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I.- DESCUBRIMOENTO DE LOS VIROIDES.

I.1.- QUE SON LOS VIROIDES.

Una nueva clase patogénica, la de los viro_i 
des, ha emergido los últimos años en el seno de la - 
Virología. Sus miembros poseen la menor entidad estruc 
tural dentro de la escala de complejidad biológica - 
de los patógenos conocidos. Su contenido informacional 
es un orden de magnitud menor que el más pequeño de - 
los bacteriófagos de Escherichia coli, estando consti­
tuidos por moléculas de RNA desnudo (sin cubierta pro- 
teica) de bajo peso molecular, en torno a 1 ,2- x 10 —
daltons (Diener, 1981b).

Aparte del interés práctico indudable que 
tiene su estudio por su incidencia en la agricultura - 
como patógenos, la explicación del modo en que los vi­
roides interaccionan con las células del huésped plan­
tea cuestiones fundamentales e inéditas en Biología 
Molecular.

Pueden aislarse de ciertas plantas afee-



- 8 -

tadas con enfermedades específicas, no detectándose - 
en individuos sanos de la misma especie. Sin embargo, 
cuando se introducen en ellos se replican autónoma—  

mente a pesar de su pequeño tamaño y causan la apa—  

rición del síndrome característico de la enfermedad 
(Diener, 1979a).

I.2.- BREVE HISTORIA DEL DESCUBRIMIENTO DE LOS - 
VIROIDES.

El primer viroide fué descubierto en re­
lación con la purificación y caracterización del 
agente causal del "potato spindle tuber", enfermedad 
de la patata a la que durante muchos años se le había 
atribuido una etiología viral. En 1967, Diener y Rai- 
mer, encontraron que el agente infeccioso de esta en­
fermedad era RNA libre, no detectándose partículas vi 
ricas nucleoproteicas (viriones) en los tejidos infec 
tados. Posteriormente, el análisis electroforético y 
de sedimentación permitieron demostrar que el RNA in­
feccioso era de muy bajo peso molecular y capaz de re 
plicarse sin la presencia de un !,helperM virus —  

(Diener, 1971).

De forma similar, Semancik y Weathers (1972), 
en Estados Unidos descubren la etiología viroidal del
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agente causal de una conocida enfermedad de los cí­
tricos denominada "exocortis": el"citrus exocortis 
viroid"(CEV). Actualmente se conocen otras - cuatro en 
fermedades producidas por viroides: "chrysanthemum - 
stunt" (Holling y Stone, 1973; Diener y Lawson, 1973); 
"chrysanthemum clorotic motle" (Romaine y Horst,1975); 
"cucumber palé fruit" (van Dorst y Peters, 1974);"hop 
stunt" (Sasaki y Shikata, 1977a y b).

Existen otras enfermedades en las que, si 
no de forma concluyente, las pruebas acumuladas pa­
recen indicar que están causadas por RNAs similares 
a los viroides: "coconut cadang-cadang" (Randles,1975; 
Randles, Rillo y Diener, 1976); "avocado sunblotch" 
(Palukaitis et al., 1979; Mohamed y Thomas, 1980).

Por otra parte, Owens et al., (1978), han 
conseguido aislar un viroide de plantas de "Columnea 
erythrophae" aparentemente sanas. Este RNA viroidal 
induce en plantas de patata síntomas similares, si 
no idénticos, a los producidos por el "potato spindle 
tuber viroid" (PSTV).

Hasta el momento, los viroides sólo han 
sido detectados en plantas superiores y están cons­
tituidos por moléculas de RNA con una estructura ca
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racterística e inédita en otros agentes infecciosos, 
como más adelante comentaremos.

I.3.- IMPORTANCIA ECONOMICA.

Las enfermedades producidas por viroides 
se difunden en la naturaleza con gran facilidad. La 
transmisión del viroide no sólo puede producirse 
por medio de semillas y polen (Fernow et al., 1970; 
Singh, 1970) sino también mecánicamente a través de 
instrumentos agrícolas e incluso por contacto foliar 
(Diener, 1979b). Por otra parte, en muchas especies 
vegetales el viroide está en estado latente, de for­
ma que la enfermedad puede ser transmitida incons­
cientemente por el hombre por multiplicación vegeta 
tiva de brotes infectados pero sin síntomas aparen­
tes, por tubérculos, o mediante injerto.

Todas estas observaciones hacen suponer 
que las enfermedades viroidales en plantas cultiva 
das son relativamente recientes y su amplia expan­
sión se ha visto favorecida, en gran medida, por 
las actividades agrícolas. Así, el CEV ("citrus exo 
cortis viroid”) está actualmente diseminado en to­
das las areas citrícolas del mundo.
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La síntomatología de estas enfermedades - 
se caracteriza de forma general por alterar el cre­
cimiento normal de la planta. Producen enanismo per 
manente, epinástia, clareamiento de los nervios, de 
formaciones y decoloraciones foliares, manchas ne—  

eróticas y cloróticas, llegando incluso a causar la 
muerte de la planta huésped. Su efecto ocasiona —  

grandes daños, a veces drásticos, en las produccio­
nes agrícolas y su estudio y control es de gran —  

importancia económica, sobre todo en un área tan - 
eminentemente citrícola como la nuestra.

II.- NATURALEZA Y ESTRUCTURA DE LOS VIROIDES.

II. 1.- PESO MOLECULAR.

Los datos iniciales acerca de las molécu­
las RNA viroidales se refieren a su tamaño y espe—  

cial plegamiento intramolecular y se basaron en el 
estudio de sus propiedades fisicoquímicas. Estudios 
combinados de sedimentación y de electroforesis en 
geles de poliacrilamida dieron como resultado una - 
primera cifra aproximada del peso molecular para el 
Mpotato spindle tuber viroid11 (PSTV) en torno a 
50.000 daltons (Diener, 1971; Diener y Smith, 1971).
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Por otra parte, Semancik y Weathers (1972) estimaron 
para el CEV un peso molecular aproximado de 125.000 d.

Estos y otros resultados demuestran que los 
viroides son mucho menores que los RNAs de los vi—  

rus vegetales, siendo su información genómica (en - 
torno a 360 nucleótidos) mucho menor que la correspon 
diente al más pequeño de los fagos conocidos (Dic 
kson et al., 1978). Sin embargo, estos trabajos com­
parativos no permitían obtener determinaciones'más 
fiables de sus pesos moleculares ya que en aquel — 
momento se desconocía su estructura molecular con de 
talle.

Posteriormente, Sánger et al., (1976), me 
diante análisis por equilibrio de sedimentación en - 
condiciones desnaturalizantes obtuvieron pesos molecu 
lares de 127.000 d para el PSTV, 119.000 d para el 
CEV y de 110.000 d para el "cucumber palé fruit viroid" 
(CPFV). Incluso en el caso del PSTV se ha calculado su 
peso molecular de forma más exacta (123.000 d). en base 
al establecimiento de su estructura primaria detallada 
(Gross et al., 1978).
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II. 2.- ESTRUCTURA PRIMARIA Y SECUNDARIA.

Las curvas de fusión, la resistencia a nu- 
cleasas y el comportamiento en geles de poliacrilami 
da presentaban a los viroides como moléculas altamen 
te estructuradas con un elevado contenido en aparea­
miento de bases. Los primeros modelos propuestos pa 
ra la estructura molecular de los viroides considera 
ban a estos como RNAs de simple cordón con apareamien 
tos intramoleculares que condicionaban una configura­
ción en forma de "horquilla" (Sogo, et al., 1973; Se 
mancik, et al., 1975).

En un trabajo más reciente Sánger et al., 
(1976), usando técnicas standard, no detectaron nu- 
cleótidos terminales 3 ’ o 5' libres. A partir de es 
tas y otras observaciones (resistencia a la fosfodi- 
esterasa del veneno de serpiente) estos investigado­
res concluyeron que los viroides son moléculas de 
RNA covalentemente cerradas (forma circular).

En contradicción con estos resultados es­
tán los obtenidos posteriormente en experimentos de 
poliadenilación del CEV (Semancik, Conejero y Gerhart, 
1977) en los que sus autores lograron la poliadenila 
ción del viroide sugiriendo la presencia de moléculas



- 14 -

de RNA abiertas.

La conciliación de estos resultados pare­
cía llegar de la mano de los trabajos realizados por 
McClements y Kaesberg (1977) que aplicando la micros 
copia electrónica al estudio de la estructura del 
PSTV mostraron que las preparaciones del viroide - 
completamente desnaturalizadas presentaban una mez-* 
cía de dos clases de moléculas: unas con forma lineal 
y otras circulares cuya circunferencia tenía aproxi­
madamente la misma longitud que las lineales. Sin 
embargo, Sanger et al., (1979), han presentado evi­
dencia acerca de la formación artefactual de las for 
mas abiertas durante la purificación de los viroides 
cuando en el medio hay iones Mg++.

Por otra parte, Owens et al., (1977), en
experimentos realizados con PSTV consiguieron la se
paración de las formas lineales y circulares en pre
sencia de formamida y urea, demostrando que ambos
tipos de moléculas son infectivas. A su vez, Hadidi

32y Diener (1978) usando el mareaje radiactivo con P 
"in vivo" y siguiendo la pauta de incorporación del 
isótopo a las moléculas de RNA viroidales sugieren 
que las moléculas circulares parecen ser precursoras 
de! 'las lineales en el ciclo reproductivo de los vi
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roides.

Paralelamente a los estudios anteriormente 
expuestos se planteaba la posibilidad de que las pre­
paraciones viroidales purificadas, a pesar de su apa­
rente homogeneidad, estuviesen compuestas por una po­
blación de distintas especies de RNA de aproximada-— : 
mente la misma longitud pero con secuencias núcleo—
tídicas diferentes, de manera que podrían consti---
tuir un genoma del tamaño más o menos convencional de 
los virus.

Los experimentos de ”fingerprints” (huellas 
dactilares) realizados con el PSTV y el CEV (Dickson 
et al., 1975) demostraron sin lugar a dudas que las - 
preparaciones viroidales están formadas por una so­
la especie de RNA característica, probando también - 
que la secuencia de bases era distinta para el PSTV y 
el CEV. Con algunas diferencias metodológicas Gross 
et al., (1977), confirmaron estos resultados para el 
PSTV, CEV y el 11 chrysanthemum stunt viroid” (CSV). La 
culminación de esta linea de trabajo se ha conseguido 
con la dilucidación de la secuencia del RNA-PSTV y el 
establecimiento de su estructura detallada (Gross et 
al., 1978).
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En la actualidad se acepta de forma gene 
ralizada que los viroides son moléculas de RNA mono 
catenaric, desnudas (sin cubierta proteica) y cerra 
das. Estos RNAs poseen zonas bicatenarias por un 
fuerte apareamiento de bases, interrumpidas por o- 
tras más cortas de simple cordón (regiones de bases 
sin aparear) dándole la forma especial de circulo . 
colapsado u "horquilla", estructura inédita entre 
los RNAs conocidos.

III.- INTERACCION VIROIDE-HUESPED.

Si bien el conocimiento que actualmente 
se tiene de la naturaleza y estructura de los viroi 
des es amplio, no puede decirse lo mismo acerca de 
los mecanismos mediante los que los viroides inter- 
accionan con el huésped (se replican e inducen res­
puestas y eventualmente, un estado patológico).

Para abordar la problemática de la .inter­
acción viroide-huésped cabe hacer dos hipótesis de 
trabajo fundamentalmente (Diener, 1974; Semancik, 
1976; Conejero y Semancik, 1977a):

- Considerar a los viroides como RNAs vi
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rales de entidad molecular mínima y cu 
yos mecanismos replicativos serían acor 
des con su naturaleza viral.

- Por el contrario, considerar que la re 
plicación y patogenicidad de los viroi 
des pudiera constituir una situación 
totalmente nueva en los esquemas pato­
lógicos convencionales en la que las 
moléculas viroidales podrían interaccio 
nar con el genoma del huésped distorsio 
nando la normal expresión de los siste­
mas metabólicos celulares.

III.1.- LOS VIROIDES COMO RNAs MENSAJEROS.

Los primeros estudios dirigidos a encon­
trar alguna evidencia de la actividad de los RNAs 
viroidales como mensajeros, fueron llevadas a cabo 
con el CEV (Hall et al., 1974) y el PSTV (Davies, 
Kaesberg y Diener, 1974) en diferentes sistemas de 
traducción "in vitro" en los que se incluyeron, al 
ternativamente, extractos libres de células de "Tri 
ticum aestivum","Escherichia coli", "Bacillus stea- 
rothermophilus" y "Pseudomonas aeruginosa".
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En condiciones en las que otros RNAs de 
virus (no patógenos para estos organismos) eran tra 
ducidos, no se pudo detectar productos de la traduc 
ción de ninguno de los dos viroides.

Posteriormente, la inyección de CEV a oo- 
citos de "Xenopus iaevis" como sistema más próximo 
a la situación "in vivo", tampoco produjo resulta­
dos positivos. La poliadenilación previa del CEV no 
alteró estos resultados (Semancik, Conejero y Ger- 
hart, 1977).

A pesar de que estos resultados apoyaban 
la hipótesis de la no funcionalidad de los viroides 
como mensajeros, no podía descartarse la posibili­
dad de que los resultados negativos obtenidos en 
los experimentos referidos, se debieran a una ina­
decuación o incapacidad de los sistemas de traduc­
ción utilizados.

En relación con la posibilidad anterior­
mente apuntada, Conejero y Semancik, (1977a), vol­
viendo al sistema "in vivo" (CEV-Gynura aurantiaca 
DC) y mediante electroforesis en geles de poliacri 
lamida con dodecil sulfato sódico (SDS), detectaron 
en la fracción postribosómica (soluble) de hojas a
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picales de Gynura aurantiaca infectada, la intensifi 
cación de dos proteínas: CEV-P^ y -P2 de pesos mole­
culares de 13.700 d y 18.000 d respectivamente. Ambas 
proteínas parecían poseer una actividad metabólica - 
intensa a juzgar por su elevado mareaje radiactivo.

Flores, Chrobozek y Semancik (1978), puri­
ficaron en gran extensión la proteína CEV-P^ median­
te fraccionamiento con sulfato amónico y cromatogra­
fía de filtración en gel. El peso molecular que me—  

diante esta última técnica se obtuvo para CEV-P^ fue 
similar al obtenido por electroforesis en geles de - 
poliacrilamida.

Posteriormente, se ha descrito la existen­
cia de moléculas de RNA complementarias al RNA del - 
CEV en tejidos infectados (Grill y Semancik, 1978). 
Basándose en este hallazgo y en la secuencia de ba—  

ses complementarias a la descrita para el PSTV (Gross 
et al., 1978), Matthews (1978) ha puesto de relieve 
la posibilidad de que los viroides puedan comportar­
se como virus de cordón negativo, cuyos RNAs comple­
mentarios fueran traducidos en las células huésped - 
produciendo varias proteínas, que en el caso del CEV 
podrían ser las encontradas por Conejero y Semancik 
(1977a) (CEV-P1 y -P2 ).
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III.2.- POSIBLES MECANISMOS DE REPLICACIOÑ DE LOS 
VIROIDES.

Las incógnitas más importantes que plantea 
la replicación de los viroides, como las de la sínte 
sis de cualquier ácido nucleico son: (1) ¿Cual es la 
matriz o molde que dirige su síntesis'?. (2) ¿Cual o 
cuales son los enzimas implicados?.

De acuerdo con los mecanismos biológicos 
actualmente conocidos, una síntesis RNA-dependiente 
requeriría la formación de secuencias de RNA, comple 
mentarias al viroide, que sirvieran de molde para el 
RNA viroidal. Todo el proceso estaría catalizado por 
una RNA polimerasa RNA-dependiente actuando como una 
verdadera replicasa.

En un mecanismo alternativo, DNA-dependiep 
te, serían necesarias secuencias de DNA complementa­
rias (cDNA) a las del RNA viroidal. Dichas secuencias 
podrían estar presentes en el genoma del huésped o 
serían sintetizadas como consecuencia de la infección 
del viroide, requiriéndose la actuación- de una trans- 
criptasa en reverso responsable de su síntesis. La 
replicación de las moléculas de viroide se haría,se­
gún este esquema, por transcripción del cDNA mediante
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una RNA polimerasa DNA-dependiente.

Las aproximaciones dirigidas a dilucidar 
estas cuestiones han sido fundamentalmente de dos 
tipos: estudios con inhibidores de la transcripción 
o síntesis de RNA-DNA dirigida (actinomicina D y 
a-amanitina) y experimentos de hibridación molecu 
lar.

*

Los estudios llevados a cabo "in vivo” 
(Diener y Smith, 1975) e "in vitro” (Takahashi y Di 
ener, 1975) sobre la inhibición de la replicación 
del PSTV con actinomicina D (AMD), parecen sugerir 
que la síntesis del viroide es dependiente del DNA. 
La sensibilidad de la replicación viroidal a la AMD 
ha sido confirmada en un trabajo posterior (Mülbach 
y Sánger, 1979) realizado con "cucumber palé fruit 
viroid" (CPFV).

En contradicción con estos resultados, 
Grill y Semancik, (1980), han presentado evidencia 
de que la AMD, utilizada a concentraciones menores 
que en los trabajos anteriores, pero que inhiben la 
síntesis de RNA 5S del huésped en un 80%, no afec­
ta a la replicación del viroide y sugieren que la 
inhibición observada en los trabajos anteriores pue
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de ser debida a un efecto tóxico general sobre el . 
metabolismo celular.

Mülbach y Sánger, (1 979), a su vez, estur- 
dian el efecto inhibidor de la a-amanitina sobre 
la replicación del RNA-CPFV y comprueban que dada la 
concentración a la que este compuesto ejerce su efec 
to inhibidor parece existir una implicación de la 
RNA polimerasa II (DNA-dependiente) en el proceso de 
replicación.

Es necesario apuntar que la sensibilidad 
de la síntesis viroidal a la AMD o a la a-amaniti­
na, no prueba definitivamente que el viroide sea 
transcrito a partir de un molde de DNA (Diener, 1981b). 
En efecto, el proceso podría depender, en algún pa­
so de la síntesis de una cadena de RNA del huésped 
que: (1 ) podría comportarse como mensajero para la 
síntesis de una o varias proteínas implicadas en el 
proceso (incluyendo la RNA polimerasa II), o (2) po 
dría actuar como "primer" siguiendo un esquema sirrá 
lar al que opera en la replicación del virus de la 
influenza (Bouloy, Plotch y Krug, 1978).

Otro tipo de aproximación seguido en el es 
tudio de los mecanismos de replicación de los viroi-
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des consiste en la identificación de secuencias de 
DNA o RNA complementarias a los viroides en extrae 
tos de ácidos nucleicos de plantas huésped mediante 
hibridación molecular.

1 25En experimentos con I-CEV, Semancik y 
Geelen (1975), detectaron secuencias de DNA comple 
mentarias al viroide, en preparaciones ricas en DNA 
de tejidos infectados con el viroide de la exocor- 
tis de los cítricos (CEV). Sin embargo, dichos au­
tores no pudieron encontrar la actividad de trans- 
criptasa en reverso que pudiera dar cuenta de la 
présencia de dichas secuencias de DNA. Posteriormen 
te, Hadidi et al., (1976), han presentado evidencia 
de la existencia de secuencias complementarias al 
RNA-PSTV en el DNA procedente de plantas de patata 
tanto sanas como infectadas.

A pesar de estos resultados, dada la difi 
cuitad que presenta la purificación total del viroi 
de, resulta dificil excluir la posibilidad dé que 
la hibridación observada en trabajos de este tipo, 
se debiera al apareamiento del DNA del huésped con 
algún RNA celular (contaminante de la preparación 
de viroide) y no del apareamiento con el propio RNA 
viroidal. Así, cuando las preparaciones de viroide
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fueron purificadas en geles de poliacrilamida que - 
contenían urea 8M, con objeto de reducir el nivel -
de RNAs contaminantes, no pudo detectarse secuen---
cias complementarias a las del RNA-PSTV en el DNA - 
del huésped (Zaitlin et al., 1980; Branch y Dickson, 
1980).

Por otra parte, en experimentos de hibri­
dación realizados con CEV (Grill y Semancik, 1978, 
1980) y con PSTV (Owens et al., 1980) se ha descri­
to la existencia de cadenas de RNA complementarias 
al viroide (cRNA-CEV o -PSTV) en tejidos infectados. 
Owens y col. en este mismo trabajo y, mediante mo—  

dernas técnicas de clonación, han conseguido molécu 
las de RNA del mismo tamaño que el PSTV pero comple 
mentarias.

Cualquiera que sea el molde de replicación, 
los RNAs viroidales no parece que puedan codificar - 
un sistema de replicación completo aún en el supues­
to de que actuasen como mensajeros, dado el bajo con 
tenido informacional de sus moléculas.

Las pruebas acumuladas en los últimos ---
años sobre la existencia de RNA polimerasas RNA-de—  

pendientes en tejidos sanos de numerosas especies —
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vegetales (Fraenkel-Conrat, 1979) apoyan la hipóte—  

sis sugerida por Diener (1979 a y b), de una replica 
cion viroidal catalizada por enzimas del huésped.

En definitiva, los datos presentados sugie 
ren que la replicación de los viroides tiene lugar a 
través de secuencias complementarias al RNÁ viroidal 
presentes en moléculas de RNA(cRNA) y catalizados 
por una RNA polimerasa del huésped. Pero, ¿cómo in—  

terviene el RNA del viroide en el proceso replicati- 
vo?. .En este sentido, existe la posibilidad de que - 
el enzima del huésped necesite, para actuar como ver 
dadera replicasa,la asociación de un "factor protei­
co" complementario codificado por el viroide o por - 
el huésped, en cuyo caso su síntesis estaría induci­
da o estimulada por la presencia del RNA viroidal.

III. 3.- PATOGENIA. RESPUESTA DEL HUESPED A LA IN 
FECCION VIROIDAL.

Queda todavía por comentar los escasos co­
nocimientos que se poseen acerca de cómo los viroi—  

des inducen un estado patológico en huéspedes sensi­
bles. En este apartado trataremos de presentar de ma 
ñera sucinta los resultados obtenidos en los estu—  

dios llevados a cabo en esta parcela de la investiga



-  215 -

ción sobre los viroides. Resultados, que como veremos, 
se circunscriben fundamentalmente al viroide de la - 
exocortis de los cítricos (CEV).

Muchos de los síntomas inducidos por los - 
viroides, tales como enanismo, epinastia, rugosidad 
y deformaciones foliares, son alteraciones del des—
arrollo que pueden ser consecuencia de desequili----
brios hormonales. Un estudio comparativo del contení 
do hormonal entre plantas de Gynura aurantiaca sanas 
y plantas infectadas con CEV (Rodríguez. García-Mar- 
tinez y Flores, 1978) ha permitido detectar una sig­
nificativa disminución en los niveles de giberalinas 
endógenas en las plantas enfermas, no observándose - 
cambios en los niveles de ácido abscísico y ácido in 
dolacético.'._

A su vez, Flores y Rodríguez, (1981) han - 
presentado evidencia de que la infección con CEV re­
trasa e incluso impide, el enraizamiento de esquejes 
de las plantas huésped.

Por otra parte, junto con los síntomas ma­
croscópicos característicos de la infección viroidal, 
se han podido observar diversos efectos citopáticos. 
Así, Semancik y Vanderwoude, (1976), han detectado
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una proliferación de estructuras vesiculares y tubu­
lares en tejidos de Gynura aurantiaca infectada con 
CEV. Estos autores sugieren que dichas estructuras, 
denominadas "plasmalemmasomas", pueden ser un efecto 
citopático primario de la infección viroidal, relacio 
nando de modo directo su aparición con el RNA viroi—  

dal. ........................................

Sin embargo, en otro estudio relativo a los 
efectos citopáticos asociados a la infección del CEV 
(Sanger, 1979) se han encontrado "plasmalemmasomas" - 
en plantas sanas, con la misma frecuencia que en los 
tejidos infectados. A pesar de ello, la infección vi­
roidal parece afectar la estructura de dichos corpús; 
culos. Mientras que en tejidos sanos los "plasmalem­
masomas" hallados presentaban estructura vesicular o 
tubular, en las plantas infectadas el tipo vesicular 
mostraba grandes irregulari.dades en cuanto a tamaño, 
forma y densidad conteniendo vesículas internas defor 
madas. Posteriormente,ha sido descrita la existencia 
de "plasmalemmasomas" en tejidos de tomate infectados 
con PSTV (Hari, 1980).

Hasta el momento presente se desconoce . - 
si existe o no alguna relación entre las alteraciones 
hormonales y los efectos citopáticos descritos, si - 
están conectadas de algún modo con los polipéptidos -
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CEV-P-j y -P2 asociados a la infección (Conejero y - 
Semancik, 1977a), y si estos hechos son de importan 
cia primaria en la producción del síndrome caracte­
rístico de las infecciones viroidales.

IV.- OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO.

En la Cátedra de Bioquímica y Química Agrí 
cola de la E.T.S. de I. Agrónomos de la Universidad 
Politécnica de Valencia se inició una línea de inve£ 
tigación cuyo objetivo general era dilucidar el pa—  

peí de los polipéptidos de bajo peso molecular (CEV- 
-P^ y —P2 ) asociados a la infección del viroide exo- 
cortis de los cítricos, previamente descritos por Co 
nejero y Semancik (1977a), en la interacción viroide 
-huésped.

Las cuestiones fundamentales que quedaban 
abiertas después del citado trabajo eran las siguien 
tes :

- ¿Son CEV-P^ y -P2 > polipéptidos codifica 
dos por el RNA del CEV, por su cRNA de acuerdo con - 
Matthews (1978), o por algún mRNA exclusivamente re­
lacionado con la interacción viroide-huésped, o por
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el contrario, son proteínas o polipéptidos codifica­
dos por el huésped y cuya producción es estimulada - 
por la presencia del viroide?.

- ¿Constituyen elementos fundamentales en 
algunas de las funciones biológicas (replicación, 
producción de un estado patológico en el huésped, in 
ducción de posibles respuestas de defensa o protec—  

ción) en que puede traducirse la interacción viroide 
-huésped, o son subproductos de las alteraciones indu 
cidas por el viroide?.

El trabajo que a continuación se describe 
constituye un intento dirigido a dar respuesta a al­
guna de estas cuestiones.
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MATERIALES Y M ETODOS
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I.- APARATOS.

- Centrífuga MSE Superspeed 65 Mark II
- Centrífuga BECKMAN L5-50
- Centrífuga SORWAL RC 2-B
- Fuente de electroforesis LKB BIOCHROM 2103 

Power Supply ...............................
- Fuente de electroforesis SHANDON SOUTHERN 

Vokam 500-150
- Nebulizador DEFENSOR A.S. Zürich (indus­

trias MAG)
- Espectrofluorímetro PERKIN-ELMER 512
- Agitador rotativo ROTATERM S-435 SELECTA
- PHmetro RADIOMETER COPENHAGEN
- Densitómetro BECKMAN CDS - 200

ITÍ- REACTIVOS.

La casi totalidad de los productos químicos 
utilizados, de distintas marcas, fueron del grado de 
pureza "Para Análisis". A continuación se detallan 
los mas importantes.

- Acrilamida (SIGMA)
- N ,N Metilenbisacrilamida (SIGMA)
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- N ,N ,N ',N ' tetrametiletilendiamina (TEMED) 
(SIGMA)

- 2-Mercaptoetanol (MCE) (MERCK)
- Tris-(hidroximetil)-aminometano (FLUKA)
- Glicina o Glicocola (U.C.B.)
- Coomassie Brilliant Blue G (SIGMA)
- Dodecil sulfato sódico (SDS) (MERCK)
- Persulfato amónico (PANREAC)
- Polivinil pirrolidona soluble (PVP) (SIGMA)
- Acetona (MERCK)
- Etilendiaminotetracetato de sodio (EDTA) 

(PROBUS)
- Sulfato de protamina (MERCK)
- Fluorescamina (SIGMA)
- Acido bórico (MERCK)
- DiNa-tetraborato (MERCK)
- Na-dihidrógeno fosfato (MERCK)
- Na-hidrógeno fosfato (PANREAC)

III.- MATERIAL VEGETAL.

El trabajo experimental correspondiente a - 
esta tesis se ha realizado con distintas especies ve­
getales: Gynura aurantiaca DC; tomate (Lycopersicon - 
esculentum: c.v. Rutgers y c.v. Rentita); patata (So-
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lanum tuberosum c.v. Marijke); cidro (Citrus medica c 
v. Etrog) y tabaco (Nicotiana tabacum c.v. Xanthi).

Los bloques experimentales se han obtenido 
por multiplicación vegetativa en el caso de Gynura y 
cidro (esquejes) y por tubérculos en patata.El toma­
te y el tabaco han sido multiplicados por semilla. El 
número de individuos de cada bloque experimental se - 
ha fijado atendiendo a razones estadísticas y opera—  

cionales del diseño.

La propagación vegetativa de las plantas se 
ha realizado a partir de plantas madre de una misma - 
edad propagadas a su vez de una planta madre común, - 
obteniéndose así, esquejes de características morfofi 
siológicas bastante homogéneas. Dichos esquejes se so­
meten a un proceso de enraizamiento en cámara de nebu 
lización plantados en un lecho de arena inerte, pre—  

viamente humedecida, de unos 8 cm. de profundidad, en 
bandejas mantenidas a temperatura constante (30° C).

Transcurrido un periodo de tiempo suficien­
te para el desarrollo radicular (15 días en Gynura - 
aurantiaca y 20 días en cidro "Etrog".) se realiza el 
trasplante de los esquejes a macetas. El medio de cul 
tivo en dichas macetas es una mezcla de tierra y tur­
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ba previamente esterilizada, y fertilizantes. '

IV.- INOCULACIONES.

Las inoculaciones se realizan transcurrido 
un periodo de adaptación al medio después del tras­
plante de los esquejes (15 días aproximadamente), o 
cuando las plantas procedentes de las semillas y tu­
bérculos tienen de 2 a 4 hojas desarrolladas.

En plantas de Gynura, cidro y patata, la - 
inoculación se lleva a cabo practicando 8 incisiones 
transversales en la parte media del tallo, con una - 
hoja de afeitar o bisturí impregnado con el inoculo. 
Dichas incisiones se realizan procurando que el pla­
no de incisión posea una inclinación muy pequeña res 
pecto al eje del tallo y que la profundidad de la in 
cisión esté próxima a 2 mm.. La incisión se protege 
mediante una cinta de plástico extensible, que se —  

elimina transcurridos unos 10 a 15 días. Las plantas 
de tomate y tabaco se han infectado espolvoreándolas 
previamente con carborundo y aplicando el inoculo 
con la ayuda de una torunda de algodón.

Los inóculos utilizados son los siguien---
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tes:

- Fracción "tRNA-like" (Semancik et al., - 
1975) de tejidos foliares infectados con 
el viroide exocortis de los cítricos 
(CEV).

- Extracto con tampón fosfato bisódico - 
50 mM pH 7,2 (2 ml/gr.) de hojas de taba­
co (c.v. Xanthi) infectadas con el virus 
del mosaico'del tabaco (TMV).

- Extracto con tampón borato sódico 50 jnM - 
pH 6,8 de hojas de tabaco (c.v. Xanthi) - 
infectadas con el virus del mosaico del - 
pepino (CMV).

Las plantas testigo se someten en todos los 
casos a idéntico tratamiento salvo que los extractos 
inoculantes carecen de agente infeccioso.
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V.- ANALISIS DE PROTEINAS FOLIARES.

V . 1 M U E S T R E O S .

V.1.1.- OBTENCION DE LAS MUESTRAS.

En todos los huéspedes utilizados, se ha po 
dido comprobar que al igual que sucedía en las plan—  

tas de Gynura aurantiaca (Guerri, 1979) cuando las 
muestras foliares son uniformes (plantas de la misma 
edad, hojas de similar estado de desarrollo y con ca­
racterísticas morfofisiológicas análogas) la variabi­
lidad individual en la composición proteica es prácti 
camente despreciable. Basándonos en ello, el número - 
de plantas muestreadas ha sido entre 3 y 6, dependien 
do de la mayor o menor uniformidad de la respuesta de 
las plantas a cada infección.

Por otra parte, con objeto de evitar las 
alteraciones que pudiera producir en los resultados - 
el hecho de que las plantas sean sometidas a la muti­
lación que supone el arrancar las hojas correspondien 
tes a muéstreos anteriores,cada muestreo se realiza - 
sobre grupos de plantas distintos. De este modo una - 
planta determinada no se muestrea más que una vez.
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Después de recogidas y etiquetadas, las mués—  

tras se trasladan refrigeradas (4o C) al laboratorio 
donde se pesan y se inicia el proceso de extracción.

V.1.2.- HOMOGENIZACION Y PREPARACION DE EXTRAC­
TOS.

La homogenización se lleva a cabo a baja —  

temperatura. Sin embargo, la necesidad de una cámara 
refrigerada puede obviarse, sin introducir alteracio­
nes significativas en la composición protéica de las 
muestras, por un procedimiento alternativo en el que 
el macroambiente frió de la cámara se sustituye por - 
un microambiente a temperatura suficientemente baja - 
(Serra,.1979). Ello se consigue mediante el preenfria 
miento a - 20° C de los utensilios de homogenización 
(morteros, pistilos, etc.) y de la solución extracto- 
ra.

La trituración se realiza, según lo descri­
to por Semancik, (1976),en presencia de una solución 
extractora, en proporción 1:3 (peso muestra/volumen - 
de solución), cuya composición para 500 mi. es la si­
guiente :

- 34,2 gr. de Sacarosa
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- 50 mi. de Tricina 0,1 M, pH 7,4
- 50 mi. de Polivinil pirrolidona (PVP) solui

ble, 10%
- 10 mi. de Cl2Mg 0,1 M
- 50 mi. de C1K 0,2 M
- 1,5 mi. de Mercaptoetanol (MCE).

El homogeneizado se filtra a través de lien 
zo presionándolo con la ayuda de una muñequilla. Este 
constituye el extracto crudo o de proteínas totales.

V.1.3.- FRACCIONAMIENTOS SUBCELULARES.

Del extracto crudo total mediante sucesivas 
centrifugaciones a 4o C, se obtienen las fracciones - 
subcelulares. La pauta de fraccionamiento por centri­
fugación, así como la composición fundamental de cada 
una de las fracciones es la siguiente:

1.- Sedimento de 750 g, 10 minutos. Frac---
ción nuclear.

2.- Sedimento de. 10.000 g, 10 minutos. Frac
ción rica en cloroplastos y mitocon----
drias.

3.- Sedimento de 40.000 g, 20 minutos. Frac 
ción rica en membranas.

4.- Sedimento de 100.000 g, 2 horas. Frac—



ción ribosómica.
5.- Sobrenadante de 100.000 g, 2 horas. Frac 

ción postribosómica o soluble.

Los sedimentos resultantes en cada centrifu­
gación se resuspenden en un medio que contiene: saca­
rosa 15% (v/v); tricina 15 mM, pH 7,4; Cl^Mg 2.mM;
C1K 20 mM y mercaptoetanol (MCE) 40 mM. La operación 
de resuspensión se realiza también en frío.

V.1.4.- PREPARACION DE LAS PROTEINAS PARA LA - 
ELECTR0F0RESIS CON D0DECIL SULFATO SO­
DICO (SDS).

Inmediatamente después de obtenidos, tanto - 
el extracto de proteínas totales como las_ fracciones 
subcelulares, se someten a un tratamiento con el deter 
gente aniónico dodecil sulfato sódico (SDS) que tiene 
por objeto cargar a las proteínas negativamente. Las 
proteínas quedan desnaturalizadas y segregadas en sub 
unidades. Para ello se hierven durante 4 minutos en un 
medio que contiene: SDS 1,76%; Tris-CIH 77 mM, pH 8,0; 
Glicerina 3% y MCE 4,4%.

V.1.5.- ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Las muestras tratadas con SDS, se conservan
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en alícuotas a -20° C para evitar cambios signiticat:i 
vos en su composición proteica (Serra, 1979).

El almacenamiento en forma de alícuotas per 
mite que las muestras no sufran más que la descongela 
ción previa a su procesamiento electroforático.

V. 2.- ELECTROFORESIS EN GELES LAMINARES DE P0LIA-
CRILAMIDA CON DODECIL SULFATO SODICO (SDS).

V. 2.1.- PREPARACION DE GELES LAMINARES.

En la preparación de los geles se utilizan 
las siguientes soluciones stock:

Solución A: Acrilamida, 30 % (w/v) + bisa—  

crilamida 0,8 % (w/v).

Solución B: Tris-CIH, 0,5M, pH 8 , 0 +  SDS 
0,4 % (w/v).

Solución C: Tris-CIH, 1,5M, pH 8,8 + SDS 
0,4 % (w/v).

Solución D: Persulfato amónico 10 % (w/v) - 
(preparado recientemente).

Los geles laminares, de 1 mm. de espesor, -
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se preparan formando un sistema discontinuo de tres - 
capas. Para la preparación de la mezcla de polimeriza 
ción de cada capa, se mezclan en un matraz de Kitasa- 
tos las cantidades correspondientes (indicadas más - 
adelante) de las soluciones A, B (o C), agua y de la 
solución D, previamente enfriadas. Después de agitar 
la mezcla, se desgasifica mediante la aplicación de - 
vacio con la ayuda de una bomba durante 7 minutos, - 
después de lo cual se añade el TEMED (N,N,N',N'-tetra 
metiletilendiamina). La mezcla final se agita suave—  

mente y se introduce, con la ayuda de una pipeta Pas- 
teur, en el molde formado por dos placas de cristal - 
separadas por un marco constituido por tres cintas de 
teflón de 1 mm. de espesor. Las uniones se hacen es—  

tancas con la ayuda de vaselina. El conjunto se man—  

tiene unido y firme mediante pinzas situadas a. lo lar­
go de los laterales y la base del molde.

Para obtener una interfase lisa y horizon—
tal entre las distintas capas, inmediatamente des----
pués de que se ha vertido la mezcla de polimerización 
correspondiente a cada capa, se deposita cuidadosamen 
te una capa de agua destilada de aproximadamente 1 cm. 
de altura. Dicha capa de. agua se elimina antes de de­
positar la mezcla gelificante correspondiente a la s_i 
guiente capa.
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La composición de las tres capas, de acuer­
do con lo previamente descrito (Conejero y Semancik , 
1977b) es la siguiente:

1 Gel de resolución del 14 % de acrilami- 
da y pH 8,8; capa de 8,6 cm. de una meẑ  

cía compuesta de 6,065 mi. de la solu­
ción A, 3,25 mi: de la solución C, —  

3,865 mi. de agua destilada y fría,
110 ¡ul de la solución D y 6 ¡ul de TEMED.

2.- Gel espaciador de 6,3 % de acrilamida y 
pH 8,8: capa de 1,5 cm. de una mezcla - 
compuesta de 1,375 mi. de la solución A, 
1,625 mi. de la solución C, 3,5 mi. de 
agua destilada y fría, 30 ¡il de la solu 
ción D y 3 jul de TEMED.

3.- Gel de concentración del 4 % de acrila­
mida y pH 8,0: capa de 1,5 cm. de una - 
mezcla compuesta de 0,665 mi. de la so­
lución A, 1,250 mi. de la solución B , 
3,085 mi. de agua destilada y fría,
30 /til de la solución D y 5 ¿ul de TEMED.

Antes de añadir esta última capa se introdu
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ce en el molde un peine de teflón (de dientes de 1 cm. 
de anchura y 2 mm. de separación) hasta la altura - 
que indique la profundidad de la capa. Este permitirá 
que una vez polimerizada la mezcla se formen los po—  

zos donde se depositarán las muestras.

V. 2.2.- ELECTROFORESIS.

La electroforesis se lleva a cabo a 4 o C en 
una cámara de refrigeración a corriente constante 
(20mA) durante 2,5 a 3 horas. La célula y el tampón de 
electroforesis usados (20,16 gr. de Glicina, 4,3 gr. 
de Tris y 0,7 gr. de SDS en 700 mi. de agua) son esen 
cialmente los descritos por Studier, (1973).

V. 2.3.- FIJACION, TINCION Y DESTEÑIDO DE GE—  

LES.

Después de la electroforesis, los geles se 
fijan durante toda la noche en una solución acuosa de 
ácido tricloroacético (TCA) al 12,5 % (w/v) e isopro- 
panol al 25 % (v/v) y se tiñen con una solución del - 
0,05 % de azul de Coomassie Brilliant Blue G, en solu 
ción acuosa de isopropanol (25 %) y ácido acético gla 
cial (12 %) durante un tiempo que depende del efecto 
que se quiera resaltar.
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Eliminada la solución de tinción, los geles 
se destiñen en una solución acuosa de ácido acético - 
(10 %) e isopropanol (10 %).

Estas operaciones se .llevan .a .cabo introdu­
ciendo los geles y las soluciones en bandejas de mate 
rial inatacable. Para obtener buenos resultados es 
conveniente mantener constantemente una agitación sua 
ve. Las bandejas se cubren con papel aluminio con el 
fin de disminuir las evaporaciones.

V. 2.4.- FOTOGRAFIA DE GELES.

Una vez bien desteñidos los geles se extien 
den sobre un soporte de cristal transparente (se reco 
mienda el uso de una bandeja) y se depositan sobre - 
una caja de iluminación de las utilizadas para ver ra 
diograflas.

Para obtener un buen enfoque de todo el gel 
es indispensable que éste permanezca pegado a la su—  

perficie del cristal soporte; hay que evitar, por tan 
to, las ondulaciones que se formen al contraerse el - 
gel por pérdida de agua, debido al calor que despren­
de el foco luminoso. Una fina capa de agua destilada 
entre el gel y el soporte puede evitar este efecto. -
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De todos modos, la operación de fotografía no debe —  

prolongarse, pues de lo contrario se forman burbujas.

El material fotográfico utilizado es el si­
guiente: Cámara Minolta srT 101 con objetivo M.C. ma- 
cro Rokkor-QF 1:3,5 f. 50 mm. y filtro naranja (aumen 
ta considerablemente el contraste) Yashica 55 mm. 0,2. 
Película Agfapan 100 y papel fotográfico BR0VAL RC 1 
(especial, cartón blanco brillante).

V. 2.5.- DENSITOMETRIA DE GELES.

La densitometría de los geles se ha realiza 
do a partir de positivos fotográficos en un densitóme
tro BECKMAN CDS -200. Se ha utilizado sólo en aque---
líos casos en que la visualización directa de los —  

efectos protéicos que queremos resaltar resulta confu 
sa.

Para la evaluación densitométrica del fenó­
meno de la génesis proteolítica de una determinada - 
banda polipeptídica (P^ o P^) a partir de extractos - 
que contienen todas las proteínas foliares extraibles, 
ha sido necesaria la introducción de una innovación - 
en el método densitométrico que permite el seguimien­
to de la evolución de los niveles de un determinado -
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polipéptido en el seno de una mezcla compleja de pro­
teínas cuyo perfil electroforético (peso molecular y 
contenido) cambia constantemente al estar sometido a 
un proceso proteolítico. Dicha innovación consiste en 
la obtención de densitogramas de positivos fotográfi­
cos de la banda polipeptídica en cuestión, realizados 
en las mismas condiciones para cada temperatura y 
tiempo (figuras 30 y 31 ).

V. 2. 6.- SECADO DE GELES.

Después de fotografiado, se sumerge el gel 
en una solución acuosa de ácido acético (10 %), iso—  

propanol (10 %) y glicerina (2,5 %) durante toda la - 
noche.

Utilizando como soporte una placa de vidrio, 
se envuelve el gel en papel celofán previamente moja­
do en la solución anterior. Para ello se coloca sobre 
el cristal un trozo de papel celofán, el gel encima y 
cubriéndolo,otro trozo de celofán cuidando que no se 
formen burbujas. Se doblan los laterales del celofán 
envolviendo al cristal soporte y se deja secar a tem­
peratura ambiente durante dos días.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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I.- EN BUSCA DE LA PRESENCIA DE CEV-P1 Y -Pg EN DISTIN 
TOS HUESPEDES DE EXOCORTIS.

I.1.- INTENSIFICACION DE POLIPEPTIDOS DE BAJO PESO 
MOLECULAR ANALOGOS A CEV-P1 Y - ? 2 DE GYNURA, 
EN TOMATE "RUTGERS", PATATA "MARIJKE" Y CIDRO 
"ETROG".

Los resultados negativos obtenidos en experi 
mentos realizados en sistemas de traducción de RNAs - 
mensajeros "in vitro" (Hall et al, 1974; Davies, Kaes^ 
berg y Diener, .1974) y "semi in vivo" (Semancik y et 
al., 1977) sugerían la no funcionalidad de los viroi- 
des como mensajeros. No obstante, dichos resultados no 
descartaban definitivamente la posibilidad de que la - 
traducción de los RNAs viroidales o de algún mRNA por 
ellos codificado o inducido sea un paso obligado en - 
interacción viroide-huésped.

Todas estas alternativas eran compatibles - 
con los resultados obtenidos en los estudios citados - 
anteriormente si se tiene en cuenta que el no haberse 
detectado productos de la traducción de los viroides 
estudiados podía deberse a una posible necesidad de - 
procesamiento biológico o a una adecuada maduración -

r

de las moléculas de RNA viroidales para poder ser tra
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ducidos o a cualquier otra inadecuación del sistema - 
traductor, no nativo utilizado, como ya hemos resal—  

tado anteriormente.

La vuelta al sistema "in vivo" (Gynura auran 
tiaca DC infectada con CEV) permitió detectar asociada
a tejidos infectados con el viroide, la intensifica---
ción de dos polipéptidos (CEV-P^: 13.700 d y CEV-P2 : - 
18.000 d) que apuntaba de nuevo la posibilidad de que 
alguno de ellos o ambos pudieran ser producto de la 
traducción del viroide (Conejero y Semancik, 1977a).

En efecto, en la medida que CEV-P^ tenía un 
peso molecular compatible (aunque límite) con la máxi­
ma capacidad de codificación del CEV-RNA, considerado 
entonces como monocistrónico y lineal, la hipótesis de 
que dicho polipéptido fuera producto de la traducción 
del viroide parecía razonable. La posibilidad dé que 
CEV-P2 también lo fuera parecía en aquel momento 
más remota, aunque algo más tarde se recogiera en la - 
hipótesis de Matthews (1978), según la cual los viroi- 
des podrían comportarse como virus de cordón nega­
tivo cuyos RNAs complementarios (Grill y Semancik, 
1978) codificarían la síntesis de varias proteínas - 
de las cuales las dos de mayor tamaño podrían coinci 
dir, en el caso del viroide exocortis (CEV) con las
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encontradas por Conejero y Semancik, (1979a), en Gynu 
ra aurantiaca PC.

En cualquier caso, de ser cierta esta hipó­
tesis para uno o ambos polipéptidos cabía esperar su 
presencia en todos los huéspedes de exocortis. Con ob 
jeto de contrastar esta predicción se ha llevado a ca 
bo un estudio de las alteraciones inducidas por la in 
fección del viroide exocortis de los cítricos (CEV) - 
en tomate MRutgers" (la planta más universalmente uti 
lizada en estudios sobre viroides, Diener, 1979c). El 
estudio se ha extendido también a patata "Marijke" y 
cidro "Etrog". Al primero por ser huésped de "potato 
spindle tuber viroid" (PSTV) y CEV y al último, por - 
ser el cítrico utilizado comunmente en los test de —  

diagnóstico de la exocortis de los cítricos a nivel - 
práctico.

En la figura 1, se presentan las alteracio­
nes proteicas inducidas por el viroide exocortis (CEV) 
en tejidos foliares de tomate "Rutgers" en relación ^ 
con la presencia o no de síntomas morfológicos. Como 
puede observarse, sólo los tejidos infectados y con - 
síntomas (figura 1 b' y d') presentan la intensifica^ 
ción de dos bandas proteicas (T-CEV-P^ y Pe—
sos moleculares análogos a los descritos para Gynura
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aurantiaca (Ga-CEV-P^ y -P2 ).

El examen detenido de los proteinogramas de 
las distintas fracciones subcelulares (figura 2), nos 
permite afirmar que estas alteraciones proteicas igual 
que Ga-CEV-P^ y -P^, están fundamentalmente localiza­
das en la fracción postribosómica (figura 1 d').

Por otra parte, en la figura 3 puede obser­
varse que la infección viroidal induce en patata.la - 
intensificación de polipéptidos análogos a los descri 
tos (P-CEV-P^ y -P2 ). Es interesante resaltar por su 
coincidencia con los resultados obtenidos en Gynura - 
(Guerri, 1979), que también en estos huéspedes existe 
una estrecha relación entre los síndromes morfológico 
y proteico. En los proteinogramas que corresponden a 
partes de la planta con manifestación externa del sin 
drome patológico, CEV-P^ y -P^ se observan claramente 
intensificadas (figura 1 b',d' y figura 3 b,d) mien—  

tras que no se detectan diferencias en los correspon­
dientes a hojas sin síntomas (figura 1 b,d y figura 3 
f).

En la figura 4, se presentan conjuntamente 
las alteraciones proteicas inducidas por CEV en toma­
te "Rutgers", patata "Marijke" y cidro "Etrog". Se ha
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incluido Gynura aurantiaca, como sistema de referencia. 
Como puede verse, aunque la exocortis induce cambios - 
significativos en algunas proteínas de alto peso mole­
cular, únicamente la región de bajos pesos moleculares 
de los proteinogramas presentan alteraciones análogas 
en los cuatro huéspedes (CEV-P^ y -P2) pero cuyos pe—  

sos moleculares varían de un huésped a otro: patata y 
tomate (P- y T-CEV-P1 : 12.000 d; P- y T-CEV-P2 :.16.300 
d), Gynura aurantiaca y cidro "Etrog" (Ga- y Ec-CEV-P^: 
13.700 d ; Ga- y Ec-CEV-P^: 18.000 d). Estos polipépti 
dos podrían seguir siendo considerados como posi­
bles productos de una síntesis más o menos directa---
mente dirigida por la información genética presente 
en las moléculas viroidales, si se admitía la posibili. 
dad de que el procesamiento de la información del vi—  

roide en la síntesis de dichos polipéptidos o su posi­
ble modificación post-traduccional variara con el 
huésped.

Es interesante resaltar que el polipéptido 
CEV-P^ no ha podido ser detectado en tomate cuando la 
infección es reciente. En la figura 5, donde se mues­
tran los electroforegramas de tejidos foliares de dos 
variedades de tomate (c.v. Rutgers y c.v. Rentita) se 
puede observar que la exocortis induce la intensifica 
ción de diversas proteínas entre las que destaca
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T-CEV-P.J . En cambio a nivel del peso molecular corre^ 
pondiente a T-CEV-P^ no existen diferencias.

El hecho de que este polipéptido sólo se - 
intensifique cuando la enfermedad está en fase avanza 
da (figura 1) y no haya podido ser observado en perio 
dos iniciales de la infección sugiere que CEV-P2 juga 
ría un papel menos esencial que CEV-P^ en el proceso 
infeccioso y podría ser éste un primer indicio de que 
CEV-P2 sea, como más adelante desarrollaremos, un — 
producto degenerativo desencadenado por la enfermedad.

I. 2.- PRIMERA EVIDENCIA EN TORNO A LA NO IMPLICA­
CION DE CEV-P1 EN LA REPLICACION DEL VIROI-
DE.

En la replicación de los viroides como en - 
la de los virus RNA vegetales, parece imprescindible 
la actuación de una RNA polimerasa. Esta enzima dado 
el bajo contenido informacional de la molécula viroi- 
dal, no puede ser codificada por su RNA.

Fraenkel-Conrat (1979) por un lado y Romaine 
y Zaitlin (1978) por otro, basándose en la existencia 
de RNA polimerasas RNA dependientes en plantas sanas , 
han propuesto para el caso de la síntesis de ciertos 
RNAs virales, la hipótesis, todavía por dilucidar, de
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que sean estos enzimas del huésped los encargados de 
llevar a cabo la replicación de la cadena de RNA vi—  

ral. En este sentido, han sugerido la posibilidad de 
que la RNA polimerasa de la planta necesite para 
actuar como verdadera replicasa completa, la asocia—  

ción de un "factor proteico" complementario, codifica 
do bien por el virus, bien por el huésped, en cuyo ca 
so su síntesis estaría inducida o estimulada por la - 
presencia del RNA viral.

En el caso de los viroides y en particular 
del viroide de la exocortis de los cítricos (CEV) ob 
jeto de nuestro estudio, el polipéptido CEV-P^ inten 
sificado en Gynura aurantiaca DC (Conejero y Semancik, 
1977a) y en otros huéspedes (Conejero, Picazo y Sega­
do, 1979; Conejero et al. 1979) podría formar parte,- 
teóricamente al menos, de la RNA polimerasa del hués­
ped actuando como el posible "factor proteico" sugerí 
do por Romaine y Zaitlin (1978).

Con objeto de investigar con cual de los - 
procesos fundamentales de la interacción viroide-hué£ 
ped (replicación o patogenia) está relacionada la in­
tensificación de dicho polipéptido (CEV-P^), se han - 
estudiado las alteraciones proteicas asociadas a la - 
infección del viroide en dos variedades de tomate
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(c.v. Rentita y c.v. Rutgers) con capacidad similar - 
para replicar el viroide pero con distinto grado de - 
sensibilidad para manifestar el síndrome morfológico 
(Mülbach y Sánger, 1977).

En la figura 5 se muestran los proteinogra­
mas correspondientes a la fracción postribosómica de 
extractos de tejidos foliares de las dos variedades - 
de tomate inoculadas y con síntomas recientes de la - 
enfermedad, frente a sus testigos respectivos: tomate 
"Rutgers" con síntomas fuertes y tomate "Rentita" con 
síntomas débiles. En ella se observa que la intensif^ 
cación de T-CEV-P^ es mayor en la variedad más sensi^ 
ble para manifestar el síndrome de la enfermedad (fi­
gura 5 b) a pesar de que el viroide es replicado en - 
proporción similar en las dos variedades.

Estos resultados constituyen una primera - 
evidencia en contra de la intervención de T-CEV-P^ en 
la replicación del viroide. Por otra parte, dada su - 
estrecha relación con la manifestación de síntomas, - 
sugiere que dicho polipéptido estaría asociado a los 
acontecimientos posteriores a la replicación y que se 
producen como consecuencia de la interacción del vi—  

roide con el huésped.
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II.- ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS ALTERACIONES PROTEICAS 
INDUCIDAS POR LA EXOCORTIS Y DISTINTOS VIRUS EN - 
DIFERENTES HUESPEDES.

II. 1.- ALTERACIONES PROTEICAS DE BAJO PESO MOLECU­
LAR ASOCIADAS A .LA INFECCION DEL VIRUS DEL 
MOSAICO DEL TABACO (TMV) Y DEL VIRUS DEL - 
MOSAICO DEL PEPINO (CMV).

Una de las posibles hipótesis de trabajo en 
el estudio de los viroides es considerar a esta nueva 
clase patogénica como RNAs virales de entidad molecu­
lar mínima y cuyos mecanismos de replicación y patogé 
nesis serían acordes con una naturaleza viral (Diener, 
1974; Semancik, 1976; Conejero y Semancik, 1977a).

Por otra parte, la sintomatología inducida 
por el CEV comprende una serie de alteraciones del 
desarrollo que llevan consigo cambios morfológicos y 
metabólicos que en muchos aspectos pueden coincidir - 
con los producidos por otras infecciones virales. En 
este sentido, la detección de enanismo, deformaciones 
foliares y epinastia como síntomas comunes en la infec 
ción de exocortis y en la de distintas virosis, junto 
con la evidencia de que el virus del mosaico del taba 
co (TMV) y el del pepino (CMV)inducen en plantas de -
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tabaco la acumulación de cuatro proteínas de bajo pe 
so molecular (Gianinazzi et al., 1970; van Loon y van 
Kammen, 1970; van Loon, 1975), nos hizo pensar en la 
posibilidad de que alguna de ellas coincidiera con 
las intensificadas (CEV-P^ y -P2 ) por la infección - 
con el viroide exocortis de los cítricos.

Con objeto de comprobar esta cuestión y an­
te la limitación que suponía en nuestros estudios com 
parativos el que las plantas de tabaco no sean huéspe 
des de exocortis, se han analizado las alteraciones - 
proteicas inducidas por el TMV y el CMV en plantas de 
tomate "Rutgers", huésped común a CEV, TMV y CMV.

En la figura 6, donde se presentan los pro­
teinogramas correspondientes a extractos foliares de 
plantas sanas e inoculadas y con síntomas de TMV, se 
puede observar que además de la proteína de la cubier 
ta del virus (17.500 d),la infección produce la inten 
sificación de un polipéptido del mismo peso molecular, 
TMV—P̂j , que el inducido por la exocortis en este mismo 
huésped, CEV-P^ (12.000 d). Del mismo modo, el análi­
sis electroforético de extractos de tejidos foliares 
infectados con CMV (figura 11 c) permite detectar la 
intensificación de esta misma banda polipeptídica - 
(CMV-P^: 12.000 d) y de otra que corresponde a la pro
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teína de la cubierta viral (24.500 d). Un polipépti­
do de igual peso molecular (Tb-TMV-P^) es también - 
intensificado por el TMV en plantas de tabaco (figu 
ra 7).

Estos resultados sugieren que el polipépti 
do CEV-P^ no es exclusivo de la infección del CEV, 
sin embargo no descartan definitivamente la hipóte— - 
sis de Matthews respecto a que este polipéptido pue­
da, ser producto de la traducción de un mRNA comple—  

mentario al viroide puesto que, aunque remota, exi£ 
te la posibilidad de que en la información genética
de los tres agentes patógenos (CEV, TMV y CMV) pu---
diera haber una secuencia nucleotídica común respon 
sable de su codificación.

Por otra parte, el hecho de que P̂  se in­
tensifique en tejidos de tabaco, planta que no re—  

plica al viroide, proporciona una nueva prueba adi­
cional a la ya discutida en el apartado I. 2 sobre 
su no implicación en la replicación ni del CEV ni de 
los virus CMV y TMV.
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II. 2.- INTENSIFICACION EN LA INFECCION CON CEV, 
DE UN POLIPEPTIDO DE ALTO PESO MOLECULAR 
ANALOGO AL P-130K INDUCIDO POR TMV.

El hecho de no haber sido encontrado nin­
gún indicio de que los viroides utilicen su informa 
ción genética en la síntesis de proteínas específi­
cas (Hall et al., 1974; Davies et al., 1974; Seman­
cik et al., 1977) ha suscitado la hipótesis de que 
los viroides deben ser replicados por enzimas del - 
huésped (Diener, 1981a; Sánger, 1979). A este res—  

pecto se han propuesto los siguientes mecanismos po 
sibles:

1) Síntesis DNA-dependientes, cuyo paso - 
final estaría catalizado por una RNA polimerasa DNA 
dependiente y cuyo molde serían secuencias de DNA - 
complementarias (cDNA) a los viroides, preexisten—  

tes en el DNA del huésped o sintetizadas por una - 
transcriptasa en reverso.

2) Síntesis RNA-dependiente, donde el mol 
de lo constituirían cadenas de RNA complementarias
(cRNA) a las viroidales y el enzima encargado de - 
catalizar la formación de nuevo RNA del viroide se­
ría una RNA polimerasa RNA dependiente.
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Existen datos, ya reseñados en la introduc­
ción a favor y en contra de ambos mecanismos. En con­
tra de la síntesis dependiente del DNA destaca el he-

icho de que no se ha podido encontrar hasta ahora la - 
existencia de ninguna transcriptasa en reverso ni en 
huéspedes sanos, ni estimulada o inducida como conse­
cuencia de la infección (Semancik y Geelen, 1975). En 
cambio,- respecto al segundo mecanismo destacan las - 
pruebas descritas sobre la presencia de actividad RNA 
polimerasa RNA dependiente en el metabolismo normal - 
de la mayor parte de las plantas que se han investiga 
do (Astier-Manifacier et al., 1971; Duda et al., 1973; 
Fraenkel-Conrat, 1976; Stussi-Garaud et al., 1977; Le 
Roy et al., 1977; White et al., 1977; Ikegami et al., 
1978; Chifflot et al., 1980; Boege y Sánger, 1980) y 
que pueden replicar de modo relativamente inespecífi- 
co RNAs de distinta naturaleza, incluyendo a RNAs vi­
rales y a los viroides (Zaitlin et al., 1973; Hadidi 
et al.., 1973; Brishammer et al., 1974; Le Roy et al., 
1977; Ikegami y Fraenkel-Conrat, 1980; Diener, 1981a).

Por otra parte, se sabe que esta actividad 
RNA polimerásica se ve incrementada considerablemen—  

te como consecuencia de la infección de los RNAs vira 
les (Romaine y Zaitlin, 1978). La implicación del ge- 
noma del virus en el funcionamiento de la RNA polime-
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rasa del huésped como replicasa, según estos autores
consistiría en inducir la síntesis de una proteína -
que asociada al "core” de la RNA polimerasa del hué£
ped conferiría la funcionalidad y especificidad pro-

»

pias de una verdadera replicasa.

En relación con esta problemática parece —  

oportuno resaltar lo siguiente: 1) La evidencia des—  

crita (Zaitlin y Hariharasubramanian, 1972) de que el 
virus del mosaico del tabaco (TMV) induce en los teji_ 
dos de tabaco infectados la acumulación de un polipép 
tido de alto peso molecular (130.000 d. al que llamare 
mos en adelante P-130K) codificado por el genoma vi—  

ral según Scalla y colaboradores (1978), y del que ac 
tualmente se piensa que debe estar relacionado con su 
replicación (Romaine y Zaitlin, 1978). 2) Nuestro ha
llazgo de la intensificación de dicho polipéptido en 
plantas de tomate "Rutgers" infectadas con TMV (figu­
ra 8).

Aunque este último hecho era compatible con 
las ideas anteriormente expuestas, los resultados que 
a continuación se presentan, como veremos, hacen in—  

sostenibles dichas ideas.

En efecto, en la figura 9 puede observarse
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la intensificación en hojas de tomate "Rutgers" infec 
tadas con exocortis de un polipéptido (CEV-P-130K) de 
igual peso molecular que el TMV-P-130K descrito pre—  

viamente en tabaco infectado con TMV (Zaitlin et al., 
1972; Scalla et al., 1976; Scalla et al., 1978). Por 
otra parte, en nuestros estudios en geles de diferen­
te concentración de acrilamida, del comportamiento —  

electroforético de los polipéptidos CEV-P^ y P2 aso—  

ciados a los distintos huéspedes de exocortis se en—  

contró que el CEV también induce en patata la intensi 
ficación de P-130K (figura 10).

Un primer hecho que estos resultados ponen 
de relieve es que este polipéptido no es específico - 
de la infección del TMV. Por otra parte, en contra de 
lo sugerido por Scalla y colaboradores, (1978), nues­
tros resultados sugieren que TMV-P-130K no es un pro—  

ducto de la traducción del TMV-RNA. En efecto, aún ad­
mitiendo que en ambos agentes infecciosos (TMV y CEV ) 
existiese una secuencia nucleotídica común responsable 
de su síntesis, en el supuesto de que el RNA del CEV - 
actuase como mensajero "in vivo", su máxima capacidad 
codificadora se traduciría en un polipéptido no mayor 
a 14.00dd. Sin embargo, estos datos no descartan la po 
sibilidad de que como consecuencia de la interacción - 
de la información genética de la molécula viral o vi—
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roidal y el genoma del huésped, se aumentara la sínte 
sis de dicho polipéptido.

Aunque los hechos anteriormente resaltados, 
son consistentes con la posibilidad de que P-130K pu­
diera intervenir en la replicación, tanto del TMV co­
mo del CEV, todos los resultados obtenidos hasta este 
momento en nuestro estudio nos conducían a pensar que 
como en el caso del CEV-P^ y P^, dicho polipéptido po 
dría ser consecuencia de una alteración del huésped - 
inducida por las distintas infecciones (TMV y CEV).

Los resultados que a continuación se discu­
ten constituyen una prueba adicional en apoyo de la - 
anterior hipótesis. Así, como puede verse en la figu­
ra 11, la infección conjunta de plantas de tomate —  

"Rutgers" con TMV y el virus del mosaico del pepino - 
(CMV) en que la severidad del síndrome inducido por - 
cada virus separadamente se ve muy acrecentada (figu­
ra 12) pero que disminuye la replicación del TMV con 
respecto a las plantas infectadas únicamente con este 
virus (figura 11 a y e), se detecta una mayor acumula 
ción de P-130K. Al mismo tiempo no se ha podido evi—  

denciar ninguna producción de P-130K asociada a la in 
fección con CMV (figura 11 c).
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Para confirmar que efectivamente, el poli—  

péptido encontrado por nosotros coincide con el pre—  

viamente descrito para tabaco infectado con TMV (Sca­
lla et al., 1976, 1978) se ha estudiado su emigración 
electroforética en las condiciones en que fue detecta 
do en los trabajos citados (gel del 10 % de acrilami- 
da con SDS) y utilizando la misma proteína standard - 
( /S-g^lactosidasa) • En la figura 13 puede comprobarse 
efectivamente que la proteína en cuestión coemigra - 
con la /J-galactosidasa y por tanto tiene un peso mo 
lecular de 130.000 d.

III.- INTENSIFICACION DE POLIPEPTIDOS DE IGUAL PESO - 
MOLECULAR QUE CEV-P1 Y - P ¿ EN EL PROCESO SENES­
CENTE DE PLANTAS DE GYNURA AURANTIACA DC.

L<a evidencia de que tanto CEV-P^ como CEV—  

-P2 son proteínas del huésped se pudo obtener de un - 
modo totalmente fortuito, estudiando la composición - 
proteica foliar en distintos lotes de plantas madres 
de Gynura aurantiaca DC. Gracias a este estudio, he—  

cho en nuestro laboratorio como parte de un programa 
de conocimiento del material vegetal de partida,,se —
pudo descubrir que el perfil proteico foliar de di---
chas plantas presentaba, sorprendentemente, unos nive
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les de y similares a los de las plantas infecta 
das con el viroide. Descartada experimentalmente la - 
posibilidad de que todas ellas estuvieran contamina—  

das, había que dilucidar la razón de esta intensifica 
ción de P̂  y P^. ¿Se debía al envejecimiento de las - 
plantas?. ¿Era consecuencia del stress inducido por - 
el corte de esquejes?. ¿0 a la interacción de ambos -r 
factores?.

El estudio de la evolución del contenido - 
proteico de tejidos foliares de Gynura aurantiaca en 
plantas no sometidas a poda o a cualquier situación é 
de stress provocado, ha permitido establecer claramen 
te que el factor responsable de la intensificación - 
de P^ y es el envejecimiento.

En la figura 14 se muestran los proteinogra 
mas correspondientes a la fracción postribosómica de 
hojas apicales jóvenes y hojas adultas de plantas de 
Gynura aurantiaca DC. de cuatro años, de edad, inclu—  

yendo como testigos plantas de un mes de edad sanas - 
y plantas inoculadas con exocortis. Observando los - 
perfiles electroforéticos se puede ver que la senes—  

cencia induce la intensificación de los mismos poli—  

péptidos de bajo peso molecular (SEN-P1 y 3ue ”
los encontrados cuando la planta está enferma (CEV-P^
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y - P 2).

Por otra parte se puede apreciar que CEV- y 
SEN-P^ y -P^ poseen otras características en común:

- El mismo tipo de asociación con el des---
arrollo foliar. CEV- y SEN-P^ desaparecen a medida - 
que las hojas apicales jóvenes se convierten en adul­
tas (figura 14).

- La misma localización subcelular. Si ob—  

servamos los electroforegramas correspondientes a ex­
tractos de proteínas totales (figura 15) y a las dis­
tintas fracciones subcelulares (figuras 16 y 17) se - 
puede comprobar que ambos polipéptidos se localizan - 
fundamentalmente en la fracción postribosómica (figu­
ra 14).

En el apartado 1.1 se ha dicho que el hecho 
de que se hayan detectado en distintos huéspedes de - 
exocortis polipéptidos de bajo peso molecular ’(T-, p- 
y Ec-CEV-P^ y -P2 ) análogos a los previamente descri­
tos para Gynura aurantiaca DC., podría ser coherente 
con la hipótesis de Matthews (1978). Es decir que pu­
dieran ser producto de la traducción del viroide.
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' Sin embargo, la intensificación de polipép­
tidos del mismo peso molecular en el proceso senescen 
te de Gynura aurantiaca (SEN-P^ y -P2) sugiere fuerte 
mente que ninguno de ellos está codificado por el RNA 
del viroide, ni por su RNA complementario (cCEV-RNA). 
Excluye también la posibilidad de que sean producto - 
de la traducción de algún mRNA exclusivamente relacio 
nado con la interacción viroide-huésped. Estos resul­
tados han sido confirmados recientemente por Zelcer - 
et al. (1981). Dichos autores, trabajando con suspen­
siones celulares de tomate en las que la replicación 
de PSTV se mantenía activa, no han podido detectar pro 
ductos de la traducción viroidal, ni ninguna proteína 
específicamente asociada con el viroide.

Por otra parte, estos hechos apoyan la evi­
dencia anteriormente presentada (apartado 1.2) en tor 
no a. que el polipéptido CEV-P^ no parece estar reía—  

cionado con la replicación del viroide (figura 5). 
Ninguno de estos polipéptidos (P^ y P2) serían induci 
dos o estimulados específicamente por el CEV para ac­
tuar como "factores proteicos" complementarios que 
asociados con una RNA polimerasa nativa darían lugar 
a la "replicasa activa" capaz de asegurar la síntesis 
de nuevo CEV-RNA, como podría esperarse de lo sugeri­
do por Romaine y Zaitlin (1978).
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Todo ello, induce a pensar que CEV-P^ y -P2 
y SEN-P^ y -P2> son probablemente resultado de la al­
teración de proteínas del huésped inducida por los 
cambios degenerativos que ocurren en el natural proce 
so senescente de la planta y cuya producción o acumu­
lación se vería intensificada en la interacción del - 
viroide con el huésped (Conejero, Picazo y Segado, 
1979; Conejero et al., 1979). Estos cambios degenera­
tivos, dado el paralelismo observado entre el síndro­
me morfológico y proteico debido a la enfermedad y da 
do que durante el envejecimiento la única alteración 
morfológica común a las inducidas por la exocortis es 
la detención del crecimiento, parece que estarían aso 
ciados con los cambios metabólicos responsables del - 
enanismo de las plantas infectadas.

IV.- OTRAS PRUEBAS QUE SUGIEREN LA RELACION DE P1 Y - 
P2 CON PROCESOS DEGENERATIVOS DEL HUESPED.

IV. 1.- EFECTO DEL REJUVENECIMIENTO INDUCIDO POR - 
ENRAIZAMIENTO SOBRE SEN-P1 y -P2 EN PLAN—  

TAS DE GYNURA AURANTIACA DC.

Un modo de comprobar, si efectivamente los 
polipéptidos SEN-P^ y -P2, descritos en el apartado -
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anterior, son resultado de los cambios degenerativos 
desencadenados en el huésped durante el proceso senes^ 
cente, es ver si dichas bandas proteicas adquieren 
los niveles de intensidad característicos de plantas
jóvenes después del "rejuvenecimiento" y "regenera---
ción" proteica inducidos por el enraizamiento. Con e£ 
te objeto se han analizado electroforéticamente las - 
alteraciones proteicas asociadas al enraizamiento de 
esquejes obtenidos de plantas de Gynura aurantiaca DC. 
viejas.

Mientras dura el proceso de enraizamiento, 
la planta detiene su desarrollo aéreo. Durante este - 
periodo de tiempo ni cambia la forma externa, ni se - 
producen cambios significativos en la composición pro 
teica foliar. En efecto, como puede verse en la figu­
ra 18, donde se muestran los proteinogramas de protei^ 
ñas totales de hojas apicales de esquejes de Gynura - 
procedentes de plantas viejas a los 0, 7 y 14 días 
del comienzo del enraizamiento, no existen diferencias 
significativas.

Cuando el desarrollo del sistema radicular 
es suficiente, aparece una nueva brotación. En estos 
brotes ya puede observarse el efecto del enraizamien­
to, puesto que como puede verse en la figura 19 (a),-
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las intensidades de los polipéptidos y P2 han des­
cendido hasta niveles "normales". Al mismo tiempo, —  

las hojas adultas que proceden del desarrollo de los 
ápices anteriores al enraízamiento mantienen la compo 
sición proteica característica de las plantas viejas 
(intensificación de P^, figura 19 c).

Estos resultados nos permiten afirmar: 1) - 
Que la intensificación de P-j y P2 está efectivamente 
asociada a los cambios inherentes al proceso senescen 
te, puesto que los brotes rejuvenecidos no presentan 
la acumulación de dichos polipéptidos (SEN-P^ y -P2 ).
2) Que estas alteraciones proteicas están relaciona—  

das con los procesos degenerativos del envejecimiento 
de la planta en su totalidad y son independientes de 
la edad fisiológica de las hojas.

IV. 2.- POSIBLE IMPLICACION DE ACTIVIDADES PR0TE0- 
LITICAS EN LA GENESIS DE P1 y P2 -

Como ya se ha discutido, la evidencia de que 
el envejecimiento indujera los mismos polipéptidos de 
bajo peso molecular (SEN-P^ y -P2) en plantas de Gynu 
ra aurantiaca DC., que el viroide exocortis de los 
cítricos (CEV), excluía definitivamente la idea de - 
que estos polipéptidos estuvieran codificados por el
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RNA del viroide o por un RNA complementario (cCEV-RNA) 
y sugería la posibilidad, de que el viroide induzca - 
y/o intensifique procesos degenerativos que se desen­
cadenan en el normal envejecimiento del huésped.

Uno de los rasgos característicos del proce 
so senescente en plantas es la inducción de un aumen­
to de la actividad proteolítica inhibible por ciclo—  

heximida (Peterson y Huffaker, 1975) junto con la de­
gradación selectiva del enzima Ribulosa 1,5 difosfato 
carboxilasa (Ru.BPC-asa) (Peterson y Huffaker, 1 975; — 
Wittenbach, 1978; Ragster y Chrispeels, 1981). Este 
enzima constituye más del 65 % de la proteína soluble 
de extractos foliares (Ellis, 1979). Por otra parte,- 
los experimentos de mareaje radiactivo (Conejero y Se 
mancik, 1977a) en que las hojas de Gynura aurantiaca 
separadas de la planta, se sometían a incubación du­
rante 18 horas en solución de aminoácidos marcados, - 
constituyen una prueba electroforática de que la exo- 
cortis acelera la normal degradación del citado enzi­
ma. El hecho de que CEV-P^ y -P^ en el citado trabajo, 
se marcaran radiactivamente no implica necesariamente 
que dichos polipéptidos sean proteínas sintetizadas - 
"de novo". Podrían proceder de la proteolisis de pro­
teínas de mayor peso molecular cuyo mareaje fuera ac­
tivo. En este sentido, es conveniente resaltar que la
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hoja separada de la planta es el sistema modeló más - 
utilizado en Fisiología Vegetal para estudiar la se—  

nescencia.

Se conoce también,la existencia de alteracio 
nes en el sistema proteolítico (proteasas-inhibidores) 
de plantas como respuesta a distintos agentes infeccio - 
sos (Peng y Black, 1976). Todo ello sugería que alguno 
de los polipéptidos reseñados, o los dos, pudieran ser 
producto de actividades proteolíticas desencadenadas en 
la planta por efecto de la infección. El método electro 
forético hasta ahora utilizado en todo nuestro estudio 
iba a brindarnos la posibilidad de contrastar esta hi­
pótesis .

Con este objeto, se analizaron comparativa—  

mente los cambios en el perfil electroforético, asocia 
dos a la degradación de extractos foliares de Gynura - 
aurantiaca sana e infectada con el viroide. Entre las 
alteraciones proteicas originadas en el proceso de de­
gradación proteolítica de los extractos, podrían inten 
sificarse bandas polipeptídicas de igual peso molecular 
que CEV- y SEN-P^ y -P2 > 10 cual constituiría un apoyo 
valioso para nuestra hipótesis de trabajo.

Un experimento inicial de carácter explora­
torio, consistió en someter extractos de proteínas to-
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tales de hojas apicales de plantas de Gynura jóvenes 
(un mes de edad) sanas y de plantas infectadas con - 
CEV a autodegradación en agitación constante y a tem 
peratura ambiente. En la figura 20 se representa la 
evolución de los proteinogramas a medida que progre­
sa la proteolisis. En ambos extractos se observan - 
claramente los siguientes signos de degradación pro­
teica:

- Disminución de la intensidad de algunas 
bandas de alto peso molecular, entre las que destaca 
la correspondiente a la subunidad mayor del enzima - 
fotosintético, Ribulosa 1,5 difosfato carboxilasa - 
(Ru.BPC-asa, señalado en la figura con una flecha).

- Intensificación de polipéptidos de bajo - 
peso molecular entre los que cabe resaltar el notable 
aumento de una banda polipeptídida del mismo peso mo­
lecular que CEV- y SEN-P^ en los extractos de plantas 
infectadas con exocortis' (CEV).

La visualización de pequeñas intensificado 
nes de estas bandas polipeptídicas, en extractos en—  

fermos podía presentar dificultades debido a que el - 
nivel de P̂  y P^ de partida es elevado. Para soslayar 
este problema se estudió el efecto que produce la adi
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ción de extracto infectado, como fuente de actividad 
proteásica, sobre los extractos sanos, utilizado co­
mo sustrato (relación sano/enfermo = 3/1, v/v). Como 
puede observarse en la figura 21 (g), esta adición -
produce la intensificación de P2>

Los resultados hasta ahora reseñados, aun—  

que fructíferos desde el punto de vista de nuestro - 
propósito, no dejaban de tener un carácter preliminar. 
En efecto, la temperatura, uno de los factores de ma­
yor influencia en toda reacción enzimática (tanto en 
sentido positivo sobre la propia reacción hidrolítica,
como en sentido negativo por su efecto de inactiva---
ción térmica de cualquier enzima) no había sido con—  

trolado.

La necesidad de un control de los factores 
temperatura y tiempo de digestión se hacía más paten­
te si se consideraba que la variación del nivel de 
una cierta banda polipeptídica podía depender del ba­
lance en un momento dado y a una determinada tempera­
tura de acciones proteolíticas generadoras y degrada- 
doras de cada fragmento polipeptídico.

Por todo ello, se llévó a cabo un estudio - 
de la degradación proteolítica a distintas temperatu-
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ras (20°, 25°, 30°, 35° y 40° C.) de mezclas de ex---
tractos de hojas aplícales procedentes de plantas de 
Gynura no infectadas (testigo) e infectadas con el vi 
roide exocortis, análogas a las descritas para los ex 
perimentos anteriormente reseñados. La incubación se 
realizó en baños termostáticos con agitación. En las 
figuras 22 a 26 se presentan los resultados de dicho 
estudio. Observando estas figuras se puede comprobar 
que el proceso degradativo global se va acelerando a 
medida que aumenta la temperatura. Así, si nos fija—  

mos en la subunidad mayor de la Ru.BPC-asa, el estado 
de proteolisis detectado a las 24 horas en los extrae 
tos incubados a '20° C. (figura 22 g) se alcanza, a - 
40° C. (figura 26 g) entre las 6 y 9 horas de diges—  

tión.

Por otra parte, estudiando la zona de bajos 
pesos moleculares de los proteinogramas, se puede ob­
servar que entre las bandas polipeptídicas intensifi­
cadas se encuentran tanto P^ como P2 - Es interesante 
resaltar:

1.- Que la intensificación de P^ se detecta 
a todas las temperaturas estudiadas (figura 27),

2.- Que sólo aparece claramente intensi-
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ficado a 35° y 40° C. (figuras 22 a 26 y figura 28).

Que la degradación de las proteínas presen­
tes en la mezcla de extractos incubados, se debe a - 
una proteolisis enzimática y no a cualquier■otra cau­
sa menos específica y precisa, se desprende de la ni­
tidez, reproducibilidad y semejanza (salvo detalles - 
de intensidad) de las pautas de degradación a todas - 
las temperaturas estudiadas. Aspectos importantes de
esta analogía de la pauta proteolítica son los si----
guientes:

- Para todas las temperaturas se observa - 
que el nivel de degradación de determinadas proteínas 
(destaca el caso de la subunidad mayor de Ru.BPC-asa) 
progresa continuamente (la intensidad de la banda inl 
cial disminuye constantemente) a lo largo de la incu­
bación .

- Diferente es, en cambio, el caso general 
de las bandas de bajo peso molecular, entre las que - 
se encuentran las correspondientes a los polipéptidos 
P 1 y  P 2 cuy a intensidad es creciente en un periodo —  
inicial de duración dependiente de la temperatura, 
hasta alcanzar un nivel máximo. En dicho nivel perma­
necen un periodo más o menos largo de tiempo, para -
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dar paso a una tercera fase descendiendo hasta nive 
les de indetectabilidad.

Estas características de la pauta de degra 
dación proteica son coherentes con una naturaleza en 
zimática de los agentes catalizadores de la proteol_i 
sis en la que y P2 podrían ser pasos obligados en 
la degradación de proteínas de alto peso molecular 
(ej. Ru.BPC-asa). Dichos polipéptidos estarían some­
tidos a un flujo constante. Su intensidad en los pro 
teinogramas dependería del balance de las activida—  

des proteolíticas que los generan y degradan (actúan 
do a una temperatura dada y durante un cierto perio­
do de tiempo) y de la evolución de la(s) concentra---
ción(es) de sustrato(s) cuya degradación los origina. 
El esquema anteriormente esbozado explicaría tanto - 
la continua desaparición de la Ru.BPC-asa como la in 
tensificación inicial y posterior desaparición de

p i  y  P 2  ■

Los resultados presentados en este apartado 
constituyen una prueba adicional a las ya presentadas, 
de que dichos polipéptidos no son producto de la tra­
ducción del RNA viroidal ni de su cRNA y excluye su 
posible participación en la replicación del viroide.
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Por otra parte sugieren el posible origen proteolítico 
de la intensificación de y P^ asociada tanto al en­
vejecimiento de las plantas de Gynura aurantiaca DC co 
mo al proceso patológico desencadenado por el viroide 
exocortis de los cítricos (CEV) en dichas plantas.

A pesar de todo ello, no puede descartarse - 
la idea de.que alguna de estas proteínas esté relacio­
nada con mecanismos de resistencia inducida, no muy es 
pecíficos, del tipo de los que ya han sido descritos.
En apoyo de esta posibilidad pueden aducirse los si—  

guientes hechos:

1.- Diversos autores han comunicado la rela­
ción existente entre fenómenos de resistencia inducida 
por virus (el caso del TMV es el más estudiado) y una 
serie de agentes químicos, a la subsiguiente infección 
por el mismo virus o por otros, y la aparición de cier 
tas proteínas (Gianinazzi et al., 1970; van Loon et al., 
1970; van Loon, 1975; Gianinazzi et al., 1974; Barker, 
1975; White, 1979) algunas de las cuales tienen pesos 
moleculares muy próximos a P-j y P_2 (Rohloff et al. , .—  

1977).

2.- Tanto el TMV, como se ha demostrado en el 
presente trabajo, como alguno de los agentes inductores 
de resistencia como es el etileno (van Loon, 1977) son 
capaces de estimular la producción de P^ y P2 (resulta
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dos obtenidos en el laboratorio en que ha sido realiza 
da la presente Tesis).

3.- Con el envejecimiento, las plantas de Gy 
nura aurantiaca DC, a la vez que aumentan sus niveles 
de y P2 se hacen más resistentes a la infección vi- 
roidal.

Independientemente de que tanto los datos pre 
sentados en este estudio como la interpretación que se 
ha hecho de ellos han sido aceptadas por la comunidad - 
científica (Grill et al., 1980; Diener, 1981a; Diener, 
1981b; Zelcer et al., 1981), parece oportuno hacer una 
amplia discusión acerca de su validez. A este respecto, 
hay que decir que el único dato de tipo molecular que 
proporciona el método analítico utilizado, acerca de - 
los polipéptidos (P^, P2 y P-130K) asociados a los dis 
tintos procesos biológicos estudiados, es su peso \mole 
cular. ¿Hasta qué punto es lícito entonces aventurar si 
se trata o no de polipéptidos idénticos o análogos?. De 
otro modo, ¿podemos afirmar o suponer con fundamento que, 
muy probablemente, los polipéptidos P^ y P2 estimulados 
por el viroide CEV, en los distintos huéspedes, son equi 
valentes desde un punto de vista biológico?.¿0 que la - 
acumulación de los polipéptidos P̂  y P2 asociada a la in 
fección del CEV en Gynura aurantiaca y al natural proce­
so de envejecimiento de las plantas de dicha especie es 
el resultado en última instancia de un mismo mecanismo -
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biológico y que probablemente se deben a un proceso - 
proteolítico análogo al que tiene lugar en extractos 
libres de células?.

En relación con estas cuestiones parece —  

oportuno resaltar lo siguiente:

- Si las plantas no fueran sistemas con un - 
alto grado de homeostasis y por el contrario, fueran 
sistemas desinformados, los fenómenos de interacción 
con agentes externos serían sucesos que seguirían- 
las leyes del azar. Sería altamente improbable su re­
petición, no serían reproducibles y difícilmente ca—  

bría esperar que la respuesta a "n" agentes externos - 
distintos tuviera alguna característica común.

- Pero una planta es un sistema altamente in
\

formado y, por tanto, su interacción con cualquier fac 
tor externo debe serlo también. El hecho de que las in 
teracciones estudiadas sean reproducibles constituye - 
una prueba evidente, aunque no la única, de la existen 
cia de una pauta de comportamiento "(respuesta) perfec­
tamente establecida.

- Por todo ello si, tal como se ha podido 
comprobar en nuestro estudio, "n" situaciones de in-
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teracción distintas (un mismo agente, el viroide CEV, 
con distintos huéspedes; diferentes agentes: CEV, CMV, 
TMV, o CEV y senescencia, actuando sobre una misma - 
planta: tomate y Gynura respectivamente) pero que tie 
nen una cierta analogía entre sí (en todas ellas se - 
producen alteraciones en el desarrollo de la planta - 
huésped), producen "n"1 efectos proteicos con una se­
rie de características en común (peso molecular, com­
portamiento en el fraccionamiento subcelular, asocia­
ción con el desarrollo foliar) existe una probabili—  

dad muy alta de que dichos efectos proteicos sean pro 
ducto de la actuación de un mismo mecanismo. La proba 
bilidad de que los polipéptidos implicados, así como 
el modo en que han sido originados, sean distintos 
tiende a 0 a medida que "n" y "n,M aumentan. Este es 
nuestro caso, pues actualmente sabemos por resultados 
obtenidos en nuestro laboratorio que tratamientos con 
Ag+ inducen en plantas de Gynura, tomate y patata la 
estimulación de los polipéptidos y (Conejero, - 
1981). El mismo resultado se obtiene tratando las 
plantas con etephon (cloroetil fosfónico) compuesto - 
que libera etileno (resultados no publicados).

- Por-otra parte, puesto que el procesamien 
to de las proteínas para su análisis supone su desna­
turalización previa y separación en subunidades y po-
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lipéptidos integrantes, la composición de cada banda 
de un proteinograma puede ser, en principio, hetero­
génea. Este hecho plantea una nueva cuestión: ¿son - 
homogéneos o heterogenos los efectos proteicos detec 
tados?. De nuevo una argumentación de tipo probabi—  

lístico puede contribuir a elucidar esta cuestión. - 
En efecto, la probabilidad de que el aumento de una 
cierta (P^, P2 o P-130K) ataña a Mm" proteínas dis 
tintas, teniendo todas ellas el mismo peso molecular, 
disminuye a medida que aumenta "m", a menos que el 
factor "tamaño proteico" esté siendo condicionado de 
un modo global (que afecte a las "m" proteínas) por - 
las causas de alteración estudiadas. Este condiciona­
miento podría actuar a nivel de síntesis proteica o a 
nivel de degradación. Puesto que no se conoce ninguna 
alteración de la síntesis proteica en el sentido de - 
"informar tamaños" de proteinas de distinta naturale­
za, la heterogeneidad de composición proteica de un - 
cierto efecto P^ constituiría una buena indicación —  

del probable origen proteolítico de dicho efecto.

En definitiva, pues, toda esta discusión - 
nos llevaría a contemplar como altamente probables - 
las siguientes posibilidades:

1.- Todos los fenómenos de interacción estu
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diados tienen en común la generación de algunos efec­
tos proteicos que son de la misma naturaleza y produc 
to de un mismo mecanismo bioquímico.

2.- En el caso de que la intensificación de 
las bandas polipeptídicas en cuestión.se debieran a - 
la síntesis de proteínas, en cada caso (envejecimien­
to, o infección con CEV, TMV, CMV) debería estar im—  

plicada una sola proteína.

3.- La otra posibilidad es que en las acumu 
laciones detectadas pudieran estar implicados proce—  

sos proteolíticos. Los resultados obtenidos en núes—
tros estudios de proteolisis llevados a cabo en ex---
tractos libres de células, descritos y discutidos en 
el presente trabajo apoyarían esta última hipótesis.
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Una de las cuestiones más relevantes en tor 
no a la infección de una planta huésped por un viroi­
de, es si la información genética contenida en las mo 
léculas de RNA viroidales se traduce en alguna proteí^ 
na necesaria para la replicación, o que, interaccio—  

nando de algún modo con las células del huésped, pue­
da inducir fenómenos de respuesta, y en los huéspedes 
sensibles, el estado patológico.

Los primeros datos obtenidos en estudios —  

realizados en el pasado con sistemas "in vitro" y "se 
mi in vivo" de síntesis proteica sugerían la no fun—  

cionalidad de los viroides como mensajeros. Sin embar 
go, a medida que fue conociéndose más profundamente - 
el complejo procesamiento que debe experimentar una - 
molécula de RNA hasta convertirse en un mensajero fun 
cional (mRNA) para la síntesis proteica, se hacía más 
sostenible la idea de que, posiblemente, a pesar de - 
los resultados negativos en los estudios citados, los 
viroides actuaran "in vivo" como mensajeros, bien di­
rectamente o a través de secuencias ,complementarias. 
En efecto, apoyando esta última posibilidad surgió el.

i

hallazgo de dos polipéptidos (CEV-P^ y -P2  ̂ en Plan—  

tas de Gynura aurantiaca infectadas con el viroide —  

exocortis de los cítricos (CEV) (Conejero y Semancik,
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1977a), que por su peso molecular (13.700 d y 18.000 d 
respectivamente) podían ser productos de la traducción 
del viroide o de su RNA complementario (Matthews, 1978).

El presente trabajo se ha dirigido fundamen­
talmente a dilucidar si dichos polipéptidos son o no - 
productos (directos ó indirectos) de la información ge 
nética contenida en las moléculas del viroide y a lo—  

grar algún dato sobre su posible papel en la interac—  

ción viroide-huésped. A continuación se resaltan los - 
hechos fundamentales en él constatados:

1.- Asociada a la infección del viroide exocor- 
tis de los cítricos (CEV), en tejidos folia 
res de diversos huéspedes con síntomas, se 
ha detectado la intensificación de polipép­
tidos análogos a los descritos para la in—  

fección de dicho viroide en plantas de Gynu 
ra aurantiaca DC (Conejero y Semancik, 1977 
a) aunque de pesos moleculares que varían - 
de un huésped a otro. En patata "Marijke" y 
tomate "Rutgers" y "Rentita", respectivamen 
te P- y T-CEV-P1 : 12.000 d; P- y T-CEV-P2 : 
16.300 d. En cidro "Etrog", Ec-CEV-P1 : -
13.700 d ; Ec-CEV-P2 : 18.000 d.
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2.- De estos dos polipéptidos, el CEV-P^ se 
presenta como el más primario y estrecha—  

mente asociado a la infección, puesto que 
en el caso de tomate la intensificación de 
CEV-P2 únicamente se detecta cuando la en­
fermedad está en fase avanzada.

3.- Por otra parte se ha encontrado una mayor 
intensificación del polipéptido CEV-P^ en 
plantas de tomate de la variedad "Rutgers" 
que en las de la variedad ."Rentita". Dichas 
variedades que no difieren en su capacidad 
para replicar ellviroide, responden en cam­
bio, de un modo distinto a la infección: - 
la severidad del síndrome es mayor en la - 
variedad "Rutgers".

\

4.- Los virus del mosaico del tabaco (TMV) y - 
del mosaico del pepino (CMV) también indu­
cen la intensificación del polipéptido P^, 
el de más bajo peso molecular (12.000 d) - 
de los encontrados en plantas de tomate in 
fectadas de exocortis (CEV).

5.- La inespecificidad de la asociación de los 
polipéptidos CEV-P^ y -P2 a la interacción



viroide-huésped ha podido ser;, ulteriormente 
confirmada por el hallazgo de que, como - 
consecuencia del natural procese de enveje 
cimiento, las plantas de Gynura aurantiaca 
DC experimentan un aumento en el contenido 
de los mismos polipéptidos.

En las hojas de Gynura aurantiaca DC infec 
tadas con el viroide exocortis de los cí—  

tricos (CEV) existen proteasas que, en con 
diciones "in vitro", son capaces de produ­
cir un aumento en el nivel de los polipép­
tidos y P2 por hidrólisis específica de 
proteínas presentes en extractos foliares 
de Gynura aurantiaca exenta de exocortis.

En hojas de tomate "Rutgers" y de patata - 
"Marijke" infectadas con el viroide exocor 
tis de los cítricos (CEV) se ha detectado 
la intensificación del polipéptido 130K —  

(PM: 130.000 d) previamente descrito para 
el sistema tabaco + TMV (Zaitlin et al., - 
1972) y encontrado también por nosotros 
(como se ha presentado en este trabajo) en 
plantas de tomate "Rutgers" infectadas con 
el virus del mosaico del tabaco (TMV).
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8 .- La infección conjunta de plantas de tomate 
con TMV y con el virus del mosaico del pe­
pino (CMV) en que la severidad del síndro­
me inducido por cada virus separadamente - 
se ve muy acrecentada, pero en que la re— ■ 
plicación del TMV disminuye con respecto a 
las plantas infectadas únicamente con este 
virus, produce una mayor acumulación de 
P-130K. Al mismo tiempo no se ha podido - 
evidenciar ninguna estimulación de la - 
P-130K asociada a la infección con CMV.
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La consideración global de los datos ante­
riormente resaltados sugiere., las siguientes conclu­
siones :

1.- La intensificación de polipéptidos de baT 
jo peso molecular análogos a los previa—

^ mente descritos para la infección del vi­
roide exocortis de los cítricos (CEV) en 
Gynura aurantiaca DC (Conejero y Semancik, 
1977a) parece un fenómeno general puesto 
que se ha encontrado en todos los huéspe­
des estudiados.

2.- En contra de la hipótesis de Matthews
(1978), dichos polipéptidos no son produc 
to de la traducción del RNA viroidal, ni

\de su complementario, o de cualquier RNA 
exclusivamente vinculado a la interacción 
viroide-huésped.

3.- Al ser dichos polipéptidos las únicas al­
teraciones de bajo peso molecular consis­
tentemente detectadas en tejidos infecta­
dos, este hallazgo'constituye la prueba - 
"in vivo" que confirma las anteriormente
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obtenidas en sistemas "in vitro" y "semi 
in vivo" acerca de la no funcionalidad de
los viroides como mensajeros.

4.- Queda descartado cualquier papel de estos 
polipéptidos como "factores proteicos" 
complementarios de la(s) RNA polimerasa(s) 
del huésped posiblemente implicada(s) en 
la replicación del viroide.

-5.- Parece, ren cambio, sólidamente estableci­
da su relación con el mecanismo patológir- 
co o de respuesta inducido por el viroide 
en los tejidos del huésped.

6 .- Por otra parte, se han logrado pruebas de 
que el polipéptido P-130K, en contra de - 
lo que ha sido propuesto por otros auto—  

res, no parece tener su origen en la sín­
tesis de una proteína codificada por el - 
virus del mosaico del tabaco (TMV) e impli 
cada en la replicación del virus (Scalla 
et al., 1978; Romaine y Zaitlin, 1978) 
sino que parece producirse como consecuen 
cia de las alteraciones inducidas en el - 
metabolismo del huésped.
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PERSPECTIVAS ABIERTAS POR EL 

PRESENTE TRABAJO
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A modo de consideración final acerca de la - 
incidencia de la información lograda en este estudio,- 
cabe resaltar lo siguiente:

1 Ha contribuido a descartar la traducción 
de la información genética contenida en las moléculas 
viroidales como paso necesario para la replicación de 
las moléculas de viroide y/o para la expresión de su - 
patogenicidad (Diener, 1981a; Grill et al., 1980; Zel- 
cer et al., 1981; Diener,:198Tb).

2.- Esta particularidad de la infección ---
viroidal constituye la primera característica diferen­
cial de tipo funcional que ha permitido, en contra de 
lo propuesto recientemente, (Lowf, 1981) la considera­
ción de los viroides como una clase patogénica clara—  

mente distinta a la de los virus.

3.- Como consecuencia de ello, los nuevos en 
foques en el estudio de los mecanismos de replicación 
y patogénico de los viroides están desplazando su aten 
ción hacia las potencialidades del huésped. En este - 
sentido hay que señalar que en el momento en que se es 
tá escribiendo la presente Tesis este nuevo enfoque ya



- 95 -

ha dado sus frutos: 1) El descubrimiento .de que la - 
RNA polimerasa II del huésped parece el enzima res—  

ponsable de la replicación de los vircides (Rackwitz 
et al., 1981). 2) El hallazgo de que tanto la pro—
ducción de las alteraciones del desarrollo asociadas 
a las enfermedades inducidas por los viroides como - 
los. fenómenos de protección cruzada entre viroides, . 
son consecuencia de programas de respuesta codifica­
dos por el huésped, y que los viroides solamente ac­
tuarían como activadores de dichos fenómenos, de la 
misma manera que pueden hacerlo otros agentes (Cone­
jero, 1981).

En este contexto, la omnipresencia de las 
mismas alteraciones proteicas (P^, P2> P-130K) aso—  

ciadas a distintas situaciones de stress de la plan­
ta huésped pero que pueden considerarse como análo—  

gas, sugiere su posible implicación en procesos dege 
nerativos y/o en un sistema de respuesta de las plan 
tas frente a agresiones procedentes del medio.
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FIGURA 1 Alteraciones proteicas en plantas de toma­
te (c.v. Rutgers) inoculadas con el viroide exocortis 
de los cítricos (CEV), 75 días después de la,emergen­
cia de los síntomas.

- Proteínas totales de hojas apicales de plantas 
sanas (a), e inoculadas pero sin síntomas (b).

- Fracción postribosómica de hojas apicales de - 
plantas sanas (c), e inoculadas pero sin sínto 
mas (d).

- Proteínas totales de hojas apicales de plantas
«

sanas (a1), e inoculadas y con síntomas seve—  

ros (b1).
- Fracción postribosómica de hojas apicales de - 

plantas sanas (C), e inoculadas y con sínto—  

mas (d ') .
- Fracción postribosómica de hojas apicales de - 

Gynura aurantiaca infectadas con el viroide co 
mo referencia(e).

Las flechas indican la situación de CSV-P^ y - 
-P2 , polipéptidos asociados a la infección con el vi­
roide exocortis de los cítricos (CEV). Electroforesis 
en geles laminares de poliacrilamida (14%) con SD3 - 
según lo descrito por Conejero y Semancik (1977b).
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FIGURA 2 .~ Proteinogramas de diferentes fracciones 
subcelulares de hojas apicales de tomate (c.v. Rutgers) 
infectadas con exocortis (CEV), 75 días después de la 
emergencia de los síntomas.

- Fracción rica en núcleos (750 g x 10 min.) de 
plantas sanas (a), e inoculadas y con síntomas 
(b).

- Fracción rica en cloroplastos y mitocondrias 
(10.000 g x 10 min.) de plantas sanas (cj, e - 
inoculadas y con síntomas (d).

- Fracción membranosa (40.000 g x 20 min.) de 
plantas sanas (e), e inoculadas y con síntomas 
(f).

- Fracción rica en ribosomas (100.000 g x 2 h.) 
de plantas sanas (g), e inoculadas y con sínto 
mas (h ).

Sistema electroforético citado en la figura 1.
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FIGURA 3.- Proteinogramas de hojas de patata (c.v. - 
Marijke), 70 días después de la inoculación con CEV.

- Proteínas totales de hojas apicales de plantas 
sanas (a), e inoculadas y con síntomas (b).

- Proteínas totales de hojas básales jóvenes de 
plantas sanas (c), e inoculadas y con síntomas 
muy intensos (d).

- Proteínas totales de hojas adultas de plantas 
sanas (e), e inoculadas y sin síntomas (f).

Las flechas indican la situación de CSV-P,, y - 
-P2 detectados en tejidos foliares de patata (P) in—  

fectados con exocortis. Sistema electroforético cita­
do en la figura 1 -
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FIGURA 4 .- Cambios proteicos asociados a la infección 
del viroide exocortis de los cítricos (CEV) en distin 
tos .huéspedes.

- Hojas apicales de Gynura aurantiaca (Ga), 35 - 
días después de la inoculación.

- Hojas apicales de cidro (c.v. Etrog) (Ec), 4 — 
meses después de la inoculación.

- Hojas básales jóvenes de patata (c.v. Harijke) 
(p), 70 días después de la inoculación.

- Hojas apicales de tomate (c.v. Rutgers) (T), - 
90 días después de la inoculación.

H e I corresponden, respectivamente, a plantas 
testigo e inoculadas y con síntomas propios de la exo 
cortis. En el margen izquierdo de la figura se indi—  

can las posiciones y pesos moleculares de las proteí­
nas standard utilizadas por Conejero y Semancik ---
(1977a). De arriba a abajo: Catalasa (60.000 d), ovo- 
albúmina (43.000 d), proteína de la cubierta del TMV 
(17.500 d), ribonucleasa A (13.700 d) y citocromo C 
(11.700 d). La situación de CEV-P^ y -P2 se indica me 
diante flechas. Sistema electroforético citado en la 
figura 1.
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FIGURA 5«- Proteinogramas de la fracción postribosómi 
ca de tejidos foliares de dos variedades de tomate in 
fectados con exocortis (CEV), 25 días después de la - 
inoculación.

- Hojas apicales de plantas de tomate (c.v. Rut- 
gers) testigo (a),e inoculadas y con síntomas
(b).

- Hojas apicales de plantas de tomate (c.v. Ren- 
tita) testigo (c),e inoculadas y con síntomas 
(d).

La posición de T-CEV-P^ se indica madiante fie 
chas. Sistema electroforático citado en la figura 1.
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FIGURA 6 .- Alteraciones proteicas inducidas por el vi 
rus del mosaico del tabaco (TMV) en hojas de tomate - 
(c.v. Rutgers).

- Fracción postribosómica de tejidos foliares de 
plantas ,infectadas con exocortis, como referen 
cia (a).

- Proteínas totales de tejidos foliares de plan­
tas infectadas con TMV (b), y de plantas testi 
go (c).

La posición de la proteína de la cubierta del 
TMV (PC.TMV: 17.500 rd) y de la banda polipeptídica - 
P^, se indican mediante flechas. (PM. de CEV-P^ = PM. 
de TMV-P^ = 12.000 d). Sistema electroforático citado 
en la figura 1.
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FIGURA 7 .- Proteínas totales de hojas de tabaco (c.v. 
Xanthi) infectadas con TMV(b), y de plantas testigo 
no infectadas (a).

Las flechas indican la posición de la proteína 
de la cubierta del TMV (PC.TMV: 17.500 d) y de la ban 
da polipeptídica P^. (PM. de Tb-TMV-P^: 12.000 d). -
Sistema electroforático citado en la figura 1.
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FIGURA 8 .- Proteinogramas de tejidos foliares de toma­
te (c.v. Rutgers) infectados con TMV (b), y de plantas 
testigo (a). Densitogramas de la región de altos pesos 
moleculares de los perfiles electroforéticos.

Las flechas indican la posición de la proteína 
de la cubierta del virus (PC.TMV: 17.500 d) y del po- 
lipéptido TMV-P-1 30K (1 30.000d) detectado por Zait-lin 
y Hariharasubramanian (1972), en hojas de tabaco infec 
tadas con TMV. Sistema electroforático citado en la 
figura 1.
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FIGURA 9.- Proteinogramas de tejidos foliares de plan 
tas de tomate (c.v. Rutgers) infectados-con exocortis 
(CEV) cuando empiezan a visualizarse los primeros sin 
tomas (15 días después de la inoculación) (b), y de - 
plantas testigo (a). Densitogramas de la región de al 
tos pesos moleculares de los perfiles electroforéti—  

eos.

Las flechas indican la posición del polipépti- 
do de 130.000 d asociado a la infección con exocortis 
(CEV-P-130K). Sistema electroforético citado en al fi 
gura 1.
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FIGURA 10.- Proteinogramas de tejidos foliares de pa­
tata (c.v. Marijke) infectados con exocortis (70 días 
después de la inoculación) (b), y de plantas testigo
(c). Proteínas totales de hojas de tomate (c.v. Rut—  

gers) infectadas con exocortis, como referencia (a). 
Densitogramas de la región de altos pesos moleculares 
de los perfiles electroforéticos.

Las flechas indican la situación del polipépti 
do de 130.000 d asociado a la infección con exocortis 
(CEV-P-130K). Sistema electroforático idéntico al ci­
tado en la figura 1 excepto que, la concentración de 
acrilamida del gel de resolución es del 17%.
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FIGURA 11.- Perfiles electroforéticos de hojas de to 
mate (c.v. Rutgers) infectadas con TMV (a), CMV (c), 
TMV + CMV (e) y de testigos no infectados (b y d).

Las flechas indican la posición de la proteína
de la cubierta de ambos virus (PC.TMV: 17.500 d y -
PC.CMV: 24.500 d) y de los polipéptidos P-130K y —

*

CMV-P^ (CMV-P^: 12.000 d). Sistema electroforático ci_ 
tado en la figura 1 .
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FIGURA 12.- Síntomas foliares en tomate (c.v. Rntgers) 
inducidos por la infección con TMV, CMV y TMV + CMV. 
Testigo no inoculado (H)
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FIGURA 13.- Electroforesis en gel laminar de poliacri 
lamida (10%) son SDS de proteínas totales de hojas de 
plantas de tomate (c.v. Rutgers) infectadas con una - 
mezcla de TMV y CMV (b) y de plantas testigo (a). Co­
mo standard se ha incluido /5-Galactosidasa (130.000 d).

Las flechas indican las posiciones de la pro—  

teína de la cubierta de ambos virus (PQ.TMV: 17.500 d 
y PC.CMV: 24.500 d) y del polipéptido P-130K.
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FIGURA 14.- Cambios en la composición proteica foliar 

(fracción postribosómica) asociados a la infección - 
con CEV y al envejecimiento en plantas de Gynura auran 
tiaca DC. Proteinogramas correspondientes a:

- Hojas apicales de plantas viejas (4 años) ■-* 
exentas de exocortis (a); de plantas jóvenes 
(45 días) sanas (b) e inoculadas y con sínto 
mas (c).

—  Hojas adultas de plantas jóvenes (45 días) - 
inoculadas y con síntomas (d) y de sanas tes 
tigo (e). Hojas adultas de plantas viejas
(4 años) no infectadas ■ (f ).

Las flechas indican la situación de CEV-P^ y 
-P2 y de SEN-P1 y -P2 (Conejero, Picazo y Segado, 1979; 
Conejero et al., 1979). Sistema electroforético citado 
en la figura 1.
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FIGURA 15.- Cambios en la composición proteica (pro—  

teínas totales) de hojas apicales de Gynura aurantia- 
ca DC, asociados a la infección con CEV y al envejecí^ 
miento. Proteinogramas correspondientes a plantas vie 
jas (4 años) exentas de exocortis (a), plantas jóve—  

nes (45 días) sanas (b) e inoculadas y con síntomas -
(c).

Las flechas indican la situación de CEV-P^ y - 
-P2 y de SEN-P1 y -P2 (Conejero, Picazo y Segado, 1979; 
Conejero et al., 4979). Sistema electroforético citado 
en la figura 1.
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FIGURA 16.- Proteinogramas de dos fracciones subcelu-
lares de extractos foliares de Gynura aurantiaca DC.

- Fracción rica en núcleos (750 g x 10 min.) de 
plantas viejas (4 años) exentas de exocortis - 
(a); de plantas jóvenes (45 días) sanasf(b) e 
inoculadas y con síntomas (c).

- Fracción rica en cloroplastos y mitocondrias 
(10.000 g x 10 min.) de plantas viejas (4 años) 
exentas de exocortis (d); de plantas jóvenes - 
(45 días) sanas (e) e inoculadas y con síntomas 
(f).

Las flechas indican la situación de los poli-*-? 
péptidos y Sistema electroforático citado en - 
la figura 1 .
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FIGURA 17.- Proteinogramas de dos fracciones subcelu
lares de extractos foliares de Gynura aurantiaca DC.

- Fracción membranosa (40.000 g x 20 min.) de - 
plantas viejas (4 años) exentas de exocortis 
(a); de plantas jóvenes (45 días) sanas (b) e 
inoculadas y con síntomas (c).

- Fracción rica en riboaomas (100.000 cj x 2 h.) 
de plantas viejas (4 años) exentas de exocor­
tis (d); de plantas jóvenes (45 días) sanas - 
(e) e inoculadas y con síntomas (f).

Las flechas indican la situación de los poli- 
péptidos y P2 . Sistema electroforático citado en 
la figura 1.
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FIGURA 18.- Proteinogramas de hojas apicales durante 
el enraizamiento de esquejes de Gynura aurantiaca DC, 
a los 0 (a), 7 (b) y 14 días (c) de iniciado el enrai 
zamiento. x

Las flechas indican la situación de SEN-P^ y - 
-P2 * Sistema electroforético citado en la figura 1.
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FIGURA 19.- Cambios proteicos en tejidos foliares de 
Gynura aurantiaca DC, 45 días después del enraizamien 
to.

- Hojas apicales de brotes nuevos de las plantas 
rejuvenecidas por enraizamiento (a) y de las - 
plantas madre testigo (4 años) (b).

- Hojas adultas de las plantas madre testigo —  

(4 años) (c) y de las plantas enraizadas (d).

Las flechas indican la situación de SEN-P^ y 
Sistema electroforático citado en la figura 1.
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FIGURA 20.- Evolución de los proteinogramas de extrae 
tos foliares de Gynura aurantiaca de 1 mes de edad, - 
sometidos a autodegradación en agitación constante y 
a temperatura ambiente.

- Hojas apicales de plantas sanas a tiempo : 0 - 
(a), 6 horas (b) y 12 horas (c).

- Hojas apicales de plantas inoculadas y con sin 
tomas de exocortis a tiempo: 0 (d), 6 horas - 
(e) y 12 horas (f).

Las flechas centrales indican la situación de 
las bandas polipeptídicas y P2 * La flecha superior 
señala la subunidad mayor de la Ribulosa 1,5 difosfa­
to carboxilasa (Ru.BPC-asa). Sistema electroforético 
citado en la figura 1.
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FIGURA 21. - Evolución de los proteinogramas de una - 
mezcla de extractos de proteínas totales de hojas 
apicales de plantas de Gynura aurantiaca sanas y de 
plantas infectadas y con síntomas de exocortis, en - 
la proporción 3/1 (v/v), sometida a autodegradación 
en agitación constante y a temperatura ambiente. —  

Tiempo 0 (a), 6 (b), 12 horas (c). Proteinograma co 
rrespondiente a hojas apicales de plantas enfermas y 
con síntomas, como referencia (d).

Las flechas situadas en la parte inferior in­
dican la posición de las bandas polipeptídicas y 
P^. La flecha superior señala la subunidad mayor de 
la Ribulosa 1,5 difosfato carboxilasa (Ru.BPC-asa). 
Sistema electroforático citado en la figura 1.
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FIGURA 22.- Evolución de los proteinogramas de una - 
mezcla de extractos de proteínas totales de hojas 
apicales de plantas de Gynura aurantiaca sanas y de 
plantas infectadas y con síntomas de exocortis, en - 
la proporción 3/1 (v/v), sometida a autodegradación 
en agitación constante a 20° C. Tiempo 0 (a), 2 ho—  

ras (b), 4 horas (c), 6 horas (d), 9 horas (e), 12 - 
horas (f) y 24 horas (g).

Las flechas indican la posición de las bandas 
polipeptídicas P„ y P0 y de la subunidad mayor de lal eL
Ribulosa 1,5 difosfato carboxilasa (Ru.BPC-asa). Sis 
tema electroforético citado en la figura 1.
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FIGURA 23.- Evolución de los proteinogramas de una - 
mezcla de extractos de proteínas totales de hojas 
apicales de plantas de Gynura aurantiaca sanas y de 
plantas infectadas y con síntomas de exocortis, en - 
la proporción 3/1 (v/v), sometida a autodegradación 
en agitación constante a 25° C. Tiempo 0 (a), 2 ho—  

ras (b), 4 horas (c), 6 horas (d), 9 horas (e), 12 - 
horas (f) y 24 horas (g).

Las flechas indican la posición de las bandas 
polipeptídicas y y de la subunidad mayor de la 
Ribulosa 1,5 difosfato carboxilasa (Ru.BPC-asa). si si 
tema electroforético citado en la figura 1.
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FIGURA 24.- Evolución de los proceinogramas de una - 
mezcla de extractos de proteínas totales de hojas 
apicales de plantas de Gynura aurantiáca sanas y de 
plantas infectadas y con síntomas de exocortis, en - 
.la proporción 3/1 (v/v), sometida a autodegradación 
en agitación conastante a 30° C. Tiempo 0 (a), 2 ho—  

ras (b), 4 horas (c), 6 horas (d), 9 horas (e), 12 -
horas (f) y 24 horas (g).

Las flechas indican la posición de las bandas 
polipeptídicas y ?2 y de la subunidad mayor de la 
Ribulcsa 1,5 difosfato carboxilasa (Ru.BPC-asa), Sis 
tema electroforético citado en la figura 1.
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FIGURA 25.- Evolución de los proteinogramas de una - 
mezcla de extractos de proteínas totales de hojas — 
apicales de plantas de Gynura aurantiaca sanas y de 
plantas infectadas y con síntomas de exocortis, en - 
la proporción 3/1 (v/v), sometida a autodegradación 
en agitación constante a 35° C. Tiempo 0 (a), 2 ho—  

ras (b), 4 horas (c), 6 horas (d), 9 horas (e) y 12 
horas (£).

Las flechas indican la posición de las bandas 
polipeptídicas y y de la subunidad mayor de la 
Ribulosa 1,5 difosfato carboxilasa (Ru.BPC-asa). Si£ 
tema electroforático citado en la figura 1.
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FIGURA 26.- Evolución de los proteinogramas de una - 
mezcla de extractos de proteínas totales de hojas - 
apicales de plantas de Gynura aurantiaca sanas y de 
plantas infectadas y con síntomas de exocortis, en - 
la proporción 3/1 (v/v), sometida a autodegradación
en agitación constante a 40° C.. Extracto enfermo co­
mo referencia (a). Tiempo 0 (b), 1 hora (c), 2 horas
(d), 4 horas (e), 6 horas (f), 9 horas (g) y 12 ho­
ras (h) .

Las flechas indican la posición de las bandas 
polipeptídicas y y de la subunidad mayor de la 
Ribulosa 1,5 difosfato carboxilasa (Ru.BPC-asa) . Sis_ 
tema electroforático citado en la figura 1.
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FIGURA 27.- Evolución de la banda polipeptídica en 
los experimentos de degradación de extractos foliares 
realizados a 20°, 25°, 30°, 35° y 40° C, y presenta—  

dos en las figuras 22, 23, 24, 25 y 26 reapectivamen 
te.

Densitogramas obtenidos a partir de positivos 
fotográficos de la banda , realizados en las mismas 
condiciones para cada temperatura y tiempo. (Ver Ma—  

teriales y Métodos).
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FIGURA 28.- Evolución de la banda polipeptídica P2 en 
los experimentos de degradación de extractos foliares 
realizados a 35° y 40° C, presentados en las figuras 
25 y 26 respectivamente.

Densitogramas obtenidos a partir de positivos 
fotográficos de la banda P^, realizados en las mismas 
condiciones para cada temperatura y tiempo. (Ver Ma­
teriales y Métodos).
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