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I . -  INTRODUCCION

1 .-  LA EXOCORTIS DE LOS CITRICOS

1 .1 .-  Aspectos históricos

Fawcett y Klotz (1948) describieron por vez primera un altera^ 

ción consistente en el desprendimiento de la corteza del naranjo t r i f o  

liado (foncÁjiüA Is iljLo lLa ta  |L .| Raf.) u ti l izado  como portain jertos, y 

que era conocida en California  como exocortis (de exo = fuera y co s itl-  

(cJL)* -  re la t ivo  a la  corteza). En Australia , un trastorno similar de­
nominado a l l í  "jc.aiy. b u t t " , fue estudiado por Benton e l a l .  (1949) l l £  

gando a la conclusión de que la alteración era idéntica a la exocortis 

descrita en C alifo rn ia , y presentando además evidencias de que era 

transmisible y por e l lo  probablemente causada por un "virus".

Moreira (1955) observó en Brasil unos síntomas muy similares 

a los descritos por Fawcett y Klotz, en c ítr icos  injertados sobre lima 

Rangpur {CJjyiu4 llm o rila  Osbeck), considerando que eran producidos por 
el "virus de la  exocortis". Aunque esta enfermedad de la lima Rangpur 
había sido descrita previamente por Olson (1952) sin relacionarla con 

la  exocortis, más tarde se admitió generalmente que las dos enfermeda­
des eran causadas por el mismo patógeno (Calavan y Weathers, 1961).

Después de las primeras descripciones, diversas investigacio­

nes han puesto de manifiesto que el agente de la  exocortis puede encojn 

trarse en otras especies y variedades de los c ítr ic o s  además de la  l i ­

ma Rangpur y el naranjo t r i fo l ia d o ,  y que se halla  distribuido por to ­
das las principales áreas c itr íc o las  del mundo (véase para una re v i ­
sión Diener, 1979). En la c it r ic u l tu ra  española en concreto, la mayor 

parte de los árboles contienen el agente infeccioso aunque muchos de 

ellos son asintomáticos (Navarro a l . ,  1981).

1 .2 .-  Sintomatología en huéspedes naturales

En muchas especies y variedades de c ít r ic o s ,  la infección con 

el agente causal de la exocortis no produce síntomas macroscópicos (01_



son, 1968), que sólo se ponen de manifiesto cuando estos portadores 

asintómaticos son injertados sobre patrones sensibles.

En las combinaciones de naranjo dulce {CHa.ua AinenAlA |L. | 

Osbeck) sobre naranjo t r i fo l ia d o ,  los síntomas consisten en el despreji 

dimiento de amplias zonas de la corteza del portainjertos y en el ena­
nismo de los árboles con síntomas agudos de la enfermedad (Fawcett y 

Klotz, 1948; Benton e l a l . , 1949). Sin embargo, ya Benton e l a l . ,  

(1949) señalaron que ocasionalmente se encontraban árboles con un alto  

grado de enanismo que no presentaban descortezamiento del porta in jer­
tos. En este caso, los autores indicaron que la  cosecha era la que ca­
bía esperar para su a ltura y que los frutos eran de buen tamaño y cali_ 

dad.

Los síntomas de la exocortis cuando se u t i l i z a  la  lima Rang­
pur como portainjertos son también el descortezamiento y el enanismo, 
pero en estos casos se ha observado además depósitos de goma y en oca­
siones amarilleamiento de las hojas y floraciones fuera de época (Mo- 
re ira ,  1955).

En otras combinaciones sensibles, los síntomas son esencial­
mente los mismos aunque con una gran variab ilidad en su intensidad, 
dándose a veces enanismo sin desprendimiento de la corteza y vicever­
sa. Así, en naranjo dulce Washington navel injertado sobre mandarino 

Cleopatra [CH aua /leAhnl Hort. ex Tan.) o sobre naranjo dulce, los ár­

boles infectados muestran una s ign if ica t iv a  reducción de tamaño pero 

ningún tipo de descortezamiento (S incla ir  y Brown, 1960). Es de desta­
car que los portainjertos del tipo "Citrange" {VoizcI aua tn lf jo X lo la  X 

CHaua ^ In e n ^ H ) , que recientemente están alcanzando una amplia d ifu ­
sión en la c it r ic u ltu ra  española, son sensibles a la exocortis (Bi- 
t te rs  e l a l . , 1954).

1 .3 . -  Transmisión y huéspedes experimentales

Puesto que hasta el momento presente no se ha encontrado nin­
gún vector que transmita eficientemente la  exocortis en la  natura­
leza, se piensa que la difusión de la enfermedad ha debido producirse 

en gran medida, a causa del uso de material de propagación infectado.
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Garnsey y Jones (1967) demostraron que la exocortis podía también 

transmitirse mediante instrumentos utilizados en operaciones de poda 

e in je r to ,  que habían sido previamente empleados con material in fec ta ­

do. Estas dos vías de transmisión de la exocortis en la naturaleza, de­
terminan los dos tipos de medidas de control de la  enfermedad que hoy 

se realizan: u t i l iza c ió n  de material de propagación l ib re  de exocortis 

y desinfección de los instrumentos de poda e in je r to .

Debido a que muchas especies y variedades de c ítr ico s  pueden 

ser portadores asintomáticos de la  enfermedad, para la detección de la 

exocortis se ha u tilizado  el bioensayo con plantas indicadoras sensi­
bles. La variedad "Etrog" del Cidro [Cájüiua medica L . ) ,  a la que se 

puede transm itir  la enfermedad mecánicamente y mediante in je r to ,  es la  

planta leñosa indicadora más adecuada. En este c í t r ic o  la enfermedad 

presenta síntomas de diversa intensidad que van desde el pardeamiento 

del peciolo de las hojas (síntomas débiles), hasta una intensa epinas- 
t i a  de las hojas y enanismo de la planta (síntomas fuertes ). El perío­
do de incubación de la  enfermedad en cidros cultivados en invernadero 

es de dos a cuatro meses, mientras que en experimentos de campo con 

naranjo t r i fo l ia d o  puede ser de varios años (Calavan e l a l . ,  1964).

La exocortis ha sido asimismo, transmitida mecánicamente y por 
medio de la planta parásita cuscuta {Cúbenla ¿ub i/ic lu^a  Dur. y H ilg .)  

a plantas herbáceas. Así, se ha podido propagar a ciertas especies de 

los géneros fe h m la  y P hy^a li^  pertenecientes a la  fam ilia  Solanaceae 

(Weathers, 1965a,b), y a dos especies de la fam ilia  Compo¿ilae: §ynwia 

awiarutiaca DC y Q. ¿anmenlo^a DC (Weathers y Greer, 1968). En Q, 

ajumanllaca, que es la planta herbácea indicadora más u t i l iza d a , los 

síntomas de la  exocortis son muy similares a los manifestados en cidro, 
es decir epinastia de las hojas jóvenes y enanismo de la planta, pero 

estos síntomas se desarrollan mucho más rápidamente (dos o tres sema­
nas después de la inoculación) que en el cidro. También otra planta so_ 

lanácea, el tomate (LycopesiAlcon eAculentum M i l i . ) ,  es huésped sensi­
ble del agente causal de la exocortis, con unos síntomas y un período 

de incubación de la enfermedad muy parecidos a los de Q. aw ian llaca  

(Semancik y Weathers 1972c).
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2 .-  EL VIROIDE CAUSANTE DE LA EXOCORTIS DE LOS CITRICOS (CEV)

2 .1 . -  Estudios preliminares: el descubrimiento de los viroides

La investigación sobre la naturaleza química del agente causal, 
de la  exocortis recibió un fuerte impulso con el hallazgo de que la  

planta herbácea Q. awiarvbLaca era un buen huésped de ensayo (por su 

corto período de incubación) y de propagación (ya que el agente pare­
cía alcanzar en esta planta mayores concentraciones que en los c í t r i ­

cos). Utilizando Q. owianAJjac.a como material de experimentación, Semaji 
cik y Weathers (1968a) no pudieron encontrar partículas tipo  virus en 

estudios de microscopía electrónica. Observaron sin embargo, que el a- 
gente infeccioso presentaba un anormalmente bajo coeficiente de sedi­
mentación, y que la  infectividad se encontraba asociada a fracciones 

de ácidos nucleicos, siendo posible anularla mediante incubación con 

ribonucleasa (Semancik y Weathers, 1968b). Los mismos autores mostra­
ron que la densidad de flotación en Cs2S04 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 

re la t iva  (Mr) entre 100 y 125 X 10 , puesta de manifiesto por electro-  

foresis en geles de poliacrilamida (Semancik y Weathers, 1972b). Los 

autores concluyeron que el agente causal de la exocortis pertenecía a 

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

Diener y Raymer (1967, 1969) habían llegado ^ conclusiones s i ­
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 patógenos. El mismo año que se obtuvo la iden­
t if ica c ió n  del viroide del tubérculo fusiforme de la  patata ( fo to to  

SplncUe Tubeji VJuioLd> abreviadamente PSTV) y del viroide de la exocor 

t is  de los c ítr icos  [CáM llló ¿x.oc.o/itlA V lao ld , abreviadamente CEV) como 

entidades f ís icas  definidas (Diener, 1972; Semancik y Weathers 1972b), 
se presentaron también evidencias de que la  enfermedad del enanismo 

del crisantemo [chA^onthemum ¿turut dláe.a.'óe.) era asimismo producida 

por un viroide (Diener y Lawson 1972). Estos descubrimientos supusie­
ron una revolución conceptual en biología ya que por primera vez se 

describió la existencia de un grupo de patógenos in fra v ira le s .



TABLA 1 .-  Enfermedades viroidales conocidas y abreviaturas comunes de los 

viroides que las producen.

Enfermedad viroidal Viroide Referencias3

1 .-  Tubérculo fusiforme de la patata
{ f o t a l o  4 p ln .d le  tu b e A ) PSTV 1

2 .-  Exocortis de los c ítr icos
{C H a u a  <zx.ocoa.LLa) CEV 2

3 .-  Enanismo del crisantemo
( CfiA.y.4anlhemum 4tu r u t ) CSV 3

4 . -  Moteado clorótico del crisantemo
( ChA^aruthemum. c h lo A o t lc  m o t i le ) CCMV 4

5 .-  Fruto pálido del pepino
( Cu.cjjm.beA. p a lé  p i u l l ) CPFV 5

6 .-  "Cadang-cadang" del cocotero
( C o c o n u l ncadang,-cadang.") CCCV 6

7 .-  Enanismo del lúpulo
( Hop 4 tu ru t) HSV 7

8 . -  Manchado solar del aguacate
{Avocado 4 u n .b lo tc h ) ASBV 8,9 , 10

9 .-  Enanismo apical del tomate
{ l ó m a l o  a p ic a l  4 t u n l ) TASV 11

10.- Planta macho del tomate 
( ¡ornato  "planta macho") TPMV 12

11.- Enanismo del lampazo
{BuAcLock 4 tu ru t) BSV 13

a (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 Alien, 1979; (10) Palukaitis  e l a l , ,  1979; (11) Walter, 1981; 
(12) Galindo e l a l , ,  1982; (13) Chen e l a l . ,  1983.
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Hoy en d ía, se ha elevado hasta once el número de enfermedades 

conocidas que están producidas por viroides, y hay poca duda de que o- 

tras más serán detectadas. En la tabla 1 se presenta una relación de 

dichas enfermedades, las in ic ia les  con que son conocidos sus agentes 

causales y las referencias de sus descubrimientos. Además de los seña­
lados en la  tabla 1, se ha aislado de plantas asintomáticas de CoJUm— 

nea ejLylhn.oph.ae un v iro ide que es capaz de inducir síntomas en tomate 

y patata similares a los que induce el PSTV, aunque experimentos de hv 

bridación molecular indicaron que existen diferencias en la  secuencia 

de bases de ambos (Owens e l a l . ,  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 características fís icas  y químicas de los viroides.

Por lo 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 radiación ionizante necesaria 

para la  inactivación del viroide (Semancik e l a l . ,  1973), y el e q u i l i ­
brio de sedimentación (Sánger e l a l %9 1976); en todos los casos se en­

contró 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 d£ 

ble cadena. El CEV en determinados experimentos (elución de columnas 

de albúmina metilada o de celulosa CF-11) parecía revelarse como forma 

do por una doble cadena, sin embargo en otros (sensibilidad a las r ib £  

nucleasas y al formaldehido) se comportaba como una simple cadena (Se­
mancik y Weathers, 1970). A p a r t ir  de los datos obtenidos en experimeji 
tos de inactivación térmica y de la resistencia parcial a la incuba­
ción con pirocarbonato de d ie t i lo ,  se sugirió una estructura parcial 
de doble cadena similar a un tRNA (Semancik y Weathers, 1972a). F inal­
mente, experimentos de desnaturalización térmica (Semancik e l a l  . ,  
1975; Sánger e l a l . 9 1976) mostraron que el p e r f i l  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-
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ñor que el del segundo.

La visualización al microscopio electrónico de viroides par­
c ia l y completamente desnaturalizados (Sánger e l a l . *  1976; McClements 

y Raesberg, 1977) aportó el importante descubrimiento de que muchas mo 

léculas presentaban una estructura c ircular covalentemente cerrada. El 
origen y significado biológico de las variables cantidades de molécu­
las lineales que aparecían junto con las circulares, es aún materia de 

controversia. Así, Sánger a l.  (1976) sospecharon que debían proceder 

de roturas de las moléculas circulares durante el proceso de p u rif ica ­
ción, encontrando que las moléculas lineales eran de 1.000 a 10.000 ve­
ces menos infectivas que las circulares; sin embargo Owens e l a l . ,  
(1977) con el PSTV, Palukaitis y Symons (1980) con el CSV, Ohno e l a l,  

(1982) con el HSV y Granell e l a l ,  (1983) con el CEV, han mostrado que 

las formas lineales son tan infectivas como las circulares.

Por lo que hace referencia a la estructura química, Semancik 

e l a l ,  (1975) determinaron la composición de nucleótidos del CEV encoji 
trando que las relaciones entre las bases A/U y las bases G/C se encoji 
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 (N ib le tt  e l a l . ,  1976). Dickson e l a l ,  (1975) obtuvieron me­
diante h id ró lis is  específicas mapas bidimensionales de oligonucleóti- 
dos del PSTV y del CEV (técnica de las huellas d ac tila res ), demostran­
do por vez primera que estos viroides eran especies diferentes de RNA. 
Los estudios estructurales sobre viroides, han culminado con la deter­
minación de la secuencia nucleotídica completa del PSTV (Gross e l a l . ,

1978), del CEV (Gross e l a l . ,  1982; Visvader e l a l . ,  1982) y otros 

miembros del grupo (véase para una revisión Sánger, 1984). A p a r t ir  de 

las secuencias primarias se ha podido determinar una conformación ala_r 
gada de mínimo contenido en energía l ib re  y que carece de estructura 

t e rc ia r ia .  Esta conformación, conocida como la estructura nativa de 

los viroides in  vüao  , da a la molécula un aspecto de bastón con una 

serie de tramos en doble hélice separados por regiones de bases desapa_ 

readas que forman pequeños 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 

conformación in. vivo.
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Por lo que respecta al CEV, hasta el momento actual han sido se- 
cuenciados cuatro aislados diferentes, todos los cuales contienen 371 

nucleótidos (Visvader y Symons, 1983).

2 .3 . -  Replicación del CEV

La replicación de los viroides es todavía una cuestión abierta. 
Sin embargo, numerosas investigaciones han permitido obtener ya algu­
nas conclusiones.

En primer lugar, todos los intentos realizados in  v itn o  (Davies 

e l a l ,  y  1974; Hall e l a l ,  y  1974) e in  vivo  (Semancik e l a l , y  1977) pa­
ra detectar actividad de mRNA en los viroides han dado resultados neg£ 

t ivos. Por otra parte, aunque se ha puesto de manifiesto que dos proteí 
ñas : con una Mr de aproximadamente 15.000 y 18.000 se acumulan en c ier  

tos huéspedes infectados por el CEV (Conejero y Semancik, 1977a; Flo­
res e l a l ,  y  1978), la  evidencia disponible apunta a que se t ra ta  de 

proteínas del huésped inducidas, pero no codificadas, por el viroide  

(Conejero e l a l ,  y  1979). Estos resultados, junto con la  ausencia de cô  

dones de in iciación AUG en algunos viroides secuenciados, apoyan la  hi_ 

pótesis de que estos patógenos no son traducidos, y por tanto, de que 

en su replicación no está implicado ningún polipéptido codificado en e 

l ío s . Así pues, la síntesis de los viroides parace ser catalizada por 
RNA polimerasas preexistentes en el huésped.

En segundo lugar, hoy existe un amplio consenso acerca del ácido 

nucleico que es u tilizado como matriz en la síntesis de los viroides.
En un principio se pensó que esta matriz debía ser DNA, basándose en 

dos observaciones: 1) en sistemas in  v ivo  la actinomicina D inhib ía  la  

replicación de los viroides (Diener y Smith, 1975; Mühlbach y Sánger,
1979), y 2) éstos eran capaces de hibridar con preparaciones ricas en 

DNA de la  planta hospedadora (Semancik y Geelen, 1975; Hadidi e l a l , ,  

1976). Sin embargo, la existencia de secuencias de DNA complementarias 

al viroide no pudo ser confirmada en experimentos más rigurosos (G r il l  
y Semancik, 1978; Hadidi e l a l,  y  1981), y se sugirió que el efecto de 

la  actinomicina D no era específico sino consecuencia de una acción 

tóxica general sobre el metabolismo celular (G r i l l  y Semancik, 1980). 

Esta hipótesis se confirmó posteriormente mediante el uso de un s is te ­
ma l ib re  de células (Flores y Semancik, 1982). La detección de RNAs
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complementarios al CEV en plantas infectadas (G r i l l  y Semancik, 1978) 
y la  confirmación y ampliación a otros viroides de estos resultados 

(Branch e t  a l . ,  1981; Rohde y Sánger, 1981; Owens y Diener, 1982), han 

proporcionado evidencias sólidas de que la replicación de los viroides  

se lleva a cabo utilizando matrices de RNA.

Por lo que respecta a la enzimología de la  replicación se dispone 

de dos datos indicadores aparentemente contradictorios: 1) la u t i l i z a ­
ción de RNA como matriz, y 2) la inhibición i n  v i v o  e i n  v i t n o  de la  

síntesis de los viroides por la o<-amanitina (Mühlback y Sanger, 1979; 
Flores y Semancik, 1982). El primero sería consistente con la interven­
ción en la síntesis 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 o<-amanitina (Boege e t  a l . ,  1982). La RNA po­
limerasa I I I  DNA dependiente (que cata liza  la  síntesis de 5S y 4S RNAs) 
y sobre todo la RNA polimerasa I I  DNA dependiente (que cata liza  la s ín­
tes is  de precursores de mRNAs) son las únicas RNA polimerasas conocidas 

sensibles a la oc-amanitina (Roeder, 1976); sin embargo no existen prece­
dentes i n  v i v o  de que estas enzimas puedan u t i l i z a r  RNA como matriz en 

vez de DNA. Las tres enzimas señaladas han sido capaces de ca ta liza r  i n  

v L tn o  la síntesis de copias completas del PSTV (véase para una revisión  

Sanger, 1984). Dada la estructura c ircu lar de los viroides ha de hacerse 

notar que para su síntesis se requerirá además la actividad de una 1 i ga­
sa, aunque su efecto también podría conseguirse mediante mecanismos s i ­
milares a los que producen intrones circulares (Branch e t  a l . , 1981).

Finalmente, se ha detectado en núcleos purificados de plantas in ­
fectadas, moléculas de RNA complementarios del PSTV de una longitud va­
rias veces superior a la del viroide (Rohde y Sánger, 1981; Branch e t  

a l . ,  1981). Igualmente se ha observado la formación de complejos de do­

ble cadena entre esos RNAs complementarios multiméricos, y monómeros 

(Owens y Diener, 1982) e incluso oligómeros (Spiesmacher e t  a l . ,  1983) 

del v iro ide . Estos resultados han conducido a la  hipótesis de que la  

replicación de los viroides podría tener lugar mediante un mecanismo 

tipo "círculo rodante" como el postulado para la cadena positiva del 
bacteriófago de DNA 0X174 (Gilbert y Dressler, 1968).
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3 .-  PATOLOGIA DE LA EXOCORTIS DE LOS CITRICOS.

Los viroides son los sistemas biológicos más sencillos capaces de 

inducir enfermedades, y por e l lo  los más adecuados en princip io , 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 la enfermedad a sólo 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 s í .  Presentan además, la ventaja 

de ser los primeros patógenos de un organismo eucariótico, cuya estru£ 

tura molecular completa ha sido establecida.

Sin embargo, en relación a la patología de los viroides, sólo se 

ha realizado hasta la  actualidad unas pocas aportaciones sobre: 1) a l ­
teraciones citopáticas, f is io lógicas y bioquímicas, 2) correlaciones a_ 
parentes entre estructura molecular y patogénesis, basadas en la exis­
tencia de razas de d is t in ta  patogenicidad, y 3) posibles mecanismos mo 

leculares de patogénesis.

En los próximos años, este tipo de investigaciones se verán proba_ 

blemente incrementadas. La síntesis de un DNA complementario a la  se­
cuencia completa del PSTV y su posterior clonaje molecular (Cress y 9- 
wens, 1981), así como la  demostración de que éste DNA es infeccioso en 

plantas de tomate (Cress e t  a l . ,  1983), han establecido las bases para 

la realización de experimentos de mutagénesis d irig ida  i n  v i t n o  y para 

la  construcción de quimeras de DNA que contengan regiones específicas 

de diferentes viroides (Diener, 1984).

3 .1 . -  Alteraciones patológicas inducidas por el CEV

3 .1 .1 . -  Alteraciones citopáticas

Además de los síntomas macroscópicos característicos de las enfe_r 
medades viroidales (véase para una revisión Diener, 1979), se ha des­

c r ito  también algunos efectos citopáticos producidos por estos patóge­
nos. Así, la  infección por el CEV de plantas de Q.aunantlaca  determina 

la aparición de estructuras membranosas junto a la pared celu lar que 

fueron denominadas "plasmalemasomas" o "cuerpos paramurales" (Semancik
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y Vanderwoude, 1976). Estas estructuras -que en las células jóvenes 

contienen granulos de pequeña densidad electrónica, mientras que en 

las adultas presentan además vesículas y múltiples capas de membrana- 
fueron observadas en todo tipo de células pertenecientes a hojas con 

síntomas, incluyendo las del paréquima floemático y xilématico de 

los haces vasculares. El número de los plasmalemasomas, cuyo origen y 

función no pudieron ser determinados, estaba directamente relacionado 

con la  intensidad de los síntomas y con la  cantidad de viroide e x tra i-  

do de las hojas.

Sin embargo, en otro estudio de los efectos citopáticos de la  in ­
fección v iro id a l,  los plasmalemasomas fueron hallados casi con igual 
frecuencia, tanto en las plantas sanas de Q. ausiarubLaca, como en las 

infectadas por el CEV (Wahn e t a t . ,  1980), aunque no con la  misma mor­
fo logía . En las plantas sanas, se encontraron plasmalemasomas con es­
tructuras internas vesiculares o tubulares, mientras que en las in fec­
tadas por el CEV, ambos tipos de plasmalemasomas presentaban pronuncia_ 

das malformaciones en su tamaño, forma y organización internas. Además, 
en las plantas enfermas se observaron también deformaciones de la pa­
red celular (Wahn et a¿ . ,  1980).

Por otra parte, los principales efectos citopáticos encontrados 

en células de tomate infectadas por el CEV, han sido una ondulación de 

las paredes celulares que presentaban además grandes diferencias en 

grosor, y una desorganización 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 fis io lóg icas

Existe un consenso general entre los investigadores de las enfer­
medades inducidas por v irus, acerca de que el enanismo de las plantas, 

la epinastia de las hojas y en general las formas anómalas de crec i­
miento -síntomas característicos de las enfermedades v irales de plan­
ta s -, pueden ser debidas a un desequilibrio hormonal producido por el 
agente patógeno (Matthews, 1970). El hecho de que el enanismo y la epi_ 

nastia sean también los síntomas más característicos de la exocortis,
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hizo pensar que esta enfermedad podría ser consecuencia de a lterac io ­

nes hormonales causadas por el CEV mediante perturbaciones en el meta­
bolismo de los ácidos nucleicos (Semancik e l  a l . ,  1973). Los análisis  

correspondientes de algunas hormonas vegetales (Rodríguez e l  a l . ,

1978) permitieron encontrar una reducción s ig n if ica tiva  en el conteni­
do de giberelinas endógenas (probablemente GAg y/o GA )̂ en plantas de 

Q .a L u ia n tla c a  infectadas por el CEV. No se detectaron cambios significa_ 

tivos con respecto al ácido abscísico. El metabolismo de otras hormo-- 

ñas vegetales como el ácido indol-3-acético (AIA), implicado en diver­
sos procesos de crecimiento (rizogénesis, alargamiento c e lu la r ) ,  po­
dría encontrarse también alterado como consecuencia de la  infección 

por el CEV. Es generalmente admitido que el AIA puede ser degradado 

por peroxidasas vegetales mediante una reacción de oxidación (Schenei- 
der y Wightman, 1974; Sembdner e l  a l . ,  1980), y Kapur e l  a l .  (1974a) 
han detectado un aumento de esta actividad enzimática en el huésped l£  

ñoso cidro var. "Etrog" con síntomas de exocortis.

Aunque no se han realizado investigaciones sobre alteraciones ho_r 
monales en otras enfermedades v iroidales, la  s im ilitud de sus síntomas 

con los de la exocortis, permite sospechar en e llas  la existencia de 

este tipo de perturbaciones. Debe hacerse notar sin embargo, que la ex 

presión de los síntomas no es únicamente determinada por el agente pa­
tógeno. Mühlbach e l  a l . ,  (1977) han puesto de manifiesto que la  in fec­
ción con una misma raza de PSTV en tres variedades distintas de tomate, 
produce síntomas de diferente intensidad. Son numerosos además, los ca_ 
sos en que la infección y replicación de un viroide en algunas plantas, 
no determinan la  aparición de síntomas reconocibles (véase Diener,1979). 
La expresión de los síntomas es también dependiente de las condiciones 

ambientales, de forma que temperaturas e intensidades luminosas a ltas ,  
generalmente incrementan los síntomas y la rapidez de su aparición 

(Sánger y Ramm, 1975).

3 .1 .3 . -  Alteraciones bioquímicas

Conejero y Semancik (1977a) no pudieron detectar cambios c u a li ta ­
tivos en la composición de proteínas de hojas procedentes de plantas 

de Q. a m ia n lla c a  sanas e infectadas por el CEV. Sin embargo, como ya 

se ha indicado, dos proteínas de baja Mr (P-j de 15.000 y de 18.000)
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se acumulaban en las plantas infectadas. La purificación parcial de P-j 

mostró que es una proteina débilmente acida con un punto isoeléctrico  

de 5*21 (Flores & t a l . 9 1978). Estudios realizados sobre posibles acti_ 

vidades biológicas de esta proteína, no consiguieron asociar a e lla  

una hipotética actividad ribonucleásica ni detectar algún tipo de a f i ­
nidad por giberelinas o ácido indolacético (Flores e l  a l . 9 1978). Da­
tos de otros autores (Picazo, 1982; Conejero e l  a l . 9 1983) permiten 

sospechar que P-j es un producto dé degradación pro teo lít ica  de la r i -  

bulosa-1,5-difosfato carboxilasa/oxigenasa. Conejero e l  a l . 9 (1979) 
han puesto de manifiesto que alteraciones de proteínas de baja Mr se 

producen también con diferentes huéspedes del CEV, observación que ha 

sido posteriormente extendida a otras combinaciones viroide-huésped 

(Camacho-Henríquez y Sánger, 1982).

Por otra perte, Marton e l  a l .  (1982) en estudios realizados S£ 

bre obtención de protoplastos de células de Q. a ju m a /ilia ca  y tomate, ob̂  

servaron una notable reducción del número de protoplastos obtenidos a 

p a r t ir  de células infectadas por el CEV, cuando se utilizaban enzimas 

h idro lít icas  estándar. Esta reducción fue parcialmente evitada al aña­
d ir  al medio de incubación p-1,3-glucanasa, lo que hizo sospechar que 

las células infectadas presentaban en su pared celu lar un incremento 

de p-1,3-glucano con respecto a las células sanas.

3 .2 . -  Razas de viroides de diferente patogenicidad

3 .2 .1 . -  Observaciones biológicas en favor de distintas razas del CEV

La existencia de d istin tas razas del entonces considerado v i ­
rus de la exocortis, fue sugerida por diversos autores basándose en 

las diferencias de síntomas manifestados y en los distintos períodos 

de incubación ce la enfermedad en sus huéspedes naturales (Fraser y 

L e v itt ,  1959; Weathers y Calavan, 1961; Calavan y Weathers, 1961). Con 

la puesta a punto del método de diagnóstico de esta enfermedad basado 

en el cidro como planta indicadora, se encontraron aislados de exocor­
t is  que no inducían síntomas detectables en naranjo t r i fo l ia d o  o lima 

Rangpur, pero sí en cidro (Calavan e l  a l . 9 1964). Teniendo en cuenta 

la diferencia de síntomas en plantas de cidro "Etrog" (clon Arizona 

861) cultivadas en invernadero,se ha llegado a describir hasta tres
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razas diferentes: 1) débiles, cuando los síntomas 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 síntomas eran una marcada epinas  ̂

t i a  de las hojas, hendiduras verticales en los ta llo s  e intenso enani£ 

mo de las plantas (Kapur e l  a l . 9 1974b).

Intentos de transmisión de las d istintas razas de exocortis 

desde cidro a Q. a w ia n l la c a  fueron realizados mediante inoculación me­

cánica con objeto de disponer de e llas  en un huésped herbáceo más ade­
cuado para la  investigación. La transmisión tuvo éxito en lo referente  

a las razas moderadas y fuertes pero no en el caso de las razas débi­
les (Kapur e l  a l . 9 1974b). Estos autores concluyeron que las razas dé­
biles del CEV, aparentemente, no podían in fectar a Q. a m ia n lla c a  .

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 único componente de los viroides, la  

diferente patología que inducen d istintas razas de los mismos, ha de 

quedar re fle jada en cambios de la  estructura primaria de los correspojn 

dientes RNAs.

Dickson e l  a l . , (1979) empleando la  técnica de huellas dac ti­
lares de RNA, encontraron sólo pequeñas diferencias entre razas del 
PSTV que causaban sintomatología fuerte , intermedia y débil. La obten­
ción de la  secuencia completa de bases de la "raza tipo" intermedia 

(Gross e l  a l .  9 1978) y de una raza débil (Gross e l  a l . ,  1981) del PSTV 

(ambas de 359 nucleótidos), ha permitido dilucidar las diferencias es­
tructurales exactas entre estas dos razas. La comparación ha demostra­
do que dos sustituciones, una inserción y una deleción, pueden conver­

t i r  un viroide patogénico en otro que prácticamente no lo es (Gross e l  

a l . 9 1981).

Por lo que hace referencia al CEV, se conoce la secuencia com 

pleta de bases de cuatro aislados distintos (uno procedente de Califo_r 

ni a y tres de origen australiano). Aunque no se ha realizado un estu-
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dio comparado completo de sus propiedades biológicas, parece que todos 

inducen síntomas agudos en los huéspedes herbáceos a que han sido pro­
pagados, comportándose como razas fuertes. Esta característica impide 

por tanto re a liza r  correlaciones adecuadas entre estructura molecular 

y patogenicidad. En tres de los cuatro aislados secuenciados sólo s ie ­
te residuos de nucleótido muestran alguna variación, mientras que en 

el cuarto se presentan de 25 a 27 diferencias con los tres restantes 

(Visvader y Symons, 1983).

El hecho de que las razas de CEV que inducen síntomas débiles 

en cidro no hayan sido secuenciadas, se debe a su d if icu ltad  de trans­
misión a plantas herbáceas, en donde el viroide alcanza las concentra­

ciones relativamente altas que se requieren para los estudios de se- 
cuenciación. Los cuatro aislados del CEV secuenciados hasta ahora, lo 

han sido a p a r t ir  de plantas herbáceas como crisantemo (Visvader a l .  

1982; Visvader y Symons, 1983), y Q. a w ia n t la c a  (Gross e l  a l . , 1982).

3 .2 .3 . -  Estudios de protección cruzada entre distintos viroides y
entre razas de un mismo viroide

La protección cruzada -entendida como la  inhibición de la  ex­
presión de los síntomas agudos producidos por un virus o viroide me­
diante la infección previa con un patógeno relacionado inductor de s in  

tomas más débiles (N ib lett e l  a l . ,  1978)- ha sido u ti l izad a  como una 

medida de control del virus del mosaico del tabaco en plantas comerci£ 

les de tomate (Rast, 1972) y de la t r is te za  de los c ítr icos  en Brasil 
(Muller y Costa, 1977).

La disponibilidad de huéspedes comunes para diferentes v i r o i ­
des así como de razas débiles y fuertes de un mismo v iro ide, ha permi­
tido la realización de estudios de protección cruzada entre distintos  

viroides y entre razas de un mismo v iro ide.

En un estudio sistemático con diferentes viroides, se encon­
tró que en tomate la infección previa con una raza débil del PSTV in ­
hibía la aparición de los síntomas típ icos de una raza fuerte  del PSTV 

y del CEV cuando estos eran inoculados posteriormente. Asimismo, la  ijn 

fección previa de plantas de crisantemo con las dos razas del PSTV o 

con el CSV, bloqueaba la expresión de los síntomas más agudos induci­
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dos por el CEV. Sin embargo estos resultados no fueron defin itivos ya 

que a los 50-60 días de la inoculación del CEV, empezaron a manifestar 

se sus síntomas característicos (N ib lett e l a l , ,  1978).

Por lo que respecta a estudios de protección cruzada entre r£  

zas de un mismo v iro ide, en el caso del PSTV ya había sido observado 

previamente que la infección de plantas de tomate con una raza débil ê 

vitaba el desarrollo de los síntomas de razas fuertes inoculadas subsi_ 

guientórnente (Fernow, 1967; Fernow e l a l . \  1969). También la inocula­
ción de plantas de crisantemo con una raza asintomática de CCMV blo­
queó la expresión de los síntomas de una raza fuerte del mismo viroide  

(Horst, 1975). Sin embargo, entre razas distintas del CEV, no ha podi­
do observarse ningún tipo de protección cruzada. En una investigación 

llevada a cabo en cidro "Etrog", la infección con una raza débil del 
CEV no protegió frente a inoculaciones posteriores con razas moderadas 

y fuertes de este viroide (Kapur e l a l . ,  1974b). Estos autores advier­
ten sin embargo, que puesto que las razas débiles del CEV inducen sín­
tomas esporádicos en cidro, podría haber ocurrido que la infección pre 

vi a con este tipo de razas no fuera sistémica en el momento de l l e ­
var a cabo la  inoculación con las moderadas y fuertes.

3 .3 . -  Hipótesis sobre el mecanismo molecular de patogénesis de los 

viroides

La localización y replicación de los viroides en el núcleo de 

las células infectadas (Diener, 1971; Takahashi y Diener, 1975; Flores 

y Semancik, 1982), y su aparente incapacidad para servir como RNAs meji 
sajeros, sugiere que las enfermedades viroidales son causadas por in ­
terferencias en la regulación de la expresión del genoma del huésped iji 
fectado. Así, todas las hipótesis sobre la  patogénesis v iro idal im pli­
can la interacción del viroide, ya con ácidos nucleicos, ya con enzi­
mas nucleares.

En una primera hipótesis, sugerida por diversos autores y a- 
puntada claramente por Diener (1979), los viroides actuarían como los 

RNAs activadores del modelo de Britten-Davidson para la  regulación ge­
nética en eucariotas. Esta hipótesis implica la unión de los viroides 

a uno o más s it ios  receptores del DNA, lo que provocaría la transcrip­
ción de uno o más genes estructurales adyacentes (Britten y Davidson,
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1969). No existen, sin embargo, datos experimentales que puedan basar 
esta especulación.

Una segunda hipótesis formulada independientemente por varios 

autores (Dickson, 1981; Diener, 1981; Gross c-í a l . 9 1982), sugiere 

que los viroides actuarían alterando el proceso de maduración de los 

RNAs mensajeros. La hipótesis se basa en la  homología encontrada entre 

algunas secuencias de los viroides y el extremo 5 ‘ del RNA nuclear pe­

queño U1 (U1 snRNA). Se ha postulado que el U1 snRNA tendría un papel 
clave en la  eliminación de los intrones de las moléculas precursoras 

de los mRNAs, precisamente por la  considerable complementan edad de sê  

cuencia entre su extremo 5' y las regiones próximas a los extremos de 

los intrones en mamíferos (Lerner a l . 9 1980). Esta hipótesis ha s i ­
do analizada críticamente, resaltando su carácter especulativo y mos­
trando que no es capaz de explicar la diferente patogenicidad de las 

razas de un mismo viroide (Flores, 1984).

Una tercera hipótesis postula que los viroides podrían compe­
t i r  con el DNA por los s it ios  de unión a la RNA polimerasa I I  DNA de­
pendiente, lo que conduciría a una inhibición de la síntesis de mRNA. 
La hipótesis (Rackwitz e¿ a l . 9 1981) se basa en que: 1) los RNAs viroi_ 

dales presentan una forma, una estabilidad térmica y una cooperativi- 
dad en su desnaturalización, similares a las de una molécula de DNA 

del mismo tamaño e igual contenido G+C (Riesner e l a l . 9 1979), y 2) la  

RNA polimerasa I I  DNA dependiente podría estar implicada en la replica^ 

ción de los viroides (Mühlbach y Sanger, 1979; Rackwitz e l a l . ,  1981; 
Flores y Semancik, 1982). La evidencia experimental en favor de esta 

hipótesis es, sin embargo, escasa.

Finalmente, se ha indicado que la mayoría de las diferencias  

en la secuencia de las razas de diferente patogenicidad del PSTV, ocu­
rre en una región concreta de la molécula (Sanger, 1982). Esta observa  ̂

ción ha sido ampliada a diferentes aislados del CEV y del CSV propo­
niéndose un modelo que establece una correlación entre la patogenici­
dad de un grupo de viroides y la conformación molecular de esa región 

concreta de la molécula viroidal (Flores, 1984). Una hipótesis que t ie  

ne en cuenta esa región "moduladora de la patogenicidad" (región PM), 
propone que los viroides podrían formar un complejo con la RNA polime­

rasa I DNA dependiente, interaccionando precisamente mediante la re-
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gión PM. El complejo enzima-viroide in h ib ir ía  la unión de la enzima al 
DNA, provocando con e llo  un trastorno en la síntesis de rRNA. La dis­
t in ta  inestabilidad de la región PM en los diversos viroides determina 

r ía  diferente fo rta leza  de interacción con la RNA polimerasa I (Sanger, 

1984). Las bases en que se fundamenta la hipótesis son: 1) la  mayoría 

de los RNAs v iro ida les, al igual que la RNA polimerasa I se encuentran 

asociados con los nucléolos (Schumacher a l , 9 1983), 2) existen a l ­
gunos datos que inducen a pensar que la asociación de los viroides con 

el nucléolo se re a liza  mediante interacciones con proteínas y no con á- 
cidos nucleicos (Schumacher e l a l . ,  1983), y 3) se ha encontrado homo 

logia de bases entre las dos secuencias promotoras del gen de rRNA de 

ratón y la  secuencia de la región PM del PSTV y sus nucíeótidos adya­

centes (Sanger, 1984). Esta hipótesis que tiene en cuenta la posible 

existencia de una región concreta moduladora de la patogenicidad, necê  

s ita  sin embargo bases más firmes para su confirmación.

4 . -  OBJETIVO DEL TRABAJO

De lo 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 replicación. Sin embargo, los 

procesos a través de los cuales estos agentes ejercen sus efectos pato 

génicos son aún mal conocidos. Observaciones preliminares realizadas 

en el In s titu to  de Agroquímica y Tecnología de Alimentos (IATA) de Va­
lencia, indicaban la  existencia de una alteración patológica no descri_ 

ta , consistente en la  perturbación del proceso de formación de raíces 

en esquejes de plantas de Q. a m ia n lla c a  infectadas por el CEV. Por e- 
11o, el primer objetivo de este trabajo fue el estudio detallado del 

proceso de rizogénesis en esquejes de plantas herbáceas sanas y con 

síntomas inducidos por una raza fuerte de CEV, tratando de investigar 

los procesos fis io lógicos y bioquímicos que pudieran estar implicados 

en este fenómeno.

Por otra parte, se ha indicado también que, hasta el momento 

presente, no se ha conseguido transmitir razas débiles del CEV a hués­
pedes herbáceos. Sin embargo, tales huéspedes serían muy adecuados pa­
ra estudiar si estas razas afectan a los mismos procesos biológicos
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que las fuertes y para llevar  a cabo experimentos de protección cruza­
da entre ambos tipos de razas del CEV, fac ilitando  además el estudio 

de las relaciones entre estructura molecular y patogénesis. En estu­
dios llevados a cabo por investigadores del IATA (Cuñat, Garro y Mon- 

cho lí, resultados no publicados), sobre la  transmisión de diversas ra ­
zas débiles del CEV desde cidro a Q. a w ia n £ i.a c .a , se observó en un caso 

la  aparición en este último huésped de un síndrome similar aunque más 

suave que él inducido por las razas fuertes del v iro ide. Por e l lo ,  el 
segundo objetivo de este trabajo fue la  caracterización de esta posi­
ble raza débil del CEV en Q. o juu ian tiac.a \ sin embargo, en el curso de 

las investigaciones, se encontró que el nuevo síndrome de cuu^a ru tia - 

c a , parecía ser más bien de origen v i r a l .  Puesto que en un princip io , 
este patógeno procedía de un c ít r ic o  -donde existen varias enfermeda­
des de importancia económica presumiblemente producidas por virus, pe­
ro cuyo agente causal no ha sido aislado e id en tif icado-, se consideró 

conveniente seguir con los estudios de caracterización del mismo. Los 

resultados obtenidos confirmaron la  e tio log ía  v ira l del síndrome, per­
mitiendo in c lu ir  este nuevo virus dentro del subgrupo B de rabdovirus 

de plantas.



u . -  n a t  e n 3 a l  e s y m é t o d o s
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I I . -  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 inoculación

Plantas de Q ynu jia  a u /ia n tia c a  DC y de tomate [L y .co p e ji4 i.co n  e¿_ 

c iU en tum  M i l i . ,  variedades "Rutgers" y "Rentita") sirvieron como hué£ 

pedes de una raza del viroide de la exocortis de los c ítr icos  (CEV) 
procedente de cidro [CJüüiua m e d ica  L ., variedad "Etrog") l ib re  de 

otros virus conocidos, donde inducía síntomas agudos típ icos de una 

raza fuerte .

Las plantas de Q. cuujianjbLaca se obtuvieron por enraizamiento 

de esquejes en cámara de nebulización y se u ti l iza ron  para las expe­
riencias dos semanas después de su transplante a macetas. Las plantas 

de tomate se obtuvieron a p a r t ir  de semillas (las de la variedad "Ru£ 

gers" procedentes de W. Atlee Burpee Co., Philadelphia, Estados Uni­
dos, y las de la  variedad "Rentita" de H. Hoffmann, D-855 Forcheim, 
República Federal Alemana), utilizándose para los experimentos plánt£  

las de diez días. Los cultivos se llevaron a cabo en invernadero.

Para la inoculación se separaron dos bloques homogéneos de 

plantas, uno de los cuales (testigo sano) fue inoculado con tampón 

TKM (Tris-HCl 10 mM, KC1 10 mM, MgCl2 0'1 mM, pH 7 '4 ) ,  y el otro con 

la fracción de ácidos nucleicos solubles en LiCl 2M procedente de te ­
jido infectado por el CEV, cuyos componentes principales son el DNA y 

RNAs de baja masa molecular re la t iv a  (véase apartado 2 .2 . de esta se£ 

ción). La inoculación se llevó a cabo en las plantas de £. a w ia n jtla -  

c a , mediante ocho cortes oblicuos a lo largo del ta l lo  con una cuchi­
l l a  sumergida cada dos cortes en el inoculo. En el caso de tomate, la 

inoculación se re a lizó , pinchando cinco veces el t a l lo  de las plántu­
las con una aguja humedecida en el inoculo. Los síntomas aparecieron 

en Q. a u jia ru tia c a  de 15 a 20 días después de la  inoculación én el 
90-100% de las plantas y en tomate de 25 a 30 días después de la ino­

culación en el 80-100% de las plantas.
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1 .2 . -  Experimentos de enraizamiento de esquejes

Los esquejes de Q. ausiajvbLaca puestos a enraizar tenían 3'5 cm 

de largo y presentaban cuatro hojas apicales, mientras que los de to ­
mate, con tres o cuatro hojas apicales, tenían un ta l lo  de 5 cm de la£  

go desde la  base al punto de inserción de la hoja de más edad. Los e£ 

quejes de ambos huéspedes fueron cortados de bloques paralelos de pla_n 

tas sanas e infectadas por el CEV, y colocados con sus bases sumergi­
das en agua destilada en una cámara de crecimiento mantenida a una h£ 

medad re la t iv a  del 50%, iluminada con luz fluorescente (2.500 lux a 

nivel de los esquejes) durante 18 h al d ía, y con temperaturas de 

30-32°C y de 25-27°C durante el día y la  noche respectivamente. Dia­
riamente se fue añadiendo agua para mantener su nivel constante, rene) 
vándose por completo cada tres días para ev ita r  un crecimiento micro­
biano excesivo. Cualquier alteración v is ib le  en los esquejes fue ano­
tada diariamente durante t re in ta  y siete días en el caso de ansian 

tin c a  y durante diez días 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 determinación de actividades hormonales tipo auxi- 
na en plantas de Q ym uia aim aruLLaca

Para el aislamiento de hormonas vegetales se u t i l iz ó  una té£  

nica de difusión en agar basada en el procedimiento descrito por Jo­
nes y P h illips  (1954). Yemas apicales con dos hojas en expansión y 

1'5 cm de ta l lo ,  cortadas de bloques paralelos de plantas sanas y en­
fermas de exocortis 30 días después de la  aparición de los síntomas 

en el material infectado, se pusieron inmediatamente en posición ver­

t ic a l sobre c ilindros (5 mm de diámetro x 2 mm de altura) de agar No­
ble especial (Laboratorios Difeo, D etro it, MI 48201) al 1%. La d ifu ­
sión de las hormonas vegetales se llevó 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, l io f i l iza d o s  y almacena­
dos a -18°C hasta su extracción. Los bloques deshidratados fueron ex­
traídos tres veces a 4°C con 10 mi de metanol absoluto cada vez. La 

primera extracción se realizó  con agitación continua durante 1 h, la



segunda durante 2 h y la tercera durante toda la noche. Los extractos 

combinados se f i l t ra r o n  a través de papel de f i l t r o  (No. 589 ; Schlei_ 

cher and Schüll, Dassel, República Federal Alemana) y luego fueron 

llevados a sequedad bajo vacío en un evaporador ro tatorio  a —40°C.
El residuo se disolvió en un pequeño volumen de metanol absoluto, se 

depositó en una t i r a  de papel Whatman 3 MM (W. and R. Balston Ltd.,  
Maidstone, Ing laterra) de 3 cm de anchura, y fue cromatografiado de 

manera ascendente con una mezcla de isopropanol, NĤ  (25%) y 

(80 :011:19'9, v /v) a 4°C, en la oscuridad, y a lo 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 determinación de las actividades hormonales se realizó  

mediante el bioensayo del mesocótilo de avena, sensible a auxinas y 

giberelinas, siguiendo el método descrito por Nitsch y Nitsch (1956). 
Semillas de avena de la variedad Brighton se esteril izaron  durante 

20 min con una solución de hipoclorito calcico al 7% (p /v ) ,  y se dej£ 

ron germinar en cajas de plástico que contenían vermiculita humedeci­
da, a 25°C y en oscuridad completa, durante 65 h. Después se seleccio^ 

naron plántulas de unos 3 cm (2 '5  cm de mesocótilo) de las que se ob­
tuvieron segmentos de 4 mm de mesocótilo (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 contenían 1 mi de solución tampón c itra to -fo s fa to , pH 5 10 (ácido 

c ít r ic o  5 mM y Na2HP0  ̂ 10 mM mezclados hasta obtener el pH), con 2% 

(p/v) de sacarosa y 0 ’ 1 % (v /v) de Tween 80, junto con una sección del 
cromatograma. Los tubos se incubaron durante 20 h, a 25°C y en oscuri_ 

dad, en una rueda g ira to r ia  de eje casi horizontal a 1 rpm. Todas es­
tas manipulaciones se llevaron a cabo en una cámara con luz verde 

(500 nm de longitud de onda). Transcurridas las 20 h se midió la lon­
gitud de los mesocótilos con la ayuda de una lupa estereoscópica pro­
vista de micrómetro ocular. La cuantificación de las actividades se 

realizó mediante curvas patrón obtenidas bioensayando soluciones de á 

cido irídol-3-acético (AIA) (E. Merk, Darmstadt, República Federal Ale­
mana) de concentración 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 u t i l iz ó  cinco yemas apicales de plantas sa­
nas y cinco de plantas enfermas.

1 .4 .-  Extracción y purificación parcial del sistema 

peroxi dasa/i ndol-3-acético oxi dasa

En la f i g .  1 se muestra el esquema del proceso seguido para 

la extracción y purificación parcial del sistema peroxidasa /  AlA-oxi_ 

dasa. En todos los experimentos se u tilizaron  hojas apicales (3 g) 
procedentes de dos plantas d is tin tas , tanto del bloque de plantas en­
fermas de exocortis como del de plantas sanas. Todos los pasos siguieji 
tes del proceso se llevaron a cabo a 4°C. El te jid o  fue homogenizado 

en un mortero con 30 mi de Tris-HCl 0'1 M, pH 8*0 que contenía 0'5 M 

de sacarosa y 0'1% (p/v) de ácido ascórbico. El extracto fue centrifu  

gado a 10.000 x g, 15 min, en una centrífuga Beckman J2-21 descartán­
dose el sedimento. Al sobrenadante se le  añadió lentamente y bajo agi_ 

tación continua sulfato amónico sólido hasta alcanzar el 40% de satu­
ración de esta sal a 4°C; después de 1 h a esta temperatura, se cen­
tr ifugó la  solución salina a 15.000 x g durante 15 min, descartándose 

el sedimento. Al sobrenadante se le  añadió más sulfato amónico hasta 

alcanzar un 90% de saturación a 4°C; al cabo de 1 h a dicha temperat]j 

ra se centrifugó de nuevo a 15.000 x g, 15 min, y el sedimento obteni_ 

do se resuspendió en 5 mi de tampón acetato sódico 10 mM, pH 5 '0, reji 
1 izándose a continuación su d iá l is is  frente a 2 l i t ro s  del mismo tam­
pón durante una noche. El volumen del di al izado se ajustó a 10 mi y 

luego se centrifugó a 15.000 x g, 15 min. El sobrenadante f in a l se divi  ̂

dió én alícuotas de 1 mi que fueron usadas el mismo día o a lte rnativa ­
mente almacenadas a -20°C.

1 .5 .-  Medida de las actividades indol-3-acético oxidasa y peroxidasa

La actividad AIA-oxidasa se determinó midiendo la velocidad 

de consumo de oxígeno utilizando para e llo  un electrodo de oxígeno ti_ 

po Clark (Radiometer, Copenhague, Dinamarca). Las determinaciones se 

llevaron a cabo a 30°C con agitación continua, condiciones en las que 

la concentración de oxígeno molecular en agua destilada es aproximada_ 

mente de 0'235 mM (Loomis, 1933). Las mezclas de reacción tenían un



volumen to ta l de 1 mi y, a menos que otra cosa se especifique, conte­
nían tampón fosfato sódico 50 mM, pH 6'1, 1 mM de AÍA, 0'2 mM de 

2,4 -d ic lorofenol, 0 '2 mM de Mn y el extracto enzimático 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 Q. abuiarutLaca  y 

de 75 pl (equivalentes a 22'5 mg) en el tomate. La variación del con­

sumo de O2  con el tiempo se mostró, después de un período de inducción 

variab le , como una línea recta, utilizándose su pendiente para estimar 

la  actividad enzimática que se expresó como [0^] (pM) consumida x min"^ 

(g peso fresco)- ^.

Para determinar la  naturaleza de los productos de reacción 

se realizaron registros gráficos de los cambios en el espectro u l t ra ­
v io le ta  durante la oxidación del AIA (Ray, 1956). El espectro de ab̂  

sorción de la mezcla de reacción que contenía tampón fosfato sódico 

50 mM, pH 6,1 y los mismos componentes que en el párrafo anterior pe­
ro a concentraciones diez veces más bajas, se determinó frente a un 

blanco similar a la mezcla de reacción pero carente de AIA. Los regi£  

tros del espectro de absorción desde 300 a 235 nm, se realizaron a i£  

tervalos de 10 min con un espectrofotómetro u ltra v io le ta -v is ib le  Per- 
kin Elmer, modelo Lambda 5. Cada registro se completó en 30 s.

La actividad peroxidasa se determinó en una mezcla de reac­
ción que contenía: 119 mi de una solución tampón de acetato sódico 

20 mM, pH 5 10; 0 '4 mi de benzidina 113 mM en tampón acetato sódico 

0'2 M, pH 5'0; 0'1 mi de una solución acuosa al 1% (p/v) de molibdato 

amónico; 0' 1 mi de 1 ^ 2  30 mM, y 0'1 mi de la preparación parcialmen­
te purificada de la enzima (Seevers et cz/., 1971). La reacción se ini_ 

ció con la adición de la  solución de ^ 2  que en la  cubeta de referen 

cia fue sustituida por un volumen igual de agua destilada . La varia ­
ción de la  absorbancia a 334 nm con el tiempo se registró espectrofo-

tométricamente, mostrando una línea recta cuya pendiente fue u t i l i z a ­

da para estimar la actividad enzimática que se expresó como A A 3 3 4  x
min”  ̂ x (g de peso fresco)”^.
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1 .6 . -  Análisis de la composición de isoenzimas del sistema 

peroxidasa/indol-3-acético oxidasa

La electroforesis se realizó  según el método de Davis (1964) 
en geles c ilindricos de poliacrilamida con una concentración de a cri-  

lamida y bis-acrilamida del 7 y 0 118% respectivamente, utilizando  

Tris-HCl (0'375 M, pH 8 '9 ) como tampón del gel y T r is -g lic in a  (5 y 

38'5 mM respectivamente, pH 8 '3 ) como tampón de e lectro foresis. No 

se u t i l iz ó  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 Q* auLnantuaca y L. e^culerutum respectivamente) 
mezcladas con una solución saturada de sacarosa en la proporción 5:1 

(v/v) y un pequeño volumen del colorante marcador azul de bromofenol, 
fueron depositadas directamente sobre el gel separador. La e lectro fo­
resis se realizó  a 4°C con una intensidad constante de 1 mA/gel duraji 
te 1 h, y 3 mA/gel hasta que el azul de bromofenol alcanzó la  base del 
gel (aproximadamente 75 min).

La tinción de las isoenzimas de peroxidasa se rea lizó  como 

se ha descrito previamente (Seevers et a l . ,  1971), incubando los geles 

en tampón acetato sódico, 0 '2 M, pH 5 '0, que contenía 1'3 mM de benzi_ 

dina y 1'3 mM de ^ ( ^  añadida inmediatamente antes de la incubación. 
Después de 45 min (£. a iu ia ru tla c a )  y 30 min (tomate) a temperatura am­
biente, los geles se lavaron tres veces con agua destilada y se alma­
cenaron en tampón acetato sódico 0'2 M, pH 5 ‘0, hasta que fueron fo t£  

grafiados.

Para determinar la  actividad AIA oxidasa de las isoenzimas 

de peroxidasa se procedió a su aislamiento a p a r t ir  de un gel de ele£  

troforesis preparativa. Siguiendo el método de Davis con las simplifi_ 

caciones citadas, se preparó un gel en lámina de 2 mm de espesor con 

un único pocilio  de 11 x 1 cm. En este pocilio  se depositó un volumen 

de extracto parcialmente purificado de hojas apicales de tomate co­
rrespondiente a 2*25 g de peso fresco, mezclado con una solución sat£ 

rada de sacarosa en la proporción 5:1 (v/v) y con un pequeño volumen 

de azul de bromofenol. La electroforesis se rea lizó  a 4°C y una inteji 
si dad constante de 5 mA durante 30 min y, a continuación, de 15 mA 

hasta que el azul de bromofenol llegó hasta la  base del gel. Una vez 

f ina lizada  la  e lectroforesis, se cortaron dos t i ra s  de 1*5 cm de an­
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chura de los extremos laterales del gel, que después de ser teñidos 

con tinción de peroxidasa fueron rápidamente colocados en su posición 

original en el gel, para servir de referencia en el corte de las zo­
nas de gel no teñidas que contenían las isoenzimas. Cada una de estas 

zonas de 8 x 0 '5  cm, previamente troceadas, se sumergieron en 3 mi de 

tampón acetato sódico 10 mM, pH 5*0, durante 12 h, manteniéndose a 

temperatura ambiente y en agitación continua. Después de ese período 

de tiempo se decantó el líquido que fue centrifugado a 2.000 x g 

10 min para eliminar las partículas de gel en suspensión. El sobrena­
dante se u t i l iz ó  para las medidas de actividad AÍA oxidasa y peroxida^ 

sa, ta l como se han descrito en el apartado 1.5. de esta sección, con 

la  excepción del volumen de extracto enzimático utilizado para la de­
terminación de la  actividad AfA-oxidasa que fue, en este caso, de 

100 \i\ (equivalente a 75 mg de peso fresco).

2 . -  CARACTERIZACION DEL AGENTE CAUSAL DE UN NUEVO SINDROME DE 

Q. AUMNTOACA SIMILAR AL INDUCIDO POR EL CEV

2.1- Procedencia y propagación experimental del nuevo síndrome

Un síndrome similar pero no idéntico al provocado por las na 

zas fuertes del viroide de la exocortis de los c ítr ic o s , fue detecta­
do en plantas de Q, aus ia jv tLa ca , huésped hérbaceo indicador de la exo­

c o rt is . El síndrome se observó después de un intento de transmisión 

de una raza débil del CEV, desde cidro "Etrog" a Q. am ia ru tLaca . El 

cidro u tilizado  presentaba los síntomas típ icos de una raza débil del 
CEV (pardeamiento de la base del peciolo y epinastia ocasional de las 

hojas) y el intento de transmisión se rea lizó  mediante la planta para 

s ita  C uAcw ta c.amp2A tn .ÍA  Yuncker.

El nuevo síndrome pudo ser propagado por in je r to , (tanto a 

Q. a m ia n tL a c a  como a Q yjuu ia  ¿cuim ento/u i) sustituyendo una sección cor­
t ic a l  del ta l lo  de una planta sana por otra similar procedente de una 

planta enferma. Del 60 al 70% de las plantas injertadas manifestaron 

los síntomas de la enfermedad, de 20 a 40 días después de efectuado 

el in je r to .
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2 .2 . -  Extracción, fraccionamiento y análisis electroforático de 

ácidos nucleicos

La extracción y fraccionamiento de los ácidos nucleicos se 

realizó  fundamentalmente siguiendo el método utilizado por Semancik y 

Weathers (1972a), con la  excepción de que en la extracción no se u t i ­
l izó  bentonita ni hidroxiquinoleína ya que resultados previos indica­

ron que su eliminación no afectaba al rendimiento del método. Las mués 

tras (100 g) se homogeneizaron con 200 mi de fenol saturado de agua y 

neutralizado con NĤ OH, 40 mi de Tris-HCl 0 12 M pH 8 '9 , 10 mi de ác i­
do etilendiam ino-tetracético (EDTA) 0*1 M pH 7 '0 , 10 mi de dodecil-sul_ 

fato sódico (SDS) al 5% (p/v) y 0 18 mi de 2-mercaptoetanol (MCE), uti_ 

lizando un homogeneizador Osterizer. La separación de las dos fases 

presentes se rea lizó  centrifugando a 6.000 x g, 15 min, recogiéndose 

la  fase acuosa que fue reextraída de nuevo con 0'5 volúmenes de fenol 
saturado de agua.

Los ácidos nucleicos se recuperaron de la  fase acuosa por 
precipitación 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 recogió por centrifugación a 6.000 x g,
15 min, se secó y se resuspendió en tampón TKM. La solución concentra 

da de ácidos nucleicos se di al i zó durante 16 h frente al mismo tampón, 
y el dializado se centrifugó a baja velocidad para eliminar el mate­
r ia l  no resuspendido.

Se rea lizó  a continuación, un fraccionamiento de los ácidos 

nucleicos mediante la adición de LiCl hasta una concentración fina l  
de 2 M. A esta a lta  concentración salina precipitan los RNAs de a lta  

masa molecular re la t iv a ,  siendo los principales componentes de la fra£  

ción soluble el DNA, los RNAs de 7S, 5S, 4S y el RNA v iro id a l.  El pr£ 

cipitado se eliminó mediante ur.a centrifugación a 8.000 x g, 20 min, 
recuperándose los ácidos nucleicos solubles en LiCl 2M del sobrenadajn 

te mediante una nueva precipitación con un volumen tres veces superior 

de etanol. Después de otra centrifugación a 6.000 x g, 15 min, se de£ 

cartó el sobrenadante, y el sedimento, resuspendido en TKM, se di a l i ­
zo frente al mismo tampón durante 16 horas. Al dializado se añadió TKM 

hasta conseguir un volumen f in a l de 5 mi.
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El análisis e lectro forático  de la fracción de ácidos nuclei­
cos solubles en LiCl 2M se realizó  siguiendo el método descrito por
Morris y Wright (1975) en geles laminares de poliacrilamida de 

13 x 10 x 0 12 cm. Los geles se formaron utilizando concentraciones de 

partida de acrilamida y bis-acrilamida de 5 y 0'128% (p/v) respectiva_ 

mente, y tampón Tris-acetato sódico-EDTA (40, 20 y V I  mM respectiva­

mente, ajustado a pH 7,2 con ácido acético). El tampón de electrofore
sis fue Tris-acetato sódico-EDTA (36, 18 y 1 mM respectivamente, aju£ 

tado a pH 7 12 con ácido acético) y la  e lectroforesis se realizó  a 

70 mA de intensidad constante hasta que el colorante azul de bromofe­

nol migró hasta 7 cm del origen (aproximadamente 2 h y 30 min). Los 

geles fueron teñidos con una solución acuosa de bromuro de etid io  

(0*5 | jg /m l),  usándose para su registro gráfico un transiluminador 

(U ltra -V io le t  Products In c .,  EE.UU.) y una cámara fotográfica con 

f i l t r o  para rayos u ltrav io le tas . Subsiguientemente, se realizó en el 
mismo gel la tinción de plata descrita por Sammons e l a l . ,  (1981) con 

las modificaciones de Ig loi (1983), registrándose fotográficamente a 
continuación.

2 .3 . -  Extracción y fraccionamiento de proteínas y nucleoproteinas

2 .3 .1 . -  Ultracentrifugación diferencial

Hojas apicales de plantas de Qymuia auuuianllaaa (en algunos 

experimentos Q. ¿aAmenlota) sanas, afectadas por el nuevo síndrome y 

con síntomas inducidos por una raza fuerte del CEV, se homogeneizaron 

en mortero con tampón de extracción (50 mM de Tris-HCl, pH 8 '0 , 20 mM 

de MCE) en una proporción de 1:3 (p /v ) .  El homogeneizado se centr ifu ­

gó a 8.000 x g, 5 min, se midió el volumen del sobrenadante obtenido 

(extracto crudo), y el sedimento se resuspendió en un volumen de tam­

pón de extracción igual al del sobrenadante, almacenándose a continua 

ción.

El extracto crudo, del que se separó una pequeña parte (0'4  

mi), fue sometido a una centrifugación a 100.000 x g, 2 h, realizada 

en una ultracentrífuga MSE-65. El sobrenadante se recogió y el sedimen 

to se resuspendió con tampón de extracción hasta un volumen final  

igual al del extracto crudo.



3 0

En algunos experimentos, el extracto crudo se sometió a una 

centrifugación 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  centrifugación a 100.000 x g.

Todas las fases de los experimentos se realizaron a 4°C y las 

fracciones del extracto que no se u tilizaron  inmediatamente, fueron 

almacenadas a -20°C.

2 .3 .2 . -  Métodos de c la r if ic a c ió n  de extractos con disolventes 

orgánicos

Hojas de Q, Qjuuiaruti.ac.a (20 g) afectadas por el nuevo síndro­
me se homogeneizaron en mortero con 40 mi de tampón fosfato sódico 

0'1 M, pH 7 '0 , que contenía 20 mM de MCE. El homogeneizado se c e n tr i­
fugó a 5.000 x g, 15 min, y se recogió el sobrenadante (46 mi) que se
divcidió en cinco fracciones, las cuatro primeras de 10 mi y la quin­
ta de 6 mi.

A la primera fracción se añadió 2'5 mi de d ie t i le te r  y 2 '5 mi 
de tetracloruro de carbono (Maat, 1963); a la segunda 2'5 mi de cloro 

formo (Van Regenmortel, 1961); a la tercera 10 mi de cloroformo más 

10 mi de n-butanol (Steere, 1956); y a la cuarta 0'9 mi de n-butanol
gota a gota y con agitación continua (Tomlinson, 1962). La quinta
fracción se dejó como testigo sin ser sometida a tratamiento. Las cijn 

co preparaciones fueron mantenidas en agitación constante durante 45 

minutos a 4°C.

A continuación las fracciones tratadas con disolventes orgá­
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 última centrifugación y la fracción 

testigo, fueron centrifugados a 80.000 x g, 2 h, tomándose un pequeño 

volumen (0 '4  mi) de los sobrenadantes y resuspendiéndose los sedimen­
tos en tampón fosfato sódico 0'1 M, pH 7 '0, con 20 mM de MCE. Los se­
dimentos de las fracciones sometidas a c la r if icac ión  con disolventes 

orgánicos se resuspendieron con 5 mi, mientras que el de la fracción 

testigo se resuspendió en 3 mi.



Todas las etapas de los experimentos se llevaron a cabo a 

4°C y las d istin tas fracciones obtenidas fueron utilizadas inmediata­
mente para el análisis de proteínas, o guardadas a -20°C.

2 .3 .3 . -  Precipitación con po lie ti len g lico l

Se ha seguido fundamentalmente el método descrito por Yama- 
moto et oJ. (1970). Hojas apicales de Q. qLu ian tl.ac.a  sanas y afectadas 

por el nuevo síndrome fueron homogeneizadas en mortero con tampón 

fosfato sódico O'l M pH 7 10 y 25 mM de MCE, en la proporción 1:2 

(p :v ). El homogeneizado fue centrifugado a 5.000 x g, 15 min, desear  ̂

tándose el sedimento. Al sobrenadante se le  añadió NaCl hasta una 

concentración f in a l de 0'5 M y una vez disuelta la sal, se añadió po 

1 i e ti 1 engl i col con masa molecular re la t iv a  aproximada de 6.000 (PEG- 
6.000) hasta conseguir d istintas concentraciones finales  (2, 4, 6,

8 y 10%, p /v ) .  Después de mantener la mezcla a 4°C durante al menos 

3 h se centrifugó a 8.000 x g, 10 min. El sedimento se resuspendió 

en tampón fosfato sódico O'l M, pH 7 '0, dejándolo en algunos experi­
mentos en agitación constante durante una noche, mientras que en 

otros fue agitado durante 1 h y dializado frente al tampón de resus­
pensión durante una noche. Al día siguiente el extracto fue cen tr if^  

gado a 5.000 x g, 15 min, para descartar los componentes no resuspeji 
didos y el sobrenadante se centrifugó de nuevo a 100.000 x g, 90 min. 
El sedimento de la ultracentrifugación se resuspendió en tampón fos­

fato sódico O'l M, pH 7*0, recogiéndose también el sobrenadante.

De todas las fracciones intermedias del proceso se conservó 

un pequeño volumen para el análisis e lectro forético  de proteínas. To 

das las fases del experimento se llevaron a cabo a 4°C y las fraccio  

nes que no fueron utilizadas inmediatamente fueron conservadas a 

-20°C.

2 .3 .4 . -  Precipitación con sulfato amónico

Hojas apicales de plantas de a m ia ru tla c a  sanas y afectadas 

por el nuevo síndrome fueron homogeneizadas con tampón Tris-HCl 50 mM 

pH 8 '0 , 20 mM de MCE, en la proporción 1:4 (p :v ). El homogeneizado 

fue centrifugado a 5.000 x g, 15 min, para desechar el sedimento, so­
metiéndose al sobrenadante a una centrifugación a 100.000 x g, 90 min
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El sedimento de la ultracentrifugación fue resuspendido con 

tampón de extracción, manteniéndose en agitación constante durante 

una noche. Al día siguiente se le añadió ( N H ^  SÔ  sólido hasta con­
seguir un 25% de saturación de la sal a 4°C. La mezcla, mantenida a 

esta temperatura durante al menos 1 h, fue centrifugada a continuación 

a 10.000 x g, 15 min, recogiéndose el sedimento, que fue resuspendido 

con Tris-HCl 10 mM, pH 8 '0 , 20 mM de MCE, y puesto a d ia l iza r  frente  

al mismo tampón durante una noche. Al sobrenadante se le  añadió más 

(NH^)^ SÔ  hasta un 50% de saturación de la sal a 4°C, dejando repo­
sar la  mezcla a dicha temperatura durante al menos 1 h, después de lo 

cual se centrifugó a 10.000 x g, 15 min. El sedimento de esta c en tr i­
fugación, una vez resuspendido en tampón Tris-HCl 10 mM, pH 8 '0 , 20 mM 

de MCE, fue dializado, al igual que el sobrenadante, frente al mismo 

tampón durante una noche.

Al día siguiente se ajustó el volumen de los tres dializados 

hasta conseguir una concentración equivalente a 2 g de peso fresco en 

4 mi de tampón, y tanto la fracción precipitada al 25% de saturación 

de ( NĤ ) 2  SÔ  como la  que lo hizo entre el 25 y el 50% de saturación 

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 tomó pequeños 

volúmenes para el análisis e lectro forético  de proteínas. 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 . -  Análisis e lectroforético de proteínas

El análisis comparativo de las proteínas de te jid o  sano y 

afectado por el CEV y por el nuevo síndrome, se realizó  mediante elec 

troforesis discontinua en geles laminares de poliacrilamida con SDS 

de 1 mm de espesor (Conejero y Semancik, 1977b). El gel superior 

1'5 cm sobre el que se aplicó la muestra contenía una concentración 

de acrilamida y bis-acrilamida del 4 y 0*11% (p/v) respectivamente, 
estando tamponado con Tris-HCl a una concentración f in a l de 125 mM y 

un pH de 8 ’0. Para el gel intermedio o espaciador (1*5 cm) se usó 

6'35% de acrilamida, 0*17% de b is -a c r i1 amida, y tampón Tris-HCl,
375 mM, pH 8 '8 . El gel in fe r io r  o separador (8 '6  cm) se formó con



acrilamida al 14%, bis-acrilamida al O'375% y el mismo tampón que el 
gel espaciador. Las tres capas contenían un 0 11 % (p/v) de SDS y el 
tampón de electroforesis (pH 9*2) estaba constituido por Tris (240 mM) 
glic ina  (82 mM) y SDS (0'1%). Antes de ser sometidas a e lectroforesis, 
las muestras fueron calentadas a 100°C durante 4 min en Tris-HCl 77 mM 

pH 8 '0 , 1*8% (p/v) de SDS, 4'4% (v/v) de MCE y 310% (v/v) de g l ic e ro l.  
La electroforesis se llevó a cabo a una intensidad constante de 20 mA 

hasta que el colorante marcador azul de bromofenol alcanzó la base del 

gel (aproximadamente 3 h y 20 min).

Una vez realizada la  electroforesis, los geles fueron fijados  

y teñidos simultáneamente durante una noche en una solución metanol:á- 
cido acético:agua (25:10:65 v/v) conteniendo 0'08% (p/v) de azul de 

Coomassie R-250.

Una mezcla de proteínas de masas moleculares re lativas (Mr) 
conocidas fue sometida a electroforesis conjuntamente con las mues­
tras . La mezcla estaba constituida por: fosforilasa b (Mr:94.000), se 

roalbúmina bovina (Mr:67.000), ovoalbúmina (Mr:43.000), anhidrasa ca_r 
bonica (Mr:30.000), inhibidor de la tr ips ina  obtenido de la soja 

(Mr:20.000) y cx-lactoalbúmina (Mr:14.400). La representación del lo ­
garitmo decimal de la  Mr frente a la movilidad e lectro forática , se 

ajustó a una ecuación de segundo grado, y fue u ti lizada  para la  deter^ 

minación de las masas moleculares re lativas de las proteínas de las 

muestras.

2 .5 . -  Microscopía electrónica

2 .5 .1 - Método del contraste negativo

Se realizó  siguiendo la técnica descrita por Brenner y Horne 

(1959). En algunos experimentos las muestras fueron previamente f i j a ­
das mezclándolas con una solución de formaldehido del 35-40% (p/v) en 

una proporción 20:1 (v:v) (Betto cU .9 1964).

Las muestras, mezcladas volumen a volumen con fosfotungstato 

sódico al 2% (p /v), pH 7*0, se depositaron sobre una r e j i l l a  con un 

soporte de carbón vaporizado. Tras unos segundos de contacto, se e l i ­
minó el exceso de líquido y se dejó secar, realizándose a continuación 

la observación al microscopio electrónico.
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2 .5 .2 . -  Método de cortes ultrafinos

Se u ti l iza ron  pequeños trozos de hojas (de 1 a 2 mm ) de plan 

tas de £. a iu ion tlaca  sanas, afectadas por el síndrome nuevo y con síji 
tomas de una raza fuerte del CEV.

Este material fue sometido a un proceso que consta de tres 

fases: 1) f i ja c ió n ,  2) deshidratación, y 3) inclusión.

La f i ja c ió n  se realizó según Palade (1952), durante 2 h a 4°C 

con una mezcla de volumen a volumen de tetróxido de osmio al 2% y tam 

pón veronal (obtenido mezclando 10 mi de acetato sódico, 0'14 M, 10 mi 
de 5 ,5 -d ie t i lb a rb itu ra to  sódico, 125 mM, 10 mi de HC1 O'l N y 20 mi 
de H20).

Después de lavar el material con agua destilada, la deshidr^ 

tación se llevó a cabo con diferentes soluciones de concentración crê  

ciente de acetona en agua (Ryter y Kellenberger, 1958), según el s i ­
guiente esquema: 1) inmersión en acetona al 30% durante 15 min, 2) ac£ 

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 S0  ̂ 30 min, rê  

pitiendo una vez esta última operación.

La inclusión se realizó  en Arald ita  (Glauert y Glauert, 1958) 
utilizando óxido de propileno como sustancia puente entre la aceto­
na y la  Araldita  (Luft, 1961). El material se sumergió en óxido de 

propileno durante 1 h, realizándose esta operación dos veces y luego 

sucesivamente en mezclas de d is tin ta  proporción de óxido de propileno 

y Araldita  1 (3:1; 2:2; 1 :3), durante 2 h en cada una de e lla s . Final_ 

mente el material se sumergió sucesivamente en Araldita  1 durante 2 h 

a 50°C, Araldita 1 durante una noche a 50°C, y Araldita 2 en cápsula 

de gelatina durante 48 h a 70°C.

Una vez realizado este proceso se obtuvieron los cortes u l­

trafinos en un ultramicrotomo LKB, que a continuación se colocaron 

sobre c itra to  de plomo al 2% (p/v) durante 20 min, lavándose f in a l ­
mente con agua destilada.
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2 .6 . -  Purificación parcial del agente infeccioso

En la  f ig .  2 se muestra un esquema del proceso seguido para 

la purificación del agente infeccioso, utilizándose con modificacio­
nes el método descrito por Jackson y Christie  (1977) para la  purifica  

ción de un rabdovirus vegetal (el virus del amarilleo reticulado del 
Sonchu'j ).  Hojas con síntomas, fueron homogeneizadas en mortero con el 

tampón de extracción (HEPES-NaOH 0 11 M, pH 7 10 que contenía 20 mM de 

MCE), en la  proporción 1:2 (p /v ) .  El homogeneizado se pasó a través 

de dos capas de lienzo f i l t r a n te  (Miracloth) y se centrifugó a 

8.000 x g, 10 min. El sobrenadante recuperado se depositó sobre un 

gradiente discontinuo de sacarosa ( una capa in fe r io r  del 60% (p /v )  y 

otra superior del 30%) disuelta en el tampón de extracción. Los tubos 

fueron centrifugados en un rotor basculante a 80.000 x g, 1 h. La bajn 

da verde retenida en la interfase fue recogida y di al izada frente al 
tampón de extracción durante al menos 3 h, disminuyendo con e llo  la  

concentración de sacarosa desde aproximadamente el 45% hasta un 

10-15%. El dializado se depositó sobre un gradiente continuo del 30 

al 60% (p/v) de sacarosa di suelta en el tampón de extracción, lleván­
dose a cabo a continuación una centrifugación a 80.000 x g, 90 min.

Después de esta centrifugación, una banda de fuerte disper­
sión de la  luz pudo ser observada al iluminar los gradientes por la  

parte superior. Esta banda, recogida manualmente por aspiración o me­
diante un colector de fracciones (Gilson. Microcol TDC80), fue u t i l i ­
zada inmediatamente para diversos experimentos o alternativamente coji 

gelada a -20°C.

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

2 .7 . -  Transmisión mecánica del agente infeccioso

La inoculación se llevó a cabo, realizando ocho cortes o b li ­
cuos en el t a l lo  de plantas sanas con una cuchilla  humedecida en el 

inoculo. Se u t i l iz ó  como inóculos, extractos purificados siguiendo el 
procedimiento indicado en el apartado anterior y extractos crudos ob­

tenidos por homogeneización de hojas de plantas afectadas por el nue­
vo síndrome con tampón HEPES-NaOH, O'l M, pH 7'0 con y sin 2-mercapto 

etanol 20 mM, en la proporción 1:2 (p /v ) .  Las plantas inoculadas fue­
ron observadas durante 30 días después de la  inoculación, y tras cor-



ta r  el ápice para promover el crecimiento de nuevas yemas, durante 

periodo adicional de 30 dias.



i

I I I . -  R E S U L T A D O S  y D I S C U S I O N
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I I I . -  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 éxocortis

1 .1 .1 . -  Esquejes de Q ynw ia aiLaarvLLaca

La aparición de las raíces en los esquejes sanos tuvo lugar en 

todos los experimentos entre los días 8 y 10, contados a p a r t ir  del mo­
mento en que se pusieron a enraizar en la  cámara de crecimiento. Por el 
contrario, en el caso de los esquejes con síntomas de éxocortis, los re ­
sultados fueron mucho más variables, aunque en ningún caso la iniciación  

tuvo lugar antes del día 18 ni después del día 32. En un intento para c£ 

nocer si esta variación era dependiente del estadio de la enfermedad, se 

realizaron experiencias con esquejes tomados de plantas que tenían desde 

10 hasta 60 días, empezados a contar después de la aparición de los sín­
tomas. Los resultados no permitieron a tr ib u ir  la variabilidad observada 

a los diferentes tiempos de implantación de la enfermedad.

En la f ig .  3 se muestran los resultados de.un experimento típ ico  

en el que los esquejes fueron cortados a los 30 días de la aparición de 

los síntomas en la planta enferma. Las raíces se iniciaron en la base 

del esqueje sano a los 9 días de su colocación en la cámara de crecimieji 
to ( f ig .  3A). Siete días más tarde (día 16), el número y longitud de las 

raíces había aumentado y empezaron a ser v is ib les raíces secundarias 

( f ig .  3B). El in ic io  de las raíces en el esqueje enfermo no fue observa­
do hasta el día 23, momento en el que el esqueje sano tenía ya un s is te ­

ma de raíces bien desarrollado ( f ig .  3C). El día 30 las raíces del esque 

je  enfermo habían aumentado en número y longitud, pero ninguna ra íz  se­

cundaria se había desarrollado ( f ig .  3D). Las raíces secundarias pudie­
ron ser observadas en el esqueje enfermo a los 37 días de su colocación 

en la cámara de crecimiento ( f ig .  3E), momento en el que se dio por f in £  

Tizado el experimento. En experimentos de mayor duración, a p a r t ir  del 
día 37 las raíces de los esquejes sanos apenas variaron de longitud, 
mientras que las de los esquejes enfermos continuaron creciendo.
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En la f ig .  3 se observa además, que los sistemas radiculares de 

los esquejes sanos y enfermos d ifie ren  notablemente en cuanto al número 

de raíces se re f ie re .  A los 7 dias de la in iciación de las raíces el es­
queje sano presentaba 20 de e llas  ( f ig .  3B), mientras que el enfermo de 

éxocortis, después del mismo periodo de tiempo, únicamente tenia 6 ( f ig .  
3D). Dos semanas después de la in ic iac ión , el número de raíces en el es­
queje sano era demasiado alto para ser apreciado sin manipulación ( f ig .  
3C), mientras que en el esqueje enfermo sólo llegaba a 10 ( f ig .  3E).

1 .1 .2 . -  Esquejes de Ly.copeA.4lcori e A C J u la ru tu m

En las condiciones experimentales usadas, los esquejes de plan­
tas con síntomas de éxocortis no formaron raíces, mientras que los esque 

jes sanos, tanto de la variedad "Rutgers" como de la variedad "Rentita", 
presentaron raíces de una manera consistente entre los 4 y los 6 días 

después de su colocación en la cámara de crecimiento. La f ig .  4 muestra 

los resultados de un experimento t íp ic o .  En este caso, los esquejes se 

tomaron una semana después de la aparición de los síntomas en las plan­
tas infectadas por el viroide, y las raíces empezaron a aparecer en los 

esquejes sanos 4 días después de la excisión. Resultados similares se oj} 
tuvieron cuando los esquejes se tomaron dos y tres semanas después de 

la  aparición de los síntomas. Las raíces se in iciaron predominantemente 

en los mismos lados del ta l lo  en que se insertaban las hojas, y un día 

antes de la aparición pequeñas protuberancias se hicieron visib les en la 

base de los ta l lo s .

Los esquejes enfermos de las dos variedades de tomate u t i l i z a ­
das presentaron, además de la inhibición en la formación de raíces, una 

degeneración progresiva de sus tejidos fo l ia re s .  Después de 4-6 días de 

iniciado el experimento, los esquejes tenían manchas negras en los t a ­
llos y mostraban clorosis e in ic io  de necrosis en las hojas. Las a lte ra ­
ciones fo lia res  -mayores en la variedad "Rentita" que en la "Rutgers", y 

más grandes en las hojas viejas que en las jóvenes- fueron en aumento, 
determinando que los experimentos se dieran por finalizados a los 10 

días de su inicio, ya que a ese tiempo áreas extensas de las hojas esta­
ban completamente secas. Por el contrario, en los esquejes sanos, aparte 

de la formación de raíces, no se detectó ningún otro cambio v is ib le .

Horst &£ a l.  (1977), al estudiar los efectos de la infección de
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algunos virus y viroides sobre la propagación vegetativa del crisantemo, 

encuentran un pequeño retraso (2-5 días) en la  in iciación de las raíces, 
en los esquejes de dos variedades de esa especie vegetal infectadas por 
el viroide del enanismo del crisantemo (CSV). Bajo nuestras condiciones 

experimentales, el retraso observado en Q. cujuiarvUac.a fue más pronuncia­
do (10-22 días) y además, los esquejes enfermos presentaron un nümero de 

de raíces considerablemente menor que el de los esquejes sanos. En las 

dos variedades de tomate estudiadas, el efecto de la infección por el 
CEV fue aún mayor, ya que se produjo la to ta l inhibición de la  formación 

de raíces.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo han sido confi_r 
mados por Navarro (1981) y Durán-Vila y Semancik (1982), que en cultivos  

de entrenudos de cidro, y de distintos tejidos de tomate respectivamente, 
han observado inhibición de la formación de raíces como consecuencia de 

la  infección por el CEV.

El hecho de que en las plantas de tomate, tras la infección por 
el CEV, quedase alterada la rizogénesis en mucho mayor grado que en las 

de Q. ojuuiarvtiacxL, no parece que pueda ser explicado haciendo la hipóte­
sis de que la  planta de tomate tenga una capacidad menor para la forma­
ción de raíces. Estas se hicieron visibles en los esquejes sanos de toma 

te al cabo de 4-6 días de iniciado el experimento, mientras que los es­
quejes sanos de Q. aLuiarutlaca  sólo las presentaron después de 8-10 días. 

Parece, por tanto, que la explicación deba encontrarse en que la in fec­
ción por el CEV produce en las plantas de tomate, una alteración f is io ló  

gica más profunda que en las de Q. ausiajvtLaca.

La iniciación de raíces en esquejes de numerosas plantas ha s i ­
do asociada desde hace tiempo con un estímulo que proviniendo de las ho­
jas , desciende con poco movimiento la te ra l ,  e induce en el t a l lo  la fo r ­
mación de raíces. En muchos casos, se ha puesto de manifiesto que este 

estímulo inductor no es otro que el ácido indol-3-acético (AIA) (véase 

para una revisión Thimann, 1977). Así, la  alteración en la capacidad pa­
ra formar raíces de los esquejes de las plantas enfermas de éxocortis, 
podría deberse a que el te jid o  enfermo tuviera una menor sensibilidad a 

la sustancia estimuladora de la rizogénesis que el te jid o  sano. Sin em­
bargo, otra posibilidad alternativa  es que el estímulo inductor alcance 

la  base de los esquejes enfermos en una concentración menor que en el cji



TABLA 2 . -  Efecto de la infección con el CEV sobre sustancia(s) tipo aux_i
a

na que di funde(n) de yemas apicales de Q. a m ia fh tLaca  .

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

Exp.

1
2
3

Sanas^ Enfermas

6'0  2 ‘ 5
6'2 3*3

7*0 2'5

aZona del cromatograma correspondiente a valores de Rp de 0'2 a 0 14 en el 
si stema i sopropanol-amoníaco-agua.

^Cinco yemas apicales fueron usadas en cada experimento. Las yemas se cor 
taron de las plantas 30 días después de la aparición de los síntomas en 

el material enfermo.



so de los esquejes sanos. Por ser más fácilmente abordable, fue esta ú l­
tima posibilidad la que se sometió a experimentación en el presente t r a ­

bajo.

1 .2 . -  Determinación de hormonas tipo auxina obtenidas por difusión desde 

yemas apicales de G* a m ia n lla c a  sanas y enfermas de éxocortis.

El bioensayo del mesocótilo de avena (sensible a auxinas y gibe  ̂

re l in a s ) ,  puso de manifiesto diferencias cuantitativas en la actividad  

de las hormonas vegetales obtenidas por difusión desde yemas apicales sa 

ñas y enfermas. En la  f ig .  5 se representa un histograma típ ico  obtenido 

con este bioensayo, de las actividades difundibles a p a r t ir  de yemas api_ 

cales de plantas de Q .a ivL a n lla ca  sanas ( f ig .  5A) y enfermas ( f ig .  5B).
En la misma figura se ha representado también el crecimiento de los seg­
mentos de mesocótilo a diferentes concentraciones de AIA. Puede observa^ 

se que la  única actividad manifiesta, apareció en la zona del cromatogra 

ma con valores de Rp de 0'2 a 0 '4 con un máximo en la  zona de 0'3 a 0 '4 .  
En algunos experimentos, la actividad s ig n if ica t iv a  se restringió a esta 

última zona con Rp de 0'3 a 0 '4 . La semicuantificación de la actividad 

puesta de manifiesto en tres experimentos d istin tos , y obtenida a p a r t ir  

de rectas patrón similares a la de la f ig .  6, se especifica en la tabla
2. l a  tabla  muestra que la actividad de la zona cromatográfica con valo­
res de Rp de 0'2 a 0 '4 , fue de dos a tres veces más a lta  en el material 

sano, que en el enfermo. Puesto que el AIA presenta su actividad máxima 

en este sistema cromatográfico entre valores de Rp de 0'3 a 0 '4 , y ade­
más ninguna actividad de tipo giberelina extra íb le  de las hojas se en­
cuentra en esta zona (Rodríguez e l a l .  1978), puede concluirse que las 

diferencias observadas en la actividad hormonal difundible, son debidas 

a una(s) sustancia(s) tipo auxina con Rp similar al AIA.

Estos resultados favorecen la hipótesis de que la alteración de 

la  capacidad formadora de raíces en los esquejes enfermos sea debida a 

que, como consecuencia de la infección, una menor cantidad de AIA puede 

alcanzar la base de estos esquejes.. En ta l caso tres alternativas no ne­
cesariamente excluyentes entre sí podrían explicar los hechos observados 

1) las hojas apicales enfermas sintetizan menos AIA que las sanas; 2) la 

degradación del AIA en las hojas enfermas es mayor que en las sanas, y 

3) el transporte de AIA en las plantas enfermas está alterado. Con re fe -



2+TABLA 3 .-  Efecto del 2,4-diclorofenol (DCP) y de los iones Mn sobre 

la actividad AIA-oxidasa de un extracto parcialmente p u r i f i ­
cado de hojas apicales de L, e^cwie/Uum.

Sistema completo^
Sin extracto enzimático 

Sin AIA 

Sin DCP 

Sin MnC^

Actividad AIA-oxidasaa 
(% de oxigeno consumido/min)

100
0
0
0

44

aDeterminaciones efectuadas en tampón fosfato sódico 50 mM, pH 6 11, a 

30°C con agitación continua. Los valores son la media de dos determina­
ciones con resultados similares.

Ê1 sistema completo (volumen f in a l :  1 mi) contenía: extracto enzimáti­
co (75 ĵ1 equivalentes a 2215 mg de peso fresco), AIA (4 x 10~^ M),
DCP (10 '4 M) y MnCl2 d o ' 4 M).
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rencia a esta última posibilidad, es interesante apuntar que el movimien 

to del AIA en segmentos de ta l lo  de guisante {P i^um  /ja tiv u m , L . ) ,  es es­
timulado por el ácido giberélico (Jacobs y Case, 1965) y que, como un e- 

fecto de la infección por el CEV, se ha encontrado previamente una dismj_ 

nución notable en extractos de hojas de Q. auLu ian tiaca , de sustancias t i ­
po giberelina con el mismo Rp que el ácido giberélico (Rodriguez e i a i . , 

1978). Por otra parte, existen numerosas observaciones sobre cambios en 

la actividad de las enzimas implicadas en la degradación de las áuxinás 

(en concreto de la AIA-oxidasa), después de situaciones de estrés y par­
ticularmente como consecuencia de infecciones por patógenos de plantas 

(véase para una revisión Sequeira, 1963). Esta última posibilidad es la  

más fácilmente accesible a la experimentación y por e l lo  ha sido aborda­
da en el presente trabajo.

1 .3 . -  Estudio de la degradación del ácido indol-3-acético por el sistema 

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

éxocortis

Aunque aún no ha sido claramente establecido si la actividad  

AIA-oxidásica de plantas, reside en la misma molécula que la  actividad  

peroxidásica, o si existe una AIA-oxidasa d is tin ta  de la peroxidasa, es 

generalmente admitido que el AIA puede ser degradado por peroxidasas ve­
getales mediante una reacción de oxidación (Schneider y Wightman, 1974; 
Sembdner e t  a ¿ . 9 1980). La investigación del presente trabajo se ha cen­
trado, por e l lo ,  en el sistema AIA-oxidasa/peroxidasa tanto de Q. a m ia n - 

t la c a  como de ¿. c u ie n tu m  var. "Rutgers1'

1 .3 .1 . -  Investigación del efecto de algunos factores sobre la actividad  

AIA-oxidasa

La actividad AIA-oxidasa suele medirse en tampón fosfato, pH de
6 a 6 '5 , a una concentración cercana a 50 mM, utilizando dos efectores:

2+un monofenol (comunmente 2,4-diclorofenol (DCP)) y iones Mn en forma 

de cloruro o sulfato. La tabla 3 muestra el efecto de estos cofactores 

sobre la velocidad de consumo de oxígeno por el extracto parcialmente pû  

r if icado de hojas apicales de tomate sano. Como puede observarse, la pr£ 

sencia de DCP en el medio de reacción fue un requisito absoluto para la  

detección de actividad, al menos en las condiciones y con la concentra-



TABLA 4 .-  Efecto de la variación de la concentración de DPC y MnCl2
sobre la velocidad de consumo de 02 con el extracto de hojas 

apicales de Q. ouA.ontLac.a enfermas de éxocortis.

|DCP| x 104 (M) |MnCl2 l x 104 (M) Consumóle 02/rmna

2 2 100

4 2 96
2 4 90

La reacción se llevo a cabo en tampón fosfato sódico, 50 mM, pH 6 11,
_3

a 30°C, utilizando 10 M de AIA y 250 pl (equivalente a 75 mg de pe­
so fresco) del extracto de §• aiuia/vtLac.a enferma de éxocortis, en un 

volumen f in a l de 1 mi. Se asignó el valor re la tivo  de 100 a la  can ti­
dad de 09 consumido/min en el medio de reacción con concentraciones

-4de DCP y MnCl2 de 2 x 10 M. Los valores son la media de dos determi^ 

naciones con resultados similares.
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2+ción de enzima u tilizadas . Por el contrario los iones Mn no fueron im­
prescindibles, aunque ejercieron un efecto notable sobre la  velocidad de 

consumo de oxigeno incrementándola algo más del doble.

Con objeto de encontrar la  mejor relación de concentraciones eji 

t re  substrato y cofactores para este sistema enzimático, se estudió la  

dependencia de la  velocidad de la  reacción con diferentes concentracio­

nes de DCP,. MnClg.y.AIA, utilizando una concentración constante del ex­
tracto enzimático de tomate sano. En la f ig .  7 puede observarse que, ba­
jo las condiciones experimentales establecidas, en ausencia de DCP la  ve

-4 —locidad de consumo de 02 fue nula, mientras que a 0'125 X 10 M se con­
siguió la  mitad de la  velocidad máxima. A concentraciones mayores de 

-42 X 10 M la velocidad de consumo de oxigeno, tendió lentamente a dismi_ 

nuir. En la  f ig .  8 se pone de manifiesto que la concentración óptima de 

MnCl2 fue idéntica a la  de DCP (2 X 10"^ M), no variando apenas la  velo­
cidad a concentraciones superiores. La velocidad de la  reacción aumentó

_3
con la  concentración de AIA hasta 10 M, como se observa en la  f ig .  9;
por encima de esta concentración, la velocidad disminuyó.

Cuando las medidas se realizaron con la  enzima de Q. awLarUJjcLca 

se aumentó la concentración del extracto enzimático en el medio de reac­
ción, con lo que se consiguió que la  velocidad obtenida con el extracto 

de G. aw ian tlaca  enferma fuese comparable a la  del extracto de tomate sa­
no. La concentración de los efectores en las medidas con la  enzima de G• 
awiantLaca se mantuvo como con la  enzima de tomate, puesto que como se 

observa en la  tabla 4, variaciones en sus concentraciones provocaron l i ­

geras disminuciones en la  velocidad de reacción.

Tanto en la  tabla 3 como en la f ig .  7, se pone de manifiesto
que ninguna actividad oxidásica pudo ser detectada en ausencia de DCP,
lo que hizo aconsejable una prueba directa de que, en el sistema comple- 

2+to (AIA, DCP y Mn ) ,  el AIA actuaba como auténtico substrato de la rea£ 

ción, oxidándose. En la  f i g . 10 se muestra la variación en el tiempo del 
espectro de absorción desde 235 hasta 300 nm, de la mezcla de reacción 

con el sistema completo (se u t i l iz ó  como blanco el mismo sistema pero 

sin AIA). Puede observarse en dicha figura, cómo a lo largo del tiempo, 
se produjo un desplazamiento del espectro t íp ico  del AIA (con un máximo 

a 280 nm) al del 3-metilenoxindol con máximos de absorción a 247 y 253 

nm (Ray, 1956; Hinman y Lang, 1965). El 3-metilenoxindol ha sido conside^



TABLA 5 .-  Efecto de la infección por el viroide de la éxocortis de los c í t r i ­
cos sobre las actividades AIA-oxidasa y peroxidasa de plantas de
Q. ausiaruLLaca y L. G¿CLU.£ntum.

Planta; . Días con Activ. AIA-oxidasaa
k

Activ. peroxidasa9

huésped Exp. síntomas (consumo de Qy) (A A 334/min x g peso 1

Sano Enfermo E/S Sano Enfermo E/S

1 25 84 376 4'5 3*9 9 19 2* 5

2 30 75 313 4*2 3'6 9' 0 2' 5
Q. aiuiaruLLaca 3 30 75 397 5*3 3'5 10'4 3'0

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

1 8 579 836 1' 4 8'5 23*2 2 17

2 10 529 1.359 2' 6 10'1 1519 1' 6
L, e^ciblentum 3 20 571 1.427 2' 5 9*2 28* 9 3' 1

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

aLa fracción que precipita  entre el 40 y el 90% de saturación de sulfato amó­
nico a 4°C, fue usada como preparación parcialmente purificada del sistema 

peroxidasa/AIA-oxidasa. Los componentes de las mezclas de reacción y las coji 
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.

^Concentración de (jjM) consumida por minuto y g de peso fresco.
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rado por diversos autores como un producto clave de la  oxidación del AIA 

por preparaciones enzimáticas de diferentes sistemas vegetales, como por 
ejemplo QnphcUla {Llavída  (Ray y Thimann, 1956), guisante (Tuli y Moyed, 
1967) y tomate (Thomas a l . ,  1980).

1 .3 .2 . -  Medidas comparativas de las actividades AIA-oxidasa y peroxidasa 

en extractos de plantas de Q. auA-antlaca y L, e^culerutum sanas y 

enfermas de éxocortis

La tabla 5 muestra los resultados obtenidos en diferentes épo­
cas del año con cuatro extractos de Q. aw ian llacja  y cuatro de tomate, v^ 

riedad "Rutgers". En cada uno de e llo s , hojas apicales de dos plantas 

fueron utilizados para la  preparación del extracto, ta l como se indica 

en el apartado 1.4. de "Materiales y Métodos". Como puede observarse, se 

encontró tanto en Q. am iantiaca  como en tomate, cantidades s ig n if ic a t iv a  

mente mayores de ambas actividades enzimáticas en las plantas con sínto­
mas de éxocortis, que en los controles sanos. La relación entre la  a c t i ­
vidad enzimática de las plantas enfermas de éxocortis y la  de las sanas 

fue para Q. cuuuianllaaa de 4 ’ 2 a 5'5 en el caso de AIA-oxidasa y de 2'5 a 

3'4 en el de peroxidasa. En tomate, esa misma relación, varió de 1*4 a 

3'3 para la  actividad AIA-oxidasa y de 1 16 a 3'6 para la  de peroxidasa. 
En ambas plantas huésped y en las dos actividades medidas, se observó u- 
na tendencia al aumento de la  relación anterior, cuando aumentó el núme­
ro de días con síntomas de las plantas enfermas. Es de notar las mayores 

actividades encontradas en tomate, lo que puede explicarse, teniendo en 

cuenta que la  cuantificación de proteínas en extractos de tomate, dio V£ 

lores por gramo de peso fresco de tres a cuatro veces superiores a los 

de los extractos de Q, awianlLac.a. ,

Estos resultados son coincidentes, por lo que a la actividad pe 

roxidasa se r e f ie re ,  con los obtenidos por Kapur e l a l.  (1974a) en c i ­
dros con síntomas de éxocortis y por Da Graga y Van Lelyveld (1978) en 

árboles de aguacate [fe ji*e a  americana Mi 11er) afectados por el viroide  

del manchado solar del aguacate (ASBV). Sin embargo estos últimos auto­
res encontraron niveles menores de AIA-oxidasa en los árboles enfermos.

En las medidas de la  velocidad de consumo de oxígeno, se obser­
vó además de lo expuesto en la  tab la , que en las reacciones con extracto 

enzimático de plantas sanas, ex is tía  un período de inducción relativamen
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te largo, tanto en el caso de tomate (que en algunos experimentos se a- 
cercó a los 10 min.) como en el caso de Q. aLuiarutlacn. (hasta 5 m in.).

Sin embargo, en las reacciones con extracto de plantas enfermas, el perí£  

do de inducción no ex is tió  o fue mínimo (nunca mayor de 2 m in .). Este pe 

ríodo de inducción ha sido observado por numerosos autores que han pro­
puesto varias interpretaciones. Así, Sequeira y Mineo (1966), indicaron 

que el período de inducción se hacía más corto cuando la  actividad pe­
roxidasa aumentaba. Esta observación es coincidente con lo obtenido aquí 
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 Q. awiorvUa.- 

ca enfermas con los de plantas de tomate sanas. Varios autores han obse_r 
vado que en presencia de di fenol es como la  hidroquinona (Acosta, 1981), 
el catecol o el ácido cafeico (Lee, 1977), que pueden encontrarse en los 

extractos crudos, o incluso de otros polifenoles (Lee, 1977), la  c in é t i ­
ca de aparición de los productos de oxidación del AIA se retarda y pre­
senta un período de latencia que depende de la  concentración del in h ib i­
dor. Después de este período de latencia , la  reacción procede práctica­
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 d iá l is is  antes de las determinaciones enzimáticas. Stonier y 

Yoneda (1967) sugirieron que el período de inducción podía ser causado 

por inhibidores de a lta  masa molecular re la t iv a  (superior a 200.000) pr£ 

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 re la t iv a  ( — 40.000) que no presentaba perío­

do de inducción o éste era muy corto (de 1 a 2 min.) y otra de mayor ma­
sa molecular re la t iv a  ( — 200.000) con un largo período de inducción (de 

10 a 15 m in.). Cuando combinaban ambas formas no se presentaba ningún pe 

riodo de inducción. Estos autores sugirieron que la  forma de a lta  masa 

molecular re la t iv a  sería posiblemente la forma nativa de la  AIA-oxidasa, 
encontrándose la  enzima unida a ribosomas o a membranas, y que el perío­
do de inducción podría estar relacionado con la influencia de las cargas 

superficiales de estas estructuras sobre la  conformación molecular de la  

enzima. De cualquier forma, las diferencias observadas en la presente i£  

vestigación sugieren que, como consecuencia de la  infección por el CEV, 
se producen alteraciones que afectan a la actividad AIA-oxidasa, ya sea 

una disminución de inhibidores, ya algún tipo de modificación en su con-



formación molecular, que hacen disminuir el periodo de inducción.

1 .4 . -  Análisis de la  composición de isoenzimas del sistema peroxidasa/ 

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

Con objeto de ver si alguna isoenzima particu lar podía dar 

cuenta de las actividades enzimáticas más altas encontradas en los ex­
tractos de plantas enfermas de éxocortis, se llevó a cabo un análisis  

de la  composición de isoenzimas de peroxidasa y de AIA-oxidasa, en los 

extractos de Q. aw iantLaca y de tomate. Los análisis se efectuaron me­
diante electroforesis en geles de poliacrilamida y revelado de los ge- 
les con técnicas de tinción específicas para cada actividad enzimática

1 .4 .1 . -  Análisis de isoenzimas con actividad peroxidasa

En todas las experiencias realizadas con la  tinción correspoji 
diente a la  actividad peroxidasa, la  mayor parte de las bandas detecta 

das aparecieron intensificadas como efecto de la  infección por el CEV, 
tanto en el caso de Q. a w ia jrtiaca  ( f i g . l i a ) ,  como en el de tomate ( f ig  

11b). En esta f igura  puede observarse también, que en los extractos c() 
rrespondientes a las plantas enfermas de los dos huéspedes del CEV, a- 
pareció una banda (en ambos casos la  segunda de mayor movilidad elec- 
tro fo ré t ica )  que estaba ausente en los controles sanos de la misma e- 
dad. Esta diferencia se detectó en Q. awiantLaca siempre que el aná li­

sis se realizó  después del día 20 y antes del 35, contados a p a r t ir  de 

la  aparición de los síntomas, y en tomate, cuando aquél se realizó  en­
tre  el día 10 y el día 25. En algunos de los experimentos llevados a 

cabo con posterioridad al día 35 en Q. awiarvbLaca o al 25 en tomate, 
la  banda diferencial pudo ser también observada (aunque con menor in ­
tensidad) en los controles sanos. Con anterioridad al día 20 en G. au- 

/larutLaca o 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 análisis de isoenzimas con actividad AIA-oxidasa 

mediante tinción directa de los geles

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



TABLA 6 .-  Comprobación del método propuesto por Hoyle (1977) para la tinción de isoenzimas con actividad AIA-oxidasa

Exp. T. acetato sódico 

(0 15 M, pH 4'2)

Mezcla de reacción9

Etanol FBBB H 

(25%) (1 mg/ml) (1
2°2
mM)

AIA 
(1 mM)

PCA 
(1 mM)

Resultados

1 + + + + + + Visibles claramente las mismas bandas que con tinción de peroxidasa
2 + + + + + Idem
3 + + + + Idem
4 + + + No se detecta banda alguna

5 + +b + + + Visibles ténuamente las mismas bandas que con tinción de peroxidasa
6 + +b + + Idem
7 + +b + Idem

8 + +b No se detecta banda alguna

a

Los geles de p o lia c r i1 amida que sirvieron de soporte para la electroforesis de 50 (jl (equivalentes a 15 mg de peso fresco) del 
extracto de plantas de tomate enfermas de éxocortis, fueron incubados durante 30 min en mezclas de reacción que contenían los 

componentes señalados con (+ ) ,  a las concentraciones finales indicadas. La mezcla de reacción conteniendo la  totalidad de los 

componentes (Exp. 1) constituye la tinción de Hoyle.

bLa concentración de FBBB fue in fe r io r  a la indicada ya que no se consiguió su disolución completa en ausencia de etanol.
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uso de p-dimetilaminocinamaldehido (DMACA)(Meudt y Gaines, 1967) que 

da compuestos de coloración rosácea con los productos de la  degrada­
ción del AIA, y el otro u t i l i z a  4'-amino-2J5'-dimetoxibenzanilida 

{Fa¿t BB, abreviadamente FBBB) que puede reaccionar con interme­
diarios de la  degradación enzimática del AIA (Endo, 1968). Este último 

método fue posteriormente modificado añadiendo peróxido de hidrógeno, 
con objeto de obtener la  máxima actividad AIA-oxidasa de la  peroxidosa 

de rábano (Hoyle, 1977). El método que u t i l i z a  DMACA es poco sensible 

(Gove y Hoyle, 1975) y cuando se ensayó con extractos de tomate (de ma 

yor actividad enzimática que los de Q. auA.artiU.aca) dio pobres resu lta ­
dos, tiñéndose en las condiciones u tilizadas , únicamente dos bandas 

(las correspondientes a las señaladas con los números 2 y 3 en la  figu^ 

ra 11b) con una coloración ténue de lím ites poco definidos. La utiliza^ 

ción del método de Hoyle dio, en cambio, buenos resultados, tanto con 

extractos de Q. aunantiaca  como de tomate. La f ig .  12 muestra los re ­
sultados obtenidos con los mismos extractos y las mismas concentracio­
nes usados en la  f ig .  11 pero tiñendo los geles con el método que hace 

uso del FBBB en presencia de peróxido de hidrógeno (método de Hoyle). 
Como puede apreciarse, con esta técnica de tinción se obtuvo una dis­
tribución de isoenzimas idéntica a la  encontrada con la  tinción de ac­
tiv idad peroxidasa ( f i g . 11), de lo que parecía deducirse que todas las 

isoenzimas con actividad peroxidasa, presentaban también actividad AIA- 
oxidasa. Sin embargo, un estudio más detallado del método que u t i l i z a  

el FBBB en presencia de peróxido de hidrógeno, dio los resultados que 

se presentan en la  tabla  6. En dicha tabla se pone de manifiesto que 

ni el mismo AIA, ni el ácido p-cumárico (PCA)(reactivos utilizados en 

el método de Hoyle) fueron imprescindibles para la observación clara  

de las mismas bandas que aparecen con la  tinción de actividad peroxida 

sa, de lo que cabe deducir que el método propuesto por Hoyle no detec­
ta actividad AIA-oxidasa. El hecho de que el peróxido de hidrógeno fuê  

ra un requisito indispensable (véase la  ta b la ) ,  hizo pensar que la  t i j i  
ción era de isoenzimas con actividad peroxidasa. Para descartar que el 
substrato de la  actividad peroxidasa fuera el etanol (medio en que se 

diso lv ía , en la  tinción o r ig in a l,  el FBBB) se estudió el efecto de la  

disolución del FBBB en el tampón del medio de incubación, observándose 

la  misma distribución de las bandas aunque con menor intensidad. Esta 

disminución de la  intensidad se debió probablemente a una reducción en



TABLA 7 .-  Cuantificación de la actividad AIA-oxidasa de las isoperoxidasas obt£ 

ni das a p a r t ir  de extractos de tomate enfermo de éxocortis3

Isoenzima^ Activ. AIA-oxidasa 

(consumo de 0 2 )°

Activ.
(AA334/min

peroxidasa 

1 x g peso fresco)
Activ.

Activ,
AIA-oxidasa 

. peroxidasa

Exp. I Exp. I I Exp. I Exp. I I Exp. I Exp. I I

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*1 3*12 2*57 68 82
5 86' 2 105*0 1*01 0*95 85 111
6 75' 3 53*9 0*77 0*42 98 128

aLas isoenzimas se obtuvieron por difusión a tampón acetato sódico 10 mM, 
pH 5 '0 , desde distintas secciones de un gel de electroforesis preparativa 

(véase apartado 1.6. de "Materiales y Métodos"). El extracto de plantas de 

tomate se realizó 15 días después de la aparición de los síntomas.

\ a  numeración de las isoenzimas se presenta en la f ig .  11b.

cLas concentraciones de los reactivos y las características de la reacción, 

como se indican en el apartado 1.5. de "Materiales y Métodos" pero u t i l iz a n ­
do un volumen de extracto enzimático equivalente a 75 mg de peso fresco. Los 

datos numéricos expresan concentración de (pM) consumida/min x g peso 

fresco.
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la  concentración de FBBB, que es una sustancia poco soluble en solucio 

nes acuosas. De los resultados obtenidos se deduce que la  tinción pro­
puesta por Hoyle para isoenzimas de AIA-oxidasa detecta en realidad i -  

soenzimas de peroxidasa, siendo el FBBB y el peróxido de hidrógeno los 

substratos de la  reacción. Después de realizado este estudio de la  t i j i  
ción de Hoyle, en una revisión b ib liográfica  posterior, se encontró 

que Grison y P i le t  (1982) habían realizado un examen c r í t ic o  del méto­
do, llegando a las mismas conclusiones que aquí se presentan. Estos ad 

tores comprobaron además que el AIA inhibe competitivamente la  oxida­
ción del FBBB catalizada por la  peroxidasa en presencia de peróxido de 

hidrógeno, disminuyendo la  intensidad de la  tinción de las isoperoxida^ 
sas.

1 .4 .3 . -  Determinación de la  actividad AIA-oxidasa de isoenzimas de pe­
roxidasa mediante el electrodo de oxigeno

A la  v ista  de los resultados obtenidos en el apartado ante­
r io r  y con objeto de observar si todas las isoenzimas de peroxidasa, y 

especialmente la  segunda de mayor movilidad e lec tro forética , poseían 

actividad AIA-oxidasa se rea lizó  el siguiente experimento. Tras una e- 
lectroforesis  preparativa de extractos de plantas de tomate enfermas 

de éxocortis, se cortaron los trozos de gel que contenían las isope- 
roxidasas numeradas del 1 al 6 en la  f ig .  11b, y se las dejó difundir  

sumergiendo los trozos de gel en tampón (véase apartado 1.6 de "Mate­
r ia les  y Métodos"). Las medidas de actividad AIA-oxidasa (mediante la  

determinación de la  velocidad de consumo de oxígeno) y de la  actividad  

peroxidasa, de cada una de las isoenzimas así obtenidas en dos experi­
mentos diferentes con el mismo extracto enzimático, se presentan en la  

tabla 7. Todas las isoperoxidasas (incluida la  número 5) presentaron 

actividad AIA-oxidasa, siendo esta actividad tanto mayor cuanto más al_ 

ta  fue la actividad peroxidásica, aunque no en la  misma proporción. En 

dicha tabla se observa también que las isoenzimas 4, 5 y 6, presentan 

aparentemente una mayor relación 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 electro forético  s im ilar, observa que en callo  de tabaco, 
las isoperoxidasas del grupo de mayor migración e lec tro fo rética , pre­
sentan una relación entre la  actividad AIA-oxidasa y la  actividad pe-
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roxidasa, más a lta  que las del grupo de menor migración, coincidiendo 

con los resultados obtenidos en el presente trabajo, a excepción del 
isoenzima 1 que, aunque es de menor migración e lectro forética , tiene  

una elevada relación de actividad AIA-oxidasa a actividad peroxidasa. 
Sin embargo, el análisis de esta relación entre diversas isoperoxida­
sas ha de ser efectuado con reservas, cuando la  comparación se rea liza  

con concentraciones distintas de isoenzimas. Ello es debido a que la  

reacción AIA-oxidásica de la  peroxidasa tiene un mecanismo muy comple­
jo , todavía no aclarado del todo, en el que la  proporción re la t iv a  de 

los productos fina les  (y por tanto, muy probablemente, la  velocidad de 

la  reacción) depende de factores ta les  como el pH y la relación entre 

la  concentración de AIA y la concentración de enzima. Cuando el valor 

de esta relación es bajo, durante la  reacción se forman ferroperoxida- 
sa y Compuesto I I I  (compuesto intermedio activo de la  peroxidasa con 

grado de oxidación del metal +6), y el producto f in a l de la  degrada­
ción del AIA es mayoritari ámente indol-3-aldehido, mientras que si el 
valor de esa relación es a lto , después de la  aparición tran s ito r ia  del 
Compuesto I I I ,  se detecta el Compuesto I I  (grado de oxidación del me­
ta l +4), y el producto f in a l de la  reacción es mayoritari ámente 3-me­
tilenoxindol (Ricard y Job, 1974; Acosta 1981).

En el trabajo citado, Lee (1974) observa además que la  apari­
ción de las isoenzimas de mayor migración e lec tro foré tica , no solo es 

inhibida por cicloheximida y actinomicina D (sugiriendo un requerimien 

to de síntesis de proteínas y de RNA), sino también por concentracio­
nes altas de k inetina. Aunque no hay datos sobre si la infección por 
el CEV, produce una disminución de citokininas en las plantas huésped, 
sí existe como ya hemos señalado, una disminución importante de sustaji 

cias tipo g iberelina, con el mismo Rp que el ácido giberélico (GAg) 
(Rodríguez 1978). Diversas investigaciones ponen de manifiesto
una acción protectora del GAg sobre la  degradación del AIA (P i le t ,  
1957) y una disminución de la  actividad AIA-oxidasa después de t r a ta ­
mientos con GAg en varios sistemas vegetales (P i le t  y Wurgler, 1958; 

P ile t  y C ollet, 1960; Watanabe y Stutz, 1960; Halevy, 1963). Así pues, 
una disminución en los niveles de giberelinas y/o citokininas provoca­
da por el v iro ide, podría incrementar la  actividad AIA-oxidasa y favo­
recer la  aparición prematura de alguna(s) isoenzima(s), ta l como en el 

presente trabajo se ha puesto de manifiesto que ocurre en el caso tan­
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to de Q. a jju iantiaca  como de tomate. Esto sería consistente con la  áis_ 

minución observada de una substancia difundida desde las hojas apica­
les actividad y Rp similares al AIA, lo que a su vez podría explicar 

la  menor capacidad de formación de raíces que presentan las plantas 

infectadas por el CEV.

Además del efecto señalado, pueden indicarse otras posibles 

consecuencias del incremento en la  actividad AIA-oxidasa observado en 

las plantas infectadas por el CEV. En primer lugar se ha sugerido prê  

vi ámente (Durán-Vila y Semancik, 1982) que la  carencia de expansión 

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

t i s ,  pudiera r e f le ja r  una anomalía estructural resultante de alguna 

disfunción del metabolismo auxínico, ya que se ha mostrado que el AIA 

está implicado en el mecanismo de expansión de la  pared ce lu lar. El 
aumento en actividad AIA-oxidasa podría ser esa disfunción del metabo 

lismo auxínico. En segundo lugar, la  mayor producción de etileno por 
los tejidos infectados por el CEV (Granel 1 e¿ cU ., 1982) podría ser 

consecuencia de la  actividad incrementada de AIA-oxidasa, ya que se 

ha propuesto (Vioque e¿ a ¿ .9 1981) que este sistema enzimático es ca­
paz de re a l iza r  un papel en la formación de etileno a p a r t ir  del ác i­
do 1-ami noci elopropano-1-carboxí1 i co.

Desde otra perspectiva, los niveles incrementados de a c t iv i ­
dad peroxidasa puestos de manifiesto en las plantas enfermas de exo- 
c o rt is , podrían jugar un papel importante en la  patogénesis del CEV. 
Como ya se ha señalado, hay numerosas investigaciones en que se ob­
serva un aumento de la  actividad peroxidasa, a consecuencia de la in ­
fección por distintos tipos de patógenos (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 patógenos relacionados, y esta resistencia inducida se ha vis  ̂

to acompañada 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 e t oJL%% 1982) que la  peroxidasa 

podría in tervenir en la rápida lign if icac ión  que ocurre en las plan­
tas con resistencia inducida. Ello se debería a que dicha enzima cata_ 

l iz a  el último paso de la ruta de biosíntesis de lign ina , y esta l i g ­
nificación incrementada podría de alguna manera l im ita r  la m ultip lica
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ción de un segundo patógeno. De ser esto as í, el aumento en actividad 

peroxidasa observado en Q, auAan¿¿aca y  en tomate como consecuencia 

de la infección por el CEV, podría considerarse como un mecanismo de 

defensa puesto en marcha por estas dos plantas huésped. Asimismo, la  

hiperlign ificación producida por el aumento de peroxidasas, podría 

constitu ir  una barrera para el crecimiento de los primordios radicales 

y ser así una causa del retraso o incluso supresión, de la formación 

de raíces observados en los esquejes de plantas infectadas por el CEV.

Finalmente, habría que hacer notar que la  infección por el 
CEV induce en plantas de diferentes familias e incluso diferentes ór­
denes, como Q. amiantLaca y L. es4ciU.eritum> alteraciones similares tan  ̂

to en lo que se re f ie re  a la  actividad to ta l del sistema peroxidasa/ 
AIA-oxidasa (incrementándola en ambas plantas) como a la  composición 

de sus isoenzimas (provocando la aparición prematura de una isoenzima 

de movilidad e lectro forética  sim ilar 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 £.~ AWIWíTVACA SIMILAR AL INDUCIDO POR EL CEV.

Los estudios acerca del viroide de la  éxocortis de los cítri_  

eos recibieron un notable impulso con el descubrimiento de que este 

patógeno podía ser transmitido a plantas herbáceas como Q. awiantÁaca 

o tomate, donde presenta un corto período de incubación y alcanza con̂  

centraciones mayores que en los c ítr ic o s . Sin embargo el hecho de que 

razas débiles del CEV no hayan sido transmitidas hasta la fecha a hué£ 

pedes herbáceos, ha d ificu ltado la realización de estudios comparati­

vos acerca de los procesos biológicos perturbados por el v iro ide, así 
como los experimentos de protección cruzada entre razas y el estable­
cimiento de relaciones entre estructura molecular y patogénesis. En 

estudios llevados a cabo en el Institu to  de Agroquímica y Tecnología 

de Alimentos de Valencia, sobre la transmisión de diversas razas dé­
biles del CEV desde el cidro a Q. aw ian ttaca , se observó en un caso, 
la  aparición en este último huésped de un síndrome sim ilar aunque más 

suave, que el inducido por las razas fuertes del CEV. La transmisión 

se llevó a cabo mediante la planta parásita cuscuta, utilizando como 

planta donadora un cidro que había manifestado los síntomas caracte­
rís t icos  de una raza débil del CEV, al ser in jertado con te jid o  pro­
cedente de un mandarino {C itm i¿  /le ttc u la ta  Blanco, var. "Salzara") 
de una plantación comercial.

La identificación y caracterización de esta posible raza dé­
b i l  del CEV en Q. aLw.antl.aca, se abordó en el presente trabajo, como 

una contribución previa a los estudios acerca de la  patología de la  

éxocortis de los c ítr ic o s .

2 .1 . -  Descripción del nuevo síndrome

Las plantas de Q ,aw iantiaca  u tilizadas como receptoras en el 
experimento de transmisión mencionado, presentaron al poco tiempo un 

síndrome constituido principalmente por un aclaramiento de los ner­
vios de las hojas como síntoma precoz, y una distorsión y reducción 

del crecimiento de las hojas como síntomas más tard íos. Aunque estos 

mismos síntomas de las hojas, junto con el enanismo de la planta, son 

típ icos de las razas fuertes del CEV en £. cuuuianttaca, c iertas carac­
te r ís t ic as  permitían diferenciar ambos síndromes, apareciendo como
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más suave el obtenido en el intento de transmisión de una raza débil.  
Así, en el nuevo síndrome, el aclaramiento de los nervios -que en oca 

siones se manifestaba únicamente en una mitad de la  hoja, igual que 

ocurre con las razas fuertes del CEV (Semancik y Vanderwonde, 1976)- 
daba a la  hoja un aspecto reticulado que no era característico  de las 

razas fuertes. Además, en el nuevo síndrome, el enanismo de la  planta 

era menos intenso y , al contrario que con las razas fuertes, los sín­
tomas fo lia res  no sé presentaban en todas las hojas nuevas, quedando 

muchas de e llas  asintomáticas. En la  f ig .  13 se presenta el aspecto 

general de los ápices de una planta sana de Q. aun.anU.aca y  otra afe£ 

tada por el nuevo síndrome. En la  f ig .  14 se muestra el deta lle  del 
aclaramiento de los nervios, y en la  f ig .  15 el de la  distorsión de 

algunas hojas de las plantas afectadas por el nuevo síndrome. Como r£  

ferencia, en la f ig .  16 se presenta una planta afectada por una raza 

fuerte  del CEV junto a otra que manifiesta el síndrome nuevo (en am­
bos casos se t ra ta  de síntomas precoces).

2 .2 . -  Intentos de identif icac ión del agente causal del nuevo síndrome 

como una raza débil del v iroide de la  éxocortis

2 .2 .1 . -  Transmisión por in je rto  y período de incubación

Con objeto de comparar la  eficacia  de transmisión del agente 

causal del nuevo síndrome de Q. oun.anJU.aca y  su período de incubación 

(tiempo transcurrido entre la inoculación y la  primera manifestación 

de los síntomas) con los de una raza fuerte de CEV, se realizaron ex­
perimentos de transmisión a plantas sanas mediante in je r to .

Del 60 al 70% de las plantas sanas injertadas manifestaron 

el nuevo síndrome con un período de incubación que varió entre los 20 

y los 40 días. En el caso de la  raza fuerte de CEV, experimentos par£ 

lelos mostraron que la  enfermedad se tansmitía al 80-90% de las plan­
tas sanas in jertadas, siendo su período de incubación de entre 20 y 

30 días. El nuevo síndrome podía propagarse, como ocurre con el indu­
cido por una raza fuerte de CEV, no sólo a las plantas de Q. aunanUa 

ca sino también a las de Qynuna ¿aAmento/ia. En la f ig .  17 puede obser 

varse el aspecto general de una planta de Q. ¿anmentoAa que presentó 

los nuevos síntomas (derecha) junto a una planta sana (izquierda).



TABLA 8 . -  Efecto de la  temperatura del a ire sobre la in fectiv idad del

agente causal del nuevo síndrome y de un raza fuerte  del CEV 

en plantas de Q. <uusiarutLacc?

Temperatura baja (16-22°C) Temperatura a lta  (26 -32°C) 

Infectividad^ I . I . R . C Infectividad^ I . I . R . C

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

Raza fuerte CEV 6/7 32 6/7 207

aLas plantas fueron inoculadas por in je r to .

^Número de plantas con síntomas (numerador) del to ta l de plantas inocula­
das (denominador)

c Indice de in fectiv idad re la t iv a  (Semancik y Weathers, 1972a). Suma tota l 

de los días en que las plantas de un bloque presentan síntomas, durante 

el período que va desde la  inoculación hasta 60 días después. Este ín d i­
ce re f le ja  el número de plantas con síntomas y la precocidad de los mis­
mos.
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Las características de propagación por in je rto  del nuevo síji 
drome, con menor eficacia  de transmisión que la  raza fuerte  del viroi^ 

de de la éxocortis y un período de incubación sim ilar pero de mayor 
variab ilidad , eran consistentes con la  hipótesis de que su agente caû  

sal fuera una raza débil del viroide que produce la  éxocortis de los 

c ítr ic o s .

2 .2 .2 . -  Efecto de la  temperatura del a ire sobre la  in fectiv idad del 

agente causal del nuevo síndrome y de la raza fuerte  del CEV

La mayoría de virus de plantas tienen una temperatura óptima 

de multiplicación entre los 18 y los 20°C, mientras que a esta tempe­
ratura el CEV y otros viroides se multiplican débilmente. El aumento 

de temperatura hasta 32-35°C eleva la concentración del viroide en el 
te jid o  hasta 500 veces (Sanger y Ramm, 1975).

Tomando como base estos datos y con objeto de comprobar si 
el agente causal del nuevo síndrome se comportaba como un v iro ide , se 

rea lizó  el experimento que a continuación se d e ta lla .  Dos bloques ho­
mogéneos de 15 plantas de Q. aiuiajvtLaca se sometieron uno a temperatjj 
ra entre 16 y 22°C (temperatura baja) y el otro entre 26 y 32°C (tem­
peratura a l t a ) .  Después de 3 días de aclimatación, cada bloque fue 

inoculado mediante in je rto  con material procedente de plantas afecta­
das por el nuevo síndrome 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 a lta  se 

observó una precocidad (véase la  tabla) y una intensidad de los sínto 

mas, mayores que a temperatura baja. Con el agente causal del nuevo 

síndrome, las diferencias entre ambas temperaturas fueron aún más no­
tables ya que a temperatura baja no se detectó in fectiv idad .

Cuando las plantas con síntomas poco intensos de éxocortis 

cultivadas a temperatura baja, fueron podadas y transíadadas a la'cáma 

ra de cultivo de temperatura a l ta ,  expresaron síntomas intensos de 

éxocortis en los brotes nuevos. Por el contrario, idéntico tratamien­
to realizado con las plantas inoculadas con el agente causal del nue­
vo síndrome cultivadas a temperatura baja, no permitió detectar, du­
rante un período de seguimiento de 30 días, la  aparición de síntoma 

alguno en las hojas nuevas.
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Estos resultados concordaban con la  hipótesis de un viroide  

como el agente causal del nuevo síndrome de Q. awiarvbLaca, apoyando 

la presunción de que pudiera tratarse  de una raza débil del CEV.

2 .2 .3 . -  Análisis e lectro forético  de ácidos nucleicos

El análisis e lectro forético  en geles de poliacrilamida de 

los ácidos nucleicos de las plantas hospedadoras, puede ser u t i l i z a ­
do para la  demostración de la  presencia de viroides en dichas plan­
tas. Con este f in ,  se siguió el método de extracción y fraccionamieji 
to de ácidos nucleicos u tilizado  por Semancik y Weathers (1972a) pa­
ra el caso del CEV. El método consiste esencialmente (véase apartado 

2.2 de "Materiales y Métodos") en la  u t i l izac ió n  de fenol saturado 

con una solución acuosa tamponada conteniendo SDS y EDTA para la  ex­
tracción de los ácidos nucleicos, seguida de un fraccionamiento de 

éstos con LiCl 2 M para la  eliminación de los RNA ribosómicos de a l ­
ta  Mr (insolubles en esta solución sa lin a), y finalmente la  concen­
tración mediante precipitación con etanol de los ácidos nucleicos s£ 

lubles en LiCl 2 M. El análisis e lectro forético  de esta última fra c ­
ción (que tiene como componentes mayoritarios el DNA y los RNAs de 

baja Mr incluido el v iro id e ),  se llevó a cabo en geles laminares de 

poliacrilamida del 5% (Morris y Wright, 1975). El revelado de los ge 

les se realizó  con bromuro de e tid io  y subsiguientemente con una t i £  

ción de plata (Sammons a t cU .9 1981; Ig lo i ,  1983) de mayor sensibili_ 

dad, que permite detectar cantidades de ácidos nucleicos del orden 

de nanogramos.

Utilizando esta metodología no pudo observarse en los extrae 

tos de las plantas afectadas por el nuevo síndrome, la  presencia de 

banda alguna de RNA dé 1 rango de Mr propio de los v iroides, que no se 

encontrara también en los extractos de plantas sanas. En la f ig .  18 

se muestra los resultados obtenidos con la tinción de bromuro de eti  

dio y con la de p lata , de los extractos de plantas sanas, afectadas 

por el nuevo síndrome y afectadas por una raza fuerte  del CEV. Con 

bromuro de etid io  pudo observarse el DNA, los RNAs 7S, 5S y 4S, y el 
RNA viro idal (este último sólo presente en el extracto de plantas 

afectadas por el CEV). Con la  tinción de plata fue posible detectar 

además otras bandas adicionales.



Este resultado negativo no permitió, al contrario de lo que 

se esperaba, asociar a los nuevos síntomas observados en g. a iv ia n tla  

ca9 la  presencia de un v iro ide. Sin embargo, no existen datos en la  

b ib lio g ra fía  acerca de la  concentración que las razas débiles del 

CEV pudieran alcanzar en Q. awicuvbLaca, existiendo la  posibilidad de 

que esta concentración se hallase por debajo del umbral de detección 

de los métodos utilizados.

2 .2 .4 . -  Análisis e lectro forético  de proteínas

Conejero y Semancik (1977a) pusieron de manifiesto que dos 

proteínas (denominadas y con una baja Mr, se acumulaban en 

las plantas de Q. amiarubLaca infectadas por el CEV.

El análisis e lectroforético en geles de poliacrilamida con
SDS de las proteínas de extractos crudos (homogeneizados de te jid o  

con una solución tamponada,clarificados mediante la  eliminación de
los componentes que sedimentan a baja velocidad) de plantas que mani_
festaban el nuevo síndrome, puso de manifiesto que la  acumulación de 

P-j y también se producía ( f ig .  19). Una observación más detallada  

de los geles, reveló además la presencia de una proteína 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 la  Mr de la proteína diferencia l observada era 

sim ilar a la  de algunas proteínas corticales de virus de plantas (co 

mo es el caso entre otros de algunos miembros de los grupos gemUnl- 

víaluóí SobemovLuLó, CanJLavLniLA y (Poty.vÍA.uA\ véase Matthews, 1984), 
se empezó a considerar la  hipótesis a lternativa  de que un virus pudie 

ra ser el agente causal del nuevo síndrome de Q. awiajvLLac.a.

2 .3 . -  Evidencias preliminares en favor de la e tio log ía  v ira l del 
nuevo síndrome de Q. awiarvtiaca

Puesto que las partículas v ira les pueden ser sedimentadas 

por ultracentrifugación, si la  proteína diferencia l presente en los 

extractos crudos era un componente de una partícula  de esta naturale 

za debería ser sedimentable mediante esta técnica.
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Para comprobar esta posibilidad, los extractos crudos de 

plantas con el nuevo síndrome fueron sometidos a ultracentrifugación  

a 100.000 x g, 2 h, y las proteínas del sedimento resuspendido se 

analizaron por e lectroforesis  en geles de poliacrilamida con SDS. El 
análisis reveló que no sólo la  proteína diferencial detectada en d i ­
chos extractos se encontraba en el sedimento de a lta  velocidad, sino 

también otras dos proteínas con Mr de aproximadamente 80.000 y 25.000, 
que no se hallaron ni en las plantas sanas ni en las infectadas por 
una raza fuerte  del CEV ( f ig .  20).

Las tres proteínas diferenciales se encontraron únicamente 

en los sedimentos de a lta  velocidad, como se pone de manifiesto en 

la  f ig .  21. En e l la  se muestra el análisis e lectro forético  en geles 

de poliacrilamida con SDS de las proteínas presentes en los extrac­
tos crudos de plantas sanas y afectadas por el nuevo síndrome, y en 

las dos fracciones (sedimento y sobrenadante) obtenidas por ultraceji 
trifugación de dichos extractos a 100.000 x g, 2 h. En la f ig .  21 

puede observarse también que las proteínas y no fueron sedimeji 
tadas en la  ultracentrifugación, quedando en el sobrenadante, como 

ya previamente fue señalado por Conejero y Semancik (1977a).

En la  f ig .  22 se muestra que las mismas bandas diferenciales  

encontradas en plantas de Q. a w ia ru tL a ca , pudieron ser observadas tam 

bién en plantas de Q^anm ento^a a las que se había transmitido la  en 

fermedad (compárense los ca rr ile s  1 ó 10 correspondientes a extrac­
tos de Q. aw iarubLaca  con el c a r r i l  5 correspondiente a los de Q, ¿cvi 

m e n tó la ) .  En dicha figura  se observa que en el caso de Q. ¿ a n m e n to ta , 

las tres proteínas diferenciales se detectaron no solo en los sedi­
mentos de a lta  velocidad, sino también en los extractos crudos.

Los resultados de estos experimentos sugerían que las tres  

proteínas podrían ser componentes de partículas de tipo v ira l sedi­
mentares por u ltracentrifugación, y apoyaban la  hipótesis de que un 

agente de esta naturaleza podría encontrarse asociado al nuevo sín­
drome de Q. awLcuvtiaca.

La acumulación en los extractos de plantas afectadas por el 
nuevo síndrome de las proteínas P-j y originalmente asociadas a 

la  infección por el CEV, no invalidaba la  hipótesis de la etio logía
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v ira l de los nuevos síntomas, puesto que Conejero e l a l. ,  (1982) han 

demostrado que la  acumulación de estas dos proteínas no solo es pro­

ducida por la  infección del CEV, sino también por causas tan diversas 

como la  inoculación del virus del mosaico del tabaco o el tratamiento 

de las plantas sanas con n itra to  de p lata .

2 .4 . -  Intentos de aislamiento de las posibles partículas v ira les

A f in  de poder comprobar con el microscopio electrónico, si 
ex is t ía  alguna partícula  de tipo v ira l  en fracciones que contuvieran 

las proteínas diferenciales detectadas en las plantas afectadas por 
los nuevos síntomas, se u ti liza ron  diversos métodos de c la r if icac ión  

de extractos vegetales, usados en el aislamiento de algunos virus 

de plantas.

2 .4 .1 . -  Métodos de c la r if icac ió n  con disolventes orgánicos

Estos métodos consisten esencialmente en la  mezcla del extra£  

to crudo, tamponado a un pH cercano a la  neutralidad, con uno o más 

disolventes orgánicos en proporción adecuada, para después de su agi­
tación, separar las dos fases mediante una centrifugación a baja velo 

cidad y desechar los componentes disueltos en la  fase orgánica. La 

fase acuosa recuperada, se somete a una centrifugación a a lta  ve loci­
dad para sedimentar las partículas v ira le s , que pueden ser luego resu£ 

pendidas en un pequeño volumen de tampón.

En el presente trabajo se u ti liza ron  cuatro disolventes org£ 

nicos d istin tos: cloroformo, una mezcla de cloroformo y n-butanol, 

n-butanol, y una mezcla de d ie t i le te r  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 último se ha mostrado más eficaz con los 

virus alargados (Maat, 1963).

Con ninguno de estos cuatro métodos se consiguió detectar en 

el sedimento de la  ultracentrifugación las proteínas d iferenciales, 
que sí se observaron en los sedimentos de extractos paralelos, no so­
metidos a ningún tipo de c la r if icac ión  previa. Estos resultados se­
rían explicables en el caso de que los disolventes orgánicos desorga­
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nizasen las posibles partículas v ira le s , impidiendo su sedimentación 

a a lta  velocidad.

2 .4 .2 . -  Precipitación con p o lie t i len g lico l

El p o lie t i len g lico l (PE6), un compuesto soluble en agua ca­
paz de prec ip itar macromoléculas, ha sido también u tilizado para la  

precipitación de diversas partículas nucíeoproteicas (Hebert, 1963; 
Leberman, 1966). Yamamoto a i, (1970) estudiaron con diversos bacte­
riófagos y con el virus del mosaico del tabaco los efectos de algunas 

de las variables que intervienen en la  precipitación con PEG, encon­
trando que un pH neutro, una concentración de NaCl de 0 '5  M, y una Mr 
de PEG en torno a 6.000 (PEG-6.000) eran las condiciones más eficaces. 
La concentración adecuada de PEG-6.000 variaba desde el 1 al 10% según 

el virus implicado.

En el presente trabajo, se u t i l iza ro n  concentraciones finales  

de 2, 4, 6, 8 y 10% (p/v) de PEG-6.000, 0*5 M de NaCl, y O'l M de tam 

pón fosfato sódico, pH 7 '0 .

Las proteínas diferenciales precipitaron a todas las concen­
traciones de PEG-6.000 u tilizadas , como se puso de manifiesto al ana­
l iz a r  directamente el sedimento por electroforesis en geles de po lia -  

crilamida con SDS. Sin embargo, cuando el sedimento resuspendido en 

tampón se centrifugó a baja velocidad para eliminar los componentes 

no resuspendidos, gran parte de las proteínas diferenciales sedimenta 

ron de nuevo, indicando con e llo  una defic iente resuspensión. Ni con 

agitación constante durante una noche, ni con agitación durante una 

hora y d iá l is is  durante una noche, pudo mejorarse los resultados, lo 

que hizo descartar este método de purificación debido a su bajo rendi^ 

miento.

2 .4 .3 . -  Precipitación con sulfato amónico

Después de una ultracentrifugación del extracto crudo, se re 

suspendió el sedimento, añadiéndose después ( N H ^  SÔ  hasta una sat£ 

ración del 25%. Una vez recuperado el precipitado por sedimentación a 

baja velocidad, se disolvió ( N H ^  SÔ  en el sobrenadante hasta cons£ 

guir una saturación del 50%. Mediante una nueva centrifugación a baja
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velocidad, se recogió posteriormente tanto la  fracción precipitada 

con el 50% de saturación de ( N H ^  SO ,̂ como la  soluble.

El análisis de proteínas de las d istin tas  fracciones obteni­
das, mostró que las proteínas diferenciales precipitaban con una sat£ 

ración de ( N H ^  SÔ  del 50%, observándose que eran también prec ip ita  

das parcialmente con una saturación del 25% (fig.. 23). La adición de 

tampón a la  fracción precipitada con el 50% de saturación, seguida de 

d iá l is is  durante una noche, produjo una buena resuspensión de las pr£ 

teínas diferencia les . Sin embargo, no pudo detectarse partícula  v ira l  
alguna cuando dicha fracción fue sometida a observación en el micros­
copio electrónico mediante el método del contraste negativo. Los mis­
mos resultados se obtuvieron cuando la  fracción fue previamente f i j a ­
da con formaldehido. Una posible interpretación de estos resultados 

se expone más adelante en el apartado 2.5.

2 .4 .4 . -  Ultracentrifugación diferencial

Ya se ha indicado en el apartado 2.3 que las proteínas d i fe ­
renciales pudieron ser detectadas en la  fracción de los extractos que 

sedimenta a 100.000 x g, 2 h. En el transcurso de los experimentos, 
se observó que dichas protéínas aparecían de forma más selectiva en 

los sedimentos de centrifugaciones a menor velocidad. En la  f ig .  24 

se presenta el análisis e lectro forético  en geles de poliacrilamida  

con SDS de las proteínas de extractos crudos y de la  fracción de ellos  

sedimentada a 30.000 x g, 20 min, de plantas sanas, afectadas por el 
nuevo síndrome y enfermas de exocortis. En dicha figura puede obser­
varse una nueva proteína diferencial con Mr de aproximadamente 55.000 

(véase el c a r r i l  6 de la  f ig u ra ) .  Esta proteína no pudo ser detectada 

con anterioridad, por migrar en los geles de poliacrilamida junto a 

la  subunidad mayor de la  r ibu losa-1 ,5-d ifosfato  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 análisis  

electroforáticos de proteínas vegetales.

Un estudio del tiempo óptimo de centrifugación a 30.000 x g, 
puso de manifiesto que a los 10 min habían sedimentado casi totalmen­
te  las proteínas diferenciales y sólo una pequeña cantidad lo hacía 

entre los 10 y los 20 min.
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La sedimentación a 30.000 x g, 20 min, no es una caracterís­

t ic a  muy común en los virus de plantas, y pocos de ellos presentan 

cuatro o más proteínas diferentes, como parecía ocurrir con el posible 

agente causal del nuevo síndrome de Q. a w ia n tia ca . Así pues, si dicho 

agente causal era un v irus, debería ser de gran tamaño y estructural - 
mente complejo. Estas sospechas se vieron plenamente confirmadas con 

el examen al microscopio electrónico de secciones finas de hojas.

2 .5 . -  Identificación de un rabdovirus por microscopía electrónica

Los resultados negativos obtenidos en la  observación al mi­
croscopio electrónico de las fracciones ricas en las proteínas difereji 
c ía les , mediante la técnica de contraste negativo, no implicaban nece 

sariamente la  ausencia de partículas tipo virus en el te jid o  afectado 

por el nuevo síndrome. Las manipulaciones inherentes a la purificación  

o a la  técnica mencionada de contraste negativo, podían desorganizar 

de alguna forma las partículas, impidiendo su identif icac ión . Se con­
sideró por e l lo  conveniente, la realización de un estudio ultraestru£  

tural de secciones finas de hojas de las plantas de Q. awiant±.aca que 

presentaban la  nueva sintomatología.

Este estudio reveló, tanto en las hojas con síntomas como en 

las asintomáticas procedentes de las plantas afectadas, la  presencia 

de gran cantidad de partículas que por su morfología, tamaño y locali_ 

zación, pudieron ser identificadas como características de un rabdovi_ 

rus (Rubio-Huertos, 1978). Dichas partícu las , baciliformes y en forma 

de bala, de unas dimensiones de aproximadamente 260 x 70 nm, se acumu 

laban fundamentalmente en el espacio perinuclear, observándose con 

frecuencia invaginaciones nucleares llenas de las mismas. En la f ig .
25 se muestra un núcleo celular conunaclara invaginación llena de 

partículas v ira les así como la  localización perinuclear de algunas de 

éstas. Similares características pueden apreciarse en el núcleo mos­
trado en la f ig .  26, con una gran invaginación en la  parte superior 

izquierda llena de partículas observables en secciones de d is t in ta  

orientación (un grupo de e llas en una formación para-crista l i na). En 

un deta lle  de esta invaginación ( f ig .  27) puede distinguirse en algu­
nas secciones transversales la  estructura interna (nucleocápsida) de 

las partículas del v irus. Pequeños grupos de las mismas pudieron ser
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también observadas fuera del núcleo, siempre en asociación con el re ­

t ícu lo  endoplásmico ( f ig .  28). Las partículas v ira les  no fueron obse£ 

vadas en ningún caso, en hojas de plantas sanas ni tampoco en las de

plantas afectadas por el CEV.

Desde hace unos 25 años se ha empezado a describ ir , cada vez 

con mayor frecuencia, determinados virus que infectan a d istintas e£ 

pecies vegetales, y que por su morfología caracterís tica  y su s im i l i ­
tud estructural con los rabdovirus que infectan animales, tanto vert£  

brados como invertebrados, han sido clasificados junto con ellos den­
tro  de la  fam ilia  RhabdovisUdae. Los rabdovirus de plantas son virus
de gran tamaño (los viriones tienen una longitud de 135 a 380 nm y 

una anchura de 45 a 95 nm), con morfología baciliforme y/o en forma 

de bala (observándose un claro predominio del primer t ip o ) ,  que pre­
sentan una envoltura membranosa. Los rabdovirus son los únicos virus 

vegetales conocidos que tienen envoltura, a excepción del virus de 

las manchas bronceadas del tomate que aunque también la  presenta es 

de morfología esférica.

La mayoría de los rabdovirus de plantas se transmiten en la  

naturaleza por artrópodos y sólo unos pocos se pueden transm itir  exp£ 

rimentalmente de forma mecánica, probablemente debido a su gran ines­
tab ilidad  ¿n váJj iq . Aunque son fácilmente detectables al microscopio 

electrónico en secciones finas de células infectadas, d ifíc ilm ente se 

pueden observar en extractos mediante la  técnica de contraste negati­
vo. Las temperaturas altas favorecen el desarrollo de síntomas fuer­
tes en las plantas afectadas por este tipo de v irus, mientras que las 

bajas tienden a suprimir los síntomas. En cuanto a sus componentes, 
están formados por: 1) una molécula de RNA monocatenario y de sentido 

negativo (es decir sin actividad de mRNA) con Mr de 3 15 -416 x 10^, 
que representa del 1 al 2% de la masa to ta l ,  2) cuatro o cinco poli - 
péptidos principales, que constituyen de un 65 a un 75% de la masa,
3) 1ípidos de naturaleza dependiente de la célula hospedadora, en una 

proporción del 15 al 25% de la  masa, y 4) carbohidratos con pequeña 

variación en su composición según el tipo de huésped, que constituyen 

aproximadamente un 3% de la  masa to ta l (véase para una revisión Fran- 
c k i , 1973; M arte lli  y Russo, 1977; Francki e t a l . ,  1981; Matthews, 
1984).
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La f ig .  29 muestra el esquema de una partícula de rabdovirus 

de plantas con sus diversos componentes estructurales.

La existencia de un rabdovirus en las plantas de Q, auA.ajvU.a 

c jc l que manifestaban el síndrome nuevo, explicaba gran parte de los áa 

tos acumulados hasta ahora: 1) la presencia de cuatro proteínas d i fe ­
renciales en los extractos de plantas afectadas por dicho síndrome,

2) la aparición de estas proteínas en el sedimento de 30.000 x g,
20 min, 3) los resultados negativos obtenidos en los intentos de puri^ 

ficación con disolventes orgánicos, 4) el efecto de la  temperatura de 

cultivo  de las plantas sobre la  in fectiv idad del posible agente cau­
sal, y 5) los intentos fa l l id o s  de observación de partículas al micro^ 

copio electrónico con la  técnica del contraste negativo.

2 .6 . -  Purificación parcial del rabdovirus de Qy/uvia

Para p u rif ic a r  el rabdovirus de Qyjuuta se u t i l iz ó  con algunas 

modificaciones el método puesto a punto por Jackson y Christie (1977) 
para un rabdovirus de plantas, el virus del amarilleo reticulado del 
SoncJuLó. Un homogeneizado de hojas en tampón, pasado a través de un 

lienzo f i l t r a n te  ("M irac lo th"), se centrifugó a baja velocidad. El so 

brenadante se sometió a una centrifugación en un gradiente discontinuo 

de sacarosa (formado por dos capas de 30 y 60%, p /v ) ,  y la interfase  

recuperada y dializada se centrifugó de nuevo en un gradiente, ahora 

continuo, del 30 al 60% de sacarosa.

La iluminación por la  parte superior del tubo que contenía 

el gradiente permitió detectar una estrecha banda de fuerte dispersión 

de la luz, que no fue observada en el gradiente u tilizado como control 
conteniendo extractos de plantas sanas ( f ig .  30).

Después de un fraccionamiento del gradiente continuo de sacâ  

rosa, pudo comprobarse por electroforesis en geles de poliacrilamida  

con SDS que la fracción que contenía la banda de dispersión de la  luz 

presentaba un máximo en la concentración de las cuatro proteínas d ife  

renciales observadas previamente ( f ig .  31). Esto indicaba que dichas 

proteínas diferenciales eran probablemente componentes de las partícu^ 

las que producían la dispersión de la luz.
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Con objeto de hacer una estimación aproximada de la  densidad 

de flotación de las partículas en sacarosa, se rea lizó  una centrifuga  

ción en gradiente a 80.000 x g, 8 h. A continuación se fraccionó el 
gradiente y se midió la  densidad de cada una de las fracciones mediaji 
te un refractómetro. El valor obtenido en la  fracción que contenía la  

banda de dispersión de la  luz fue de 1117 g/cm , s im ilar al de la  de£ 

si dad de flotación en sacarosa de otros rabdovirus de plantas, como 

el virus del enanismo amarillo de la  patata (1 * 17 g/cm , Brakke, 1958), 
o el virus de la  amarillez necrótica de la  lechuga (1*19 g/cm , Harri_ 

son y Crowley, 1965). Estos resultados, junto con los indicados en el 
párrafo anterior, constituyen una sólida evidencia experimental en f£  

vor de que la banda de dispersión de la luz observada en el gradiente
de los extractos de plantas afectadas por el nuevo síndrome, era oca­

sionada por las partículas del rabdovirus de Qynwia.

2 .7 . -  Inducción del nuevo síndrome mediante inoculación mecánica con 

preparaciones que contienen el rabdovirus de Quruifia

Como ya se ha indicado, las partículas de rabdovirus son es­
tructuralmente complejas y muy inestables, tanto en los extractos cnj 
dos como en los purificados. Esta puede ser la causa de que menos del 
40% de los rabdovirus de plantas considerados como miembros d e f in i t i ­
vos o probables (Petters, 1981; Matthews, 1984), hayan podido ser 

transmitidos por inoculación mecánica.

Puesto que la  inactivación de algunos rabdovirus de plantas 

en extractos crudos es más rápida a pH por debajo de 6 y por encima 

de 8 (véase para una revisión Francki, 1973), en el presente trabajo  

se ha u tilizado extractos crudos de hojas tamponados a pH 7 '0 , para 

la  inducción del nuevo síndrome de Q, ojumorvULaca mediante inoculación 

mecánica. Aunque extractos realizados con HEPES-NáOH, 0'1 M, pH 7 '0 ,  
no dieron resultados positivos en ninguna de las 13 plantas inocula­
das, con la adición a estos extractos de 2-mercaptoetanol, 20 mM, pu­
do conseguirse la transmisión mecánica del nuevo síndrome en 4 plan­
tas de las 12 que fueron inoculadas. Por e l lo  el tampón HEPES-NaOH,
0'1 M, pH 7 '0 , conteniendo 20 mM de 2-mercaptoetanol, fue u tilizado  

en todas las etapas de aislamiento y purificación (incluyendo los 

gradientes de sacarosa) del rabdovirus de Qymuia.



TABLA 9 .-  Infectividad del rabdovirus de Gymma parcialmente purificado  

mediante centrifugación en gradiente de sacarosa.

Experimento Fracciones ensayadas In fectiv idad3

1 - Banda diferencial de dispersión 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 d iferencial de dispersión de luz 1/5
- Zona en igual posición en un control sano 0/5

aNQmero de plantas con síntomas (numerador) del total de plantas inocula­
das (denominador). La observación de las plantas se realizó hasta 60 días 

después de la inoculación.
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Los resultados que se presentan en la tabla 9, muestran que 

la  enfermedad pudo ser también transmitidas plantas sanas, utilizando  

como inoculo la  fracción que contenía la  banda diferencia l de disper­
sión de la  luz obtenida en la  purificación del rabdovirus con gradieji 

tes de sacarosa.

Los síntomas 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 inóculos y 

en todos los casos pudo detectarse en análisis por electroforesis en 

geles de poliacrilamida con SDS, las bandas correspondientes a las pr£ 

teínas del rabdovirus.

La transmisión del nuevo síndrome mediante inoculación mecá­

nica de la  fracción del extracto que contenía al rabdovirus de Qynu- 

siay confirmó la  hipótesis de que este virus era el agente etiológico  

de la  nueva enfermedad.

No ha podido comprobarse que el rabdovirus de Qyrujuia se en­
contrase en el madarino var. "Salzara" del que se partió inicialmente, 
por haber desaparecido este árbol. La posibilidad de que dicho rabdo­
virus se hallase originariamente en un c í t r ic o ,  confiere un interés  

económico a su investigación, ya que se conocen diversas enfermedades 

de este cultivo  (algunas de e llas  de importancia en la  Comunidad Va­
lenciana, como es el caso de la  psoriasis y la  xiloporosis) que se su 

ponen de e tio log ía  v ira l pero cuyos agentes causales no han sido a is ­
lados e identificados. No se ha descrito hasta la  fecha, ningún rabd£ 

virus que afecte a los c ítr ic o s , aunque Kitajima e t a i . , (1972) pre­
sentaron datos preliminares en favor de la asociación de partículas  

de morfología sim ilar a los rabdovirus pero sin envoltura, con la  le ­
pra de los c ítr ic o s .

2 .8 . -  Clasificación del rabdovirus de Qynwia

Dentro de la  fam ilia  MiabdovisUdae, el Comité Internacional 
de Taxonomía de Virus incluye, además de los rabdovirus de plantas 

(sin situación taxonómica concreta, a la espera de un mayor número de 

datos), dos géneros: V'oóícjllíovía.û  y LyA4avLnju¿, cuyas especies tipo  

son el virus de la estomatitis vesicular y el virus rábico, respecti­
vamente.



TABLA 10.- Masas moleculares re la tivas  obtenidas mediante electroforesis  

en geles de poliacrilamida con SDS de las proteínas del rabdo­
virus de Qyjyuuia.

Proteínaa

1
2
3
4

Mrb

81.500 + 1.300
56.600 ± 1.100

31.600 i  900
24.600 ± 700

aLas proteínas se han numerado según su masa molecular re la t iv a ,  de mayor 
a menor.

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

cuales, el ajuste de las proteínas estándar fue s ign if ica tivo  al 99%.
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Entre los rabovirus de plantas pueden iden tif icarse  dos sub- 
grupos (A y  B), según el s i t io  subcelular de acumulación de las partj[ 
culas, y las características de sus proteínas componentes. Los miem­
bros del subgrupo A, cuya especie tipo es el virus de la amarillez ne 

erótica de la  lechuga, tienen propiedades comparables a los Ve¿¿cllío-  

vLnu*¡ es dec ir , maduran y se acumulan en el citoplasma, y presentan 

una proteína característica  denominada M (de "matriz") de Mr 18-25 x 10 , 
siendo ademas fácilmente detectable ¿n vLtno la  actividad transcrip ta  

sa presente en las partículas. La llamada proteína L (de gran
3 ~

de) con una Mr de 145-170 x 10 se ha podido comprobar también en a l ­
gunos miembros del subgrupo A. Los virus del subgrupo B, cuya especie 

t ipo es el virus del enanismo amarillo de la patata, comparten algunas 

propiedades con los es decir surgen por gemación en la mem
brana interna de la  envoltura nuclear, se acumulan perinuclearmente, 
y poseen las proteínas características denominadas MI (con Mr de 27 a 

44 x 10 ) y M2 ( con Mr de 21 a 29 x 10 ) .  Tanto los miembros del sub 

grupo A como los del subgrupo B poseen las proteínas denominadas G 

(de "glicoproteína") con Mr de 71-93 x 10 y N (de "nucleocápsida")
3

con Mr de 55-60 x 10 (véase Matthews, 1984 "Clasificación y Nomencl£ 

tura de V irus").

La localización esencialmente perinuclear del rabdovirus de 

Qymuia (véase f ig s .  26 y 27) sugería su pertenencia al subgrupo B de 

rabdovirus de plantas. Con objeto de confirmar esta c las if icac ión , se 

llevó a cabo la  determinación de la  Mr de las proteínas constituyen­
tes del virus en geles de poliacrilamida con SDS de d is t in ta  porosi­
dad (concentraciones de partida de acrilamida del 10, 12 y 14%). En 

cada caso, una mezcla de seis proteínas de Mr conocida, fue sometida 

también a e lectroforesis con el f in  de obtener una curva patrón como 

la de la  f ig .  32, en que se representa el logaritmo decimal de Mr freji 
te a la  movilidad e lec tro forética .

Los resultados de la  determinación efectuada se presentan en 

la tabla 10, numerando las proteínas del rabdovirus en orden de mayor 
a menor Mr. Como puede observarse, las cuatro proteínas en el orden 

indicado, tienen una Mr dentro de los intervalos señalados anterio r­

mente para las proteínas G, N, MI y M2, respectivamente, del subgrupo 

B de los rabdovirus de plantas. Dichas proteínas aparecen indicadas
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en la f ig .  33. Por tanto, teniendo en cuenta la  acumulación fundamen­
talmente perinuc.lear de las partículas y la  Mr de sus proteínas compô  

nentes, el rabdovirus de Qyjuuia puede ser incluido dentro del subgru­
po B de los rabdovirus de plantas.



I V . -  C O N C L U S J O N e S
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IV .-  CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos propuestos, se ha realizado en 

primer lugar el estudio detallado de una alteración no descrita pre­
viamente, del proceso de rizogénesis de esquejes de plantas herbáceas 

infectadas por el v iroide de la  exocortis de los c ítr ico s  (CEV). Como 

consecuencia de la  infección, se observó en los esquejes de Q. awian- 

Ujolcjol la  formación de un número menor de ra íces, así como un retraso  

en su aparición. La alteración en el caso del tomate fue mayor, puesto 

que se inhibió totalmente la  formación de raíces. La investigación so 

bre los factores fis io lóg icos y bioquímicos que pudieran estar im pli­
cados en este fenómeno, puso de manifiesto que la  única actividad t i ­
po auxina -presumiblemente debida al ácido indol-3-acético (AIA)-  

obtenida por difusión desde yemas apicales de Q. awiarutiaca , se redu­
jo entre un 45% y un 65% como consecuencia de la  infección. Asimismo, 
se encontró que las dos actividades del sistema peroxidasa/AIA-oxidasa 

fueron notablemente mayores en los extractos de hojas de Q. aw iarvtia- 

ca y tomate infectados por el CEV que en los de las respectivas plaji 
tas sanas. El análisis de isoenzimas de peroxidasa en las dos especies 

de plantas mencionadas mostró que, como resultado de la infección, se 

producía un incremento generalizado de la  actividad de las d istintas  

isoenzimas. Una de éstas ( la  segunda de mayor movilidad electroforéti_  

ca en ambos huéspedes del CEV) pudo ser detectada precozmente en las 

plantas afectadas por el v iroide cuando se realizaron experimentos a 

diversos tiempos después de la  aparición de los síntomas. Todas las 

isoenzimas de peroxidasa de tomate analizadas, presentaron también a£ 

tiv idad AIA-oxidasa. Estos resultados son consistentes con la hipóte­
sis de que una degradación mayor de AIA en los te jidos de las plantas 

afectadas por el CEV, catalizada por el sistema peroxidasa/AIA-oxidasa, 
podría determinar una menor aportación de la hormona desde su lugar 

de síntesis en las hojas hasta la base de los esquejes donde estimula 

el proceso de formación de raíces. Esto podría causar a su vez, la  

perturbación de la rizogénesis observada en los esquejes de plantas 

enfermas. El incremento en las actividades del sistema peroxidasa/AIA- 
oxidasa podría explicar además otros fenómenos asociados a la in fec­
ción por el CEV, como la  carencia de expansión de discos de hojas, la
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producción incrementada de etileno en las plantas o la  mayor l i g u i f i -  

cación de los te jidos .

En segundo lugar, en el presente trabajo se ha llevado a ca­

bo la identificación y caracterización del agente causal de un síndro 

me nuevo aparecido en Q. auAontLaca durante un experimento de transmi_ 

sión de razas débiles del CEV, desde cidro (huésped leñoso indicador 

de la exocortis) a Q, owiaritiacjoL (huésped herbáceo más utilizado de 

este v iro id e ).  Los intentos de caracterización de la  posible raza dé­
b il  del CEV, permitieron detectar en sedimentos obtenidos por u l t ra -  

centrifugación, cuatro proteínas de masa molecular re la t iv a  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 partículas v irales  

en las plantas que presentaban el nuevo síndrome y condujo a modifi­
car la  hipótesis de partida sobre la e tio log ía  de la  enfermedad. El 
análisis estructural de secciones finas de hojas por microscopía ele£  

trónica mostró que las plantas afectadas con la  nueva sintomatología 

contenían viriones de tamaño (260 x 70 nm), morfología (baciliforme y 

en forma de bala) y localización (en el espacio perinuclear), s im ila­
res a los de algunos rabdovirus de plantas. La purificación parcial 
de las partículas virales en gradientes de sacarosa permitió, tras su 

inoculación en plantas sanas, poner de manifiesto que el virus obser­
vado era el agente causal del nuevo síndrome de Q. aujiarubLaca. La lo ­

calización esencialmente perinuclear de los viriones y la masa moleoj 
la r  re la t iv a  de sus proteínas componentes, permiten c la s if ic a r  a este 

virus dentro del subgrupo B de rabdovirus de plantas.
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FIGURA 1 .-  Esquema del proceso de purificación parcial del sistema
peroxi dasa/AIA-oxidasa

Hojas apicales (3 g)

1
Homogeneización en mortero 

(30 mi de Tris-HCI, O'l M, pH 8 '0 ,  
sacarosa Q'5 M, ac. ascórbico 0'1%)

i
Centrifugación a 10.000 x g ,  15 min

 1Sobrenadante Sedimento

i
Adición de (NH-)2 S0- 

hasta el 40% de sataración

i
Centrifugación a 15.000 x g, 15 min

* ------------- 1----------------------------------------------------- aSobrenadante Sedimento

1
Adición de (NH-)« SO- 

hasta el 90% de saturación

v
Centrifugación a 15.000 x g, 15 min

h -----------------------------------------------»
Sobrenadante Sedimento

i
Resuspensión en 5 mi de 

t .  acetato sódico 10 mM, pH 5'0

i
D iá lis is  durante una noche

i
un

I

Ajuste volumen di al izado 
a 10 mi

Centrifugación a 15.000 x g, 15 min

í    1
Sobrenadante Sedimento

(Extracto parcialmente purificado)
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FIGURA 2 .-  Esquema del método de purificación del rabdovirus de Gymuia

Hojas con síntomas 

1
Homogeneización en mortero con 

HEPES-NaOH O 'l ,  pH 7'0 + 20 mM de mercaptoetanol
(1:2 p/v)

i
Filtrac ión  a través de 
dos capas de "Miracloth"

¿ i
Residuo Filtrado

I
Centrifugación a 8.000 x g, 10 min

$  i
Sobrenadante Sedimento

i
Centrifugación en gradiente discontinuo
de sacarosa (30% y 60%) 80.000 x g ,  1 ti

Recuperación de 
la  interfase

i
D iá lis is  (3 h)

I
Centrifugación en gradiente continuo 

de sacarosa (del 30 al 60%) 80.0Ü0 x g, 90 min

i .Recuperación de la  
banda de dispersión de la luz
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FIGURA 3 .- Esquejes de Q. oitnarutiac.a sana (izquierda) y 
enferma de exocortis (derecha), después de ser cortados 
y puestos a enraizar en la cámara de crecimiento durante 
(A) 9, (B) 16, (C) 23, (D) 30, y (E) 37 días.
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FIGURA 4 .- Esquejes de Ly.copesi¿i.cjon eyicul&rvtum sanos (izquierda) y 
enfermos de exocortis (derecha), de las variedades "Rutgers" ( a r r i ­
ba) y "Rentita" (abajo), 5 días después de ser cortados y puestos a 
enraizar en la cámara de crecimiento.
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FIGURA 5 .- Histogramas que representan la respuesta de un bioensa- 
yo t íp ic o  de mesocótilo de avena a las hormonas t ip o  auxina d ifu n ­
didas desde yemas apicales de plantas de Q. aiuio/vtiaca sanas (A) y 
enfermas de exocortis (B). Las líneas de trazos horizontales repre 
sentan el crecimiento de los mesocótilos a las concentraciones in ­
dicadas de AIA. Las áreas oscuras indican actividades mayores que 
el l ím ite  superior de confianza (P= O'Ol) del con tro l.

jug AIA/1
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FIGURA 6.- Variación de la longitud de segmentos de mesocótilo de avena con la 
concentración de ácido indol-3-acético (AIA), en un experimento t íp ic o .  Los 
puntos representan la media de 10 segmentos de mesocótilo. (r= 0'997, s ig n i f i ­
cativo al 99%).
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FIGURA 7.- Variación de la velocidad de la reacción catalizada por la AIA-
-oxidasa, con la concentración de 2,4-d ic lorofenol (DCP). Las reacciones se
llevaron a cabo en tampón fosfato sódico, 50 mM, pH 611, con 4 x 10"^ M de 

-4AIA, 10 M de MnC^, y 75 |jl (22'5 mg de peso fresco) del extracto de toma
te sano, en un volumen f in a l  de 1 mi y a 30°C con agitación continua. El va
lo r  re la t iv o  100 corresponde a la cantidad de 09 consumida por minuto en la

-4reacción con 2 x 10 M de DCP. Los valores son la media de dos determina­
ciones con resultados sim ilares.
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100

4321

[Mn Cl2]x104 (M)

FIGURA 8 .- Variación de la velocidad de la reacción catalizada por la AIA-oxi- 
dasa, con la  concentración MnCl^. Las reacciones se llevaron a cabo como en la 
f ig .  7, excepto que se varió la concentración de MnCl«, manteniendo constante 
la de DCP (2 x 10 M). Los valores representados son la media de dos determi­
naciones con resultados sim ilares, habiéndose asignado el valor re la t ivo  100 a 
la cantidad de 0^ consumida por minuto en la reacción con 2 x 10~4 M de MnCl^.
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FIGURA 9 .-  Variación de la velocidad de la reacción catalizada por la  AIA-oxi_ 
dasa, con la concentración de AIA. Las reacciones se llevaron a cabo como en 
las f ig s .  7 y 8, pero variando la  concentración de AIA y con concentraciones 
constantes de DCP y MnCl« (ambas 2 x 10” ^ M). El valor re la t iv o  de 100 corres

_ 3
ponde a la  cantidad de O2  consumida por minuto en la reacción con 10 M de 
AIA. Los valores son la media de dos determinaciones con resultados sim ilares.
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t =60 min.

Longitud de onda (nm)

FIGURA 10.- Variación en el tiempo del espectro de absorción desde 235 has
ta 300 nm, durante la reacción de oxidación del AIA. Las determinaciones
se efectuaron cada 10 min. La mezcla de reacción (volumen f ina l=  3 mi) coii
tenía tampón fosfa to  sódico, 50 mM, pH 6'1, 10~4 M de AIA, 2 x 10“ 5 M de 

-5DCP, y 2 x 10 M de MnC^. La reacción se in ic ió  con la adición de 22'5 p l 
de extracto de tomate.



s CEV S CEV

FIGURA 11.- Isoenzimas con actividad peroxidasa de plantas de (a)
Cf, ausiaritMaca y (b) L, e^ciUentim , (S) sanas y (CEV) enfermas de exo 
c o r t is .  Los experimentos se realizaron a los 30 (£. amiarvLLaca.) y 20 
(L . e^ciUentum) días después de la aparición de los síntomas en las 
plantas enfermas. A algunas bandas del gel correspondiente a las plan 
tas de tomate enfermas se les ha asignado un número para la brevedad 
de su mención en el texto y tablas. El cátodo (-)  en la parte de a rr i  
ba de la f igu ra  y el ánodo (+) en la base del gel.
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FIGURA 12.- Isoenzimas con activ idad AIA-oxidasa de plantas de (a) 
Q. awiaruLLaca y (b) L. e^ciUerutum, (S) sanas y (CEV) enfermas de 
exocortis , obtenidas mediante la técnica que u t i l i z a  FBBB en preseji 
c ia  de peróxido de hidrógeno. Las caracterís t icas del experimento y 
la  orientación e lé c tr ica  del gel como en la  f igu ra  11.
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FIGURA 13.- Aspecto general de los ápices de una planta sana 
(izquierda) de Q. o iu ia /v tia c a  y otra afectada por el nuevo s ín ­
drome (derecha) a los 7 días de la  aparición 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 
síndrome.
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FIGURA 15.- Detalle de la  d is to rs ión t íp ic a  de 
ñas hojas adultas de Q. a±uiajrbtLaca afectada por 
nuevo síndrome.
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FIGURA 16.- Detalle de los síntomas precoces que aparecen en las 
hojas jóvenes de Q. awiarubLaca afectada por una raza fuerte  de 
CEV (izqu ierda), y con el síndrome nuevo (derecha).
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FIGURA 17.- Aspecto general de una planta joven de Q. ¿armen--  

tota sana (izquierda) y otra afectada por el nuevo síndrome 
(derecha).
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FIGURA 18.- Anális is  en geles de p o l ia c r i1 amida (5%) de los á- 
cidos nucleicos solubles en LiCl 2 M de plantas de Q. a w ia n tia  

ca (1) sanas, (2) afectadas por el nuevo síndrome, y (3) afec­
tadas por una raza fuerte  del CEV. Tinción con bromuro de e t i -  
dio (izquierda) y con p lata (derecha).
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Mr = 32.000

FIGURA 19.- E lectro foresis en gel de po liacrilam ida con SDS de 
las proteínas de extractos crudos de plantas de Q. aw i< m ti.aca  

(2) sanas, (3 y 4) afectadas por el nuevo síndrome, y (5) afee 
tadas por una raza fuerte  del CEV. En los c a r r i le s  (1) y (6) 
proteínas estándar de Mr conocida; de arr iba a abajo de la f i ­
gura: fo s fo r i la sa  b (Mr = 94.000), seroalbúmina bovina (Mr =
67.000), ovoalbúmina (Mr = 43.000), anhidrasa carbónica (Mr =
30.000), inh ib idor de la t r ip s in a  obtenido de la soja (Mr =
20.000), y oc-lactoalbúmina (Mr = 14.400). Nótese la presencia 

en (3), (4) y (5) de P-j y as  ̂ como una banda d ife renc ia l 
de Mr = 32.000 sólo v is ib le  en (3) y (4).



FIGURA 20.- E lectro foresis en gel de po liacrilam ida con SDS de 
las proteínas presentes en extractos de amia/vtiaca: extrac­
tos crudos de plantas (2) sanas, (3) y (8) afectadas por el 
nuevo síndrome, (9) afectadas por una raza fue rte  del CEV, y 
sedimentos de a lta  velocidad (100.000 x g, 2 h) de plantas (5) 
sanas, (4) y (7) afectadas por el nuevo síndrome, y (6) afecta 
das por una raza fue rte  del CEV. En los c a r r i le s  (1) y (10) pr£ 
teínas estándar de Mr conocida (véase f i g .  19). Las flechas de 
los c a r r i le s  (4) y (7) señalan las proteínas d ife renc ia les .
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FIGURA 21 E lectroforesis en gel de po liacrilam ida con SDS 
de las proteínas presentes en extractos crudos de plantas de 
Q. amiafuLLaca sanas y afectadas por el nuevo síndrome, obte 
nidas por u ltracentr ifugación 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) proteínas estándar 
de Mr conocida. Las flechas del c a r r i l  (5) señalan las p ro te í­
nas d ife renc ia les , y los círcu los en el (6) la posición de

y P2*



FIGURA 22.- E lectro foresis en gel de po liacrilam ida con SDS 
de las proteínas presentes en extractos de Q. ¿avnentoAa 
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 
c a r r i le s  (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 proteínas estándar de Mr conocida. Las flechas 
señalan la  posición de las proteínas d ife renc ia les .



1 2 3

I I

©í

«

©

FIGURA 23.- E lectro foresis en gel de po liacrilam ida con SDS 
de las proteínas presentes en los extractos de Q. auAaruUa- 

ca afectada por el nuevo síndrome, fraccionados con 
(NĤ ) 2  SO :̂ (1) fracción precipitada al 25% de saturación 
de la  sa l, (2) fracción precipitada entre el 25 y el 50% de 
saturación de la  sa l, y (3) fracción no precipitada (sobre­
nadante) con el 50% de saturación de la sa l. Las flechas s£ 
ñalan la  posición de las proteínas d ife renc ia les . Las condi_ 
ciones de e lec tro fo res is  como se indica en "Materiales y Mé 
todos" (apartado 2 .4 .) ,  pero u t i l izando  una concentración 
de partida de acrilamida del 12% en el gel separador.
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FIGURA 24.- Electroforesis en gel de poliacrilamida 

con SDS de proteínas contenidas en extractos de plan­
tas de Q. awLcuvtiaca, sanas, enfermas de exocortis y 

afectadas por el nuevo síndrome: extractos crudos de 

plantas (2) sanas, (3) afectadas por el nuevo síndro­
me y (4) enfermas de exocortis; sedimentos de 30.000 x 

g, 20 min, de plantas (5) sanas, (6) afectadas por el 
nuevo síndrome y (7) enfermas de exocortis. En (1) y 

(8) proteínas estándar de Mr conocida (véase f ig .  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 electrónica del núcleo de una célula fo ­
l i a r  de Q. aiuiarutLaca afectada por el nuevo síndrome. Obsérvese 

la invaginación llena de partículas virales (zona superior i z ­
quierda) y la presencia de éstas en el espacio perinuclear (zo­
na superior derecha). MN = membrana nuclear; PC = pared celu lar;  

CC = cromatina condensada; V = vacuola. La longitud del segmen­
to equivale a 1 pm.
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FIGURA 26.- Micrografía electrónica del núcleo de una célula fo ­
l i a r  de Q. awiarutjLacjoL afectada por el nuevo síndrome. Nótese la  

invaginación de la zona superior izquierda llena de partículas 

observables en secciones longitudinales y transversales. Un gru­
po de partículas en corte transversal presenta una distribución  

p ara -cris ta lina . La longitud del segmento equivale a lp m .
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FIGURA 27.- Micrografía electrónica que muestra en detalle  la in ­
vaginación nuclear de la figura 26. La estructura interna de las 

partículas del virus (nucleocápsida) puede distinguirse en las 

secciones transversales de éstas. La longitud del segmento equiv^ 
le a 1 |jm.
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FIGURA 28.- Micrografía electrónica de parte del citoplasma de una 

célula fo l ia r  de Q. awianJ±aca afectada por el nuevo síndrome. Nó­
tese la acumulación de partículas virales en el in ter io r  del r e t í ­
culo endoplásmico. M = mitocondria; CL = cloroplasto; AL = granulo 

de almidón; PC = pared celular; RE = retícu lo  endoplásmico. La loni 
gitud del segmento equivale a 1 pm.
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FIGURA 29.- Esquema de una partícula de rabdovirus 

de plantas mostrando sus diversos componentes estru£ 

turales. (1) Envoltura (bicapa l ip íd ic a ) ;  (2) proye£ 

ciones de la membrana (proteína G); (3) nucleocápsi- 
da (RNA y proteína N); (4) proteína(s) de membrana 
(Proteína M o proteínas MI y M2). Tomado de Franki y 

Randles (1980).



FIGURA 30.- Resultados obtenidos al someter a extractos 

de plantas de awianÁJLaca sanas (derecha) y afecta­
das por el nuevo síndrome (izquierda), a una centrifuga  

ción de 80.000 x g, 90 min, en gradiente continuo de sai 
carosa (del 30 al 60%). Para observar las bandas de di£  

persión de la luz, los tubos fueron iluminados por su 

parte superior.



FIGURA 31.- Resultados del fraccionamiento en un gradiente 

continuo de sacarosa de extractos fo lia res  de Q. am iantLa- 

ca afectada por el nuevo síndrome. El gradiente se dividió  

en 25 fracciones de 0'8 mi cada una, que se numeraron empe 

zando por la zona in fer io r  del tubo, analizándose a conti­
nuación las proteínas de cada fracción por electroforesis  

en gel de poliacrilamida con SDS. Se presenta el análisis  

de las fracciones n2 10 (1 ),  13 (2 ) ,  14 (3 ) ,  15 (4 ) ,  y 

20 (5 ) .  Las fracciones n2 13, 14 y 15 constituían la banda 

diferencial de dispersión de la luz observada en la f ig .  30. 
Las condiciones de electroforesis como se indica en "Mate­
r ia les  y Métodos" (apartado 2 .4 . ) ,  pero utilizando una con­
centración de partida de acrilamida del 12% en el gel sepa­
rador. Las flechas indican la posición de las proteínas d i­

ferenciales.
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logMr

y= 5'1268-0'1771x+0'0069 x2 
r = 0‘9977

Movilidad electroforética (cm)

FIGURA 32.- Curva patrón u tilizada para la determinación de las masas mo­
leculares relativas (Mr) de las proteínas del rabdovirus de Gynusia, por 
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. (a) Fosforilasa b (Mr =
94.000); (b) seroalbúmina bovina (Mr = 67.000); (c) ovoalbúmina (Mr =
43.000); (d) anhidrasa carbónica (Mr = 30.000); (e) inhibidor de la t r ip  

sina extraído de la soja (Mr = 20.000); y ( f )  o<-lactoalbümina (Mr = 

14.400). Ajuste s ign ificativo  al 99%.



1 2 0

FIGURA 33.- Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS 

de proteínas sedimentadas a 30.000 x g, 20 min, procedentes 

de extractos de plantas de Q, awiarvtLacjoL sanas (izquierda), 
infectadas por el rabdovirus (centro) e infectadas por el CEV 

(derecha). A las proteínas del rabdovirus se les ha dado la  

nomenclatura de las proteínas del subgrupo B de rabdovirus de 

plantas.
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