra el analisis electroforético en geles
de poliacrilamida con SDS de las proteinas presentes en los extrac-
tos crudos de plantas sanas y afectadas por el nuevo sindrome, y en
las dos fracciones (sedimento y sobrenadante) obtenidas por ultracen
trifugacidon de dichos extractos a 100.000 x g, 2 h. En la fig. 21
puede observarse también que las proteinas P] y P2 no fueron sedimen
tadas en 1a ultracentrifugacion, quedando en el sobrenadante, como
ya previamente fue sefialado por Conejero y Semancik (1977a).

En la fig. 22 se muestra que las mismas bandas diferenciales
encontradas en plantas de G. awrantiaca, pudieron ser observadas tam
bién en plantas de §.sawmentosa a las que se habia transmitido 1a en
fermedad (comparense los carriles 1 6 10 correspondientes a extrac-
tos de G. aurantiaca con el carril 5 correspondiente a los de §. sax
mentosa). En dicha figura se observa que en el caso de G. sawmentoasa,
las tres proteinas diferenciales se detectaron no solo en los sedi-
mentos de alta velocidad, sino también en los extractos crudos.

Los resultados de estos experimentos sugerian que las tres
proteinas podrian ser componentes de particulas de tipo viral sedi-
mentables por ultracentrifugacidon, y apoyaban la hipotesis de que un
agente de esta naturaleza podria encontrarse asociado al nuevo sin-
drome de §. awrantiaca.

La acumulacidon en los extractos de plantas afectadas por el
nuevo sindrome de las proteinas P] y P2, originalmente asociadas a
la infeccion por el CEV, no invalidaba la hipétesis de 1a etiologia
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viral de los nuevos sintomas, puesto que Conejero et al., (1982) han
demostrado que la acumulacion de estas dos proteinas no solo es pro-
ducida por la infeccion del CEV, sino también por causas tan diversas
como 1a inoculacidon del virus del mosaico del tabaco o el tratamiento
de las plantas sanas con nitrato de plata.

2.4.- Intentos de a1s]am1ento de las pos1b1es part1cu1as v1ra1es

A fin de poder comprobar con e] microscopio electron1co, si
existia alguna particula de tipo viral en fracciones que contuvieran
las proteinas diferenciales detectadas en las plantas afectadas por
los nuevos sintomas, se utilizaron diversos métodos de clarificacion
de extractos vegetales, usados en el aislamiento de algunos virus
de plantas.

2.4.1.- Métodos de clarificacion con disolventes organicos

Estos métodos consisten esencialmente en la mezcla del extrac
to crudo, tamponado a un pH cercano a la neutralidad, con uno o mas
disolventes organicos en proporcion adecuada, para después de su agi-
tacion, separar las dos fases mediante una centrifugacion a baja velo
cidad y desechar los componentes disueltos en la fase organica. La
fase acuosa recuperada, se somete a una centrifugacion a alta veloci-
dad para sedimentar las particulas virales, que pueden ser luego resus
pendidas en un pequefio volumen de tampdn.

En el presente trabajo se utilizaron cuatro disolventes org§
nicos distintos: cloroformo, una mezcla de cloroformo y n-butanol,
n-butanol, y una mezcla de dietileter y tetracloruro de carbono. Los
tres primeros han sido utilizados extensamente para el aislamiento
de numerosos virus de plantas tanto isométricos como alargados (Stee-
re, 1959), mientras que el G1timo se ha mostrado mas eficaz con los
virus alargados (Maat, 1963).

Con ninguno de estos cuatro métodos se consiguid detectar en
el sedimento de la ultracentrifugacion las proteinas diferenciales,
que si se observaron en los sedimentos de extractos paralelos, no so-
metidos a ningﬁn‘tipo de clarificacion previa. Estos resultados se-
rian explicables en el caso de que los disolventes organicos desorga-



nizasen las posibles particulas virales, impidiendo su sedimentacion
a alta velocidad.

2.4.2.- Precipitacion con polietilenglicol

E1 polietilenglicol (PEG), un compuesto soluble en agua ca-
paz de precipitar macromoléculas, ha sido también utilizado para la
precipitacion de diversas particulas nucleoproteicas (Hebert, 1963;
Leberman, 1966). Yamamoto et al.(1970) estudiaron con diversos bacte-
riofagos y con el virus del mosaico del tabaco los efectos de algunas
de las variables que intervienen en la precipitacion con PEG, encon-
trando que un pH neutro, una concentracion de NaCl de 0'5 M, y una Mr
de PEG en torno a 6.000 (PEG-6.000) eran las condiciones mas eficaces.
La concentracidon adecuada de PEG-6.000 variaba desde el 1 al 10% segiin
el virus implicado.

En el presente trabajo, se utilizaron concentraciones finales
de 2, 4, 6, 8 y 10% (p/v) de PEG-6.000, 0'5 M de NaCl, y 0'1 M de tam
pon fosfato sddico, pH 7'0.

Las proteinas diferenciales precipitaron a todas las concen-
traciones de PEG-6.000 utilizadas, como se puso de manifiesto al ana-
lizar directamente el sedimento por electroforesis en geles de polia-
crilamida con SDS. Sin embargo, cuando el sedimento resuspendido en
tampdn se centrifugd a baja velocidad para eliminar los componentes
no resuspendidos, gran parte de las proteinas diferenciales sedimenta
ron de nuevo, indicando con ello una deficiente resuspensidon. Ni con
agitacion constante durante una noche, ni con agitacion durante una
hora y diadlisis durante una noche, pudo mejorarse los resultados, 1o
que hizo descartar este método de purificacidn debido a su bajo rendi
miento.

2.4.3.- Precipitacion con sulfato aménico

Después de una ultracentrifugacion del extracto crudo, se re
suspendié el sedimento, afiadiéndose después (NH4)2 S0, hasta una satu
racion del 25%. Una vez recuperado el precipitado por sedimentacion a
baja velocidad, se disolvio (NH4)2 SO4 en el sobrenadante hasta conse
guir una saturacidon del 50%. Mediante una nueva centrifugacion a baja
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velocidad, se recogid posteriormente tanto la fraccidn precipitada
con el 50% de saturacidn de (NH4)2 S04, como la soluble.

E1 analisis de proteinas de las distintas fracciones obteni-
das, mostrd que las proteinas diferenciales precipitaban con una satu
racion de (NH4)2 S0, del 50%, observandose que eran también precipita
das parcialmente con una saturacidn del 25% (fig. 23). La adicion de
tampdn a 1a fraccidn precipitada con el 50% de saturacion, seguida de
dialisis durante una noche, produjo una buena resuspension de las pro
teinas diferenciales. Sin embargo, no pudo detectarse particula viral
alguna cuando dicha fraccion fue sometida a observacion en el micros-
copio electronico mediante el método del contraste negativo. Los mis-
mos resultados se obtuvieron cuando la fraccion fue previamente fija-
da con formaldehido. Una posible interpretacion de estos resultados
se expone mas adelante en el apartado 2.5. ’

2.4.4.- Ultracentrifugacion diferencial

Ya se ha indicado en el apartado 2.3 que las proteinas dife-
renciales pudieron ser detectadas en la fraccidon de los extractos que
sedimenta a 100.000 x g, 2 h. En el transcurso de los experimentos,
se observd que dichas protéinas aparecian de forma mas selectiva en
los sedimentos de centrifugaciones a menor velocidad. En la fig. 24
. se presenta el analisis electroforético en geles de poliacrilamida
con SDS de las proteinas de extractos crudos y de 1a fraccion de ellos
sedimentada a 30.000 x g, 20 min, de plantas sanas, afectadas por el
nuevo sindrome y enfermas de exocortis. En dicha figura puede obser-
varse una nueva proteina diferencial con Mr de aproximadamente 55.000
(véase el carril 6 de la figura). Esta proteina no pudo ser detectada
con anterioridad, por migrar en los geles de poliacrilamida junto a
la subunidad mayor de la ribulosa-1,5-difosfato carboxilasa/oxigenasa,
enzima presente en los sedimentos de 100.000 x g, 2 h, y cuyas dos
subunidades dan lugar a bandas relativamente anchas en los analisis
electroforéticos de protéinas vegetales.

Un estudio del tiempo Ooptimo de centrifugacion a 30.000 x g,
puso de manifiesto que a los 10 min habian sedimentado casi totalmen-
te las proteinas diferenciales y s6lo una pequefia cantidad 1o hacia
entre los 10 y los 20 min.



61

La sedimentacion a 30.000 x g, 20 min, no es una caracteris-
tica muy comin en los virus de plantas, y pocos de ellos presentan
cuatro o mas proteinas diferentes, como parecia ocurrir con el pos%b]e
agente causal del nuevo sindrome de §. awrantiaca. Asi pues, si dicho
agente causal era un virus, deberia ser de gran tamafio y estructural-
mente complejo. Estas sospechas se vieron plenamente confirmadas con
el examen al microscopio electronico de secciones finas de hojas.

2.5.- Identificacion de un rabdovirus por microscopia electrodnica

Los resultados negativos obtenidos en 1a observacion al mi-
croscopio electrdnico de las fracciones ricas en las proteinas diferen
ciales, mediante la técnica de contraste negativo, no implicaban nece
sariamente la ausencia de particulas tipo virus en el tejido afectado
por el nuevo sindrome. Las manipulaciones inherentes a la purificacion
o a la técnica mencionada de contraste negativo, podian desorganizar
de alguna forma las particulas, impidiendo su identificacion. Se con-
siderd por ello conveniente, la realizacion de un estudio ultraestruc
tural de secciones finas de hojas de las plantas de §. aurantiaca que
presentaban la nueva sintomatologia.

Este estudio reveld, tanto en las hojas con sintomas como en
las asintomaticas procedentes de las plantas afectadas, la presencia
de gran cantidad de particulas que por su morfologia, tamafio y locali
zacion, pudieron ser identificadas como caracteristicas de un rabdovi
rus (Rubio-Huertos, 1978). Dichas particulas, baciliformes y en forma
de bala, de unas dimensiones de aproximadamente 260 x 70 nm, se acumu
laban fundamentalmente en el espacio perinuclear, observandose con
frecuencia invaginaciones nucleares 1lenas de las mismas. En la fig.
25 se muestra un nicleo celular conunaclara invaginacion 1lena de
particulas virales asi como la localizacidon perinuclear de algunas de
éstas. Similares caracteristicas pueden apreciarse en el niicleo mos-
trado en la fig. 26, con una gran invaginacion en la parte superior
izquierda 1lena de particulas observables en secciones de distinta
orientacion (un grupo de ellas en una formacion para-cristalina). En
un detalle de esta invaginacion (fig. 27) puede distinguirse en algu-
nas secciones transversales la estructura interna (nucleocapsida) de
las particulas del virus. Pequefios grupos de las mismas pudieron ser



también observadas fuera del nicleo, siempre en asociacion con el re-
ticulo endoplasmico (fig. 28). Las particulas virales no fueron obser
vadas en ningin caso, en hojas de plantas sanas ni tampoco en las de
plantas afectadas por el CEV.

Desde hace unos 25 ahos se ha empezado a describir, cada vez
con mayor frecuencia, determinados virus que infectan a distintas es
pecies vegetales, y que por su morfologia caracteristica y su simili-
‘tud estructural con los rabdovirus que infectan animales, tanto verte
brados como invertebrados, han sido clasificados junto con ellos den-
tro de la familia Rhabdoviridae. Los rabdovirus de plantas son virus
de gran tamafio (los viriones tienen una longitud de 135 a 380 nm y
una anchura de 45 a 95 nm), con morfologia baciliforme y/o en forma
de bala (observandose un claro predominio del primer tipo), que pre-
sentan una envoltura membranosa. Los rabdovirus son los dGnicos virus
vegetales conocidos que tienen envoltura, a excepcion del virus de
las manchas bronceadas del tomate que aunque también la presenta es
de morfologia esférica.

La mayoria de los rabdovirus de plantas se transmiten en la
naturaleza por artrdpodos y sdlo unos pocos se pueden transmitir expe
rimentalmente de forma mecanica, probablemente debido a su gran ines-
tabilidad .in vitro. Aundue son facilmente detectables al microscopio
electronico en secciones finas de células infectadas, dificilmente se
pueden observar en extractos mediante la técnica de contraste negati-
vo. Las temperaturas altas favorecen el desarrollo de sintomas fuer-
tes en las plantas afectadas por este tipo de virus, mientras que las
bajas tienden a suprimir los sintomas. En cuanto a sus componentes,
estan formados por: 1) una molécula de RNA monocatenario y de sentido
negativo (es decir sin actividad de mRNA) con Mr de 3'5-4'6 x ]06,
que representa del 1al. 2% de la masa total, 2) cuatro o cinco poli-
péptidos principales, que constituyen de un 65 a un 75% de la masa,
3) lipidos de naturaleza depéndiente de la célula hospedadora, en una
proporcion del 15 al 25% de la masa, y 4) carbohidratos con pequefia
variacion en su composicion segin el tipo de huésped, que constituyen
aproximadamente un 3% de la masa total (véase para una revision Fran-
cki, 1973; Martelli y Russo, 1977; Francki et al., 1981; Matthews,
1984).
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La fig. 29 muestra el esquema de una particula de rabdovirus
de plantas con sus diversos componentes estructurales.

La existencia de un rabdovirus en las plantas de §. awrantia
ca que manifestaban el sindrome nuevo, explicaba gran parte de Tos da
tos acumulados hasta ahora: 1) la presencia de cuatro proteinas dife-
renciales en los extractos de pTantas afectadas por dicho sindrome,

2) la aparicidn de estas proteinas en el sedimento.de 30.000 x g,

20 min, 3) los resultados negativos obtenidos en los intentos de puri
ficacion con disolventes organicos, 4) el efecto de 1a temperatura de
cultivo de las plantas sobre la infectividad del posible agente cau-
sal, y 5) los intentos fallidos de observacion de particulas al micros
copio electrdonico con la técnica del contraste negativo.

2.6.- Purificacidn parcial del rabdovirus de Gunura

Para purificar el rabdovirus de Gyrwura se utilizd con algunas
modificaciones el método puesto a punto por Jackson y Christie (1977)
para un rabdovirus de plantas, el virus del amarilleo reticulado del
Sonchuws. Un homogeneizado de hojas en tampdn, pasado a través de un
lienzo filtrante ("Miracloth"), se centrifugd a baja velocidad. E1 so
brenadante se sometido a una centrifugacion en un gradiente discontinuo
de sacarosa (formado por dos capas de 30 y 60%, p/v), y la interfase
recuperada y dializada se centrifugd de nuevo en un gradiente, ahora
continuo, del 30 al 60% de sacarosa.

La iluminacidon por la parte superior del tubo que contenia
el gradiente permitido detectar una estrecha banda de fuerte dispersion
de la luz, que no fue observada en el gradiente utilizado como control
conteniendo extractos de plantas sanas (fig. 30).

Después de un fraccionamiento del gradiente continuo de saca
rosa, pudo comprobarse por electroforesis en geles de poliacrilamida
con SDS que la fraccion que contenia la banda de dispérsion de la luz
presentaba un miximo en la concentracidn de las cuatro proteinas dife
renciales observadas previamente (fig. 31). Esto indicaba que dichas
proteinas diferenciales eran probablemente componentes de las particu
las que producian la dispersion de la luz.
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Con objeto de hacer una estimacion aproximada de la densidad
de flotacion de las particulas en sacarosa, se realizd una centrifuga
cion en gradiente a 80.000 x g, 8 h. A continuacion se fracciond el
gradiente y se midio la densidad de cada una de las fracciones median
te un refractometro. E1 valor obtenido en 1a fraccidon que contenia la
banda de dispersion de 1a luz fue de 1'17 g/cm3, similar al de la den
sidad de flotacion en sacarosa de otros rabdovirus de plantas, como
‘el virus del enanismo amarillo de 1a patata (1'17 g/c'm3
o el virus de 1a amarillez necrotica de la lechuga (1‘19,g/cm3, Harri
son y Crowley, 1965). Estos resultados, junto con los indicados en el
parrafo anterior, constituyen una s6lida evidencia experimental en fa
vor de que la banda de dispersion de la luz observada en el gradiente
de los extractos de plantas afectadas por el nuevo sindrome, era oca-
sionada por las particulas del rabdovirus de Gynura.

2.7.- Induccidon del nuevo sindrome mediante inoculacidon mecénica con
preparaciones que contienen el rabdovirus de Gunura

Como ya se ha indicado, las particulas de rabdovirus son es-
tructuralmente complejas y muy inestables, tanto en los extractos cru
dos como en los purificados. Esta puede ser la causa de que menos del
40% de los rabdovirus de plantas considerados como miembros definiti-
vos o probables (Petters, 1981; Matthews, 1984), hayan podido ser
transmitidos por inoculacidon mecanica.

Puesto que la inactivacion de algunos rabdovirus de plantas
en extractos crudos es mas rapida a pH por debajo de 6 y por encima
de 8 (véase para una revision Francki, 1973), en el presente trabajo
se ha utilizado extractos crudos de hojas tamponados a pH 7'0, para
la induccidon del nuevo sindrome de §, aurantiaca mediante inoculacion
mecanica. Aunque extractos realizados con HEPES-NaOH, 0'1 M, pH 7'0,
no dieron resultados positivos en ninguna de las 13 plantas inocula-
das, con la adicion a estos extractos de 2-mercaptoetanol, 20 mM, pu-
do conseguirse la transmisidn mecanica del nuevo sindrome en 4 plan-
tas de las 12 que fueron inoculadas. Por ello el tampon HEPES-NaOH,
0'1 M, pH 7'0, conteniendo 20 mM de 2-mercaptoetanol, fue utilizado
en todas las etapas de aislamiento y purificacion (incluyendo Tos
gradientes de sacarosa) del rabdovirus de Gyruua.

, Brakke, 1958),
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TABLA 9.- Infectividad del rabdovirus de Gynura parcialmente purificado
mediante centrifugacion en gradiente de sacarosa.

- - - = e W R S e G SR S er e R R R e A G YR R R R S e %5 S SR R S T D R S - S D S G SR S GE e -

Experimento Fracciones ensayadas Infectividad®
1 - Banda diferencial de dispersion de luz 2/10
- Zona situada 1 cm por encima de dicha banda 0/5
- Zona situada 1 cm por debajo de dicha banda 0/5
2 - Banda diferencial de dispersion de luz 1/5
- Zona en igual posicidn en un control sano 0/5

- . = S v e S G e e TR = e S e S = G e e T G S e = e TR e T e T e S e e em e W SR e D R G e S W e R e e e

Nimero de plantas con sintomas (numerador) del total de plantas inocula-
das (denominador). La observacion de las plantas se realizd hasta 60 dias
después de la inoculacion.



Los resultados que se presentan en la tabla 9, muestran que
la enfermedad pudo ser también transmitida-aplantas sanas, utilizando
como indculo la fraccion que contenia l1a banda diferencial de disper-
sion de la luz obtenida en la purificacion del rabdovirus con gradien
tes de sacarosa.

Los sintomas mostrados por las plantas inoculadas tanto con
extractos crudos como con extractos purificados, fueron idénticos. a
los que mostraban las plantas de las que se prepararon los indculos y
en todos los casos pudo detectarse en analisis por electroforesis en

geles de poliacrilamida con SDS, las bandas correspondientes a las pro

teinas del rabdovirus.

La transmision del nuevo sindrome mediante inoculacion meca-
nica de la fraccion del extracto que contenia al rabdovirus de Gynu-
~a, confirmd la hipotesis de que este virus era el agente etioldgico
de 1a nueva enfermedad.

No ha podido comprobarse que el rabdovirus de Gyrawra se en-
contrase en el madarino var. "Salzara" del que se partid inicialmente,
por haber desaparecido este &rbol. La posibilidad de que dicho rabdo-
virus se hallase originariamente en un citrico, confiere un interés
econdmico a su investigacion, ya que se conocen diversas enfermedades
de este cultivo (algunas de ellas de importancia en 1a Comunidad Va-
lenciana, como es el caso de la psoriasis y la xiloporosis) que se su
ponen de etiologia viral pero cuyos agentes causales no han sido ais-
lados e identificados. No se ha descrito hasta la fecha, ningiin rabdo
virus que afecte a los citricos, aunque Xitajima et al., (1972) pre-
sentaron datos preliminares en favor de la asociacion de particulas
de morfologia similar a los rabdovirus pero sin envoltura, con la le-
pra de los citricos.

2.8.- Clasificacion del rabdovirus de Gyaura

Dentro de la familia Rhabdoviridae, el Comité Internacional
de Taxonomia de Virus incluye, ademas de los rabdovirus de plantas
(sin situacidn taxondmica concreta, a la espera de un mayor nimero de
datos), dos géneros: Vesiculovirus y Lyssavinuws, cuyas especies tipo
son el virus de la estomatitis vesicular y el virus rabico, respecti-
vamente.
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TABLA 10.- Masas moleculares relativas obtenidas mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida con SDS de las proteinas del rabdo-
virus de Gyrura.

- = — T N T = = R P G R e e AR em mm e e e R R S G e S e D G S = R R S S R . AR G SR SR e D e A

Proteina® : Mrb
1 81.500 * 1.300
2 56.600 ¥ 1.100
3 31.600 * 900
4 24.600 * 700

L R e T R T

3 as proteinas se han numerado segin su masa molecular relativa, de mayor
a menor.

bLos datos son la media de 9 experimentos diferentes, en cada uno de los

cuales, el ajuste de las proteinas estdndar fue significativo al 99%.
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Entre los rabovirus de plantas pueden identificarse dos sub-
grupos (A y B), segin el sitio subcelular de acumulacion de las parti
culas, y las caracteristicas de sus proteinas componentes. Los miem-
bros del subgrupo A, cuya especie tipo es el virus de la amarillez ne
crotica de la lechuga, tienen propiedades comparables a los Vedsiculo-
viues, es decir, maduran y se acumulan en el citoplasma, y presentan
una proteina caracteristica denominada M (de "matriz") de Mr 18-25 x 103,
siendo ademds facilmente detectable in vitzo la actividad transcripta
sa presente en las particulas. La 1lamada proteina L (de "Xarge", gran
de) con una Mr de 145-170 x 103

gunos miembros del subgrupo A. Los virus del subgrupo B, cuya especie

se ha podido comprobar también en al-

tipo es el virus del enanismo amarillo de la patata, comparten algunas
propiedades con los Lyssavinus, es decir surgen por gemacidon en la mem
brana interna de la envoltura nuclear, se acumulan perinuclearmente,

y poseen las proteinas caracteristicas denominadas M1 (con Mr de 27 a
44 x 103) y M2 ( con Mr de 21 a 29 x 103). Tanto los miembros del sub
grupo A como los del subgrupo B poseen las proteinas denominadas G

(de "glicoproteina") con Mr de 71-93 x 103 y N (de "nucleocédpsida")
con Mr de 55-60 x 103 (véase Matthews, 1984 "Clasificacion y Nomencla
tura de Virus").

La localizacion esencialmente perinuclear del rabdovirus de
Gyruna (véase figs. 26 y 27) sugeria su pertenencia al subgrupo B de
rabdovirus de plantas. Con objeto de confirmar esta clasificacidn, se
11evd a cabo la determinacion de 1a Mr de las proteinas constituyen-
tes del virus en geles de poliacrilamida con SDS de distinta porosi-
dad (concentraciones de partida de acrilamida del 10, 12 y 14%). En
cada caso, una mezcla de seis proteinas de Mr conocida, fue sometida
también a electroforesis con el fin de obtener una curva patrdn como
la de l1a fig. 32, en que se representa el logaritmo decimal de Mr fren
te a la movilidad electroforética.

Los resultados de la determinacion efectuada se presentan en
la tabla 10, numerando las proteinas del rabdovirus en orden de mayor
a menor Mr. Como puede observarse, las cuatro proteinas en el orden
indicado, tienen una Mr dentro de los intervalos sefialados anterior-
mente para las proteinas G, N, M1 y M2, respectivamente, del subgrupo
B de los rabdovirus de plantas. Dichas proteinas aparecen indicadas



en la fig. 33. Por tanto, teniendo en cuenta la acumulacion fundamen-
talmente perinuclear de las particulas y la Mr de sus proteinas compo
nentes, el rabdovirus de Gynura puede ser incluido dentro del subgru-
po B de los rabdovirus de plantas.
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IV.- CONCLUSIONES

[}

De acuerdo con los objetivos propuestos, se ha realizado en
primer lugar el estudio detallado de una alteracion no descrita pre-
viamente, del proceso de rizogénesis de esquejes de plantas herbaceas
infectadas por el viroide de la exocortis de los citricos (CEV). Como
consecuencia de la. infeccidon, se observdo.en los esquejes -de G. awran-
tiaca la formacion de un namero menor de raices, asi como un retraso
en su aparicion. La alteracion en el caso del tomate fue mayor, puesto
que se inhibid totalmente la formacidon de raices. La investigacion so
bre los factores fisiologicos y bioquimicos que pudieran estar impli-
cados en este fendmeno, puso de manifiesto que la dnica actividad ti-
po auxina -presumiblemente debida al &cido indol-3-acético (AIA)-
obtenida por difusion desde yemas apicales de §. aurantiaca, se redu-
jo entre un 45% y un 65% como consecuencia de la infeccidon. Asimismo,
se encontrd que las dos actividades del sistema peroxidasa/AIA-oxidasa
fueron notablemente mayores en los extractos de hojas de G. awrantia-
ca y tomate infectados por el CEV que en los de las respectivas plan
tas sanas. E1 andlisis de isoenzimas de peroxidasa en las dos especies
de plantas mencionadas mostrd que, como resultado de la infeccidn, se
producia un incremento generalizado de la actividad de las distintas
isoenzimas. Una de &stas (la segunda de mayor movilidad electroforéti
ca en ambos huéspedes del CEV) pudo ser detectada precozmente en las
plantas afectadas por el viroide cuando se realizaron experimentos a
diversos tiempos después de la aparicidon de los sintomas. Todas las
isoenzimas de peroxidasa de tomate analizadas, presentaron también ac
tividad AIA-oxidasa. Estos resultados son consistentes con la hipote-
sis de que una degradacion mayor de AIA en los tejidos de las plantas
afectadas por el CEV, catalizada por el sistema peroxidasa/AIA-oxidasa,
podria determinar una menor aportacion de la hormona desde su lugar
de sintesis en las hojas hasta la base de los esquejes donde estimula
el proceso de formacidon de raices. Esto podria causar a su vez, la
perturbacidon de la rizogénesis observada en los esquejes de plantas
enfermas. E1 incremento en las actividades del sistema peroxidasa/AlA-
oxidasa podria explicar ademas otros fendmenos asociados a la infec-
cion por el CEV, como la carencia de expansion de discos de hojas, la



produccion incrementada de etileno en las plantas o 1a mayor liguifi-
cacion de los tejidos.

En segundo lugar, en el presente trabajo se ha 1levado a ca-
bo 1a identificacitn y caracterizacion del agente causal de un sindro
me nuevo aparecido en §. aurantiaca durante un experimento de transmi
sion de razas débiles del CEV, desde cidro (huésped lefioso indicador
de la exocortis) a G. awrantiaca (huésped herbaceo mas utilizado de
este viroide). Los intentos de caracterizacion de la posible raza dé-
bil del CEV, permitieron detectar en sedimentos obtenidos por ultra-
centrifugacion, cuatro proteinas de masa molecular relativa en torno
a 82.000, 57.000, 32.000 y 25.000 respectivamente, que se encontraban
ausentes en las plantas sanas y en las afectadas por una raza fuerte
del CEV. Este dato hizo sospechar la presencia de particulas virales
en las plantas que presentaban el nuevo sindrome y condujo a modifi-
car la hipotesis de partida sobre la etiologia de 1a enfermedad. EIl
analisis estructural de secciones finas de hojas por microscopia elec
tronica mostrd que las plantas afectadas con 1a nueva sintomatologia
contenian viriones de tamafo (260 x 70 nm), morfologia (baciliforme y
en forma de bala) y localizacion (en el espacio perinuclear), simila-
res a los de algunos rabdovirus de plantas. La purificacion parcial
de las particulas virales en gradientes de sacarosa permitid, tras su
inoculacidn en plantas sanas, poner de manifiesto que el virus obser-
vado era el agente causal del nuevo sindrome de §. awrantiaca. La lo-
calizacion esencialmente perinuclear de los viriones y la masa molecu
lar relativa de sus proteinas componentes, permiten clasificar a este
virus dentro del subgrupo B de rabdovirus de plantas.
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FIGURA 1.- Esquema del proceso de purificacion parcial del sistema

peroxidasa/AlA-oxidasa

Hojas apicales (3 g)

Homogeneizacion en mortero
(30 m1 de Tris-HC1, 0'1 M, pH 8'0,
sacarosa 0'5 M, ac. ascdrbico 0'1%)

- Centrifugacion a 10.000 x g, 15 min-

v
Sobrenadante v Sedimento

l

Adicion de (NH,), SO
hasta el 40% de sgtarac46n

!

Centrifugacion a 15.000 x g, 15 min

v
Sobrenadante Sedimento

|

Adicion de (NH4) SO
hasta el 90% de sgturgcién

Centrifugacion a 15.000 x g, 15 min

Sobrenadante Sedimento

Resuspension en 5 ml de
t. acetato sddico 10 mM, pH 5'0

|

Dialisis durante una noche

Ajuste volumen dializado

a 10 ml {l

Centrifugacion a 15.000 x g, 15 min
|

Sobrenadante , Sedi%ento
(Extracto parcialmente purificado)
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FIGURA 2.- Esquema del método de purificacion del rabdovirus de Gynura

Hojas con sintomas

Homogeneizacidn en mortero con
HEPES-NaOH 0'1, pH 7'0 + 20 mM de mercaptoetanol
(1:2 p/v)

Filtracion a traves de-
dos capas de "Miracloth"

. LY
Residuo Filtrado

Centrifugacion a 8.000 x g, 10 min

N
Sobrenadante Se&%kento

Centrifugacidon en d?adiente discontinuo
de sacarosa (30% y 60%) 80.000 x g, I h

A\ %
Recuperacion de
la interfase

N
Dialisis (3 h)

N
Centrifugacion en gradiente continuo
de sacarosa (del 30 al 60%) 80.000 x g, 90 min

Y
Recuperacion de la
banda de dispersion de 1a luz




FIGURA 3.- Esquejes de Q atrauiaca sana (izquierda) vy
enferma de exocortis (derecha), después de ser cortados
y puestos a enraizar en la camara de crecimiento durante
(A) 9, (B) 16, (C) 23, (D) 30, y (E) 37 dias.
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FIGURA 4.- Esquejes de Q/a:;mdqm Wd[&ﬂ”’)’]sanos (izquierda) vy
enfermos de exocortis (derecha), de las variedades "Rutgers" (arri-

ba) y "Rentita" (abajo), 5 dias después de ser cortados y puestos a

enraizar en la camara de crecimiento.
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FIGURA 5.- Histogramas que representan la respuesta de un bioensa-
yo tipico de mesocdtilo de avena a las hormonas tipo auxina difun-
didas desde yemas apicales de plantas de Q auoMiaca sanas (A) y
enfermas de exocortis (B). Las lineas de trazos horizontales repre
sentan el crecimiento de los mesocdtilos a las concentraciones in-
dicadas de AIA. Las areas oscuras indican actividades mayores que
el limite superior de confianza (P= O'Ol) del control.
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FIGURA 6.- Variacion de la longitud de segmentos de mesocétilo de avena con la
concentracion de acido indol-3-acético (AIA), en un experimento tipico. Los
puntos representan la media de 10 segmentos de mesocotilo. (r= 0'997, signifi-
cativo al 99%).
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FIGURA 7.- Variacion de la velocidad de la reaccion catalizada por la AlA-
-oxidasa, con la concentracién de 2,4-diclorofenol (DCP). Las reacciones se
llevaron .a cabo en tampon fosfato sodico, 50 mM pH 611, con 4 x 10" M de
AIA, 10  Mde MnC?, y 75 |jl (22'5 ng de peso fresco) del extracto de toma
te sano, en un volumen final de 1 m y a 30°C con agitacion continua. El va
lor relativo 100 corresponde a la cantidad de 09 consumida por minuto en la
reaccion con 2 x 10'4 M de DCP. Los valores son la media de dos determina-
ciones con resultados similares.
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FIGURA 8.- Variacion de la velocidad de la reaccién catalizada por la AlA-oxi-
dasa, con la concentracion MnCI*. Las reacciones se llevaron a cabo como en la
fig. 7, excepto que se varidé la concentracion de MnCl«, manteniendo constante
la de DCP (2 x 10 M). Los valores representados son la media de dos determi-
naciones con resultados similares, habiéndose asignado el valor relativo 100 a
la cantidad de 0" consumida por minuto en la reacciéon con 2 x 10~4 Mde MnCI.
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FIGURA 9.- Variacion de la velocidad de la reaccién catalizada por la AlA-oxi_
dasa, con la concentracion de AIA. Las reacciones se llevaron a cabo como en
las figs. 7y 8, pero variando la concentracion de AIA y con concentraciones
constantes de DOP y MnCl« (ambas 2 x 10°* M). El valor relativo de 100 corres
ponde a la cantidad de Q consumida por minuto en la reaccién con 100 Mde
AlA. Los valores son la media de dos determinaciones con resultados similares.
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FIGURA 10.- Variacion en el tiempo del espectro de absorcion desde 235 has
ta 300 nm, durante la reaccion de oxidacién del AIA. Las determinaciones
se efectuaron cada 10 min. La mezcla de reaccion (volumen final= 3 mi) caoii
tenia tampon fosfato soédico, 50 M pH 6'1, 10~4 Mde AIA, 2 x 105 M de
DCP, v 2 x 10-5 Mde MnCA. La reaccién se iniciéo con la adicion de 22'5 pl

de extracto de tomate.
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FIGURA 11.- Isoenzimas con actividad peroxidasa de plantas de (a)

& ausiaritMaca y (b) L, e*ciUentim, (S) sanas y (CEV) enfermas de exo
cortis. Los experimentos se realizaron a los 30 (£. amiarvLLaca) y 20
(L. e*ciUentum) dias después de la aparicion de los sintomas en las
plantas enfermas. A algunas bandas del gel correspondiente a las plan
tas de tomate enfermas se les ha asignado un numero para la brevedad
de su mencién en el texto y tablas. El catodo (-) en la parte de arri
ba de la figura y el anodo (+) en la base del gel.
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FIGURA 12.- Isoenzimas con actividad AlA-oxidasa de plantas de (a)
Q. awiaruLLaca y (b) L. e”ciUerutum, (S) sanas y (CEV) enfermas de
exocortis, obtenidas mediante la técnica que utiliza FBBB en preseji
cia de peroxido de hidrégeno. Las caracteristicas del experimento y

la orientacién eléctrica del gel como en la figura 11.
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FIGURA 13.- Aspecto general de los apices de una planta sana
(izquierda) de Q oiuia/vtiaca y otra afectada por el nuevo sin-
drome (derecha) a los 7 dias de la aparicion del aclaramiento

de nervios.
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FIGURA 14.- Detalle del aclaramiento de los nervios en
una hoja joven de Q. amiaj'vtLaca afectada por el nuevo
sindrome.



FIGURA 15.- Detalle de la distorsion tipica de

fias hojas adultas de Q attigtil aca afectada por

nuevo sindrome.
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FIGURA 16.- Detalle de los sintomas precoces que aparecen en las
hojas jévenes de Q awiarubLaca afectada por una raza fuerte de
CEV (izquierda), y con el sindrome nuevo (derecha).
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FIGURA 17.- Aspecto general de una planta joven de Q. darmen--
fota sana (izquierda) y otra afectada por el nuevo sindrome
(derecha).
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FIGURA 18.- Analisis en geles de poliacrilamida (5%) de los a-
cidos nucleicos solubles en LiCl 2 Mde plantas de Q awiantia
ca (1) sanas, (2) afectadas por el nuevo sindrome, y (3) afec-
tadas por una raza fuerte del CEV. Tincidon con bromuro de eti-

dio (izquierda) y con plata (derecha).
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Mr =32.000

FIGURA 19.- Electroforesis en gel de poliacrilamida con SOS de
las proteinas de extractos crudos de plantas de Q awi<mtiaca
(2) sanas, (3 y 4) afectadas por el nuevo sindrome, y (5) afee
tadas por una raza fuerte del CEV. En los carriles (1) y (6)
proteinas estandar de Mr conocida; de arriba a abajo de la fi-
gura: fosforilasa b (Mr = 94.000), seroalbumina bovina (Mr =
67.000), ovoalbumina (Mr = 43.000), anhidrasa carbdnica (Mr =
30.000), inhibidor de la tripsina obtenido de la soja (Mr =
20.000), y oc-lactoalbumina (Mr = 14.400). Notese la presencia
en (3), 4 vy (B) de B y as® como una banda diferencial
de Mr = 32.000 solo visible en (3) y (4).



FIGURA 20.- Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS de
las proteinas presentes en extractos de anaﬂ/ﬂara extrac-
tos crudos de plantas (2) sanas, (3) y (8) afectadas por el
nuevo sindrome, (9) afectadas por una raza fuerte del CEV, y
sedimentos de alta velocidad (100.000 x g, 2 h) de plantas (5)
sanas, (4) y (7) afectadas por el nuevo sindrome, y (6) afecta
das por una raza fuerte del CEV. En los carriles (1) y (10) prg£
teinas estandar de Mr conocida (véase fig. 19). Las flechas de
los carriles (4) y (7) sehalan las proteinas diferenciales.



FIGURA 21 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SOS

de las proteinas presentes en extractos crudos de plantas de

Q ardulaa sanas y afectadas por el nuevo sindrome, obte
nidas por ultracentrifugacion de dichos extractos a 100.000 x
g, 2 h: extractos crudos de plantas (2) y (9) afectadas, (3)y
(8) sanas; sedimentos de 100.000 x g, 2 h, de plantas (4) sa-
nas, (5) afectadas; sobrenadantes de 100.000 x g, 2 h, de plaji
tas (6) afectadas, (7) sanas. En (1) y (10) proteinas estandar
de Mr conocida. Las flechas del carril (5) sefialan las protei-
nas diferenciales, y los circulos en el (6) la posicion de

y P2*
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FIGURA 22.- Electroforesis en gel de poliacrilamida con SOS
de las proteinas presentes en extractos de Q (,am’toﬂa
sana y afectada por la nueva enfermedad: extractos crudos

de plantas (3) enfermas, (4) sanas; sedimentos de 100.000 x
g, 2 h de plantas (5) enfermas, (6) sanas; sobrenadantes de
100.000 x g, 2 h, de plantas (7) enfermas, (8) sanas. En los
carriles (1) y (10) se presentan los sedimentos de 100.000 x
g, 2 h, de plantas enfermas de £. awiarvLLaca, y en el (2) y
el (9) las proteinas estandar de Mr conocida. Las flechas
sefalan la posicion de las proteinas diferenciales.
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FIGURA 23.- Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
de las proteinas presentes en los extractos de Q. auAaruUa-
ca afectada por el nuevo sindrome, fraccionados con

(NH,. SO (1) fraccion precipitada al 25% de saturacion
de la sal, (2) fraccion precipitada entre el 25y el 50% de
saturacion de la sal, y (3) fraccién no precipitada (sobre-
nadante) con el 50% de saturacion de la sal. Las flechas s£
falan la posicion de las proteinas diferenciales. Las condi_
ciones de electroforesis como se indica en "Materiales y M
todos" (apartado 2.4.), pero utilizando una concentracion
de partida de acrilamida del 12% en el gel separador.



FIGURA 24.- Electroforesis en gel de poliacrilamida
con SDS de proteinas contenidas en extractos de plan-
tas de Q awlLcuvtiaca, sanas, enfermas de exocortis y
afectadas por el nuevo sindrome: extractos crudos de
plantas (2) sanas, (3) afectadas por el nuevo sindro-
nme y (4) enfermas de exocortis; sedimentos de 30.000 x
g, 20 min, de plantas (5) sanas, (6) afectadas por el
nuevo sindrome y (7) enfermas de exocortis. En (1) y
(8) proteinas estandar de Mr conocida (véase fig. 19).
Las concentraciones de los sedimentos de 30.000 x g,
20 min, son cuatro veces superiores a las de los ex-

tractos crudos.
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FIGURA 25.- Micrografia electréonica del nucleo de una célula fo-
liar de Q aiuviarutLaca afectada por el nuevo sindrome. Obsérvese
la invaginacion llena de particulas virales (zona superior iz-

quierda) y la presencia de éstas en el espacio perinuclear (zo-
na superior derecha). MN = membrana nuclear; PC = pared celular;

CC = cromatina condensada; V = vacuola. La longitud del segmen-

to equivale a 1pm.
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FIGURA 26.- Micrografia electrénica del nucleo de una célula fo-
liar de Q awiarutiLacoL afectada por el nuevo sindrome. Noétese la
invaginacion de la zona superior izquierda llena de particulas
observables en secciones longitudinales y transversales. Un gru-
po de particulas en corte transversal presenta una distribucion
para-cristalina. La longitud del segmento equivale a Ipm.
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FIGURA 27.- Micrografia electronica que muestra en detalle la in-
vaginaciéon nuclear de la figura 26. La estructura interna de las
particulas del virus (nucleocapsida) puede distinguirse en las

secciones transversales de éstas. La longitud del segmento equiv”

le a 1]|jm.
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FIGURA 28.- Micrografia electréonica de parte del citoplasma de una
célula foliar de Q awianJtaca afectada por el nuevo sindrome. N6-
tese la acumulacion de particulas virales en el interior del reti-
culo endoplasmico. M = mitocondria; CL = cloroplasto; AL = granulo
de almidén; PC = pared celular; RE = reticulo endoplasmico. La loni

gitud del segmento equivale a 1 pm.
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FIGURA 29.- Esquema de una particula de rabdovirus
de plantas mostrando sus diversos componentes estruf
turales. (1) Envoltura (bicapa lipidica); (2) proyef
ciones de la membrana (proteina G); (3) nucleocapsi-
da (RNA y proteina N); (4) proteina(s) de membrana
(Proteina M o proteinas M y M2). Tomado de Franki y
Randles (1980).



FIGURA 30.- Resultados obtenidos al someter a extractos
de plantas de awianAJLaca sanas (derecha) y afecta-
das por el nuevo sindrome (izquierda), a una centrifuga
cion de 80.000 x g, 90 min, en gradiente continuo de sa
carosa (del 30 al 60%). Para observar las bandas de dif
persion de la luz, los tubos fueron iluminados por su

parte superior.



FIGURA 31.- Resultados del fraccionamiento en un gradiente
continuo de sacarosa de extractos foliares de Q amiantLa-
ca afectada por el nuevo sindrome. El gradiente se dividié
en 25 fracciones de 0'8 mi cada una, que se numeraron empe
zando por la zona inferior del tubo, analizdndose a conti-
nuacion las proteinas de cada fraccion por electroforesis
en gel de poliacrilamida con SDS. Se presenta el analisis
de las fracciones n2 10 (1), 13 (2), 14 (3), 15 (4), y

20 (5). Las fracciones n2 13, 14 y 15 constituian la banda
diferencial de dispersion de la luz observada en la fig. 30.
Las condiciones de electroforesis como se indica en "Mate-
riales y Métodos" (apartado 2.4.), pero utilizando una con-
centracion de partida de acrilamida del 12% en el gel sepa-
rador. Las flechas indican la posicion de las proteinas di-

ferenciales.
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logMr

y= 5'1268-0'1771x+0'0069 x 2
r=09977

Movilidad electroforética (cm)

FIGURA 32.- Curva patréon utilizada para la determinacion de las masas mo-
leculares relativas (Mr) de las proteinas del rabdovirus de Gynusia, por
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. (a) Fosforilasa b (Mr =
94.000); (b) seroalbumina bovina (Mr = 67.000); (c) ovoalbumina (Mr =
43.000); (d) anhidrasa carbonica (Mr = 30.000); (e) inhibidor de la trip
sina extraido de la soja (Mr = 20.000); y (f) o<-lactoalbiimina (Mr =
14.400). Ajuste significativo al 99%.
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FIGURA 33.- Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
de proteinas sedimentadas a 30.000 x g, 20 min, procedentes
de extractos de plantas de Q awianitlacjoL sanas (izquierda),
infectadas por el rabdovirus (centro) e infectadas por el CEV
(derecha). A las proteinas del rabdovirus se les ha dado la
nomenclatura de las proteinas del subgrupo B de rabdovirus de

plantas.



«JOFRSmo DE VHENC'A Fi'U’.TD fic CIMUS 8UMW,

*«ffmMKtt. S M S PVI%ES |t~

Reunido oi Tribuna? que suscribe, en @ /g ,ja la i§§fa&

& orij otorgar, “or unanimidad,'a ato Tu§i$ ;teCtond él*
\&$>e Luc<e £&9fuébcig-v gfr&Cin

'r¢’ 7Hisia- & de , de 197.
g( $é37eiario,



