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MORFOLOGIA DE LOS VIRUS DE PLANTAS
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I.1.- v PL. S

Desde la creacién en 1951 del Comité Internacional para 1la
Taxonomia de 1los Virus (CITV), aan no ha sido posible el
eatablecimiento de criterios definitivos para una adecuada
clasificacién de los virus de plantas. Categorias como la de
familia, no han sido generalmente aceptadas entre los virélogos de
plantas, prefiriendo la mAds ambigua de "grupo" (Matthews,1987). En
la actualidad, loa mas de 700 virus vegetales conocidos se agrupan
oficialmente en 26 grupos y dos familias en base a 1la naturaleza
del genoma viral (el 92% de los virus de plantas poseen ARN de
sentido positivo),a la présencia o no de envueltas lipoprotéicas vy
a la morfologia de los viriones.La distincién entre los miembros de
un grupo, generalmente se establece teniendo en cuenta el tipo de
vectores, la gama de huéspedes,las propiedades fisicoquimicas de
las particulas, las alteraciones citopAticas o inclusiones que
inducen en las células del huésped, y las relaciones serolégicas.

En la figura 1 se muestra un diagrama ilustrativo de 1los
diferentes grupos de virus de plantas segin el CITV (Matthews,b1982)

El avance registrado en los ultimos afios en el conocimiento
de los procesos de replicacién y expresién de los genomas virales,
unido al establecimiento de secuencias nucleotidicas M
aminoacidicas en gran numero de grupos de virus, han llevado a
nuevos planteamientos en la taxonomia de éstos (Matthews,1987). La
comparaciétn de secuencias, principalmente de las replicasas
virales, sugieren un antecesor comin para todos los virus ARN tanto
de animales como de plantas,independiéntemente de la morfologia de
sus particulas (Goldbach,1986; Strauss y Strauss,b1988).Actualmente
se admiten, para los virus ARN, cuatro superfamilias que agrupan
familias de virus animales y grupos de virus de plantas que se
suponen estan evolutivamente relacionadas (Goldbach,1986; Strauss y
Strauss, 1988).
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La superfamilia I,cuyas replicasas presentan homologias de
secuencia amincacidica con las de los Alphavirus, incluye entre los
virus de plantas a los grupos Tobamovirus, Tobravirus, Bromovirus,
Ilarvirus y Cucumovirus. La superfamilia II con secuencias de 1las
replicasas éemejantes a las de los Pjcornavjirus, incluye los grupos
Comovirus, Nepovirus y Potyvirus. La superfamilia III agrupa a los
virus con ARN de sentido negativo y envuelta con glicoproteinas e
incluye entre otras, las familias Rhabdoviridae y Bunvaviridae con
la que 8se relaciona estrechamente el virus de las manchas
bronceadas del tomate (TSWV). La superfamilia IV incluye los virus
con ARN de doble cadena, principalmente la familia Reoviridae.

Los nuevos criterios filogenéticos aplicados a 1la taxonoaia
de los virus permitiran en breve conocer su historia evolutiva vy
las relaciones entre los distintos grupos de virus. Sin embargo, en
el estado actual de los conocimientos sigue teniendo vigencia para
la identificacién de los virus vegetales 1la aplicacién de 1los
clasicos criterios o normas establecidos por el CITV
(Matthews,b 1982) .

I.2.- MANIFESTACIONES MACROSCOPICAS DE LA INTERACCION VIRUS-HUESPED

Los virus son parisitos moleculares que estan obligados a
utilizar los sistemas bioquimicos y enzimaticos de las células del
huésped para poder multiplicarse, lo que puede producir
modificaciones visibles en 1las plantas que se reconocen cono
sintomas, y que son el reflejo de la respuesta del huésped a 1la
infeccié6n (Zaitlin y Hull,f 1987).

La primera relacién entre virus y planta huésped consiste en
la entrada de éstos en alguna célula del huésped, encontrandose con
la eficaz barrera de 1las paredes celuldsicas, por 1lo que la
transmisién de los virus en la naturaleza se realiza generalmente a
través de lesiones en las plantas o mediante vectores tales como
hongos, insectos o nemdtodos.Una vez en el interior de una célula
para que la infeccién viral tenga éxito, el genoma del virus ha de
ser capaz de desprenderse de la cidpsida y realizar un ciclo de

multiplicacién para formar una nueva progenie viral.Las respuestas
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macroscépicas que permiten detectar la infeccién se inician cuando
la progenie viral ademés es capaz de extenderse a las células
adyacentes. Estas respuestas visualizadas como sintomas, consisten
fundamentalmente en cambios en el color de 1las hojas, como
clorosis o zonas verde claro que alternan con zonas de color verde
intenso a modo de mosaicos, o bien alteraciones del crecimiento,
como excrecencias y enanismos (Esau,1967; Van Loon,1987). Otras
veces, las plantas se defienden aislando répidamente las células
infectadas en un entorno de células muertas formando las 1llamadas
lesiones necréticas (Rubio-Huertos,19S50).

La determinacién de la gama de huéspedes y sintomatologia
fueron en el pasado criterios utilizados en la clasificacién de los
virus, lo que ha quedado reflejado en su denominacién en clara
alusién al huésped y al sintoma. Actualmente estos criterios han
perdido valor taxon6mico, s8i bién son de gran utilidad como
complementarios de otros referidos diréctamente a las
caracteristicas intrinsecas de los propios virus asi como para
diferenciar virus dentro de un mismo grupo.

I.3.- ASPECT ICROSCOPICOS_D. T CION V ~HU

El estudio mediante microscopia electrénica de las
infecciones virales en plantas, ha permitido poner de manifiesto
las alteraciones microscépicas que se producen en las células
infectadas. Puesto que estas alteraciones son el resultado de 1la
interaccién huésped-patégeno, en la que el virus juega un papel
primordial, tienen en muchos casos valor diagnéstico y taxonémico
(Rubio-Huertos, 1972; Martelli y Russo,1977a; Edwardson y
Christie,1978; Martelli y Russo,1984).

I.3.1.- L E P C

Los datos obtenidos del eatudio de las infecciones virales
mediante microscopia electrénica, demuestran que el citoplasma es
el lugar mas frecuente de acumulacién de las particulas virales,

las cuales pueden presentarse distribuidas al azar o formando



-6-
inclusiones como agregados de particulas en haces de aspecto
filamentoso o empaquetamientos paracristalinos (Rubio-Huertos,1972)
Estas agregaciones de particulas o inclusiones tienen en muchos
casos valor diagnéstico y taxonémico (Martelli y Russo,1984).

Con frecuencia las particulas virales atraviesan el
tonoplasto y se acumulan en la vacuola distribuyéndose también alli
al azar o formando agregados de particulas e incluso formaciones
cristalinas, como sucede con muchos virus isométricos
(Esau,1967;Rubio-Huertos,1972;Martelli y Russo,1977a).

No suele ser frecuente la presencia de particulas virales en
el nicleo (Esau,1967). Cuando 1las particulas virales completas,
aisladas o formando haces, o bién nucleocapsidas desnudas se
localizan en el nucleoplasma, generalmente producen vesiculaciones
anvrmales, aumento del tamaifio del ndacieo o alteraciones
morfolégicas en los nucleolos (Martelli y Russo,1977a).Algunos
grupos de virus, particularmente Rhabdovirus, forman grandes
acumulaciones de particulas en el espacio perinuclear. Generalmente
sucede en los Rhabdovirus de origen nuclear 1los cuales toman la
membrana interna del ntcleo para su proceso de maduracién
(Francki,1973;Rubio-Huertos y Rubio-Saez,1986).

En algunas infecciones virales las particulas forman
caracteristicos grupos en el interior del reticulo endoplasaico,
como en el caso del virus de 1las manchaa bronceadas del tomate
(TSWV) (Francki y Hatta,1981) y en los Rhabdovirus de ensamblaje
citopldsmico.En todo caso, dada la comunicacién existente entre el
enquilema del reticulo con el espacio perinuclear,membrana
plasmatica y plasmodesmos, es probable que éste sea también camino
para el desplazamiento intracelular de algunos virus o de sus
componentes .El posible papel de los plasmodesmos en los movimientos
"célula a célula" de los virus, lo presentamos con mas detalle en
el apartado I.3.4.

Con frecuencia las infecciones virales producen alteraciones
en el numero y tamafio de los cloroplastos, asi como alteraciones
morfolégicas consistentes en la destruccién de los sistemas
lamelares, vacuolizacién del estroma y alteraciones en los procesos

de sintesis de azucares y aminodcidos (Magyarosy et al.,1973) y que
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estaAn relacionadas con los sintomas de mosaico y clorosis (Martelli
y Russo,1985). La presencia de particulas virales en el interior de
los cloroplastos que es caracteristica de algunas cepas de TMV
(Martelli y Russo,1977a;Edwardson vy Christie,1986b;Zaitlin y
Hull,1987), no suele ser frecuente en otros virus. Tampoco en las
mitocondrias me localizan particulas virales, siendo frecuente sin
embargo alteraciones morfolégicas en ellas tales como la
disminucioén o desaparicién de 1las crestas, hinchamiento de 1la
matriz y degeneracién de las mitocondrias.También los lisosomas
sufren alteraciones en tamafio y namero en relacién con la infeccién
viral (Rubio-Huertos,b1972).

I.3.2.- INCLUSIONES CELULARES PRODUCIDAS POR LOS VIRUS

Uno de los cambios mis especificos en las células del huésped
inducidos por las infecciones virales, consiste en la produccién de
cuerpos o estructuras microscépicas que difieren de cualquier otra
estructura existente en las células normales (Rubio-Huertos,1972).

Estas estructuras formadas "ex novo", denominadas
inclusiones, pueden contener virus, proteinas codificadas por el
virus,o constituyentes celulares; localizarse en el nicleo o en el
citoplasma, y ser amorfas o cristalinas. En todo caso,su apariencia
y constitucién suele ser caracteristica de determinados grupos de
virus (Rubio-Huertos,1972).

INCLUSIONES NUCLEARES

Aunque no son frecuentes, algunos virus inducen la formacién
de inclusiones nucleares. Asi, en infecciones producidas por
algunos virus del grupo Potyvirus se han observado cuerpos de
naturaleza protéica asociados al nucleolo; inclusiones en forma
de placas y grandes prismas cristalinos caracteristicas del virus
del grabado del tabaco (TEV) asi como inclusiones fimbriadas en el
caso de Zucchini yellow fleck virus (ZYFV). Estas inclusiones
protéicas localizadas en el nucleo, no estan relacionadas
serolégicamente con las proteinas de la cédpsida viral ni con las de

las inclusiones citoplasmicas cilindricas que simultédneamente
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producen estos Potyvirus (Martelli y Russo,1984).

INCLUSIONES CITOPLASMICAS

Gran numero de virus producen caracteristicas inclusiones
citoplasmicas de valor taxonémico en muchos casos. Quizads 1las de
mayor valor diagnéstico sean las producidas por todos los Potyvirus
que consisten en la formacién de estructuras protéicas a modo de
laminas que pueden soldarse en bandas densas a los electrones,
formar rollos, cilindros excéntricos o "scrolls”, y molinetes o
“pinwheels" (Rubio-Huertos y Lépez Abella, 1966;Edwardson,1966). La
proteina constitutiva de dichas inclusiones esti codificada por el
genoma viral y no estd relacionada serolégicamente con la proteina
de la cApsida (Hollings y Brunt,1981b). El papel que desempefian las
inclusiones cilindricas (ICC) no es bién conocido, aunque se supone
que es para aislar estas proteinas que, de otra forma, podrian ser
perjudiciales para el funcionamiento celular. No obstante, se sabe
que su morfologia es caracteristica de determinados virus y que
ésta no cambia en el transcurso de 1la enfermedad, 1o que les
confiere un importante valor taxonémico dentro del grupo de los
Potyvirus (Edwardson,1974; Edwardson y Christie,1978; Edwardson et
al., 1984; Edwardson y Christie,1986a).En el apartado III.1, se
presenta un estudio detallado de estas inclusiones cilindricas.

Determinados Potyvirus, como el virus del mosaico de 1la
sandia, estirpe I (WMV-1), inducen adem4s inclusiones amorfas
posiblemente formadas por proteinas y ARN, presentes en todos los
aislados, lo que les confiere valor diagnéstico diferencial para
WMV-1( Martelli y Russo,1976).

Algunas cepas del virus del mosaico del tabaco (TMV), inducen
la formacién de grandes cuerpos de inclusién amorfos, denominados
‘cuerpos X", y constituidos por material citopléasmico,
ribosomas,mitocondrias,reticulo endopldsmico y una masa de tibulos
de naturaleza protéica y de mayor tamafio que las particulas del
virus, que también tienen valor diagnéstico (Rubio-Huertos,1972;
Eduwardson y Christie,1978;Martelli y Russo, 1984 ; Edwardson y
Christie, 1986b).

Igualmente, el virus X de la patata, miembro tipo del grupo
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Potexvirus, induce 1la formacién de caracteristicas inclusiones
amorfas formadas por elementos del citoplasma, particulas de virus
y unas laminillas multiestratificadas alternadas con corpusculos
esféricos que confieren aspecto granular a la
inclusién(Rubio-Huertos,1972; Martelli y Russo,1977a; Edwardson vy
Christie, 1978).

1.3.3.- FORMACIONES VIROPLASMICAS

A diferencia de las inclusiones, los viroplasmas consisten en
regiones modificadas de la célula infectada y en las que se cree
tienen lugar los procesos de replicacién y/o de ensamblaje viral.

En general estan formados por membranas o vegiculas
entremezcladas con particulas virales y ribosomas, conteniendo o né
formaciones maAs densas a los electrones vy localizados con
frecuencia en las proximidades del nucleo celular y tienen en
muchos casos valor diagnéstico (Martelli y Russo,1977a).

Caracteristicos viroplasmas se producen, por ejemplo, en el
caso de los Comovirus, donde la infeccién viral esta& asociada a 1la
formacién temprana de estructuras citopaticas membranosas
relacionadas con los procesos de replicacién y expresién viral y no
con los de acumulacién de particulas (Rezelman et _al.,1982). Estas
estructuras, que se inducen igualmente en protoplastos infectados,
estan codificadas por el ARN-B viral que también codifica otras
proteinas relacionadas con la replicacién, actividad proteasa y
encapsidacién (Dorssers et al.,1984;Goldbach y Van Kammen,198S5).

En el grupo de los Rhabdovirus, se han observado viroplasmas
conteniendo ribonucleoproteinas virales en el niucleo (Francki,1973)
o en el citoplasma (Rubio-Huertos y Pefia Iglesias, 1973).De forma
parecida, en las infecciones del virus de las manchas bronceadas
del tomate (TSWV) se ha observado la presencia de material denso de
aspecto estriado, formado por ribonucleoproteinas y entremezclado
con vesiculas,ribosomas y particulas virales (Verkleij y
Peters,1983) .E1 material denso de aspecto estriado de los
viroplasmas de TSWV, ha sido interpretado también como formas
defectivas del virus (Ie,b1982).
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I.3.4.- MOVIMIENTOS DE LOS VIRUS EN LAS PLANTAS INFECTADAS

La manifestacién de los efectos de un virus en 1la planta
huésped depende fundamentalmente de que éste sea capaz de
propagarse a las células adyacentes o a otras partes de 1la planta
(Hull,1989). A partir de las células infectadas inicialmente, 1los
virus de plantas pueden extenderse ‘'célula a célula" (movimiento a
corta distancia) o a través de los sistemas vasculares mediante el
llamado movimiento a larga distancia (Esau,1967; Zaitlin y
Hull,1987). Ambos tipos de desplazamiento coexisten en muchos virus
de los que producen infecciones sistémicas (Hull, 1989).

En los desplazamientos a corta distancia de 1los virus de
plantas, parece mas que probable que el camino sea a través de los
plasmodesmos, en los que  han sido localizadas particulas
virales(Esau,1967;Palukaitis y Zaitlin,1986), alteraciones de 1los
desmotubulos en relacién con la infeccién viral (Kitajima vy
Lauritis,1967), y alteraciones en el tamafio y estructura de los
plasmodesmos inducidos por proteinas codificadas por el virus
(Atabekov y Dorokhov,1984; Wolf et al., 1989).

A partir de la primera evidencia de proteinas implicadas en
los procesos del movimiento del ARN viral en una cepa de tomate de
TMV(Nishiguchi et al. 1978), se han ido acumulando datos sobre
proteinas responsables del movimiento ‘célula a célula” en
diferentes grupos de virus. Se sabe que TMV codifica una proteina
no estructural de 30K (Wolf et al.,1989), que se expresa
activamente en los estadios tempranos de 1la infeccién decayendo
poco después.lLa proteina ha sido localizada en el interior de 1los
plasmodesmos (Tomenius et al. 1987). Por otra parte, en el virus
del mosaico del chicharo (CpMV) que tiene el genoma dividido en dos
piezas, se ha visto que el ARN-M codifica, ademds de las proteinas
de cubierta,dos proteinas de 58K y 48K esenciales para el
movimiento del virus (Rezelman et al., 1982; Wellink y Van
Kammen, 1989) .

No se han encontrado homologias en las secuencias
aminoacidicas de las proteinas de 30K de TMV y las de 58K/48K de
CpMV (Hull, 1989).
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Los mecanismos de accién de dichas proteinas en los procesos
del movimiento viral a corta distancia, asi como 1las posibles
interacciones con las estructuras plasmodésmicas, no son bién
conocidas hasta ahora.Por una parte, Citovsky et al.(1990) proponen
para TMV el paso a través de los plasmodesmos exclusivamente del
acido nucléico unido cooperativamente con unidades de 1la proteina
de 30K,la cual,ademas de controlar el desplazamiento del ARN, 1lo
protegeria de la accién de las ribonucleasas y reconoceria los
plasmodesmos, sin inducir lodi{icacionea estructurales adicionales.

Por otra,Van Lent et al,h(1990) han sugerido para CpMV que el
paso a través de los plasmodesmos se realizaria por el genoma
encapsidado, utilizando unas estructuras tubulares en cuyo interior
se han localizado las particulas virales y las proteinas de
S8K/48K.

Parece evidente que existen entre 1los virus vegetales al
menos dos mecanismos en el paso "célula a célula",unoc en forma de
ribonucleoproteina, como el descrito para Tobamovirus, y otro en
forma de particulas completas, como el propuesto para los Comovirus
(Zaitlin y Hull, 1987; Van Leant et al,,1990). En el caso de los
virus de particulas de gran tamafio y que poseen envuelta
lipoprotéica, es desconocido el mecanismo para su desplazamiento.

En cuanto al transporte a larga distancia de 1los virus de
plantas,aunque no es bién conocido (Palukaitis y Zaitlin,1986),
generalmente se admite que sucede de forma pasiva a través de los
elementos vasculares del floema vy del xilema (Esau,1967),
produciéndose la replicacién viral en los elementos inmaduros del
sistema vascular o en las células acompafiantes. Se sabe que formas
defectivas en encapsidacién de algunos virus que son capaces de
moverse entre las células del meséfilo, pierden la capacidad para
desplazarse a larga distancia, lo que hace pensar que este tipo de
transporte se realiza mediante genomas encapsidados (Hull,b1989).
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I.3.5.- v EN S S V TAL

La localizacién de los virus en las plantas, no suele quedar
restringida a un Gnico tejido, sino que frecuentemente infectan
células de epidermis, parénquimas, y elementos del floema. En los
casos mas frecuentes de sintomas de mosaico cuyo efecto mas notorio
es la relacién de los virus con las células del meséfilo, no se
excluye la afectacién de otros tejidos (Zaitlin y Hull,1987).En
muchas necrosis generalizadas, las alteraciones iniciales suceden
en las células parenquimdticas que rodean 1los haces vasculares,
siendo seguidas por alteraciones en los elementos inmaduros del
floema y finalmente en el floema y el xilema. Las degeneraciones
del floema, generalmente asociadas con distorsiones y
malformaciones de tallos y hojas, suelen estar originadas
frecuentemente por virus transmitidos por insectos chupadores
(Rubio-Huertos,1956). En estos casos los virus, que se localizan
también en las células acompaiilantes, producen proliferaciones
anormales de los vasos, depésitos de calosa y otras alteraciones
que afectan incluso a las células parenquimaticas (Esau,1967).Pocos
virus estin aparéntemente limitados al xilema. Generalmente son
virus transmitidos por vectores por cuya inoculacién alcanzan esos
elementos vasculares (Hull,1989).

En cuanto a 1los tejidos meristematicos, generalmente se
admite la ausencia de virus en los meristemos apicales,
posiblemente por competencia entre los procesos implicados en la
multiplicacién celular y la multiplicacién viral (Esau,1967). Sin
embargo, algunos virus han sido 1localizados en 1las células del
meristemo de la raiz, o en el cambium.Tampoco suele ser frecuente
la presencia de virus en el embrién (Alvarez y Campbell,1978),
seguramente por razones similares a las de los meristemos y por la
ausencia de plasmodesmos entre el megagametofito y el esporofito
antiguo,ademds de razones derivadas de las condiciones de
deshidratacién de las semillas (Esau,1967). En las ocasiones en las
que los virus infectan el microgametofito (Garret et _al.,6198S),
estas infecciones se transmiten entonces también a través de las

semillas (Esau,1967).No obstante, 1lo mas frecuente en la
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transmisién de virus por semillas, es que los virus permanezcan en
las envueltas seminales.
En todo caso, parece comprobado que los virus pertenecientes
a un mismo grupo tienden a distribuirse de igual manera en 1las
células y tejidos de sus huéspedes, lo que puede servir de pauta en
la identificacién del grupo al que pertenecen (Esau,1967).

I.4.- MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA DE LAS PARTICULAS VIRALES

La microscopia electrénic; ha permitido el conocimiento de la
estructura de las particulas virales, necesario no s6lo con fines
da clamificacién sino también para 1la comprensién de aspectos
relacionados con 1la bioclogia de 1los virus tales como la
supervivencia de éstos fuera de las ceélulas, inicio de la infeccién
y proceso de multiplicacién viral (Matthews,1981). Se ha comprobado
que la estructura de las cipsidas estd mantenida por interacciones
no covalentes proteina-proteina, proteina-ARN vy ARN-ARN con
intervencién de cationes divalentes (Hull,1978).

A partir del conocimiento de la particula de TMV, Crick vy
Watson (1956) formularon la hipétesis de que el ARN infectivo de la
mayor parte de los virus de plantas, estia protegido por una
cubierta o capsida protéica. Se sabe que la proteina de cubierta
estd codificada por el genoma viral (Matthews,1981;Savithri et
al.,1989), y que las cépsidas pueden construirse mas eficazmente
con gran numero de proteinas de pequefic tamafio en lugar de gran
tamafio. De easta forma se hace mas eficiente 1la utilizacién del
material genético de los pequefios genomas de los virus isométricos
(comprendidos entre 0,5 y 4 millones de daltons), codificar 1las
proteinas de cubierta y las necesarias para completar su ciclo
vital (Savithri gt a2l,,1989) ademas de facilitar la construccién de
capsidas libres de error.

Para compaginar los datos obtenidos mediante microscopia
electrédnica sobre la morfologia de las particulas virales con 1la
organizacién de su estructura, Crick y Watson (1956) consideran
también, que utilizando repetidamente la misma disposicién de las
subunidades protéicas en torno al ARN, dnicamente existen dos
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formas de disposicién geométfica para la estructura de 1los virus:
en forma de varilla o en forma de esfera.Los mismos autores
consideran que si bién no existe limite teérico en cuanto al tamafo
de 1los empaquetamientos en forma de varilla con simetria
helicoidal, sin embargo, los virus esféricos estarian constituidos
segin una simetria cubica con un numero de subunidades multiplo de
12.Si el icosaedro es la figura que, cumpliendo 1los requisitos,
tiene la maxima simetria (5:3:2), sé6lo permite disponer 12,24 o 60
subunidades idénticas como maximo, en las capsidas. Caspar y Klug
(1962) resuelven la discrepancia al postular 1la teoria de 1la
‘‘quasi-equivalencia", considerando que para construir estructuras
estables es suficiente con la disposicién idéntica de grupos de
subunidades, lo que permite la construccién de cépsidas con 180,240
y mas subunidades. La teoria de la "quasi-equivalencia"” es valida

también para los virus en forma de varilla.

En el presente trabajo se ha realizado un estudio,
fundamentalmente mediante microscopia electrénica, de algunos virus
vegetales presentes en Espaiia y de las alteraciones
ultraestructurales que inducen en las células infectadaa. La
seleccién de los virus se ha realizado en base a alguno de 1los

siguientes criterios:

a.- Ser representativos, por la morfologia de sus particulas,
de gran parte de los grupos establecidos en la actual clasificacién
de virus vegetales.

b.- Producir alteraciones citopaticas no descritas
previamente.

c.- No haber sido detectados previamente en Espaila.

d.- No haber sido descritos infectando las plantas donde han
aido encontrados.

e.- Estar actualmente produciendo enfermedades en cultivos de

importancia econémica para el pais.
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IIT.- MATERJIALES Y METODOS

IT.1.- TAMPONES Y SOLUCIONES

TAMPON ACETATO VERONAL

Acetato sédico anhidro................... 11,7 gr
(Acetato s6dico. 3H20...... 19,4 gr)

Veronal sbdico........... ... ... ... . ... 29,5 gr

H20 hasta 1000 ml.

pH 6,9

TAMPON CITRATO O,1M pH 3.5

Sol A: Acido citrico. H20................ 21,0 gr/litro
Sol B:Na H2 PO4.H20...................... 35,63 gr/litro

Afiadir a la Sol A, la B hasta pH 3.5

TAMPON CITRATO O,SM pH 6.5

Ac. Citrico O,5M

Citrato Na 0,5M

Mezclar 1,4 vol. de Ac.Citrico 0,SM + 18,6 vol. de Citrato
sédico 0,5M

TAMPON CITRATO/TIOGLICOLICO

Es el Tampén Citrato 0,5M, pH 6.5 conteniendo 0,1% de
Ac.Tioglic6blico.

TAMPON TRIS ACETATO EDTA "TAE" pH 7.8

TrdB. e e e 40 mM
Acetato Sbédico.......... .. ... . .. 20 oM
Na2 EDTA. . .. ... . e 2 mM

pH 7.8 ajustado con &cido acético.

TAMPON DE INOCULACION

Es el tampén Fosfato sédico 20 mM pH 7.0

TAMPON FOSFATO _SODICO:Solucidén estandar 200mM

Sol.A 200mM DpH 4

Na H2 PO4 . H20 ............ ... .......... 27,0 gr. o bien
Na H2 PO4.2H20 ... .. ... ... iiinnn. 31,2 gr.

H20 hasta 1000 ml
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Sol.B 200mM pH 9.2

Na2 HPO4.2H20 ........... ... iiinannn
Na2 H PO4.7H20 .........ciiirinnunnnnnn
Na2 H PO4.12H20 .....................0.

H20 hasta 1000 ml.

35,61 gr. o bien
53,70 gr.
71,64 gr.

Mezclar las soluciones A y B en las proporciones que se

indican para obtener los pH deseados:

So

73,5
62,5
51,0
39,0
28,0
19,0
13,0

N NN NGOG
>N O O® OS>

26,5
37,s
49,0
61,0
72,0
81,0
87,0

TAMPON FOSFATO SODICO:Solucién estandar 1M pH 8.0

Sol A: Na H2 PO4. H20....................
Sol B: Na2 H PO4.12 H20..................

Mezclar 2,6 ml Sol.A + 47,4 ml Sol.B
TAMPON PALADE

Tampén acetato Veronal...................
O,IN HCL. . i\ttt et iee et ee et e iaeeana
H20 ... i e e e

pH 6,9
TAMPON DE TRANSFERENCIA pH 8.3

Metanol 20% v/v

138 gr/litro
358,2 gr/litro
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TAMPON TRIS-GLICINA-SDS

10 2 - 25mM
Glicina. .. ... ... ... i e 192mM
=1 0= 3 0,1%

pH 8.3

SOLUCION DE AZIDA SODICA

Azida sbdica.......... ... .. i, 15mM

SOLUCION AMIDOBLACK
solucién de 0,1% amidoblack en 45% Metanol y 10% acido

;cético.

SOLUCION AZUL DE COOMASSIE G-250

Azul de Coomassie G-250.................. 0,25gr
Metanol absoluto......................... 45ml
Acido acético...... ... .. .. i il 9,2ml
H20. . . i e e e 45ml
SOLUCION AZUL DE COOMASSIE R-250

Azul de Coomassie R-250.................. 0,25%
Etanol absoluto.......................... 20%
Acido Tricloroacético.................... 10%
H20. . . e e 69, 75%
SOLUCION DECOLORANTE

Metanol............ ...t L., 3 vol
Acido acético........ ... ... .. oo, 1 vol
H20. ... ... .. .. oo, e 7 vol
SOLUCION DISOCIADORA

625mM Tampén Tris-HCl, pH 6.8. ........... 113ul
BDS 20 . . i e e e e e 113ul
2-mercaptoetanol.............. ... ... ..... 23ul

Azul de Bromofenol al 0,00257%

SOLUCION SALINA TAMPONADA (PBS) 10 mM Fosfato pH 7.2

NaCl . . . . e e 8gr
HNa2PO04 .2H20. . . .. .. ... it i 1,34 gr.
H2NaPO4 . 2H20. . . . ... ... it 0,4 gr.

H20 hasta........ ..., 1000 ml.
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I1.2.- v Y _CON E I E
PLANTAS

II.2.1.- INOCULACION MECANICA

Como pauta general, las inoculaciones en 1las plantas de
aensayo se realizaron mecAnicamente, segin el método descrito por
Gibbs y Harrison (1976). Como abrasivo,se utilizé Celite Type 535
(Tierra de diatomeas de 0,01 a 0,04 mm), y como tampén de
inoculacién, el tampén fosfato sddico 20 mM, pH 7.0 (aptdo II.1).

En los ensayos de transmision de Rhabdovirus,
alternativamente se utilizé tampén fosfato sédico 20 mM conteniendo
0,1% de 2-mercaptoetanol (Lockhart et al.,b1985)

Como inébculos se utilizaron extractos crudos de planta
obtenidos por trituracién de las muestras en mortero, con el tampén
de inoculacién (aptdo II.1). Las inoculaciones se efectuaron en las
hojas cotiledénicas o en primeras hojas de plantas jé6venes. Los
utensillos requeridos se trataron con lejia y posteriormente se
autoclaclavaron para esterilizacién.

I1.2.2.- QTROS METODOS

Se realizaron ensayos de transmisién de Rhabdovirus
infectando Evonymus Jjapéonica Thunb. (aptdo III.3) mediante:

a) Inoculacién por injerto: piezas del tallo de plantas de
Evonymus sanas fueron reemplazadas por otras de plantas infectadas
(Rodriguez et al.,1987).

b) Inoculacién por incisién: con ayuda de una lanceta, se
realizaron incisiones en 1los tallos de Evonymus con forma de
cuadricula y de 2 a 3 mm de profundidad, sobre las que se colocé el
inéculo.

II.2.3.- CONDICIONES DE CULTIVO DE LAS PLANTAS DE ENSAYO

Las plantas de ensayo se hicieron germinar sobre un sustrato
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de turba libre de patégenos, en camara de cultivo a 25°C,60% de
humedad relativa, 11.000 lux de intensidad e iluminacién continua.

Las plantas inoculadas y las de control, crecieron y se

mantuvieron en camara de cultivo en las condiciones arriba

descritas, con un fotoperiodo de 16 hr.

IT.3.- METODOS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

El elevado poder de resolucién de los microscopios
electrénicos los convierte en el instrumento idéneo en el estudio
de los virus. Permite el estudio ultraeatructural de las particulas
aisladas,de 1las células infectadas,la localizacién celular de
viriones o estructuras con ellos relacionadas y su interaccién con

loa organulos celulares.

Los estudios de la presente tesis doctoral, se realizaron en
un microscopio Philips modelo EM-300 de 100Kv, 3,4 A°® de resolucié6n
y 500.000 aumentos. El estudio seriado de las particulas del virus
del mosaico de la calabaza (SqMV), se realizé en un microscopio
Philips EM-420, de 120Kv, 3 A° de resolucién y 800.000 aumentos,
dotado de gonidmetro Ucentrico * 45°,todos ellos del Sevicio de
Microscopia electroénica del CIB, CSIC de Madrid.

El material biolégico, en general de bajo numero atémico,
contribuye poco a la formacién de imigenes, por lo que &3 necesario
afiadir &tomos pesados en la preparacién de las muestras (tinciones
electrénicas), para aumentar el contraste de las mismas.El soporte
de 1las muestras consistié en rejillas de cobre o niquel
electrolitico de 3 mm de dismetro y de 200 a 400 mallas (mesh),
recubiertas por una fina pelicula de plastico de polivinilformal al
4% en 1-2 dicloroetano (formvar), de 100 a 200 A° de espesor
(Hall, 1970), reforzada por carbén vaporizado al vacio, en un
vaporizador Siemens.

Las técnicas utilizadas consistieron en tinciones negativas
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de extractos crudos de plantas y de virus purificados y cortes
ultrafinos de tejidos.

II.3.1.- NC '/

Esta técnica introducida por Hall (195S) y desarrollada por
Brenner y Horne (1959), conasiste bAsicamente en embeber la muestra
liquida en una solucién de algin metal pesado que ocuparé los
espacios vacios entre 1las macromoléculas de la muestra. Los
electrones pasaradn s6lo a través de las moléculas biolégicas por lo
que éstas aparecerian bien delimitadas en contraste negativo.En
determinadas condiciones,la muestra puede interaccionar
quimnicamente con el colorante, produciendo un efecto de tincién
positiva. La sal del metal a utilizar debe tener gran solubilidad ,
ser amorfa, y estable a la accién del haz de electrones. Las maAs
utilizadas son las de tungsteno, uranio o molibdeno.

La preparacién de tinciones negativas de extracto crudo de
plantas infectadas, consistié en triturar sobre un porta una
pequefia porcién de la muestra mezclandola a partes iguales con la
solucién del colorante electrénico elegido (Brandes,1957).Se colocéd
una gota de la mezcla sobre la rejilla y después de 1 6 2
minutos, se eliminé el exceso de liquido con una pipeta pasteur
estirada.La rejilla se dejo secar al aire protegida del polvo.

Para tinciones negativas de virus purificados se mezclaron, a
partes iguales, la solucién conteniendo los virus y el colorante,
procediendo como en el caso anterior.

A continuacién se describen las diferentes tinciones

negativas utilizadas en el desarrollo del presente trabajo.

A) ACIDO FOSFOTUNGSTICO (PTA): Fosfotungstato sédico o
potasico.El método descrito por Brenner y Horne (195%9), ha
resultado ser la tinciéon mas general, puesto que proporciona alto
contraste de imagen, es muy soluble en un amplio rango de pH y es
relativamente estable_ Habitualmente se prepara en solucién acuosa
al 2%, ajustando el pH a 7 con NaOH 6 KOH.E1l PTA neutro tiene el
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inconveniente que produce dafio o destruye las particulas de algunos
virus como Cucumovirus, Geminivirus,Ilarvirus, Virus del Mosaico de
la Alfalfa (AMV), Rhabdovirus, Fijivirus,Virus de 1las manchas
bronceadas del tomate (TSWV) y algunos Closterovirus (Francki et
al.,h1984).

A pH entre 3.0 y 4.5, el PTA no produce dafios en las
particulas, pero las preparaciones resultan poco contrastadas y de

baja calidad, por lo que es preferible prefijar las muestras.

B) ACETATO DE URANILO (UA):

Solucién acuosa desde el 2% al 0,1%Z. E1l pH no se ajusta y
estd en torno a 4.2. Cuando la tincién se utiliza cuidadosamente,
proporciona mejor contraste y resolucién de imagen que ninguna
otra, no resultando dafiada por el haz de electrones y pudiendo
almacenar las preparaciones durante varios meses. Unicamente las
particulas de Rhabdovirus resultan dafiadas por el UA (Milne,1984).

La tincién tiene el inconveniente de formar precipitados a pH
inferior a 5.5 y, en presencia de extracto crudo de planta (Milne,
1984 ;Christie et al.,1987), 1lo que puede obviarse fijando el
extracto a la rejilla y lavando una vez seco con Tampbén fosfato
0,0iM pH 7.0 previamente a la tincién.

El UA se altera por la acciétn de 1la 1luz, es ligeramente
radiocactivo y no se puede conservar durante mas de dos semanas,

siendo preferible prepararlo en el momento.

C) FORMIATO DE URANILO (UF):

La tincién es similar a la del UA aunque resulta mas alterada
por acciétn de los electrones. Puede ser la tincién de eleccibdn si
se quiere resaltar detalles ultraestructurales (Christie et al.,
1987). Muy inestable a la 1luz, precipita en muchos disolventes
incluido el agua. Soluble en metanol, a 20°C 1la solucién esta
saturada al 4%. Puede almacenarse durante un mes como solucién
sobresaturada en metanol.

La solucién stock de UF se prepard siguiendo el método
descrito por Christie et al.,b(1987), consistente en disolver 2gr de
UF en Sml de metanol durante 1 hr en agitacién y oscuridad, seguido
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por 10 min. de reposo. Sin remover el sedimento se separé el
sobrenadante en aliquotas, sellando los tubos y conservandolos en
oscuridad a temperatura ambiente.

La tincién se preparé en pocillos de porcelana blanca. En uno
de ellos se colocaron unas gotas de UA como control colorimetrico;
en otro, unas gotas de la sol. saturada de UF a la que se afiadié
gota a gota, agua bidestilada estéril hasta que el color fué de un
amarillo semejante al del UA (Christie et al,,1987).La mnmuestra se
tifi6 como se ha descrito anteriormente.

D) MOLIBDATO AMONICO (AM):

Tincién muy estable, produce menores dafios a las particulas
virales pero proporciona peores contrastes y resolucién de imagen
que el PTA o al UA_Habitualmente se utiliza en solucién acuosa al
2% resultando un pH 5.5 que se puede llevar a pH 4 con HCl,y hasta
PH 9 con NH4+

Puede resultar la tincién de eleccién para Rhabdovirus, virus
de las manchas bronceadas del tomate (TSWV) u otros virus que
resulten altearados por la accién del PTA (Milne,1984).

E) FIJACION PREVIA A LAS TINCIONES NEGATIVAS.

En aquellas preparaciones en las que se sospeché que 1la
tincién pudiera producir dafios a las particulas virales,se procedié
a una fijacién previa con glutaraldehido al 1% o formaldehido al
2%, en tampén fosfato 0,01M pH 7.0. Martelli y Russo (1984),
aconsejan preparar el formaldehido a partir del s6lido
paraformaldehido. Para ello, se preparé una solucién concentrada
que se calenté a 60°C y a la que se afiadieron unas gotas de 1IN
NaOH hasta que la solucién quedé transparente. Antes de usarla, se
diluy6é en tampédn fosfato 0,01M pH 7.0.

Las muestras se prepararon mezclando a partes iguales 1la
solucién fijadora con el extracto crudo de planta o, con 1la
solucién conteniendo los virus purificados, dejando actuar durante
un minuto y, tifiendo después como habitualmente.
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I1.3.2.- CORTES ULTRAFINOS

Esta técnica permite el estudio intracelular de los virus de
forma complementaria a las técnicas de tincién negativa, asi como
de las alteraciones celulares inducidas por ellos
(Rubio-Huertos,1978; Martelli y Russo,1984).

Esta informacién permite traspolar los efectos en términos
de su significado funcional (Rubio~Huertos,1978) y, como quiera que
las alteraciones pueden ser mi&s o menos especificas, constituyen un
criterio mis para la identificacién del agente causal
(Rubio-Huertos, 1978). La técnica permite también realizar cortes
seriados de una misma zona infectada, pudiendo asi establecer 1la
secuencia citopatolégica de la lesiédn (Milne,1966). Ademas, cuando
una infeccién viral detectada en plantas de campo no es posible
transmitirla a huéspedes experimentales, la mejor informacién
disponible para la identificacién del agente causal la proporcionan
las técnicas de microscopia electrénica, particularmente 1la de

cortes ultrafinos.

En ésta técnica se utilizan pequefios trozos de tejido
preferentemente de hojas jévenes y de 1la 2zona en la que los
sintomas sean mas patentes. El material se somete a un proceso de
fijacion con tetroxido de osmio, deshidratacién en serie de
acetonas e inclusién en una resina sintética tipo “epoxi” como

describimos a continuacién:
A) FIJACION DE LAS MUESTRAS

€1 proceso de fijacién permite estabilizar las estructuras
celulares de modo que no sufran grandes alteraciones frente a los
drasticos tratamientos posteriores, incluido la exposicién al haz
de electrones (Martelli y Russo,1984).Una prefijacién con aldehidos
permite estabilizar las proteinas, eliminando los dafios durante la

postfijacién con tetroéxido de osmio.

Las muestras fueron troceadas en piezas de 1 a 2 mm? sobre un
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portaobjetos en presencia de glutaraldehido al S%. en tampén
fosfato sédico 0,1M pH 7.0. La prefijacién se realizé6 sumergiendo
las piezas en un tubo ependorf conteniendo 1la solucién de
glutaraldehido,durante 2 horas a temperatura ambiente. Con el fin
de facilitar la penetracién de la solucién fijadora se centrifugéd
a 5000 r.p.m durante 30 seg. en una microcentrifuga Heraeus
sepatech, Biofuge A y alternativamente mediante vacio. El tiempo de
la prefijacién se prolongd en funcién de la naturaleza del tejido.

El glutaraldehido fué el prefijador elegido no sélo por el
efecto estabilizador sobre las proteinas a las que hace insolubles
mediante enlaces inter e intramoleculares, sino porque parece que
preserva finas estructuras como microtibulos que son destruidas
cuando la fijacién se realiza unicamente con tetréxido de osmio
(Martelli y Russo,1984).

La prefijacién se detuvo lavando 1las muestras con tampén
fosfato por 6 veces a intervalos de 30 minutos, eliminando asi 1los
restos de glutaraldehido que puedieran reaccionar con el tetréxido
de 6smioc y dar lugar a precipitados en el interior de 1los tejidos
(Martelli y Russo,1984).

A continuacién se procedié6 a la postfijacién o fijacién
propiamente dicha (siempre en el mismo tubo), con tetréxido de
osmio durante 2 hr a 4°C "(Palade,1952).La solucién fijadora de
Palade se prepar6 mezclando inmediatamente antes de ser utilizada,
solucién acuosa al 2% de tetréxido de osmio con igual volumen del
"tampébn Palade" (aptdo II.1). El1 tetréxido de osmio tiene 1la
propiedad de estabilizar 1los lipidos insaturados haciendolos
insolubles por establecer enlaces cruzados con ellos. El efecto
primordial es sobre las unidades de membrana que aparecen
nitidamente delimitadas, mientras que sin la fijacién por el osmio,
o por una deficiente fijacién, la bicapa 1lipidica se solubiliza
durante la deshidratacién posterior, lo que d& 1lugar a imégenes
negativas de los sistemas de membranas (Martelli y Russo,1984).En
las células prefijadas con aldehidos, la penetracién del tetréxido
de osmio es mas lenta, proporcionando mayores ventajas.
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B) DESHIDRATACION

La mayoria de las resinas utilizadas en 1la preparacién del
material biolégico para cortes ultrafinos son insolubles en agua,
por 1o que es necesario sustituirla, del interior de 1los tejidos,
por disolventes organicos. El agente deshidratador elegido fué
acetona en soluciones de concentracién creciente (Ryter y
Kellemberger,1958), por movilizar los fosfolipidos menos que el
etanol y ser mas compatible que éste con las resinas sintéticas

tipo "epoxi" (Martelli y Russo,1984).

El contraste de las estructuras celulares se incrementa
cuando el material es tratado con soluciones de acetato de uranilo
(UA) previamente a la inclusién en 1las resinas. La pauta de
deshidratacion y tinciéon de contraste que se siguié consistié en
tratamientos sucesivos con acetona al 30%, acetona 50%, y acetona
70%. A continuacién se procedié al tratamiento con 1la tincién de
contraste (acetona 70% + solucién acuosa al 2% de acetato de
uranilo a partes iguales)durante 12 horas a toda la noche, seguido
por nuevas deshidrataciones con Acetona 90% y acetona 100%. Todo el
proceso se realizé a temperatura ambiente en el mismo tubo
ependorf, utilizando una pipeta pasteur para el cambio de 1las
acetonas. Para eliminar todo resto de agua en el disolvente, se
preparé acetona al 100% sobre sulfato de cobre anhidro desecado
en estufa. Esta acetona es la que se utilizé en las Gltimas etapas

de la deshidratacién.

C) INCLUSION EN RESINAS SINTETICAS

La inclusién de las muestras se realizé en una resina tipo
"epoxi™, 21 Durcupan ACM de la casa Fluka, que contiene como resina
la Araldita (Glauert y Glauert, 1958). Las resinas ‘“epoxi’” se
caracterizan por la presencia de grupos epéxido C-0-C que
polimerizan por 1la adiciétn de un agente entrecruzante, el
acelerador. La dureza puede ser controlada por la adicién previa de

un endurecedor.
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Las proporciones que se utilizaron para 1los distintos

componentes de las resinas y su polimerizacién, fueron las
sugeridas por la casa Fluka para el Durcupan ACM :

Durcupdn ACM................cccuunen 10 ml
Endurecedor 964................... 10 ml
Dibutil Ftalato................... 0,1 a 0,2 ml
Acelerador 964.................... 0,3 a 0,4 ml

Como sustancia puente entre la acetona y la resina se utilizé
el 6xido de propileno (Luft,1961), el cual se mezcléd en
proporciones crecientes con la mezcla '"Araldita I" (que es 1la
mezcla Durcupan sin acelerador, que se prepard y mantuvo en estufa
a 50°C).

La pauta que se siguié consistié en tratar la muestra una vez
deshidratada con 6xido de propileno (4°C) y, mezclas sucesivas de
éste con la "Araldita I" en proporciones 3:1; 2:2; 1:3 y, "Araldita
I"” donde permaneci6 a 50°C en estufa, de 2 hr a toda la noche.

La mezcla ‘Araldita II- contiene adenis el agente
entrecruzante que va a actuar acelerando 1la polimerizacién, el
acelerador 964", por lo que se preparé 30 minutos antes de ser
utilizada, manteniéndola en estufa a 50°C. Las piezas se
sumergieron en la mezcla "Araldita II" durante hora y media a 50°C
y se colocaron en el extremo piramidal de moldes 1los cuales se
rellenaron con '"Araldita II"” y mwmantuvieron en estufa a 70°C
durante 48 horas, para que la polimerizaciétn de 1la resina fuese
total, quedando 1los bloques orientados y preparados para 1la

realizacién de los cortes ultrafinos.

A continuacién exponemos un breve esquema de 1la técnica

descrita.
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ESQUEMA DEL METODO DE PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA
CORTES ULTRAFINOS.
* Piezas de tejido de 1 a 2 mm?

1.~ FIJACION

* Prefijacién en glutaraldehido al 52 en O0,1M T.P pH 6.9

(previa centrifugacién)........... ... ... ... L L. 2 hr
* Lavados en O0.1M tampén fosfato pH 7.0 ... 6 X 15 minutos.
* Postfijaciébn en 1% tetréxido de Osmio ....... 2 hr (4°C).

2.- DESHIDRATACION Y TINCION DE CONTRASTE

* Acetona 30% ... 1S min.
®* Acetona 50% ... 30 min.
* Acetona 70% ... 30 wmin.
* Acetona 70% + 2% AU ... 12 hr. a toda la noche
* Acetona 90% ... 30 min.
* Acetona 100% ... 30 min.
* Acetona 100% + CuS0O4 ... 2 X 30 min.

3.- INCLUSION

* Oxido de propileno ... 2 X 1 hr.(4°C).
* Oxido de propileno + mezcla '"Araldita 1" (t® ambiente)
proporcién 3:1 ... 2 hr
" 2:2 ... 2 hr a toda la noche
" 1:3 ... 2 hr
* Mezcla "Araldita I" .. 2 hr (en estufa a 50°C)
* Mezcla '"Araldita I" .. 12hr a toda la noche(estufa a S0°C)
* Mezcla "Araldita II".. 1 hr (en estufa a 50°C)
* Mezcla "Araldita II".. 30 min.(en estufa a 50°C)

* Colocar las piezas en los moldes, rellenar con la mezcla

""Araldita II" y dejar en estufa a 70°C durante 48 horas.
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D) ULTRAMICROTOMIA

Para la obtencién de cortes ultrafinos seriados del orden de
60 a 90 nm de grosor, se siguié la técnica introducida por Pease vy
Baker (1948) utilizando un ultramicrotomo LKB III 8.800, de
iluminacién vertical y avance automético.Los bloques de resina
conteniendo las muestras, se colocaron en el soporte fijo del
ultramicrotomo y se tallaron manualmente bajo 1lupa binocular
dandoles forma de piramide rectangular de menos de 0,5 am de lado.

Los cortes se realizaron con cuchilla de vidrio 3,7 x 2,5 x
icm, cuya arista afilada se obtiene seccionando por presién las
barras comerciales rectangulares, segin un A&ngulo de 45°.Comprobada
a la lupa binocular la ausencia de estrias en el filo de 1la
cuchilla, se le adhierié una cinta de aluminio al plano inclinado
que debidamente parafinada, sirvié de recipiente para 1la balsa
colectora de los corte. La balsa se formé con agua destilada mis
etanol al 10% para rebajar la tensién superficial.Una vez colocado
el bloque en el soporte mévil del ultramicrotomo, 1los primeros
cortes se obtuvieron por avance manual. El grosor relativo se midié
por el color de interferencia de la resina sobre el agua, segun la
escala propuesta por Peachey (19S8).

| ESCALA DE COLORES DE PEACHEY |

| _(indice de refracci¢n de la resina = 1.S) |

Color de Espesor de
!
| interferencia orte: n_n |
| Gris  ...... < 60 |
Plateado ...... 60 - 90
| |
‘ Dorado = ...... 90 - 150 |
| Parpura  ...... 150 - 190 |
Azul ... .. 190 - 240
[ I
Verde = ...... 240 - 280
I |
|

Agarillo cees o 280 - 340 |
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Cuando los cortes tuvieron las caracteristicas deseadas, se
colocd el avance automdtico a una velocidad de 1 a 2 mm/seg. Los
cortes se estiraron con vapores de cloroformo y se recogieron por
contacto sobre las rejillas, segin el método descrito por Gettner y
Hillier (1950). Los cortes se dejaron secar sobre papel de filtro
protegidos del polvo.

E) TINCION DE LOS CORTES

El contraste electrénico de las estructuras celulares se
incrementa cuando las muestras que previamente han sido sometidas a
la accién del tetréxido de osmio y del acetato de uranilo, sa
tratan con sales de plomo (Martelli y Russo,1984).

Se cree que el mayor contraste es debido a que 1los iones
positivos de plomo se unen a los grupos polares de los fosfolipidos
cargados negativamente por el osmio reductor. El1 método utilizado
fué el descrito por Reynols (1963). En él,los a&tomos de plomo son
quelados por citrato en exceso para evitar la formacién, en
presencia de C02, de precipitados de carbonato de plomo.

Se prepard agua libre de C0O2, hirviendola durante S a 10
minutos, y se conservé en frio tapada con papel de aluminio. A 1,33
gr de nitrato de plomo y 1,76 gr de citrato sédico se afiadieron 30
ml de agua libre de C02, agitando tapado durante 30 minutos para
que el nitrato de plomo pasase a citrato de plomo. A continuacién
se incorporaron 8 ml de NaOH 1N preparado en el momento.

El volumen de la solucién citrato de plomo + sosa se completd
a 50 ml con agua libre de C0O2, y se agité manualmente hasta gque
qued6 ccmpletamente transparente. La solucién se guardé tapada en
nevera y de ella se extrajo la cantidad requerida cada vez.

Para tefiir los cortes se colocd, sobre un disco de parafina,
una gota de citrato de plomo filtrado. Sobre la gota y en contacto
con los cortes, se dispuso la rejilla durante 12 minutos.

A continuacién 1la rejilla se 1lavé inténsamente y la

preparacién se dejoé secar protegida del polvo.
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II1.4.- D (] v S

La obtencién de virus purificado en cantidad suficiente y
libre de contaminantes, ha sido condicién necesaria para
determinaciones dirigidas a la identificacién y caracterizacién de
algunos de los virus estudiados, asi como para la obtencién de

inmunosueros.

IT.4.1.- METODO DE PURIFICACION DEL VIRUS DEL MOSAICO DE LA

ABAZ MV) .

Tras un amplio estudio de la gama de huéspedes(aptde III.6),
se decidié utilizar como plantas para 1la propagacién de los
aislados del virus del mosaico de 1la calabaza (SqMV), cucumis
melo,L. var."Melén amarillo” y Cucurbjta pepo.L. var "Belleza
negra", por ser ambas infectadas sistémicamente de un modo claro y
comportarse mejor en las condiciones de las cAmaras de cultivo.

El método seguido fué una ligera modificacién del descrito
por Klootwiijk et al.,(1977).

Las hojas con sintomas de infeccién se +trituraron en una
turmix, en presencia de tampén fosfato sédico 0,1M, pH 7.0 en una
proporcién de 2ml de tampén por gramo de tejido. La concentracién
salina y de hidrogeniones del tampén estid en relacién con el punto
isoléctrico de las particulas, para conseguir su =solubilidad vy
estabilidad (Francki,1972; Gibbs y Harrison,1976). Los restos
vegetales de mayor tamano se eliminaron filtrando el homogenizado a
través de cuatro capas de gasa y posterior centrifugacién a 9.500
rpm durante 15 min. (4°C), en un rotor Sorvall GSA. Se utilizé una
centrifuga Sorvall Inst. RC-S5C. El sobrenadante conteniendo 1las
particulas virales, se emulsioné mediante agitacién magnética
durante 1 a 2 min. (4°C), con 0,7 voldmenes de una mezcla v/v de
cloroformo:butanol .El empleo del cloroformo/butanol peraite
desnaturalizar proteinas, separar los lipidos de la planta y por
tanto, clarificar el extracto (Hamilton et al,,k1981).
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La emulsién se centrifugé a 9.500 rpm durante 15 minutos,
con resultado de formacién de tres fases: la inferior mas densa vy
de color verde, conteniendo materiales lipofilicos como grasas,
ceras y clorofilas; la intermedia, formada fundamentalmente por un
precipitado de proteinas de la planta y, la fase superior acuosa,
conteniendo sustancias hidrofilicas Y virus en suspensién
(Francki,1972; Gibbs y Harrison,1976).

A la fase acuosa conteniendo 1los virus (extraida con
jeringa), se le afadié(relaciédn peso/volumen),el polimero sintético
polietilénglicol 6000 (PEG-6000) al SX y NaCl 0,2M mezclandolo
mediante agitacién magnética durante 1S minutos (4°C), con el fin
de precipitar 1las particulas virales.Para que las particulas
formasen agregados, la mezcla se mantuvo en reposo durante 45
minutos. Los agregados se precipitaron centrifugando a 9.500 rpm
durante 1S min.y se resuspendieron nuevamente en el tampén de
extraccién. Los materiales pertenecientes a la planta todavia
presentes en la suspensién, fueron eliminados mediante
centrifugacién a 15.000 rpm (1S min. y 4°C), utilizando un rotor
Sorvall SS-34. El sobrenadante conteniendo 1los virus se colocéd
sobre 1 ml de sacarosa al 40% (relacién peso/volumen) en tampén de
extraccién, centrifugando a 50.000 rpm durante 2,5 hr.(4°C) en un
rotor Beckman Ti-65. Se utilizé una ultracentrifuga Beckman L8-70.

El precipitado se disolvié en un pequefio volumen de agua
desionizada estéril durante toda la noche a 4°C. Finalmente, para
eliminar posibles contaminantes, la solucién de virus se centrifugd
a 9.2500 rpm durante 1S minutos (4°C), recuperando el sobrenadante.

La concentracién de los virus en solucién, se midié
espectrofotométricamente (aptdo II.4.3) y se almacené en nevera a2
4°C.Para evitar contaminaciones en almacenamiento durante largo

tiempo, se afiadi6é azida soédica 1,5 mM.

A continuacién exponemos un esquema del proceso



ESQUEMA DEL M PURIFICACION DE MV

1- X gr. de hojas infectadas
+ Tampon fosfato sédico 0,1M pH 7.0 2ml/gr X
Triturar en turmix de 1 a S minutos
Filtrar por 4 capas de gasa (con presién).
2- Centrifugacién en rotor GSA a 15.000 g 6 9.500 rpm ....15 min.
Volumen de sobrenadante (S/N)
+ 0,7 volumenes de Cloroformo:Butanol (1:1)
Agitacién magnética de 1 a 2 min. a 4°C
3- Centrifugacién en rotor GSA a 15.000 g 6 9.500 rpm ....15 min.
Recoger la fase acuosa con jeringa.
Volumen d fase acuos
+ 5% PEG-6000
+ 0,2M NaCl
Agitaci6én magnética durante 15 min. a 4°C
Reposo durante 45 min. a 4°C

4- Centrifugacién en rotor GSA a 15.000 g 6 9.500 rpm ....1S min.
Precipitado (pP/P)
+ Tampén fosfato O0,1M pH 7.0 Q.Sml/gr X
Resuspender mediante agitacién magnetica.
5- Centrifugacién en rotor SS-34 a 27.000 g 6 15.000 rpm...15min.

Racuperar el sobrenadante
Colocar el S/N sobre 1ml de sacarosa al 40%
en Tampén fosfato 0,1M pH 7.0 (relacién peso volumen).

6~ Centrifugacién en rotor 65 Ti a 150.000 g 6 S0.000 rpm 2,Shr.
o bien rotor 50 Ti a 45.000 rpm ..... 3 hr.
Resuspender el precipitado en 0,2 ml de H20 destilada
estéril durante toda la noche a 4°C

7- Centifugaci6tn en un rotor S5-34 a 10.000 g 6 9.250 rpm 1Smin.

Recoger el sobrenadante
Medir concentracién (aptdo II.4.3).
Afiadir azida sédica 1,5 aM

Almacenar a 4°C.
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IT.4.2.- PURIFICACION DE VIRUS DE MOSAICO DEL
PEPINO (CMV).

La purificacién se realizé siguiendo el método propuesto por
Lot et al,,(1972).El material vegetal se trituré con 2ml/gr. de
tejido de tampén citrato sédico 0,5M, pH 6.5 que contenia &cido
tioglicoélico al 0,1% y 2ml de cloroformo por gramo de tejido.

El tampén citrato facilita la extraccién de 1las particulas
virales al hacer insolubles constituyentes de la planta y actuar
como agente quelante de iones Mg++, degradando ribosomas; el acido
tioglicolico es aconsejable como antioxidante en el tampén de
extraccién, ya que CMV es un virus inactivable por productos de 1la
polifenoloxidasa.

Al triturar en presencia de cloroformo se forma, como en el
método descrito para SqMV, una emulsién que se separa en tres fases
mediante centrifugacién a baja velocidad. Las particulas viricas se
localizan en la fase acuosa menos densa.

A la fase acuosa, extraida con jeringa, se 1le afiadié un
10%(peso/volumen) de Polietilenglicol 6000 (PEG 6000) a fin de
precipitar las particulas de virus.Tras una centrifugacién a 10.000
rpm, el sedimento se resuspendié en tampén citrato sédico 50 mM, pH
7.0 conteniendo 2% de Tritén X-100. Este detergente se emplea para
destruir membranas celulares. Seguidamente se centrifugé nuevamente
a 10.000 rpm para clarificar el extracto y el sobrenadante se
centrifugdé a a 39.000 rpm durante 2,5 hr. para precipitar el virus;
el sedimento se suspendié en agua desionizada estéril y conservo a
4°C.

A continuacién se realizé otro ciclo de centifugacién
diferencial, precipitando en la baja restos vegetales y, en las de
alta velocidad las particulas virales. Upa vez purificados, 1los
virus se mantuvieron a 4°C en agua estéril y azida sédica 1,5 mM
para evitar contaminaciones bacterianas. En estas condiciones 1los

CMV mantienen su integridad e infectividad durante meses.

A continuacién se expone un esquema del método de

purificacién:



2-

5-

10-

11-

12~

ESQUEM METODO DE PURIFICACION DE CMV

Irjturar en frio
X gr tejido + 2X ml T.Citrato-Tioglicélico + 2Xml Cloroformo.

Centrifugacién en rotor GSA a 9.150 g 6 7.500 rpm,...10 min.
Se forman tres capas y se recoge el sobrenadante (S/N)

X ml S/N + 10% PEG 6000

Agitacién lenta 15 min. a 4°C

Reposo a 4°C durante 30 a 40 min.

Centrifugacién en rotor GSA a 9.150 g &6 7.500 rpm,....20 min.
Recoger el precipitado(P/P) y resuspender en Tampon citrato
0,05M conteniendo 2% Tritén X100 en la proporcién 0,Sml / gr
tejido original.

Centrifugacién en rotor GSA 16.300 g 6 10.000 rpm,....20 min.
Recoger el S/N

Centrifugacién en rotor Ti-S0 a 39.000 rpm,........... 2,% hr
Recoger el P/P

6 centrifugacioén a 27.000 PR, .. ...ttt ittt 4 hr
El P/P se resuspende en 1 ml de H20 destilada y se deja
toda la noche a 4°C

Centrifugacién en rotor GSA a 10.400 g 6 8000 rpm,...10 min.
Recoger el S/N

X ml S/N + Tampén citrato 0,5M pH 7, hasta llevarlo a O,05M
Centrifugaciin en rotor Ti-S50 a 39.000 rpm,............ 2,5 hr
Recoger el P/P

o centrifugacién a 27.000 rpm............... ... 4 hr
El P/P se resuspende en 2ml de H20 destilada estéril y se
deja toda la noche a 4°C.

Centrifugacién en rotor GSA a 10.400 g 6 8.000 rpm,...10 min.
Recoger el S/N

Medir la concentracién virus purificado (aptdo II.4)
Afiadir azida sédica 1,5 mM

Almacenar a 4°C.
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II.4.3- CUANTIFICACION DE VIRUS PURIFICADOS.

Debido a la capacidad de proteinas y 4&cidos nucléicos de
absorber la luz ultravioleta como consecuencia de la presencia de
componentes con anillos aromaticos, es posible hallar la
concentracién y grado de pureza de los virus y Acidos nucléicos
purificados, mediante la determinacién del espectro de absorcién
entre 220 y 300nm (Brakke,b 1967).

Las concentraciones, tanto de los virus purificados como de
los acidos nucléicos, se calcularon a partir del espectro de

absorcién en un espectrofotémetro Shimadzu, UV-160.

Para las particulas virales de SgqMV se tomaron 1los valores
dados por Van Kammen(1i967) para el virus del mosaico del chicharo
(CpMV) E260 0,1% = 8,1. La relacién A260/A280 =1,64 determina 1la
estimacién de pureza para CpMV (Van Kammen y Jager,1978). Para CMV
se tomé el valor E260 0,1% = 5, (Kaper et al.,1965).

IT.5.- METODO DE EXTRACCION DE LOS ARNs DE SgMV Y CMV

Para la extraccién de los ARNs de SgMV y CMV a partir de
virus purificados, se empled la tecnica descrita por Van Kammen
(1967) .

La suspensién de viriones en H20 bidestilada estéril se
diluy6é en tampén fosfato séddico i10mM, pH 7.0 hasta obtener una
concentracioén de virus entre 4-5 mg/ml, afladiendo a continuacién

0,1 vol. de SDS al 10%.

La accién del SDS favorece la discciacién de los virus al
interaccionar con los restos de los aminodcidos responsables del
mantenimiento de la estabilidad de la particula virica (Boatman vy
Kaper, 1976).

Para SgMV,la solucién se calenté a 100°C durante unos 20

segundos (hasta que se volvié completamente transparente), y se
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enfrié rapidamente en agua/hielo. Para CMV, la disociacién de 1la
particula se consigue sin necesidad de calentar.A continuacién la
solucién con los viriones disociados se mezcldé con igual volumen de
fenol saturado en agua (Maniatis et al.,1982) vy se agito
fuertemente en vortex durante 10 minutos para conseguir una buena
emulsién, que fué centrifugada a 7500 rpm durante 15 minutos en un
rotor Sorwall SS-34 y centrifuga Sorvall Inst. RC-SC.

La accién desnaturalizante del fenol sobre las proteinas hace
que éstas precipiten en una interfase, quedando 1los acidos
nucléicos en la fase acuosa superior (Maniatis et al.,1982), que se
recogié con pipeta pasteur. Para extraer el resto de las
proteinas,la fase acuosa se sometié a uno o mas ciclos de
fenolizacién en funcién de la consistencia de 1la interfase. Los
restos de fenol se retiraron 1lavando dos veces la fase acuosa con
igual volumen de éter dietilico anhidro, retirando 1la fase éter
superior. La fase acuosa resultante se mezcldé con 0,1 volumenes de
tampén acetato sédico 3,3M, pH 4.5 y 2,5 volimenes de etanol
absoluto, manteniéndose a -20 °C durante 18 horas o durante 10 min.
a ~-70 °*C. La solucién conteniendo los 4cidos nucléicos
precipitados, se centrifugé a 10.000 rpm durante 20 minutos. El
precipitado, una vez decantado y desecado al vacio, se resuspendié
en agua desionizada estéril. La concentracién se midié
espectrofotométricamente {aptdo II.S5.1).Los ARNs extraidos se
almacenaron en congelador a -70 °*C.En todo el proceso se utilizé6
material estéril y libre de RNAasas trabajando a 4 °C.

A continuacién se expone un esquema del proceso:
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ESQUEMA DEL METODO DE EXTRACCION DE ARNs A PARTIR DE VIRIONES DE
SGMV_Y CMV.

1- ml Virus purificado
+ Tampén fosfato sédico 10 mM, pH 7.0
+ 0,1 vol. SDS 102
——————————————— concentracién menor a S mg Virus/ml solucién

Para SqMV, calentar 100°C durante 20 seg. y enfriar en

aguashielo
2- Mezclar v/v Fenol saturado en H20
Agitar con vortex ................. 10 min.
3- Centrifugacién en un rotor SS-34 6.780 g 6 7.500 rpm
................ 1S min.
4- Recoger fase acuosa con pipeta
Repetir los pasos 2, 3 y 4, dos veces
S- Fase acuosa conteniendo los ARNs
+ 0,1 vol. acetato sédico 3,3M, pH 4.5
+ 2,5 vol. etanol absocluto
mantener a -20 °C durante 18 hr,
6- Centrifugacién en un rotor SS-34 12.100 g 6 10.000 rpm
............... 20 min.
7- Retirar rapidamente el etanol y secar el precipitado al
vacio.
8- Resuspender el precipitado en H20 bidestilada estéril

Medir concentracién y conservar a -70 °C.
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II.5.1.- CUANTIFICACION DE LOS ARNs PURIFICADOS

Para medir la concentracion de los los ARNs nmonocatenarios,
se tomé el valor E260 0,1% = 25 (Kaper y Geelen,1971).En los Acidos
nucléicos, la relacién A260 / A280 = 2 provee una estimacién de la
pureza de los mismos, puesto Qque 1la presencia de proteinas o
fenoles disminuiria la relacién de absorbancia.

II.6.~ (o) PAR S | 4 Y
ACIDOS NUCLEICOS

Las propiedades eléctricas de proteinas y Acidos nucléicos
son utilizadas para su separacién y analisis mediante las técnicas
conocidas como de electroforesis. Estas técnicas introducen 1la
utilizacién de una matriz sélida, gel, con cierta rigidez mecanica
en la que el tamafio del poro que se forma esti en relacién con 1la
concentracién de la sustancia o sustancias utilizadas como matriz.
De esta forma, la movilidad de las macromoléculas ionizadas va a
depender de su propio tamafio, de la porosidad del gel, de 1la
composicién quimica y conformacién de la macromolécula, y de 1la
corriente eléctrica que se aplica. Los geles mas utilizados en las
electroforesis de proteinas y de acidos nucleicos son 1los que el
soporte es la poliacrilamida o la agarosa, combinadas o n6 con

otras sustancias.

IT.6.1.~- ELECTROFORESIS DE LAS OTEINAS DE SgMV GELES D
POLIACRILAMIDA AL 12,52 Y AL 15%, CON SDS.

Los geles de poliacrilamida se preparan por entramaje del
monémero acrilamida con el agente entrecruzante
N'N‘'-metilén-bis-acrilamida(Bis).La polimerizacién requiere también
del catalizador N,N,N',N’', tetrametil-etilén-diamina (TEMED) y del
iniciador persulfato aménico.La acrilamida se prepara en soluciones
concentradas en agua desionizada a la que se afilade 1la proporcién
adecuada de Bis.La polimerizacién se realiza generalmente entre dos
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placas de vidrio separadas por espaciadores de plastico de 1 a 2mm
y selladas con agarosa al 1%.

Para caracterizar la cubierta protéica de 1los aislados del
virus del mosaico de la calabaza (SqMV), los viriones purificados
se analizaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida-SDS
en placa (SDS-PAGE) utilizando el sistema discontinuo descrito por
Laemmli (1970), dado que al alto poder de resolucién de 1los geles
de poliacrilamida se une 1la capacidad del SDS de romper 1los
compuestos protéicos en sus cadenas individuales (Weber y
Osborn,1969). El sistema consistié en tres zonas separadas: la
superior o muestra, la intermedia o gel concentrador; y la inferior

o gel separador, cuya composicién exponemos a continuacién:

GELES DE POLTIACRILAMIDA AL 12,57% CON SDS
Gel Separador acrilamida 12,52 Bis 0,33% Para 20 ml:

Agua desionizada................ 8,9ml
Tampén Tris HC1 3M pH 8.8....... 2,5ml
Acrilamida:Bis (30:0,8)......... 8,3ml
SDS 10%&. ... .t 0,2ml
TEMED. .. .. ... i e 10ul

Persulfato aménico 10%.......... 0,1ml

Gel Concentrador acrilamida 4,5% Bis 0,12% Para S ml:

Agua desionizada................ 3,7ml
Tampén Tris HCl 1,25M pH 6.8.... 0,5ml
Acrilamida:Bis (30:0,8)......... 0,75ml
SDS 10%. . .. .. . SOul
TEMED. . ... . ... ... ... 2,5ul
Persulfato aménico 10%.......... 30ul

GELES DE POLIACRILAMIDA AL 15% CON SDS
Gel Separador acrilamida 15% Bis 0,4% Para 20 ml:

Agua desionizada.................. 6,9ml
Tampén Tris HC1 3M pH 8.8......... 2,5ml
Acrilamida:Bis (30:0,8)........... 10ml
SDS 10% . . ot 0,2ml
TEMED. . ..ttt it e 10ul
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Gel Concentrador acrilamida 4,52 Bis 0,12% Para Sml:

Agua desionizada.................. 3,7ml
Tampén Tris HCl 1,25M pH 6,8...... 0,Sml
Acrilamida:Bis (30:0,8)........... 0,75ml
SDS 10&. . ... it i it e et e e, SOul
TEMED. . .. ...t ittt 25ul
Persulfato aménico 10%............ 30ul

Las muestras se prepararon calentando durante S5 minutos a
100°C una solucién que contenia 4ug de virus en 20ul de agua
bidestilada estéril y S5 ul de solucién disociadora para proteinas
conteniendo azul de bromofenol (aptdo II.1). A la muestra una vez
enfriada, se le afladieron 20 ul de sacarosa al 60X (de modo que la
concentracién final quedase al 20%) y se sometié a una breve
centrifugacién en una microcentrifuga Biofuge A (Heraeus
sepatech).Los 45 ul resultantes fueron colocados en cada uno de los
pocillos.

La electroforesis se realizé en cubetas verticalea (Bio-Rad)
con placas de 160 x 120 x 1,2 mm en tampén Tris-CGlicina-SDS, pH 8.3
(aptdo 1I.1). Mientras las muestras atravesaron el gel concentrador
se aplicé una corriente de 20 mA de intensidad constante utilizando
como fuente de alimentacién una Bio-Rad Model 1420 B. Se aumenté la
intensidad a 30 mA cuando las nuestras pasaron al gel
separador .Para visualizar las proteinas, el gel se tifi®¢ durante 2
hr en agitacién, con una solucién de Coomassie R-250 al 0,25%
(aptdo II.1).El exceso de colorante se retiré sumergiendo el gel en
un bafio con solucién decolorante (aptdo II.1i) durante 24 hr. vy

agitacién, deteniendo el proceso con acido acético diluido al 7%.

I1.6.2.- D R ON DE (6} ESQOS OLE! D
PROTEINAS DE LA CUBIERTA DE SgMV.

Las técnicas de electroforesis permiten estimar los pesos
moleculares de las proteinas por comparacién con otras de peso
molecular conocido (Weber y Osborn,1969). Para la determinacién de
los pesos moleculares de 1los polipéptidos de cubierta de 1los
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aislados del virus del mosaico de la calabaza, se utilizaron geles
de poliacrilamida al 12,58 y al 15% con SDS,empleando como
marcadores de peso molecular los que suministra Bio-Rad, cuyas
caracteristicas describimos:

PROTETINA PESO MOLECULAR
Ligsozima............................ 14.000 Daltons
Inhibidor de Tripsina............... 21.000 Daltons
Anhidrasa Carbénica................. 31.000 Daltons
Ovoalbumina......................... 45.000 Daltons
Albumina Bovinma..................... 66.000 Daltons
Foaforilasa B....................... 92.000 Daltons

I1.6.3.~ ELECTROFORESIS DE LOS ARNs DE SgMV y CMV EN GELES DE
POLTACRILAMIDA AL 2%, AGAROSA AL O,5R.

Este sistema se utilizé para la caracterizacién de los acidos

nucléicos tanto de SqMV como de CMV. La solucién para geles de 130

x 100 x 1,2 mm se prepard con:

20% acrilamida 1% Bis

Agua desionizada................. 7,2ml
Tampén 10X TAE pH 7.8............ 2,Sml
Acrilamida:Bis (19:1)............ 2,5ml
1% Agarosa fundida............... 12,5ml
TEMED................ BRI Sul
Persulfato aménico 10%........... 250ul

El tampén de electroforesis fué TAE pH 7.8 (aptdo II.1)
conteniendo 0,1% SDS. Las muestras se prepararon a partir de ARNs
extraidos (aptdo I1I.S5). Para un carril de S5 mm se mezclaron 10 ul
de la solucién conteniendo 2 ug de ARNs/banda, con 1,5 ul del
tampén de carga formado por sacarosa al 40%;tampén fosfato 20 mM,pH
7.0; EDTA 25 nmM, y azul de bromofenol al 0,1%. La electroforesis
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transcurrié a 10 V/cm durante 2,5 hr hasta que el azul de
bromofenol alcazé el final del gel.

La tincién de los Acidos nucléicos en el gel se realizé con
una solucién de bromuro de etidio de iug por ml del tampén TAE,
durante 20 minutos en agitacién y, el exceso de colorante se
extrajo lavando con agua bidestilada estéril durante otros 20
minutos. Los acidos nucléicos se visualizaron sobre un
transiluminador UVP inc. de luz ultravioleta. Las fotografias se

hicieron con una Polaroid Land Camera.

II.6.4.~ F D oS DE SqMV Y CMV
DESNATURALIZADOS, EN GELES DE AGAROSA AL 1%.

La movilidad de 1los acidos nucléicos en geles de
poliacrilamida o agarosa depende entre otras cosas de la
conformacién de las moléculas.Eliminando 1la estructura secundaria
o terciaria mediante sustancias desnaturalizantes,puede conseguirse
que la movilidad sea funcién directa del peso molecular.

Para el analisis electroforético en condiciones
desnaturalizantes de 1los ARNs se siguié la técnica descrita por
McMaster vy Carmichael (1977) .Previamente a ser separados
electroforéticamente, los acidos nucléicos fueron desnaturalizados
mediante tratamiento con glioxal (etanediol). El glioxal forma
compuestos de adicién estables con la guanina, impidiendo el
establecimiento de puentes de hidrégeno con la citosina a pH igual
o inferior a 7. El glioxal se oxida rdpidamente en contacto con el
aire, por lo que previamente a su utilizacién, se desionizé
mediante tratamiento con una resina intercambiadora (Analytical
Grade Mixed Bed Resin (AG 501-X8D) Bio-Rad, de 20 a S50 mallas de
porosidad media, hasta alcanzar un pH en torno a 5.5.

Se incubaron a S50°C durante 1 hr, 2 ug de ARNs / banda en
presencia de glioxal 1M, pH 5.5 y tampén fosfato s6dico 10 mM pH
7.0, en un bafio maria Haake D1 provisto de agitador magnético. La
mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se mezcldé con 25% de
tampén de carga conteniendo glicerol al S50%; tampén fosfato sédico,
pH 6.8 y 0,4% azul de bromofenol.
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Las muestras se concentraron mediante centrifugacién a 3000
rpm durante 30 segundos, en una microcentrifuga Heraeus Biofuge A y
se colocaron en un gel horizontal de agarosa al 1% en tampén
fosfato 10mM, pH 6.8. El1 tampén de electroforesis fué tampbdn
fosfato sédico 10 mM, pH 7.0 que hubo que renovar cada media hora
para mantener su fuerza iénica.

El tamafio de los geles fué de 100 x 65 x 3 mm y 1la
electroforesis transcurrié a 4 V/cm durante 3 hr hasta que el azul
de bromofenol alcanzé el final del gel. Los 4acidos nucléicos se
tifieron en el gel con una solucién de bromuro de etidio de 1 ug/ml
en S0 mM de NaOH durante i1 hr en agitacién, y protegidos de la luz.
El exceso de tincién se retiré lavando con agua bidestilada estéril
durante otra hora y agitacién y 1los acidos nucléicos se
visualizaron sobre un transiluminador de 1luz wultravioleta. Las

fotografias se realizaron con una Polaroid Land Camera.

I1.6.5.- S0S ECU D O ARNs
DE MV Y CMV

Para la determinacién de los pesos moleculares de los 4&cidos
nucléicos de SgMV y CMV, se utilizaron sus ARNs desnaturalizados vy
resueltos electroforéticamente (aptdo 1II.6.4). Como marcadores de
peso molecular se utilizaron los ARNs del virus del mosaico del
pepino de Pm conocido: 1,01; 0,86; 0,68 y 0,33 millones de daltons
y el satélite CARNA S de Pm 0,11 millones de daltons (Diaz-Ruiz vy
Kaper,1977) asi como el ARN del virus del mosaico del tabaco (TMV)
de Pm 2 millones de daltons (Goelet et al..1982) y el ARN del virus
de la Sharka (PPV) de Pm 3,3 millones de daltons (Dougherty vy
Carrington, 1988) .



I1.7.- METODOS INMUNOLOGICOS

Muchos virus de plantas tienen capacidad inmunogénica en
animales de laboratorio, por lo que las técnicas inmunolégicas en
conjuncién con otras, pueden desempefiar un importante papel en su
caracterizacién y sobre todo, en el establecimiento de las
relaciones de afinidad y parentesco entre diferentes aislados
virales.

En este apartado describimos las técnicas que hemos utilizado
para establecer el serotipo al que pertenecen los aislados
espafioles SQMV-C1 y SqQMV-C3 del virus del mosaico de la calabaza.

I1.7.1.- QBTENCION DE INMUNOSUEROS FRENTE AL AISLADO C1 DE
SaMv.

A) PREPARACION DEL ANTIGENO

Para la obtencién de inmunosueros (Is) policlonales
especificos frente al aislado C1 de SqMV, se utilizaron como
antigenos (Ag) viriones purificados, puesto qua tiene la ventaja de
eliminar otras sustancias antigénicas de 1la planta y pernite
reproducir la concentracién de virus en cada inyeccion
(Matthews ,1967).

La solucién antigénica se prepard inmediatamente antes de ser
utilizada, disolviendo 1los virus purificados (aptdo 1II.4) en
solucién salina estéril ( NaCl al 9 por mil) en las proporciones
que se sefialan mas adelante.Teniendo en cuenta que 1la respuesta
inmune se ve potenciada con la presencia simulténea de adyuvantes y
antigeno,se utilizaron los adyuvantes completo e incompleto de
Freund (Freund,1947) de Difco Lab. en las inmunizaciones
posteriores a 1la primaria. En ambos casos se mezclaron
inmedistamente antes de utilizarse, 1iml de 1la solucién salina
conteniendo 2 mg de virus, con 1 ml del adyuvante. La mezcla se
realizé en condiciones asépticas.
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B) MANIPULACION DE LOS ANIMALES EN LA OBTENCION DE

INMUNOSUEROS

Para la obtencién de los Is se utilizaron conejos
adultos,Qryctolagus cunfculug, raza Neozelandesa blanco albino de 4
Kg. de peso cada uno. Los animales se mantuvieron durante todo el
proceso en jaulas separadas con temperatura y humedad controlada,
en el Servicio de cria animal del C.I.B. del C.S.I.C.

Durante las inmunizaciones y extracciones de sangre, los
animales se inmovilizaron en una caja semejante a la descrita por
Matthews (1957).Las inyecciones intravenosas se efectuaron en 1la
vena marginal de la oreja por su cara dorsal;las intramusculares y
subcutaneas, en los flancos y cuello de los animales.

Para las extracciones se prefirié utilizar la arteria central
de la oreja (Gordon.1981), por proveer de buenos volumenes de
sangre apenas hemolizada y no comportar riesgo accesorio al
animal,obteniendo unos 30 ml cada vez. La sangria final se realizé

mediante puncién cardiaca.

C) PAUTA DE INMUNIZACION FRENTE AL AISLADO Ci DE SgMV

Antea de comenzar las inmunizaciones, los conejos se
mantuvieron en observacién durante dos semanas, periodo en el que
se les efectud la primera extracciédn con el fin de comprobar 1la
ausencia de anticuerpos (Ac) especificos frente al aislado C1 de
SqgMV y obtener suero preinmune.

La inmunizacién se inicié por via intravenosa con 1 ml de
la solucién de virus en suero salino (2mg/ml), seguida por otra
intravenosa en iguales condiciones a los 1S5 dias. El dia 23 se hizo
la primera extraccién para titulacién del inmunosuero. El dia 35 se
les suministré por via intramuscular una dosis de 2 mg. de antigeno
con adyuvante completo de Freund seguida ocho dias mas tarde, por
otra dosis con adyuvante incompleto por via subcuténea. Una nueva
extraccién para titulacién del inmunosuero se realizéd el dia 48
seguida a los tres dias por una dosis de recuerdo por via
intravenosa de 200 ug de Ag. El dia 60 se efectud la sangria final
mediante puncién cardiaca.Los inmunosueros se conservaron a -20°C.

A continuacién mostramos un esquema de la pauta de inmunizacién.
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ESQUEMA DE LA PAUTA DE INMUNIZACION FRENTE AL AISLADO C1i DE SqMV

Observacién de los conejos

Obtencidn de Suero Preinmune
1 N c1o0

dia 0 Primera Intravenosa

dosig: 2 mg Virus /ml sol. salina
dia 15 Segunda Intravenosa

dosis;: 2 mg Virus /ml sol. salina

dia 23 Obtencién de Inmunosuero para titulacién

dia 35 Intramuscular con Adyuvante Completo de PFreund
dosis: 2 mg Virus /ml sol. salina v/v ACF

dia 43 Subcutianea con Adyuvante Incompleto de Freund
dosjis: 2 mg Virus /ml sol. salina v/v AIF

dia 48 Obtencién de Inmunosuero para titulacién

dia 51 Intravenosa de recuerdo
dosjs: 200ug Virus /ml sol. salina

dia 60 Puncioéon intraventricular.

Obtencién del Inmunosuero, Titulacién y Almacenado

II1.7.2.- DOBLE INMUNODIFUSION EN GELES DE AQAR.

La técnica descrita por Ouchterlony(1949), pone en juego la
difusién simultianea de anticuerpos (Ac) y antigenos (Ag) a través
de un medio sélido serolégicamente neutro. El desplazamiento de las
moléculas se realiza hacia el exterior del lugar del depésito por
gradiente de concentraciones, estidndo limitado por el tamafic del
poro del gel.La interaccidén entre epitopos y paratopos homéblogos da
lugar a la formacién de los complejos Ag-Ac visibleas en forma de
linea de precipitacién, que permanece estacionaria cuando el
sistema esti en equilibrio.La técnica permite, ademds de establecer
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la especificidad de un inmunosuero y su titulo, comparar antigenos
e inmunosueros, estableciendo las relaciones entre ellos en base a
la coalescencia, cruzamiento, o interaccién parcial de 1las lineas
de precipitacién.

Los geles se prepararon con agar Noble (Difco Laboratories)
2l 0,8%X en solucién salina tamponada pH 7.2 (PBS) (aptdo II.1i) a
la que se afiadié Merthiolato {etil-mercuriotiosalicilato sédico)
al 1/10.000. Alternativamente los geles 8e prepararon con agar
Noble al 0,8% en H20 bidestilada estéril.Como soporte se utilizaron
placas niveladas (Gelman Inst. Co) de 2,7 x 27 cm. con portas de
2,7 x 7,5 cm para obtener geles de 0,18 cm. de espesor (Ouchterlony
y Nilsson, 1986). Con un troquelador Gel-punch 71632 de Gelman
Inst. Co., se hicieron pocillos de 3mm de didmetro y 12,7 ul de
capacidad, en disposicién octogonal y separados 5Smm del pocillo

central.

A) TITULACION DE LOS INMUNOSUEROCS

Se considera el "titulo" de un inmunosuero,la mayor dilucién
de éste que di& un precipitado visible (Matthews,1967). Para
determinar el titulo de los inmunosueros obtenidos, se colocaron en
el pocillo central del gel 45 ug del antigeno especifico, disueltos
en 15 ul de H20 bidestilada estéril.En los pocillos perifericos se
dispusieron diluciones sucesivas,a la mitad,en PBS pH 7.2., de los
inmunosueros. En ambos casos los pocillos s8e rellenaron en dos
tandas con 7,5 ul cada una. El gel se incub6 tapado a temperatura
ambiente durante 24 hr al cabo de las cuales se observaron los
primeros resultados, prosiguiendo la incubacién dos o tres dias
mas. Las fotografias se realizaron en un transiluminador de fondo

negro.

B) CONTROL DE LA ESPECIFICIDAD DEL INMUNOSUERO

La especificidad de un inmunosuero frente a un virus
purificado puede verse afectada si existen proteinas de 1la planta
huésped en el purificado, falseando como consecuencia los
resultados (vVan Regenmortel, 1966).Para establecer la ausencia de

contaminantes en la solucién antigénica inicial,el Is fué ensayado
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frente a extracto crudo de planta sana y enferma.En el pocillo
central del gel se colocaron 15 ul del Is diluido v/v en PBS pH
7.2;en los periféricos, se colocaron 4Sul de extracto crudo de
planta sana, de plantas infectadas con los diferentes aislados de
SqQMV. y como control, 45 ug del antigeno en 15 ul de H20
bidestilada estéril. El extracto crudo de planta se preparéd
triturando en mortero 1gr. de hoja/iml de tampén fosfato sédico 10
mM pH 7.0 seguido de filtracién por gasa y centrifugacién a 5000
rpm durante 15 minutos,recogiendo el sobrenadante. El gel se incubé
en iguales condiciones a las descritas anteriormente.

C) CARACTERIZACION SEROLOGICA DE LOS AISLADOS DE SqMV
MEDIANTE DOBLE INMUNODIFUSION EN GELES DE AGAR:

Para establecer las relaciones serolégicas entre los
diferentes aislados de SqMV,se siguié la técnica descrita por
OUchterlony (1949). Como antigenos se utilizaron virus purificados
de los aislados SqMV-Netherland (sarotipo I), SqMV-Arkansas
(serotipo I), SqMV-Arizona (serotipo II), SqMV-C1 y SqMV-C3,cuya
procedencia se deacribe en el aptdo 1III1.6. Como anticuarpos, el
inmunosuero frente a SqMV-Netherland, con titulo 1:1024
proporcionado por el Dr. Maat (Holanda) y el inmunosuero frente a
SQMV-C1, con titulo 1:2048, obtenido por nosotros (aptdo II.7.1).

En los pocillos periféricos se colocaron 45 ug de antigeno
disueltos en 15 ul de agua, en diferenteama disposiciones (de modo
que todos los aislados quedasen enfrentados entre si). En el
pocillo central se colocaron 15 ul del Is entero o diluidoe v/v en
PBS pH 7.2. El gel se incubdé y fotografié en las condiciones vya

descritas.

I1.7.3.- ABSQRCJON INTRAGEL

En un sistema equilibrado, cuando un Is se hace reaccionar en
el interior de un pocillo con antigenos homélogos y heterélogos en
exceso,la reaccidn Ag-Ac d& lugar a la formacién de una 1linea de
precipitado en torno al pocillo, al tiempo que 1los Ac excedentes

reaccionan con los epitopos homélogos -si los hay- del resto de los
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Ag formando una linea de precipitacién como 1la descrita para 1la
doble inmunodifusién (Van Regenmortel,1967).

A) CARACTERIZACION SEROLOGICA DE LOS AISLADOS DE SqMV
MEDIANTE ABSORCION INTRAGEL

Para conseguir un sistema Ag-Ac equilibrado con Ag en exceso,
se absorbieron y enfrentaron diferentes concentraciones de los Ag e
Ia.La caracterizaciéon de los aislados de SqMV se 1llevé a cabo
absorbiendo 90 ug de virus purificado con Is anti-SqMV C1 diluido a
la mitad en PBS pH 7,2 enfrentandolo con 45 ug de cada aislado
purificado. La absorcién con el Is anti-SgMV Netherland se realizb
utilizando el Is sin diluir.

Los 90 ug del Ag disueltos en 15 ul de H20 se colocaron en el
pocillo central, dejandolo difundir durante 3hr a 18°C. A
continuacién se colocaron 15 ul del Is en el nmismo pocillo,
incubando a 37°C durante 1 hr. Los Ag homélogos y heterélogos (45
ug/15 ul H20) se dispusieron en 1los pocillos periféricos y el
conjunto se incubé a temperatura ambiente durante 24 hr. La
reaccién se observd al cabo de este tiempo y durante dos o tres
dias mas.Los resultados se visualizaron y fotografiaron como se ha

descrito anteriormente.

I1.7.4.- INMUNODETECCION DE LAS PROTEINAS SEPARADAS DE LA

CUBIERTA VIRAL DE LOS ADOS D!

La técnica descrita por Towbin et al.,(1979) y modificada por
Erickson et _al, ,6(1982), permite identificar serolégicamente muy
pequefias cantidades de proteinas separadas electroforéticamente
(SDS-PAGE). E1 fundamento estriba en la capacidad de la
nitrocelulosa de inmovilizar las proteinas -previamente separadas
en geles de poliacrilamida (aptdo II.6)-por interaccion
electrostatica con ellas a pH 8.3 (al que 1la nitrocelulosa es
electronegativa). Previamente a la reaccién Ag-Ac,se bloquearon el

resto de cargas libres para evitar reacciones inespecificas.
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A) ELECTROTRANSFERENCIA ("WESTERN BLOTTING").

Se disociaron 100 ng de viriones purificados calentando a
100°C durante 3 min. en solucién disociadora para proteinas (aptdo
I1.1).Las proteinas fueron resueltas electroforéticamente en geles
de poliacrilamida-sSDS al 12,5% (aptdo II1.6).Las hojas de
nitrocelulosa (Schleicher and Schvell ,BA 85), se cortaron al tamafio
del gel y se humedecieron en H20 sumergiéndolas en tampén de
transferencia pH 8.3 (aptdo II.1) durante 30 min. junto con 4
piezas de papel Whatman 3 MM. Terminada la electroforesis, el gel
(al que se habia seccionado el carril con los marcadores de Pm), se
sumergié en el tampén de transferencia durante 30 min., al igual
que las esponjas Scotch-Brite del aparato de transferencia (E-C
apparatus Corporation).Sobre la placa catédica, y por este orden,se
colocaron las esponjas, 2 capas de papel Whatman, y el gel, sobre
el que se adhirié 1la nitrocelulosa cuidando que no quedasen
burbujas. El emparedado se completd con dos capas de papel Whatman,
las esponjas, y la placa anédica, fijando el conjunto con tres
bandas elasticas. Es importante tener presente que la nitrocelulosa
tiene que estar colocada hacia el &nodo para que 1la transferencia
tenga lugar.El soporte se introdujo en la cubeta que sea rellené con
el tampén de transferencia, la cual se llevé a cabo a 250 mA (17 V
Yy 2 W),utilizando una fuente de alimentacién LKB 2197, durante 4 hr
a 4°C. Se comprobé que la transferencia habia sido efectiva
sumergiendo la nitrocelulosa ( molde del carril de marcadores de
Pm) durante unos minutos, en una solucién reveladora conteniendo
negro amido (Naftol B) al 0,001iX en tampén acetato sédico 45 mM, pH
3,5 y Acido acético 450 mM,destifiendo con agua.Como confirmacién

complementaria, el gel se tifi6 con azul de Coomassie (aptdo 1171).

8) INMUNODETECCION

La deteccién serolégica de proteinas unidas al soporte sélido
nitrocelulosa se hizo siguiendo el método de Hawkes gt al,,h(1982),
basado en la conjugacién primaria de 1las proteinas con su Ac
especifico, y secundaria, con un Ac especifico frente al prisero
conjugado con peroxidasa.

La reaccioén positiva se visualizé revelando con
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4-Cloro-1-Naftol al que se aifiadié H202, apareciendo manchas
azuladas. Para evitar posibles wuniones inespecificas de las
proteinas séricas, la nitrocelulosa conteniendo 1los polipéptidos
transferidos se incubé en tampén de bloqueo (solucién al SR de
leche descremada "Mollico Nestle" en PBS pH 7.2), durante i hr a
18°C y agitacién (100 rpm sobre un agitador New Brunawick Sc.). Las
soluciones conteniendo los respectivos Ac se prepararon asimismo en
tampén de bloqueo y la incubacién se realizé en agitacién, en el
interior de bolsas de polietileno selladas por calor (pinzas
Rovebloc) cuidando que no quedasen burbujas que pudieran interferir

la reaccién Ag-Ac.

El Ac especifico frente al aislado Ci de SqMV se prepard a
una dilucién 1:100 en tampén de bloqueo, realizandose la incubacién
primaria durante toda la noche en agitacién, a 18°C. El1 excaso de
Ac fué retirado lavando durante thr con PBS, con 4 cambios
sucesivos.La incubacién secundaria se llevé a cabo en una solucién
1:1000 de suero de cabra anticonejo conjugado con peroxidasa
(Gar-P0O) durante 3 hr en agitaciéon a 18°C. Se retir6 el axceso del
segundo anticuerpo (Ac-2),lavando con PBS durante 1hr en agitacién,
con 4 cambios sucesivos. Finalmente, la reaccién se revelé con
4-cloro-1-naftol (MercK Inc.) y per6xido de hidrégeno, preparando
la solucién inmediidtamente antes de usarla en las proporciones

siguientea:

-Solucién stock de 4-cloro-1-naftol

3mg/ml. en metanol ................ ... ... ..., 3,3 ml.
-Solucién acuosa 307% H202 .............. ... ... 10 ul.
=PBS hasta ........ .ttt e e SO ml.

La reaccién positiva del primer Ac aparecié entre 2 y 5
min.después,como manchas azuladas oscuras. El revelado se detuvo

con H20 dejando secar la nitrocelulosa al aire.
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III.1.- E N S I
CUCURBITA S CURBITA PEPO

El extenso grupo de los Potyvirus con 175 miembros descritos,
equivalente al 30% de los virus de plantas conocidos (Shukla vy
Ward,1989a), es facilmente identificable por microscopia
electrénica pues los virus inducen, en las células infectadas, 1la
formacién de inclusiones citoplésmicas caracteristicas.

Patégenos eficaces, generalmente transmitidos de manera no
persistente por 4fidos y también mecénicamente, sus particulas
largas y flexuosas(entre 680 y 900 nm de 1longitud y 11 nm de
diAmetro) se localizan en el citoplasma de las células infectadas
(Shukla y Ward,1989a). Ademds, las proteinas no estructurales
-codificadas por su genoma- forman agregados estables que 8én
serolégicamente diferentes de la proteina de la cépsida y de las
proteinas de la célula hugtsped (Dougherty y Hiebert, 1980a). Estos
agregados se forman en el citoplasma de todas las células
infectadas y aparecen como inclusiones citoplésmicas cilindricas
(ICC) de caracter diagnéstico y taxonédmico para el grupo
(Edwardson,1974; Edwardson y Christie, 1978;Dougherty y Hiebert,
1980a; Dougherty y Carrington, 1988).

La naturaleza protéica de las inclusiones cilindricas fué
establecida por primera vez por Rubio-Huertos, M. (1950) Yy
confirmada posteriormente por Shepard (1968).

Las inclusiones citoplamicas cilindricas aparecen en tincién
negativa como agregados laminares, con una fina estriacién con Snm
de separacién (Edwardson gt _al,,1968). En cortes ultrafinos, las
secciones longitudinales de los agregados laminares muestran haces
densos a los electrones mis o menos rectos o a modo de cilindros

cortados, en tanto que en secciones transversales se muestran como
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molinetes o "pinwheels", si las laminas estan en relacién con un
eje central; rollos o “scrolls", y tubulos, si no lo estén.

La estructura tridimensional de los "pinwheels"” fueé
establecida casi simultaneamente por Rubio-Huertos y Lépez-Abella
(1966) y por Edwardson (1966).En la figura 3, se presenta una
interpretacién grafica de 1los diferentes tipos de inclusiones
cilindricas segun descripcién de Rubio-Huertos (1978).

Los agregados laminares pueden presentarse también en formas
planas: rectas y largas, o curvas y cortas (Martelli y Russo,1984).
Esta diferente morfologia de 1las inclusiones cilindricas tiene
caracter diagnéstico y taxonémico dentro del grupo
(Edwardson, 1974) .

Adicionalmente, algunos Potyvirus inducen 1la formacién de
otros tipos de inclusiones protéicas. Algunos, forman inclusiones
amorfas en el citoplasma y unos pocos, inclusiones fibrosas o
cristalinas en el nicleo (Hollings y Brunt,1981a). Las proteinas
que forman ambas inclusiones también esta&n codificadas por el
genoma viral, no estando relacionadas serolégicamente entre si, ni
con las inclusiones cilindricas, la cépsida, o proteinas de 1la
planta (Dougherty y Carrington,1988).

En este capitulo presentamos una muestra de diferentes tipos
de inclusiones cilindricas, algunas de ellas poco frecuentes,
producidas por distintos Potyvirus infectando Cruciferas y

Cucurbiticeas.

ITr.1.1.- N IN ATOL UESTR

A: POTYVIRUS INFECTANDO LUNARIA ANNUA.L.
En los jardines del C.S.I.C. de Madrid, se 1localizaron

plantas de Lunarja anpnua.L. (Fam. Cruciferae) utilizadas como
ornamentales, mostrando moteado clorético en hojas. A la muestra se
denominé muestra P1.
B: POTYVIRUS INFECTANDO CUCURBITA PEPOQO.L, var. "Calabacin
americana”.
Se estudiaron muestras de Cucurbita pepo L. wvar. "Calabacin
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americana” procedentes de una explotacién comercial en la regién de
Murcia (La Roda-San Javier). Las plantas presentaban fuerte-
mosaico y notable filiformismo (fig. 2A). La muestra se denominéd
muestra P2. :

C: POTYVIRUS INFECTANDO CUCURBITA PEPO L.

Muestras de calabacines de variedad desconocida,presentando
sintomas de mosaico y deformaciones foliares a modo de
*abolladuras" (fig.2B), procedentes de cultivos bajo plastico en El
Ejido (Almeria), fueron estudiadas como en los casos anteriores. La

muestra se denominé muestra P3.

En todos los casos, se prepararon tinciones negativas de
extracto crudo e inclusiones para ultramicrotomia (aptdo II.3), asf
como desecados en CaCl2 para su conservacién (aptdo II.2).

ITI.1.2.- GAMA DE HUESPEDES

A: Para e) virys infectando Lunaris annua L. (muestra P1)
Ejemplares de Brassica gsingnsis L, (Cruciferae) fueron

inoculadas mecénicamente (aptdo II.2) con extracto crudo de hoja

infectada de Lunarja annua L.

B: Para el virus infectando Cucurbita pepo L. var, “Calabacin
americana” (muestra P2)

Extracto crudo de hoja infectada fué utilizado para inocular
mecanicamente las siguientes especies y variedades:
Fam. Cucurbitaceae: cucupis melo L. var, “"Amarillo
temprano","Tendral"; Cucurbjta pepo L. var."Belleza negra". Fanm.
Leguminosae: Vigna sinensis (Torper)Savji. var. "Blackeye". Fam.
Solanaceae: Nicotiana sylvestris Spes, ond Gomes; N, tabacum L,

var."Samsun" y "Xanthi-nc".

C: Para el virus infectando Cucurbita pepo L. (muyestra P3)
Se utiliz6 igual gama de huéspedes que con la muestra P2 para
las inoculaciones con extracto crudo de la muestra de campo.
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En los tres casos, las muestras crecieron y se mantuvieron en
cAmara de cultivo en las condiciones habituales (aptdo II.2).

D: Resultados de las inoculaciones:

-muestra Pi: las plantas de Brassica sinensis L. inoculadas,

mostraron moteado clorético y mosaico 15 dias después de la

inoculacién.
-nuestras P2 y P3: en ambos casos, las inoculaciones

produjeron mosaicos en las Cucurbitaceas inoculadas (fig.2C) vy
ausencia de sintomas en el resto de las especies. El sintoma de
filiformismo no se reprodujo en las plantas inoculadas, al menos de

forma tan notable como en la muestra original P2.

Los resultados se resumen en el cuadro a continuacién:

| PLANTAS DE ENSAYO SINTOMAS: P2 P3 |

' |
| C.melo L."Amarillo temprano" M M |
| c.melo L."Tendral® M Mo
l Cc.pepo L."Belleza negra" M M |
| V.sinensis Savi, 'Blackeye" Neg Neg |
l N.sylvestris Speg. Neg Neg [
| N.tabacum L.‘'"Samsun” Neg Neg |
| N.tabacum L."Xanthi-nc” Neg Neg |

Abreviaturas: M =Mosaico; Neg. =Ausencia de sintomas.

Las plantas de ensayo fueron reinoculadas con plantas

infectadas, obteniendo iguales resultados a los descritos.
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III.1.3.- MICROSCOPIA ELECTRONICA

POTYVIRUS INFECTANDO LUNARIA ANNUA L. (Muestra P1).
TINCION NEGATIVA

Las preparaciones con &cido fosfotunstico (PTA)(aptdo 1I1I.3)
de extracto crudo de Luparja anpua L., v Brasgica sinensjis L. con
moteado clorético en hojas, mostraron la presencia de particulas
largas y flexuosas,asi como inclusiones laminares Planas o
enrolladas an&logas a las del grupo de los Potyvirus.Las
inclusiones presentaron una fina esatriacién 1longitudinal, como

puede observarse en la figura 4A.
CORTES ULTRAFINOS

En las células infectadas tanto de [, annua como de B,
sinensis,se detectaron particulas virales distribuidas al azar en
el citoplasma y también asociadas a inclusiones citoplésmicas
cilindricas caracteristicas de Potyvirus.

En las células de Lunarja lo mé&s notable fué la presencia en
el citoplasma de largas inclusiones laminares rectas asociadas a
estructuras fibrosas (figas.4 y S). En ocasiones, las particulas se
presentaron dispuestas perpendicularmente a la inclusién laminar vy
en direccién al tonoplasto,como puede verse en la figura SA
(flecha). Esta compleja estructura denominada "inclusién en peine”
(IP) ha sido descrita por Rubio-Huertos y Vela-Cornejo (1966) para
el virus infectando Aparanthus lividus.

En la figura 6 se presenta una interpretacién de las
"inclusiones en peine"” tomada de Rubio-Huertos (1978).

Las plantas de Bragsica sipensis infect&das con el virus de
Lunaria mostraron una ultraestructura celular ligeramente diferente
que la descrita para la muestra de campo, como puede verse en la
figura 7.En el citoplasma de las células del meséfilo aparecieron,

al igual que en las de Lunarja, gran abundancia de inclusiones
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laminares largas y rectas, aconmpafiadas aqui por numerosas
inclusiones citoplasmicas cilidricas formando "pinwheels™, tubulos,
y "scrolls” (fig.7). Sin enmbargo, un hecho a destacar de 1la
infeccién de Bragsica, fué la ausencia de las tipicas "inclusiones
en peine" presentes en la muestra de Lyparia.

POTYVIRUS INFECTANDO CUCURBITA PEPO L.var."CALABACIN AMERICANA"
(Muestra P2)

TINCION NEGATIVA

Las preparaciones de extracto crudo de la muestra de campo
tefiidas con PTA (aptdo II.3), mostraron la presencia de largas
particulas flexucsas junto a inclusiones laminares enrolladas, en
las que una fina estriacién longitudinal fué claramente visible,

como se muestra en la figura 8.
CORTES ULTRAFINOS

Las células del meséfilo de la muestra P2 (Cycyrbita pepo L.

var. “Calabacin americana'),presentaron las caracteristicaa
inclusiones citoplasmicas cilindricas (ICC) de las infecciones
producidas por Potyvirus (fig.9).Ademis se observaron filamentoa
semejantes a particulas virales distribuidas al azar en el
citoplasma de longitud variable como consecuencia de los
diferentes niveles de las secciones (fig. 9B).

En zonas de acumulacién de las ICC pudieron verse gran naaero
de '"scrolls®”, tubulos, y algunos "pinwheels', entremezclados con el
reticulo endoplasmico rugoso y con vacuolas (fig.10A).En ningan
caso aparecieron agregados laminares similares a los descritos en
la muestra P1.Sin embargo, en el citoplasma de las células
infectadas se observaron cuerpos o inclusiones amorfas,de tamafio y
forma variable, con una textura interna finamente granular, como
puede observarse en la figura 10B. Estas inclusiones amorfas
resultaron ser semejantes a las "inclusiones citoplésmicas

amorfas" descritas como caracteristicas diferenciales del virus del
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mosaico de 1la sandia, estirpe 1 (WMV-1) por Martelli y
Russo, (1977a;1984) .

POTYVIRUS INFECTANDO CUCURBITA PEPO L. (Muestra P3)
TINCION NEGATIVA

En las preparaciones de extracto crudo de 1la muestra P3
(Cucurbita pepo L.) tefiidas con PTA (aptdo 1I1.3), se observaron la
presencia de largos filamentos flexuosos, de caracteristicas
similares a las particulas de Potyvirua, como se auestra en la
figura 11 A. En una ocasién observamos una inclusién cristalina
presentando una clara estriaciéon a modo de reticula, de
caracteristicas poco frecuentes y asociada a alguna particula
viral, como puede verse en la figura 11 B.

CORTES ULTRAFINOS

Las células de meséfilo de la muestra P3 mostraron, como en
la muestra P2, 1las 1inclusiones citoplésmicas cilindricas (ICC)
caracteristicas de las infecciones producidas por Potyvirus, de
las que en la figura 12 se muestran diferentes secciones de 1las
ICC formando "pinwheels",tGbulos y ‘scrolls”, entremezcladas con
los finos filamentos de las particulas virales distribuidas al azar
en el citoplasma.Con frecuencia se observaron agregados de
particulas virales formando haces (fig. 12 C).

Hay que hacer notar que entre las abundantes ICC presentes en
la muestra, en ningun caso se observaron inclusiones laminares
rectas o curvas, ni tampoco ninguna inclusién de tipo crist#lino
como la que se observé en tincién negativa.
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Figura 2 A.- Sintomas de filformismo y mosaico en planta de campo
de la muestra P2 (Cucurbita pepo L. var. 'Calabacin americana”),

infectada por Potyvirus.

Figura 2 B.- Mosaico y "abolladuras” en planta de campo de la
muestra P3 (C.pepo L.), infectada por Potyvirus.

Figura 2 C.- Mosaico en planta de ensayo (Cucumis melo L. var.
“"Amarillo temprano') inoculada con la muestra P2.
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Figura 3.- Interpretacién grafica de las diferentes inclusiones
citoplasmicas cilindricas inducidas por Potyvirus
(Rubio-Huertos,1978; Hollings y Brunt,1981b).



INCLUSIONES CILINDRICAS DE POTYVIRUS
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Figura 4 A.- X 38.400 Tincién negativa con Acido fosfotungstico al
2% pH 7. de extracto crudo de Lunaria annua L, En la micrografia
puede observarse una caracteristica inclusién de Potyvirus con
particulas virales asociadas. En la inclusién puede verse 1la fina

estriacién longitudinal.

Figura 4 B.- X 25.100 Células de L.agnua infectadas, mostrando
inclusiones laminares rectas con masas fibrosas asociadas.

Figura 4 C.- X 41.000.- Células de L.annua mostrando las masas
fibrosas asociadas a las inclusiones laminares rectas asi como
algunas secciones de inclusiones en “scroll" (flecha) y particulas

virales en diferentes secciones (V).
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Figura S A.- X 31.900 Célula de Luparia mostrando una tipica
“inclusién en peine” (IP). N6tese la relacién de las particulas

(flecha) con la inclusién laminar recta y el tonoplasto.

Figura S B.- X 31.900 Célula de Lunarjs mostrando diferentes
secciones de "pinwheels", "tubulos" y "scrolls”.

Figura S C - X S0.200 Diferentes secciones de inclusiones laminares
rectas con particulas virales (V) asociadas, en el citoplasma de

una célula de Lunarja.
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Figura 6.~ Interpretacién grafica de 1las "inclusiones en peine”
tomada de Rubio-Huertos (1978).
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Figura 7 A.- X 31.900 Visién de dos células del meséfilo de
Brassica sinensis L. infectada, mostrando inclusiones citoplasamicas
cilindricas en "pinwheels”,6 "tubulos” y "scrolls"”, asi como alguna
inclusién laminar recta.

Figura 7 B.- X 20.500 Diferentes secciones de las incluaicnes
cilindricas en una célula parenquimética del meséfilo de
B.s S
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Figura 8 A.- X 42.300 Tincién negativa con 4cido fosfotangstico
(PTA) al 2% pH 7. de extracto crudo de 1la muestra P2 (Cycyrbita
pepo L. var. "Calabacin americana”). En la micrografia se muestra

una inclusién cilindrica caracteristica de Potyvirus.

Figura 8 B.- X 50.000 Tincién negativa con PTA de extracto crudo de
la muestra anterior en la que al lado de 1la inclusién cilindrica
puede observarse una larga particula de Potyvirus.

Figura 8 C.- X 25.100 Tincién negativa con PTA de un grupo de
particulas virales infectando la muestra P2.
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Figura 9 A.- X 9.100 Visién panoramica a bajos aumentos de células
del mes6filo de la muestra P2 infectadas por Potyvirus. Pueden
observarse diferentes secciones de inclusiones citoplasmicas

cilindricas (ICC).

Figura 9 B.- X 25.100 Zona aumentada de la figura 13 A, en 1la que
pueden observarse particulas virales dispersas en el citoplasma asi

como secciones de las ICC.
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Figura 10 A.- X S0.200 Diferentes secciones de 1las inclusiones
citoplasmicas cilindricas (ICC) en una célula de 1la mwmuestra P2.

Notese la ausencia de inclusiones laminares rectas.

Figura 10 B.~- X 41.000 Inclusién amorfa de gran tamafio (flechas)
junto a inclusiones citoplésmicas cilindricas en una célula de la

muestra P2.
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Figura 11 A.- X 37.000 Tincién negativa con 4&cido fosfotungstico
(PTA) al 2R pH 7. de 1la muestra P3 (Cucurbita pepgo L.) Las

particulas virales aparecen formando un haz.

Figura 11 B.- X 50.000 Inclusién cristalina mostrando notable
estriacién reticular (tincién negativa con PTA de extracto crudo de
la muestra P3).
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Figura 12 A.- X 36.000 Célula del mesdéfilo de la muestra P2
mostrando diferentea secciones dea inclusiones citopléasmicas
cilindricas (ICC) en "pinwheels", “"tubulos"” y 'scrolls” .Notese la

ausencia de inclusiones laminares rectas.

Figura 12 B.- X 36.000 Citoplasma con diferentes secciones de ICC
(muestra P3).

Figura 12 C.- X 36.000 Muestra P3. Masa de particulas virales (V)
fquonmu;upmnn®®SMIMMm(WL
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ITI.1.4.- DISCUSION

La primera cuestién que se desprende del estudio de las
plantas infectadas pertenecientes a las familias boté&nicas
Cruciferae (muestra P1) y Cucurbitaceae (muestras P2 y P3), es que
en los tres casos se detectaron en el citoplasma las
caracteristicas inclusiones citoplasmicas cilindricas de las
infecciones producidas por virus del grupo Potyvirus.

La correcta interpretacién de la estructura tridimensional de
estas inclusiones cilindricas a partir de cortes seriados cuya
representacién se muestra en la figura 3,se debe a Rubio-Huertos vy
Lépez-Abella (1966) a pesar de que la comunidad cientifica 1lo
atribuyera inicialmente a Edwardson (1966) segdn citan Andrews vy
Shalla (1974). La morfologia de estas inclusiones cilindricas tiene
un importante valor diagnéstico y taxonémico (Edwardson,1974;1981;
Edwardson et al, .1984).

Las proteinas constitutivas de las ICC se asocian forsando
agregados en forma de lamina, que en tincién negativa presentan una
fina estriaciéon de unos Snm (Edwarson y Purcifull,1970) .En
secciones transversales de cortes ultrafinoa, las inclusiones
aparecen como molinetes o "pinwheels"”, si est&n asociadas a un eje
central;rollos o '"scrolls" y tdbulos, si enrolladas y, agregados
laminares rectos o curvos, si planas.

La asociacién ge los ‘"pinwheels" con tabulos,"scrolls" o
agregados laminares, ha sido el criterio utilizado por Edwardson
(1974;1981); Edwardson et al., 6 (1984); Edwardson y Christie (1986),
para el establecimiento de IV Subdivisiones de caracter taxonémico
dentro del grupo de los Potyvirus:

Subdivisién I, con "pinwheels" y “scrolls"

Subdivisién II,con "pinwheels" y “agregados laminares”

Subdivision III, presentando "pinwheels', ‘"scrolls" y ‘“agregados
laminares" largos y rectos.

Subdivisién IV, "pinwheels™, 'scrolls"” y "agregados laminares"

cortos y curvos.
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A este criterio habria que afladir la presencia de inclusiones
citoplasmicas amorfas e inclusiones nucleares, peculiares de unos
pocos virus del grupo (Martelli y Russo,1984).Aplicando pues 1los
criterios morfolégicos establecidos por Edwardson (1974;1981), el
virus encontrado infectando [Lunaria annua L. (muestra 1)
perteneceria a la Subdivision III, caracterizada por 1la presencia
de "pinwheels”, "scrolls" y "agregados laminares" largos y rectos,
mientras que los virus infectando Cycuyrbita pepo L.(muestras P2 y
P3), pertenecerian a la Subdivisién I, en la que los “pinwheals"” se
asocian con "scrolls" y no con “agregados laminares”.

Hay que hacer notar que en la literatura no se ha encontrado
ninguna referencia a Potyvirus infectando Lynaria, por 1lo que
cabria suponer que es ésta la primera vez que se describe.

La morfologia de las inclusiones del virus de Lynari{a annua
L., ha resultado similar a la descrita para otros Potyvirus que
infectan Cruciferas, particularmente el Virus del Mosaico del Nabo
(TuMV), (Ramei et 3l.,1969).En las células infectadas de Lunaria y
no asi en las de Brassica, se pudieron observar gran cantidad de
las caracteristicas "inclusiones en peine"” descritas previamente
por Rubic-Huertos y Vela-Cornejo(1966) en Agaranthus lividus
(Amarantaceae) y tambien por Kamei @t al., (1969) en Braassica

perviridis Bajley infectada por TuMV. Sin embargo, Edwardson vy
Purcifull (1970) no describen estas "inclusiones en peine" en TuMV
infectando B, pervirjdis, si bien sugieren que puede tratarse de

una cepa diferente de TuMV a la deacrita por Kamei et al., (1969).

En base a nuestros resultados y de acuerdo con los criterios
taxonémicos establecidos por Edwardson (1974;1981), el virus
encontrado infectando Lunarja seria una cepa del Virus del mosaico
del nabo (TuMV). El1 hecho de que las "inclusiones en peine” no se
hayan observado en las células infectadas de B, sinensis, lo que
estaria de acuerdo con los resultados de Edwardson y Purcifull
(1970) y en contradiccién con los de Kamei gt al,, K (1969),sugiere
que este tipo de inclusiones no sé6lo son inducidas por determinadas
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cepas del virus, sino que también podrian ser huesped-dependientes.

En las muestras P2 y P3 de Cycurbjita pepo L. infectadas,kse

observaron largos y flexuosos filamentos en el citoplasma,
entremezclados y asociados con inclusiones cilindricas en forma de
"pinwheels”, '"scrolls" y tubulos, estando ausentes en ambos casos
agregados laminares. Este tipo de inclusiones cilindricas
caracterizan la Subdivisién I de Edwardson (1974).

La sintomatologia que presentan las plantas de campo de
fuerte mosaico y deformacién foliar, asi como la gama de huéspedes
aparentemente restringida a Cucurbitéceas, indujo a pensar que 1la
infeccién podria estar producida por algun Potyvirus de 1los que
actualmente son responsables de grandes pérdidas en cultivos de
Cucurbitaceas,como el virus del mosaico de la sandia estirpes 1 vy
2(WMV 1,2); Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) y, Zucchini yellow
fleck virus (ZYFV) (Nameth et al,,1986; Martelli et al,,1988).

La morfologia de las inclusiones cilindricas, con "scrolls" y
sin "agregados laminares"” es comun a todos ellos, salvo para
algunas cepas de WMV-2. La diferenciacién entre los virus citados
ha resultado ser dificultosa: WMV 1 y 2 fueron descritos
inicialmente por Webb y Scott (1965) como dos virus separados, en
base a tener o no la gama de huéspedes restringida a Cucurbitaceas;
posteriormente fueron considerados como dos cepas de WMV
serolégicamente relacionadas (Milne et al,,1969), y mas tarde como
dos virus serolégicamente diferentes (Purcifull y Hiebert,b1979).
Finalmente,la aplicacién de técnicas inmunocitoquimicas (ELISA) han
permitido establecer que WMV-1, WMV-2 y ZYMV, son tres virus
diferentes (Nameth et al., 1986).

El virus que infectaba la muestra P2 de C. Pepo, presentéd
ademas de las inclusiones citopléasmicas cilindricas, otras
inclusiones amorfas descritas como caracteristicas diferenciales de
WMV-1 y que lo distingue claramente de WMV-2 ( Martelli vy

Russo, 1984). Estas inclusiones amorfas son claramente distintas de
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las inclusiones "fimbriadas” (citoplasmicas y nucleares), asociadas
tipicamente a las infecciones de ZYFV (Martelli y Russo,1984). Por
lo tanto, podemos afirmar que el virus encontrado infectando 1la
muestra P2 es el virus del mosaico de la sandia, estirpe 1 (WMV-1)
el cual por otra parte, est& actualmente propuesto como una cepa
del virus de las manchas anulares de la papaya (PRSV) en base a 1la
homologia de secuencia de los aminoAcidos de 1la cubierta viral
(Shukla y Ward,1989a).
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II1.2.- v ECTAN E C

La familia Rhabdoviridae incluye actualmente tanto virus de
plantas como de animales, con particulas de forma bacilar o de
bala, grandes - de entre 135 y 380 nm de 1longitud-, provistas de
una envuelta membranosa adquirida del huesped,lo que significa wuna
singularidad entre los virus de plantas si exceptuamos el virus de
las manchas bronceadas del tomate (TSWV) (Martelli y Russo, 1977b).

La compleja estructura de la particula, constituida por wuna
envuelta lipoprotéica, su gran tamafio en comparacién con el resto
de los virus vegetales,los complicados procesos de adquisicion de
la envuelta no bien dilucidados hasta el presente y en los que se
encuentran implicadas 1las membranas nucleares o del reticulo
endoplasmico, asi como la similitud con los virus animales hacen
particularmente interesante a estos virus vegetales y permite que
se les reconozca facilmente en las células infectadas
(Rubio-Huertos,1978) .

La sintomatologia de 1las enfermedades que éstos virus
producen es altamente variable, siendo frecuente 1la ausencia de
sintomas.Al ser muy inestables y dificilmente transmisibles, sélo
la microscopia electrénica permite la segura identificacién de los
virus pertenecientes a este grupo (Francki et al., 1981).

Aqui presentamos un estudio ultraestructural de diferentes

variedades de Evonymus japénjca Thumb. mostrando muy distinta

sintomatologia y su relacién con 1la presencia de particulas de

Rhabdovirus.
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III.2.1.- QRIGEN Y SINTOMATOLOGIA DE LAS MUESTRAS

En la primavera de 1985 se recogieron diferentes muestras de

la planta ornamental Evonymus Jjaponjica Thumb,, presentando sintomas

de virosis:

Muestra E-1:

De los jardines de la Plaza del Descubrimiento de Madrid, se
recogieron muestras de E, japopnica Thumb, var, microphvlla Jaeser
cv. "argentea' con notable enanismo en relaciétn con las otras
plantas del seto, y exhibiendo manchas amarillo blanquecinas en
hojas (figs. 138B y 15B)

M a E-
De los mismos jardines se recogieron muestras de E, japonjca
Thumb. var. micr a Ja ,cultivar desconocido de hoja verde,

exhibiendo mosaico y enanismo (fig. 15A).

Muest E-
Del mismo lugar también se recogieron muestras de E, japonjica
Thumb, var. macrophylla Jaeger.,cultivar desconocido, con mosaico

en hojas (figs. 13C y 15C).
Las tres muestras estaban infectadas por céccidos de los

géneros Lepjdosaphes y Pinnaspis,

Muestra E-4:

De las proximidades de Madrid (La Berzosa, Hoyo de
Manzanares) se recogieron muestras de E_ japonica Thumb. var,

macrophylla Jaeger., que mostraban el sintoma "fascié" (Codaccioni,
1972) consistente en aplanamiento en abanico de tallos y anomalias
filotaxicas en hojas y meristemos terminales, como se nuestra en

las figuras 13A y 14. Las plantas estaban fuertemente infectadas

por céccidos del género Lepjdosaphes,

Muestra E-S:

De invernaderos comerciales se obtuvieron ejemplares de
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E. japonica Thumb. var. aurea-varjegata., con hojas variegadas de

color verde-amarillo.

Plantas completas de las muestras E-1,E-2,E-3 y E-S se
trasplantaron y mantuvieron en el laboratorio durante cuatro afios.
La planta con el sintoma ‘“fascié'" (muestra E-4) se conservé vy
controlé en el campo.

De todas ellas se prepararon tinciones negativas de extracto

crudo e inclusiones para ultramicrotomia (aptdo II.3).

I111.2.2.- GAMA DE HUESPEDES

Para determinar la gama de huéspedes de los posibles virus
que infectaban Evonymus, se inocularon mecé&nicamente con tampén de
inoculacién (aptdo II.1) y tampén de inoculacién conteniendo
2-mercaptoetanol al 0,1%, y por injerto e 1incisién (aptdo
11.2),las siguientes especies y variedades:

Fam. Celastraceae, " " v
‘macro a’ va aurea-var a"

Fam. Chenopodiaceae: a (o] i C
guinoa Willd.

Fam. Solanaceae: Datura stramonium L,;Njcotjana clevelandii Grav;
N. glutinosa L.;N. glutjnosa L,; N, rustjca L,; N. tabacum L. var,

“Samsum", var. "Xanthy-nc" y var. "White-Burley".

Los resultados fueron negativos en todos 1los casos, no

pudiendo reproducir ninguno de 1los sintomas en las plantas
inoculadas, ni observar particulas mediante microscopia electrénica
(aptdo II.3).

Las plantas trasplantadas y mantenidas en laboratorio,
presentaron durante todo el tiempo el sintoma. La planta de campo
con el sintoma "fascié" (muestra E-4), mantuvo el sintoma siempre

en el mismo grupo de ramas, y no en otras del mismo pié.
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I1I1.2.3.-~ OSCOP E I

TINCION NEGATIVA

En las preparaciones de tinciéon negativa de extracto crudo
(aptdo. I1.3) de las muestras E-1, E-2, y E-3 con enanismo Yy
mosaico, se observaron particulas virales baciliformes y en forma
de bala (fig. 16) caracteristicas del grupo de 1los Rhabdovirus
(Martelli y Russo0,1984).No se observaron particulas virales en 1la
muestra E-4 con el sintoma "fascié"” ni en la muestra E-S, variegada
de aspecto sano.lLasa particulas virales de las muestras E-1, E-2 vy
E-3 fueron mis estables frente a la tincién con molibdato aménico
(AM) al 2%, pH 5,5 (aptdo II.3) que frente a otras tinciones, =i
bien las imagenes resultaron con menor contraste y resolucién.

La forma bacilar tipica de los Rhabdovirus de plantas, se
muestra en las micrografias de 1la figura 16. Las particulas
aparecieron sueltas o en el interior de sacos posiblemente del
reticulo endoplasmidtico (fig. 16A). En algunas particulas se pudo
observar la envuelta que rodea a 1la nucleociApsida y en las
particulas rotas -adoptando entonces forma de bala-, el canal
central penetrado por la tincién (fig. 16C).

CORTES ULTRAFINOS

En el estudio de cortes ultrafinos (aptdo 1I1I.3) de las
mnuestras E-1, E-2 y E-3, se observaron particulas de Rhabdovirus
infectando tanto células parenquimaticas del meséfilo como
elementos vasculares inmaduros y células acompaflantes (fig.17,18 y
22).

No se observaron particulas virales en la muestra E~4 con el
sintoma "fascié”, ni en la muestra E-S5 de hoja amarillo variegada
como tampoco se encontraron diferencias ultraestructurales
significativas entre las muestras infectadas.
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Las alteraciones morfolégicas celulares mas notables en las
plantas infectadas, consistieron en la presencia de grandes bolsas
en el espacio perinuclear conteniendo paquetes y apilamientos de
particulas ordenadas en disposicién paracristalina (fig. 17).Las
masas de particulas acumuladas en este espacio, con fecuencia
dieron la impresién de encontrarse en el interior del nucleo, s8i
bien siempre limitadas por una membrana (fig. 17C). Las imagenes
podrian ser resultado de la invaginacién de las bolsas del espacio

perinuclear o bien haber sido afectadas por cortes tangenciales.

No se observaron nucleocipsidas desnudas en el interior del
nicleo ni tampoco viriones no incluidos en sacos o
vesiculas.También se obaervaron particulas en el citoplasma,
formando pequefios grupos o particulas aisladas, en el interior de
sacos o vesiculas del reticulo endoplasmico (fig.18). Ademas de los
pequefios grupos de particulas en el interior de bolsas, las células
infectadas presentaron numerosas vesiculas de pequefio tamafio asi
como alguna vesicula conteniendo envueltas virales vacias (fig. 18C
y 21A).

En general, la forma predominante de 1las particulas fué
bacilar, con un tamafio medio obtenido a partir de 50 nediciones
sobre fotografia, de unos 230 nm de largo y 58 de diametro.Con
frecuencia pudo verse la disposicién helicoidal de la
nucleocapsida, de unos S nm de separaciédn entre vueltas (fig.16,18A
y 19). En las nucleocapsidas, el canal central fué patente tanto
en cortes longitudinales como en los transversales (figs. 17,18A vy
19), pudiendo diferenciarse dos envueltas en torno a la
nucleocapsida con posibles espiculas o peplémeros saliendo hacia el
exterior (fig.19).Excepcionalmente se observaron particulas dobles,
que midieron unos 450 nm de longitud, presentando un septo o
estrechamiento central (figs. 18A y 19).

La morfologia de las particulas fué semejante al modelo
propuesto por Francki y Randles (1979) que se presenta en la figura
20, observandose -a grandes aumentos-, la disposicién helicoidal de
la nucleocapsida, el canal interior y, 1la envuelta lipoprotéica
(fig. 19).
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En las zonas vasculares, gran numero de particulas se
localizaron en las proximidades de las paredes celulares (fig.
22),algunas de las cuales incluso aparecié emergiendo de 1la pared
celular como se muestra en la figura 21A, y posiblemente en el
interior de los plasmodesmos, ya que en secciones transversales de
éstos se observaron estructuras formadas por dos envueltas
diferenciadas y que por su tamafio -entre 57 y 60 nm de diametro-,
pudieran corresponder a particulas virales completas (fig 21B).
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Figura 13 A.- E,japonjca Thumb, var. macrophvylla (muestra E-4)

fuértemente infectada por coccidos mostrando el sintoma '"fascié" en
una de las ramas. Obsérvese el aplanamiento del tallo y brotes

foliares en abanico.

Figura 13 B.- E._japonica var. microphylla cv. ‘'argentea'" (muestra

E-1) con suave mosaico en hojas.

Figura 13 C.- E. japonica var. macrophylla (muestra E-3) exhibiendo
mosaico en hojas.
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Figura 14.- E.japonica var. macrophylla (muestra E-4) con sintoma
“fascié". Noétese el aplanamiento del tallo (A), anomalias

filotadxicas con nerviacién en abanico (B)
roseta (C)

y brotes foliares en
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Figura 15.- Sintoma de mosaico en hojas de E.japénjca variedades
"microphylla" muestra E-2 (A), "microphylla ¢v.argentea" muestra
E-1 (B) y “macrophylla" muestra E-3 (C), en comparacién con hojas
sanas de las mismas variedades.
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Figura 16 A.- X 79.800 Tincién negativa con molibdato aménico (AM)
al 2% pH 5.5 de extracto crudo de E, japonjca (muestra E-1). Las
particular virales aparecen dentro de una bolsa (flecha).

Figura 16 B.- X 50.200 Tincién negativa con AM de la muestra E-2
mostrando particulas baciliformes (flecha)

Figura 16 C.- X 79.800 Tincién negativa de la muestra E-3,
mostrando particulas virales rotas en las que el canal central es
claramente visible.
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Figura 17 A.- X 16.200 Nucleo de ceélula infectada de Evonymus
mostrando numerosos acumulos de particulas virales en el espacio
perinuclear en disposicién paracristalina. Las flechas sefialan
particulas aisladas o en pequeifios grupos, localizadas en el

citoplasma.

Figura 17 B.- X 31.900 Nucleo con particulas en disposicién
paracristalina como en 1la figura anterior. Nétese el gran
desarrollo del nucleolo.

Figura 17 C.- X 25.100 La membrana interna nuclear de las bolsas
conteniendo particulas es claramente visible (flechas) .Las
secciones transversales de 1las particulas permiten observar el
interior de las nucleocdpsidas. Una de 1las flechas indica 1la

presencia de una particula de localizacién citopléasmica.

Figura 17 D.- X 41.000 Niacleo mostrando las particulas localizadas
en el espacio perinuclear. Nétese el gran desarrollo del nucleolo y

algunas secciones de los poros nucleares.






-104—

Figura 18 A.- X 63.800 Células de Evonymus mostrando particulas
virales localizadas en 2l citoplasma en las que el aspecto estriado
de las nucleocapsidas es claAramente visible. En la micrografia se
muestra una "particula doble" localizada en el interior del
reticulo, en la que se observa un septo transversal asi como 1la

presencia de dos envueltas.

Figura 18 B.- X 41.000 Particulas virales con localizacién
citoplasmica, en el interior de bolsas del reticulo.

Figura 18 C.; X 50.200 Aspecto del citoplasma de una célula
infectada con numerosas vesiculas préximas a los grupos de
particulas.
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Figura 19.- X 255.000 Particulas de la figura 18A a gran aumento
en cortes transversales y longitudinales, en 1las que puede
observarse la disposicién helicoidal de la nucleocapsida, el canal

central y, la envuelta lipoprotéica (flechas).



-1 07-




-108-

Figura 20.- Representacién de la estructura de wuna particula de
Rhabdovirus, segun el modelo propuesto por Francki y Randles
(1979) .
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ESTRUCTURA DE UNA PARTICULA DE RHABDOVIRUS

( MODELO DE FRANGU Y RANDLES, 1979 )
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Figura 21 A.- X 50.200 Masas de particulas 1localizadas en el
citoplasma. N6étese la presencia de una de 1las particulas (V)
haciendo protusién de la pared celular. En el interior de vesiculas

(flechas) aparecen envueltas virales sin nucleocapsida.

Figura 21 B.- X 63.800 Pared celular con un grupo de plasmodesmos
de mayor tamafio que lo normal, en los que pueden observarse la

presencia en su interior de posibles particulas virales (flecha).
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Eignra 22 A . — X 13.700 Visitm general de una zoos vwascular de
Bromymuse  mostrande psrticulxs virales en el citoplasma cCome
puEiltlemente emergiende del imterior de plasmodeswcs (flectas).

Fignrse 22 B. - X 9.13100 Zone wvascular mostramdce Ia Iocalizacion de
aconpafentes (flecis) .

Eimurs 22 € - X 20.500 Localizacion citoplésmics y nuclesr de lLos
viricowes e um Jres vascular de fvonpumys (Fflecihss). Algunss
particulss parecer estar & relaciém com lis peredes celulares (una
anplizcitm de une de lae¢ Zowss s€ mostrd en la figura 18C).
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III.2.4.- DISCUSION

La deteccién mediante microscopia electrénica de particulas
con envuelta, bacilares o con forma de bala, tanto en tincién
negativa como en cortes ultrafinos, constituye un método rapido vy
seguro de identificacién de los virus pertenecientes a la familia
Rhabdoviridae (Francki et al.,1981).

Muchos virus del grupo han sido observados en ceélulas de
plantas que mostraban sintomas de enfermedad, pero dado que son
dificilmente transmisibles, se hace necesario disponer de m&s datos
para establecer la etiologia de las enfermedades a ellos atribuidas
(Francki et _al.,, 1981), como es el caso que nos ocupa en el
presente estudio.

En Espafia, esta es la primera vez que s8e describe un

Rhabdovirus infectando el género Evonymus. Unicamente otro
Rhabdovirus llamado virus del variegado del Evonymus o Evonymusg

fasciation (Matthews, 1984) ha sido descrito previamente infectando
Evonymus japénjica Thumb. (Codaccioni,b1972) como causante del sintoma
"fascié" consistente en anomalias del funcionamiento meristematico
apical, con tallos aplanados en abanico, y alteraciones filotaxicas
en hojas con aspectoc sano ( Jonsson, 1974).

Las particulas han sido descritas como de 80 nm de diimetro y
260 nm de longitud, con 1localizacién citoplasmica y nuclear
(Codaccioni,1972; Jonsson,1974).

Codaccioni y Cossar (1975), transmitieron 1la infeccién a
partir de Evonvmus con sintoma "fascié", mediante inoculacién por

injerto unicamente cuando ésta se realizé en el mes de noviembre.
Sin embargo, aunque localizaron las particulas en la planta

inoculada,no pudieron reproducir el sintoma.

En nuestro estudio, no hemos encontrado particulas virales en
plantas de E_.japonjca Thumb. var, macrophylla que sin embargo
presentaba el sintoma "fascié". La planta permanecié en el campo
desde 1985, repitiendo las anomalfias filotaxicas en tallos y hojas
cada primavera, siempre en el mismo grupo de ramas y né en otras.

El no haber encontrado particulas virales en plantas con el sintoma
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“fascié”, asi como el hecho de que Codaccioni y Cossard (1975)
hubiesen transmitido el virus sin conseguir reproducir el sintoma,
nos permite suponer que no existe relacién entre 1la presencia de
Rhabdovirus y las anomalias morfol6gicas denominadas "fascie".

En nuestros estudios, tampoco en las variedades denominadas
“variegata" se encontraron particulas virales. Por el contrario,se
localizaron particulas de Rhabdovirus, similares a las descritas
por Codaccioni (1972), en diferentes variedades de Evonymus
presentando sintomas de mosaico y enanismo (muestras E-1, E-2 vy
E-3), si bien no pudieron ser transmitidos por 1los procedimientos
descritos en el apartado II.2, a plantas de Evonymus o© a otras

plantas.

De nuestro estudio parece deducirse que el paso de particulas
de célula a célula presumiblemente se realiza por 1las particulas
maduras a través de los plasmodesmos (seguramente modificados por
el virus), y n6é como nucleocaipsidas desnudas (Kitajima y Costa,
1966) .E1 mayor diametro de los plasmodesmos (entre 55 y 60 nm), asi
como las dos capas observadas en las particulas en el interior de
ellos al igual que las imagenes de particulas con envuelta brotando

del plasmodesmo, parecen corroborarlo.

La 1localizacién celular de las particulas maduras de
Rhabdovirus se sitia en el citoplasma, espacio perinuclear o en
viroplasmas citoplasmicos (Martelli y Russo,1984). Excepcionalmente
se citan virus con localizacién simultdnea en citoplasma y espacio
perinuclear (Vela y Rubio-Huertos, 1974; Peters, 1981;Francki et
al., 1981) .Esta localizacién seguramente tiene que ver con el
proceso de maduracién de las particulas.

En este proceso,las nucleocapsidas en los estadios tempranos
de la infeccién, adquieren una envuelta externa lipoprotéica con
proyecciones o peplémeros formados por la glicoproteina mayoritaria
G; en la cara interna de la envuelta estidn presentes entre otras,
las también mayoritarias proteinas M, que ademé&s sirven para
clasificar los Rhabdovirus: el gubsrupo A, contiene proteina M y la
localizacién del virus es citoplasmica; el subgrupo B, contiene
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proteinas M1 y M2 acumulandose las particulas en el espacio
perinuclear (Peters, 1981; Matthews, 1979; Rodriguez et al.,
1988) .

Segun la teoria propuesta por Francki (1973),1as
nucleoproteinas y "cores" libremente formados en el nucleoplasma,
realizarian el ensamblaje a expensas de la membrana interna nuclear
previamente modificada por una o dos proteinas codificadas por el
virus. Las particulas maduras asi formadas se acumularian, en los
estadios tardios de la infecciétn, en el espacio perinuclear o
pasarian al enquilema del reticulo a través de las conexiones

existentes entre ambos sistemas (Rubio-Huertos y Rubio-Saez,1986).

Este tipo de Rhabdovirus caracterizado por formar grandes
acumulaciones de particulas en disposicién paracristalina en el
espacio perinuclear, induce también la formacién de nucleolos de
gran tamafio (Kitajima y Costa, 1966).

La acumulacién de particulas en disposicién paracristalina en
el espacio perinuclear y en cisternas del reticulo observadas en el
presente estudio, sugieren para el virus de Evonymug descrito, una
localizacién citoplésmica y nuclear simulténea,lo que también se
corresponde con las primeras descripciones de Evonymus fascjatjion
(Codaccioni,1972;Jonsson,1974) .

Dadas las caracteristicas de las muestras estudiadas,
nosotros no hemos podido observar 1las nucleocapsidas desnudas,
presentes en los estadios tempranos de la infeccién, por 1lo que
resulta dificil afirmar cual es el modo de maduracién del
Rhabdovirus encontrado en Evonymus.

En todo caso, como hemos seflalado anteriormente, ni el
sintoma "fascié", ni el "variegado", parecen ser debidos a la
infeccién por Rhabdovirus, por lo que la denominacién de "virus del
variegado de Evonymus" o "Evonymus fascjation" dados oficialmente
para el Rhabdovirus encontrado en Evonymug (Mathews,b1984) parecen

inadecuadas.
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III.3.- VIROSIS MULTIPLE INFECTANDO CUCURBITA PEPO L.

Frecuentemente las plantas de campo suelen estar infectadas
por mas de un virus, por lo que para realizar estudios de cada uno
de ellos se hace necesario separarlos, recurriendo a inoculaciones
en huéspedes especificos.

Una muestra de la eficacia de la microscopia electrénica en
el estudio de las enfermedades producidas por virus de plantas, es
que nos permite detectar estas infecciones mixtas en poco tiempo
¥, aunque la identificacién de los virus en muchos casos sea sé6lo a
nivel de grupo, resulta de gran ayuda para la selecciétn de 1los
huéspedes mas adecuados. Por otro 1lado, la técnica peraite
determinar la extensién geografica de una virosis o la localizacién
de una nueva infeccién en una zona determinada (Martelli et _al.,
1988) .En todo caso, detectar mediante microscopia electrénica
infecciones virales mixtas evita realizar otro tipo de experiencias
que, por partir de mezclas de virus conducirian a resultados

confusos o equivocos.

Infecciones mixtas producidas por dos virus son relativamente
frecuentes, no asi la presencia conjunta de tres virus.
Garcia-Lugque gt al., (1983) encontraron en cultivos de interés
econémico en Espafia, al virus del mosaico del pepino (CMV) asociado
con Potyvirus (PVY) o con el virus del mosaico del tabaco (TMV), en
una proporcién de 17/112 casos estudiados y dnicamente en 2/112
casos, la asociacién fué de CMV+PVY+TMV.

Un caso tipico de infeccién producida por tres virus, que
hasta donde sabemos no ha sido descrita previamente,es el que se

presenta a continuacién.
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II1.3.1.- TOMATOLOGIA TR.

Se estudiaron mnmuestras de Cycgurbjta pepo L. variedad

desconocida, mostrando sintomas de mosaico y deformacién foliar,
procedentes de cultivos en Ventas de Zafarraya (MAlaga).lLas plantas
tenian gran abundancia de pulgones.

Con la muestra de campo se prepararon tinciones negativas e
inclusiones para ultramicrotomia (aptdo II.3), asi como desecados
en CaCl2 para su conservacién (aptdo 11.2).

IIT.3.2.- GAMA DE HUESPEDES

Con la muestra de campo se inocularon mecAnicamente (aptdo
I1.2), las siguientes especies y variedades:

Fam. Cucurbitaceae: Cycumis melo L. var. "Amarillo"; “Tendral".
Fam. Leguminosaceae: Vigna sinensis (Torper) Savi, var."Blackeye".
Fam. Solanaceae: Njcotjana svlvestris Speg. and Gomes; N.tabacum [,

var. "Xanthi-nc", obteniendo los siguientes resultados:

| ELANTAS DE ENSAYO SINTOMAS |
| !
| Melén "Amarillo”™ M,DF |
| Melén “Tendral" M |
] Vigna nen “Blackeye" LLN

] N.aylvestris M |
! N.tabacum "xanthi-nc" M '

Abreviaturas:DF=Deformacién foliar;LLN=Lesiones

locales necréticas;M= Mosaico.
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Las lesiones locales producidas a los dos o tres dias en
V.sinensis se clonaron tres veces y se utilizaron para inocular N,
tabacum, var "Xanthi-nc", con el resultado de mosaico.

Las plantas crecieron y se mantuvieron en cAmara de cultivo
en las condiciones habituales (aptdo I1I.2).

III.3.3- R OP1 T

TINCION NEGATIVA

En las preparaciones de tincién negativa del extracto
crudo(aptdo II.3) de la muestra de campo, se observaron particulas
filamentosas y flexuosas junto a inclusiones caracteristicas del
grupo de los Potyvirus (fig. 23A y 238).

En las tinciones negativas de u " -ng”
inoculadas con lesiones locales necréticas clonadas, no se
observaron mas que pequefias particulas esféricas, cuando 1las
preparaciones fueron fijadas previamente con formaldehido al 2%
(aptdo II.3).

CORTES ULTRAFINOS

El estudio de cortes ultrafinos de 1la muestra de campo
(Cycurbjita pepo L.) mostré la presencia, en las mismas células, de
particulas virales de diferentes formas y tamafios, asi como
inclusiones citoplasmicas cilindricas (ICC) descritas por Edwardson
(1974) como caracteristicas del grupo de los Potyvirus (figs. 23A,
23B, 24A,24B y 25). Las ICC presentaron principalmente forma
de "tubulos" y de gruesos rollos o ‘“scrolls" (fig. 248 y
25A) . Igualmente se observaron agregados laminares cortos y curvos,
sensiblemente mas gruesos que los "brazos" de los "pinwheels"(fig.
25A) . No se observaron entre las ICC, agregados laminares rectos.

En las mismas células y mezclados con los ribosomas se

observaron particulas virales mias densas que éstos, de los que eran



Figura 23 A .- X 38.400 Tincién negativa con acido
fosfotinstico(PTA) al 22 pH 7 de wuna inclusién cilindrica

caracteristica de Potyvirus, al lado de una particula viral. Nétese

la fina estriacién longitudinal de la inclusién.

Figura 23 B.-X 38.400 Tincién con PTA de una inclusién cilindrica
de Potyvirus.

Figura 23 C.-X 63.800 Tincién con PTA de particulas purificadas del
virus del mosaico del pepino (CMV) previamente fijadas con
formaldehido al 2%
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Figura 24 A.- X 16.100 Visién general de una célula de Cucurbjta
pepo L. infectada por tres virus. En 1la micrografia se observan
particulas filamentosas (flecha) e inclusiones citoplasamicas
cilindricas caracteristicas de 1los Potyvirus (ICC) (flecha),asi
como acumulos de pequefias particulas esféricas entremezcladas con

ribosomas.

Figura 24 B.- X 46.000 Secciones longitudinales y tangenciales de
ICC en forma de “tdbulos” y ‘'"scrolls". Las flechas sefialan

particulas de Rhabdovirus y posibles particulas de virus esféricos.

Figura 24 C.- X 41.000 Agregado de particulas esféricas (flecha).
Al lado de una mitocondria pueden observarse dos particulas en

seccién transversal de Rhabdovirus(V).
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Figura 25 A.- Visién a diferentes aumentos (X 12.500 y X 100.300)
de una porcién de citoplasma mostrando las gruesas inclusiones con
forma de rollo o '“scroll” y 1los agregados laminares gruesos vy
curvos caracteristicos de la Subdivisién IV de Potyvirus (Edwardson
et al., 1984) Jjunto a particulas de Rhabdovirus en secciones
transversales y posibles particulas de CMV dispersas en el

citoplasma.

Figura 2S5 B.- X 100.300 Secciétn transversal de particulas de
Rhabdovirus de 1localizacién citoplésmica en las que pueden
observarse las nucleocapsidas rodeadas por una envuelta externa
(flecha).

Figura 25 C.- X 12.500 Aspecto de la misma célula mostrando gran
cantidad de ICC. La flecha sefiala el grupo de particulas de
Rhabdovirus ampliado en la fig. 25B.
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dificilmente diferenciables. Unicamente pudieron distinguirse
cuando las pequefias particulas esféricas formaron agregados, como
el que se muestra en la figura 24C.

Finalsente, junto a las inclusiones cilindricas de Potyvirus
se observaron particulas grandes,provistaa de envuelta y forma
bacilar caracteristicas del grupo de los Rhabdovirus . Estas
particulas -aisladas o formando grupos-, se localizaron//en el
interior de vesiculas en el citoplasma (fig. 25). Las secciones
transversales de las particulas baciliformes permitieron observar
un espacio interior rodeado por dos envueltas (fig.25). No se
localizaron particulas semejantes a Rhabdovirus ni en el espacio

perinuclear, ni en el nucleo.

III.3.4.- PURIFICACION Y ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS ARNs
DE_CMV.

Las plantas de N, tabacum L. “xanthi-n¢" inoculadas a partir
de las lesiones 1locales necréticas clonadas en V.sinensis, se

utilizaron como material para la purificacién de un posible virus
perteneciente al grupo de los Cucumovirus mediante el métocdo de
Lot et _al.,(1972) (aptdo II.4).

La concentracién del virus purificado se calculé a partir de
su espectro de absorcién (aptdo II.4) obteniendo rendimientos de
597,785 mg de nucleoproteina por Kg de tejido.

Las :inciones negativas del virus purificado fijadas
previamente con formaldehido al 2% (aptdo 1II.3), mostraron 1la
presencia de particulas de 30 nm de diimetro, perfil angular y
penetradas por 1la tincién en la parte central, con un
caracteristico aspecto de "rosquilla™ (fig. 23C).

Para la identificacién del virus esférico, se extrajeron sus
Acidos nucléicos (aptdo II.S) analizaAndolos electroforéticamente
(aptdo II.6).Los analisis evidenciaron 1la presencia de cuatro
bandas (fig.26) que por su movilidad se corresponden con los ARNs
1,2 y 3 y el subgenébmico ARN-4 de los virus pertenecientes al grupo

Cucumovirus (Kaper y West,1972).
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ARN-1
ARN-2

IARN-~3

ARN-4

Figura 26.- Anadlisis electroforético de los ARNsS de CMV.Se observan
los tres ARNs genémicos mayores (ARN 1,2 y 3) y el ARN-4

subgenodmico.
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III.3.5.- DISCUSION

De acuerdo con los estudios realizados por wmicroscopia
electrénica y gama de huépedes,se puede afirmar que las plantas de
Cucurbita pepo L con fuerte mosaico presentaban una multiinfeccién
producida por tres virus diferentes.

La presencia de inclusiones citoplasmicas <cilindricas,son
criterio taxonémico suficiente para identificar al grupo de 1los
Potyvirus (Edwarson,1974;1981; Edwardson et al., 1984 ; Edwardson vy
Christie,1986) .Las inclusiones cilindricas y, particularmente los
agregados laminares cortos y curvos detectados en el presente
estudio,resultaron ser de caracteristicas similares a las descritas
por Edwardson et al.,(1984) para las cepas del virus del mosaico de
la sandia, estirpe 2 (WMV-2), pertenecientes a 1la Subdivisién IV
(aptdo III.1.4).

Las particulas baciliformes grandes, con un canal central
rodeado por varias capas, e incluidas en el interior de vesiculas
del reticulo son caracteristicas del grupo de 1los Rhabdovirus
(Francki et al.,1981) el que, por la particular morfologia de sus
particulas, es facilmente diferenciable de otros grupos de virus de
plantas mediante microscopia electrénica.La presencia de particulas
localizadas sélo en el citoplasma, y no en el nucleo o espacio
perinuclear, permite suponer que se trate de particulas de
ensamblaje citoplismico (Francki et a], . 1981),si bien seria
necesario localizar viroplasmas formados por particulas inmaduras
para afirmarlo (Rubio-Huertos y Rubio-Saez, 1986), lo que no suele
ser frecuente en los estudios en plantas de campo por tratarse de
estadios avanzados de la infeccién. En general, las caracteristicas
morfolégicas de las particulas del Rhabdovirus encontradas en 1la
multiinfeccién de C.pepo L., fueron similares a las descritas para
el virus del variegado del melébn (Melon variggatjon) por
Rubio-Huertos y Pefla-Iglesias (1973) y como éste, podria tratarse

de un virus de ensamblaje citoplasmico.
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La observacioéon en el citoplasma de particulas de 30 na densas
a los electrones, similares a ribosomas y ocasionalmente formando
agregados, no es por si mismo criterio valido para la
identificacién de un determinado grupo de virus.De entre los virus
isométricos del tamafio y caracteristicas del descrito, el virus
del mosaico del pepino (CMV) es de los patdégenos mas frecuentes en
Cucurbitaceas.(Milne et al.,1969; Nameth et al.,1986; Martelli et
al.,1988), para el que Vigna sjinensis es huesped diferencial
produciendo lesiones locales necréticas, que 1lo diferencian de
otros Cucumovirus y de otros virus esféricos que infectan
Cucurbiticeas (Kaper y Waterworth, 1981; Garcia-Luque et al,,
1983).La presencia de CMV se confirm6 mediante su aislamiento en
plantas de tabaco, purificacioén \'4 posterior andlisis
electroforético de sus acidos nucléicos, resultando un patrén de
bandas caracteristico de este virus.

Los resultados de este trabajo demuestran que, como en otros
muchos casos, son bastante comunes en las plantas de campo las
infecciones virales producidas por mids de un virus. Hemos podido
detectar en este caso, la presencia del virus del mosaico del
pepino (CMV), una posible cepa del virus del mosaico de 1la sandia
estirpe 2 (WMV-2) y un Rhabdovirus, probablemente el virus del
variegado del melén, Melén varjemation.

La doble infeccitn por CMV y Potyvirus es relativamente
frecuente en las muestras de campo( Milne et al, 1969;Garcia-Luque
et al., 1983; Martelli y Lal,1985;Nameth et _al, 1986;Martelli et
al., 1988),incluyendo Cucurbitaceas (Garcia-Luque et a)., 1983).La
asociacién de Rhabdovirus con Potyvirus ha sido descrita por

Henriques y Henriques (1986) infectando Malva sp.

Hasta lo que nosotros conocemos, la presencia simultinea de
un Cucumovirus, un Potyvirus y un Rhabdovirus, en una misma planta
de la familia Cucurbitaceas no habia sido descrita previamente.
Puesto gque los tres virus son transmitidos por afidos,
particularmente por especies del género Myzus, podriamos aventurar

que éste ha sido el vector responsable de la triple infeccién.
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III.4.~ EL VIRUS DEL MOTEADO SUAVE DEL PIMIENTO (PMMV) INFECTANDO
CAPSICUM ANNUUM L. var."GEDEON"

El agente causal de las mayores pérdidas en cultivos
protegidos de pimientos con resistencia incorporada al virus del
mosaico del tabaco (TMV) en el sureste de Espafia, ha sido
identificado como el virus del moteado suave del pimiento (PMMV)
por Alonso et al.., (1989) y Garcia-Luque et al.,h(1990).

El virus, perteneciente al grupo de 1los Tobamovirus,produce
sintomas suaves en hojas jévenes, afectando sin embargo gravemente
a los frutos. Sin vector conocido, es sin embargo facilmente
transmisible por contacto, lo que apunta hacia el importante papel
del hombre durante las operaciones de cultivo en 1la rapida
expansién de la enfermedad (Garrett et al., 198S).

Las particulas virales rectas, de unos 300 nm de longitud,
son por el contrario réapida y fAcilmente detectadaas mediante
microscopia electrénica, por lo que éste método puede jugar un
importante papel en cuanto a diagnéstico (Martelli y Russo,1984;
Edwardson y Christie,1986b).

La escasa informacién sobre la ultraestructura de las células
de hoja y fruto de pimiento respectivamente, infectadas por PMMV
asi como la importancia econémica de los cultivos de pimiento bajo
plastico, en nuestro pais, han sido el motivo de la realizacién del

presente estudio.
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IIT1.4.1.- QRIGEN Y SINTOMATOLOGIA DE LAS MUESTRAS

Se han estudiado ejemplares de cCapsjcum annuum L., var.
“Gedetn" resistentes a TMV, procedentes de cultivos comerciales

bajo plastico en Motril (Granada). Las plantas presentaban mosaico

en hojas y frutos de pequefio tamafio, con deformaciones y necrosis.

ITI.4.2.- GAMA DE HUESPEDES

Para establecer la gama de huéspedes del posible virus del
moteado suave del pimiento (PMMV) infectando las muestras de
pimiento "Gededén', se inocularon mecadnicamente (aptdo II.2) las
siguientes especies y variedadea: ¢ m var_ "
Wonder'"; Datura stramonium L.; Lycopersicon esculentun Mill. var.
“Rutgers"”; Nicotiana clevelandii Gray; N. glutinosa L.;

N.sylvestris Speg and Gomes;N.tabacum L. "xanthi-nc".Las plantas
crecieron y se mantuvieron en camara de cultivo en las condiciones

descritas en el apartado II.2.

No se produjeron sintomas en las plantas de tomate
inoculadas, apareciendo mosaico suave en pimiento y N. clevelandij.
En el resto de las plantas, el sintoma fué de pequefias lesiones

locales necréticas.

Las especies arriba citadas fueron inoculadas igualmente con
purificados del virus causante de 1la infeccién en pimiento
“Gedeédn" (PMMV), del virus del mosaico del tabaco (TMV) vy, del
virus del mosaico del tomate (ToMV) proporcionados amablemente por
la Dra. Elena Alonso. Las inoculaciones se realizaron
mecaAnicamente (aptdo II.2) en cada media hoja, con tampén de
inoculacién (aptdo. 1I.1) conteniendo 0,5 mg/ml de virus

purificado.

El virus del moteado suave del pimiento no infectdé los

tomates inoculados y produjo mosaico suave en pimientos y Nicotiana
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:levelandii. En el resto de las plantas de ensayo produjo lesiones
locales necréticas pequefias a los cuatro dias de 1la inoculacién.
.as plantas inoculadas con TMV y ToMV presentaron lesiones 1locales
iecréticas grandes dos dias después de la infeccién y, mosaico en

:omate.

Los resultados obtenidos se recogen en tabla que se presenta
\ continuacién y en la figura 27.

| SINTOMAS PRODUCIDOS POR DIFERENTES TOBAMOVIRUS |

| Plantas de ensayo PMMV MV ToMV I
| C.annuyum L."Yolo Wonder" M LLN LLN |
| D.stramonium L LLNp LLN LLN |
| L.escylentum Mill. 'Rutgers” Neg M M |
| N.clevelandii grav. M M M |
| N sa L LLNp LLN LLN |
| N.sylvestris Speg, LLNp M LLN |
| N.tabacum L."Xanthi-nc" LLNp LLN LLN i

Abeviaturas:LLN =Lesiones locales necréticas, grandes;LLNp=

Lesiones locales necréticas pequeiias; M=mosaico;
Neg= Ausencia de sintomas.
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Figura 27 A.- Plantas de Nicotiana sylvestris inoculadas con TMV,
ToMV y PMMV respectivamente mostrando sintomas de mosaico

(izquierda), 1lesiones locales necréticas grandes (centro) y

lesiones locales necréticas pequefias (derecha)

Figura 27 B.- De izquierda a derecha, hojas de Nicotiana
sylvegtria: control sano e inoculada con TMV; Inoculada con
ToMV(mitad izquierda) y con TMV(mitad derecha); con PMMV(mitad
izquierda) y con ToMV (mitad derecha). Notese la diferencia entre
el sintoma generalizado de mosaico producido por TMV,las lesiones
locales necréticas pequefias de PMMV y las lesiones locales

necréticas grandes de ToMV.

Figura 27 C.- De izquierda a derecha, hoja de Nicotiana glutinosa
inoculada con PMMV(mitad izquierda) y con ToMV(mitad derecha); hoja

de Datura stramonium inoculada con PMMV (mitad izquierda) y con TMV

(mitad derecha).
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ITT.4.3.- MICROSCOPIA ELECTRONICA

TINCION NEGATIVA

En tincién negativa con acido fosfotunstico al 2%, pH 7.0
(aptdo II.3) del extracto crudo de las plantas infectadas, se
observaron las caracteristicas particulas cilindricas y rigidas, de
unos 300 nm de longitud ¥y 18 nm de diametro,del grupo de 1los
Tobamovirus (Martelli y Russo,b1984) (Fig.28A). Se encontraron
particulas tanto en extracto crudo de hoja como de fruto, sueltas o

asociadas "lado a lado".
CORTES ULTRAFINOS

En el estudio de cortes ultrafinos se pudieron observar en el
citoplasma y vacuolas de las células infectadas, particulas virales
rectas de tamafio similar a las observadas en tincién negativa
(fig. 28,29 y 30).En las células parenquimaticas del meséfilo de
las plantas de campo infectadas, las particulas se presentaron
sueltas o formando agregados cristalinos. En 1la figura 28B se
muestra una visién general del meséfilo mostrando la distribucién
de las particulas en las células.

Los agregados cristalinos se presentaron en el interior de
bolsas limitadas por una membrana. En secciones a mayorea aumentos
de éstos agregados se pudo observar la disposicién de las
particulas en "empalizada" por asociacién "lado a lado" y "punta a
punta", de ellas(fig. 29A y 29D). Ocasionalmente 1los agregados
presentaron una disposicién de 1las particulas en "molinete",
asociadas en diferentes angulos, produciendo imAgenes como las que
se muestran en las figuras 29B y 29C.

En las vacuolas, las particulas virales aparecieron siempre
sueltas y distribuidas al azar (fig.29). Asimismo en las vacuolas
se encontraron frecuentes formaciones osmiofilicas (fig.29),
caracteristicas de pimiento pues también se observaron en planta

sana.
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En las células parenquimdticas de los frutos se observaron
igualmente abundantes particulas virales distribuidas al azar en el
citoplasma y en las vacuolas, en las que los cuerpos osmiofilicos
fueron mas abundantes que en las células de hoja (fig. 30A y 30B).
Los agregados cristalinos que también se observaron en el fruto,
presentaron morfologia semejante a los de hoja aunque de menor
tamafio (fig. 30C).

No se observaron particulas en cloroplastos, niucleo u otros
organulos celulares, ni inclusiones o alteraciones celulares

inducidas por la infeccién.
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Figura 28 A.- X 32.000 Tincién negativa con Acido fosfotungstico al
2% pH 7.0 de extracto crudo de Capsjcum annuum L. var. "Gedeon"
infectado por el virus del moteado suave del pimiento (PMMV).

Figura 28 B.- X 6.400 Aspecto general de células del meséfilo de
pimiento, infectadas por PMMV.
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Figura 29 A.- X 20.500 Célula parenquimAtica de hoja de pimiento
(muestra de campo) con particulas virales (V) sueltas en el
interior de la vacuola y, una secciétn de un agregado cristalino
localizado en el citoplasma, con las particulas dispuestas “en
empalizada" dentro de una bolsa (flecha).

Figura 29 B.- X 25.000 Agregados cristalinos en diferentes
gsecciones localizados en el citoplasma y en los que las particulas
aparecen dispuestas segun aAngulos diferentes o "en molinete" al
lado de particulas sueltas (flecha).

Figura 29 C.- X 13.700 Agregado de particulas con diferente
orientacién en el que puede observarse los restos del citoplasma

entre las particulas y particulas sueltas en la vacuola (flecha).

Figura 29 D.- X 16.200 Agregado "en empalizada” de gran tamafio,

conservando restos celulares entre las particulas virales.
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Figura 30 A.- X 6.400 Célula parenquimética del fruto de la muestra
de campo infectada, mostrando particulas virales en el interior de

la vacuola.

Figura 30 B.- X 25.100 Detalle de las particulas de PMMV en 1la

vacuola acompafiadags de cuerpos osmiofilicos.

Figura 30 C.- X 25.100 Agregado cristalino en el citoplasma de una
célula del fruto.
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III.1.4.- DISCUSION

En la dltima década se han publicado gran numero de
investigaciones sobre ciertos Tobamovirus capaces de infectar
cultivares de pimiento resistentes a otros miembros del grupo.
Dichas “estirpes de pimiento” de TMV, han sido propuestas por
Wetter et al., (1984), como un nuevo miembro del grupo de los
Tobamovirus, denomindndose virus del moteado suave del pimiento
(PMMV), ya que produce sintomas muy suaves en la planta,afectando
sin embargo gravemente al fruto (Alonso et _al,,1989).

La ausencia de 1infectividad en plantas de tomate y 1la
capacidad para infectar cultivares de pimiento resistentes a
Tobamovirua, junto a las lesiones locales necroéticas de pequeno
tamafio en algunas plantas de ensayo, son propiedades biolégicas que
permiten diferenciar al virus del moteado suave del pimiento (PMMV)
de los otros Tobamovirus (Alonso et al.,, 1989).

A pesar del gran numero de publicaciones sobre estas
"estirpes de pimiento",las referencias sobre la ultraestructura de
las células infectadas por PMMV se limitan al estudio de Wetter et
al., (1987) realizado unicamente en hojas infectadas pero no en
frutos.

En nuestro estudio, las formaciones cristalinas, resultaron
ser similares en hoja y fruto, estando formadas por particulas
agregadas "lado a lado y ‘"punta a punta"; bien en forma de
empalizada recta, como laminas entrecruzadas o, con una cierta
inclinacién dando lugar a los agregados que hemos 1llamado en
“molinete". Estas formaciones cristalinas son similares a las de
otros Tobamovirus (Martelli y Russo,1984; Edwardson y
Christie,1986b) incluyendo las descritas por Wetter et _al.,(1984)
para PMMV en células de hoja de pimiento. Sin embargo, que nosotros
sepamos, éste es el primer trabajo sobre 1la ultraestructura de
células de fruto infectadas por PMMV.
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No se observaron las formaciones amorfas constituidas por
reticulo, ribosomas y membranas, denominadas ''cuerpos X" y que son
caracteristicas de muchas estirpes de TMV ‘'vulgare"” (Martelli vy
Russo0,1977a;1984) .

De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio de 1la
sintomatologia y gama de huéspedes del virus infectando un cultivar
resistente a TMV, nos permite suponer que se trata del virus del
moteado suave del pimiento  (PMMV), aislado en Espaifia y
caracterizado por Garcia-Luque gt al.,6(1990),a pesar de que, como
es evidente en el presente caso, la microscopia electrénica no ha
permitido caracterizar taxonémicamente al virus infectando pimiento
m4s que a nivel de Grupo. De todos modos, 1los estudios por
microscopia electrénica tienen la no despreciable ventaja de 1la
rapidez en la detecci6n de la infeccién, con lo que es posible
adoptar medidas conducentes a evitar, tanto la propagacién de 1la
enfermedad como grandes pérdidas inmediatas (Garrett et al.,198S).
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III.S.~ v S Cl RONC D T WV
INFECTANDO PIMIENTOS (CAPSICUM ANNUUM L, var, GEDEON).

El virus de las manchas bronceadas del tomate (TSWV) es un
patégeno cosmopolita que produce grandes pérdidas en cosechas,
especialmente en regiones templadas y subtropicales. Aunque forma
parte de los primeros virus de plantas descritos, por ahora sigue
siendo el unico representante de su grupo (Francki y Hatta,b1981).

La peculiar morfologia de s8sus particulas: esaféricas, de
alrededor de 85 nm de diAmetro y con envuelta externa lipoprotéica
densa a log electrones, asi como su localizacién en el interior de
vesiculas del reticulo endoplasmico formando grupos, permiten su
identificacién directa sin confusién posible, mediante microscopia
electrénica (Martelli y Russo,b1984).

TSWV se transmite persisténtemente por larvas de "Thrips" (Q.

Thysanoptera, Fam. Thripjdae) del género Thrips tabaci Lindeman, en
Europa y Erankliniella occidentaljs Pergande., en el continente
americano.Reciéntemente F.occidentalis ha sido introducido y

descrito en Europa como vector mas eficaz que I.tabaci
(Gebre-Selassie et _al.,h1989).

TSWV no habia sido descrito en Espafia y como consecuencia de
la presente tesis doctoral, se detectd por primera vez infectando

pimientos en cultivos protegidos en las islas Canarias (Diaz Mugica

et al., 1989; de Avila et al., 1989). Posteriormente en nuevas
comunicaciones de nuestro laboratorio (Trad et al., 1990) y de otros
laboratorios ( Cuadrado et _al., 1989; Jorda y Osca,1989), ha sido

detectada la presencia del virus en diferentes zonas de nuestro

pais, lo que puede representar un serio problema econémico.
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III.S.1.~ ORIGEN Y SINTOMATOLOGIA DE LAS MUESTRAS,

En 1988 se recibieron en la Unidad de Fitopatologia del CIB
de Madrid, ejemplares de Capsjcum anpuum L. var, “Gedeén”

procedentes de cultivos bajo invernadero situados en 1la C.A.

Canaria.Las plantas mostraban fuerte mosaico en hojas asi como
necrosis caulinar y foliar, siendo la caracteristica mas notable
del conjunto de la sintomatologia 1la necrosis que afectaba al
extremo apical del tallo y conjunto de hojas jovenes. Los
invernaderos estaban afectados por '"thrips'".

De la muestra se prepararon tinciones negativas de extracto
crudo e inclusiones para ultramicrotomia (aptdo 1II.3), asi como
desecados en CaCl2 para su conservacién (aptdo II.2).

III.S.2.- GAMA DE HUESPEDES

Para determinar la gama de huéspedes, se inocularon
mecénicamente con la muestra de campo (aptdo II.2) las siguientes

especies y variedades:

Fam. Cucurbiticeae: Cucumis sativus L. var. '"C. beit alpha
CMR/MMR"; Cucurbjta pepo L. var. "Belleza negra'. Fam.
Chenopodiaceae: Chenopodium qujinoca Wjlld, Fam. Leguminosaceae:
Phaseolus vulgaris, L. cv. Fam. Solanaceae: Capgicum apuup L.,: 17
variedades comerciales; Lycopersicon  esculentum Mill. var.
“Rutger"; Nicotiana benthamjana, Domin.; N. clevelandij.Gray.; N,
tabacum,L. var. "Samsum",'"Xanthi-nc"; Pet b a, Vv

Las plantas crecieron y se mantuvieron en cAmara de cultivo

en las condiciones habituales (aptdo II.2).

Los sintomas en plantas de ensayo aparecieron entre los 10 y
16 dias posteriores a la inoculacién, siendo los mas reiterativos
las lesiones necréticas de gran extensién , de color bronceado
oscuro, extendiéndose del apice de la hoja al peciolo como necrosis

generalizadas; lesiones necroé6ticas de menor extensiétn y de color
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bronceado brillante; bandeados de venas con aclaramiento del
parénquima foliar; mosaicos; distorsionea foliares, y enanismo
(fig. 31).

Los resultados se recogen en las tablas a continuacién:

| SINTOMAS PRODUCIDOS POR TSWV |

|_planta de Ensavo Sintomas = |
! |
] C.sativus L.""C beit alpha" Neg. |
| c.pepo L, "Belleza negra" Neg.

| ¢h. quinoa wWilld, Neg. |
| Eh.vulsaris L. ev. Neg. |
| ¢, apnuum L. * LLN,M,BV,DF,N,E. |
| L.esculentum Mill.“Rutger" Neg. |
PN amjiana . LLN. I
| N.clew . LLN,M,N. I
| N.tabacym,L."Samsum” LLN.N. I
| N.tabacum,L."Xanthi-nc" LLN,M,N. |
| p.hyb Vilm. LLN. |

Abreviaturas: BV =bandeado de venas; DF =deformacién foliar;

E =enanismo; LLN =lesiones locales necré6ticas; M =mosaico;
N =necrosis; Neg =ausencia de sintomas; * =variedades de

pimiento que se presentan en cuadro aparte
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La variedad ‘“pimiento dulce 1italiano'", inoculada con 1la
muestra original y que exhibia mosaico en las hojas (fig. 318B),
fué utilizada como inéculo vivo para infectar otras 16 variedades
comerciales de pimientos y comprobar la susceptibilidad de éstos a
TSWV.Todas las variedades ensayadas resultaron infectadas y
mostraron sintomas en general severos (fig. 31A). Los resultados se

resumen en la tabla a continuacién:

| SINTOMAS EN VARIEDADES COMERCIALES DE PIMIENTOS INOCULADAS l

| _EXPERIMENTALMENTE CON TSWV, 1

|vARIEDAD ~ SINTOMAS  VARIEDAD SINTOMAS |
I |
RE Lamuyo LLN,M,N,E 10. Novi LLN,N. |
|2. Gedebn M,DF ,N. 11. Ursus P-728 LLN,DF,N'
|3. Amador amarillo M,DF. 12. Sunboy amarillo M,BV,N,B|
4. Shamrok LLN,DF,N 13. Andalus P-753 DF,N. |
|5. Mélody N,E. 14. Cébrdoba P-720 M,DF,N. |
|6. Rino LLN,M,DF,N 15. Bruyo N. |
|7. Yolo wonder M. 16. Latino N,E. |
|8. Blue star M,N,E. 17. Dulce italiano LLN,M,N. |
lo.skipper BV,DF,N, |

Abreviaturas: BV =bandeado de venas; DF =deformacién foliar;
E =enanismo; LLN =lesiones locales necréticas;

M=Mosaico; N =necrosis.



-150-

Figura 31.- Diferentes sintomas producidos en plantas de ensayo
inoculadas con el virus de las manchas bronceadas del tomate (TSWV
A: Deformaciébn foliar en pimiento "Gedeén'". B: Mosaico en pimiento
"Dulce italiano”. C: Lesiones necréticas caracteristicas de TSWV en
pimiento "Lamuyo”. D y E: Lesiones necréticas en N. tabacum

L. "Samsum".
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III.5.3.- MICROSCOPIA ELECTRONICA

TINCION NEGATIVA

La detecciéon e identificacién de 1las particulas de TSWV
mediante tincién negativa de extracto crudo no resulté convincente
en todos los casos, puesto que al no poseer los viriones tamafio y
forma uniforme, con frecuencia fueron dificilmente distinguibles de
otros materiales celulares presentes, teniendo que recurrir para su
confirmacién a cortes ultrafinos. No obstante y de acuerdo con las
diferentes tinciones ensayadas, el molibdato aménico (AM)(aptdo
II.3) result6 ser la tincién mds adecuada. En las figuras 32A y 32B
se muestran tinci6tnes con AM de extracto crudo,en la que se
observan particulas virales esféricas, unas con envuelta y otras,
sin ella. También aparecen envueltas vacias y rotas, sugiriendo 1la
pérdida de la nucleocépsida interior.

CORTES ULTRAFINOS

Las células infectadas, tanto del huésped original como de
los inoculados, mostraron las caracteristicas particulas casi
esféricas, grandes y densas a los electrones, agrupadas en el
interior de sacos o vesiculas ensanchadas, probablemente del
reticulo endoplasmico (fig. 32C y 32D).Las particulas, de unos 85
na de diadmetro, mostraron con frecuencia una parte central =menos
densa y una capa externa correspondiente a la envuelta
lipoprotéica (fig. 32C).Las particulas virales se detectaron en
todos los casos en el citoplasma, tanto en células parenquimaticas
del meséfilo como en células acompafiantes de 1los vasos. No se
observaron particulas virales en el nucleo u otros orgénulos
celulares.Las células infectadas mostraron abundantes lisosomas con
inclusiones cristalinas en su interior asi como mitocondrias
conteniendo cuerpos osmiofilicos (fig. 34A y 34B) no encontrados en
plantas sanas. Ocasionalmente, se observaron posibles particulas

virales atravesando plasmodesmos (fig. 35A).
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En el citoplasma de algunas células infectadas,
correspondientes a estadios tempranos de la infeccién, aparecieron
inclusiones amorfas viroplasmicas (Vp) formadas por un material
denso de aspecto estriado, rodeados por un material difuso vy
entremezclados con vesiculas,membranas,y abundantes ribosomas, como
se muestra en la figura 33.

En las células con viroplasmas (fig.33), se observaron muy
pocas particulas maduras. En los estadios avanzados de la
infeccién, las células presentaron gran cantidad de particulas
virales en el interior de sacos o vesiculas ( fig. 32C y 32D) vy
ausencia de viroplasmas.

La infeccié6tn en las zonas proximas a las necrosadas o en
estadios destructivos, produjo desorganizacién celular afectando a
los organulos celulares e incluso al nucleoplasma, consevandose sin
embargo algunas particulas en el interior de 1las vesiculas (fig.
35B).
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Figura 32 A.- X 24.000. Tincién negativa de extracto crudo con 2%
molibdato aménico, en la que se observan particulas de TSWV.

Figura 32 B.- X 40.000. Tinci6n negativa como la anterior. En la
micrografia se observa un conjunto de posibles envueltas vacias de
TSWV (flecha).

Figura 32 C.- X 74.000. Caracteristicos grupos de particulas de
TSWV en el interior de vesiculas del reticulo endoplasmico.La zona
interna de la nucleocaApsida de las particulas aparece como Rmenos

densa a los electrones.

Figura 32 D.- X 87.800. Fase tardia de la infeccién en la que se
observan abundantes grupos de particulas maduras de TSWV en el
interior de vesiculas. La flecha sefiala una formacién cristalina en

el interior de un lisosonma.
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Figura 33 A.- X 31.900. Inclusién amorfa o Viroplasma perteneciente
a un estadio temprano de la infeccién por TSWV, en el que es
claramente visible el aspecto estriadoc de la formacién densa (Vp,
flecha). En las proximidades de la inclusi6n se observan unas pocas

particulas maduras en el interior de vesiculas.

Figura 33 B.- X 51.300. Particulas en diferente estado de
maduracién (V,flecha) de TSWV junto a formaciones amorfas (Vp,
flecha).
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Figura 34 A.- X 50.200. Particulas de TSWV en el interior de
vesiculas junto a 1lisosomas con formacioneas cristalinas en su

interior (flechas).

Figura 34 B.- X 29.900. Inclusiones osmiofilicas en el interior de
mitocondrias (flechas) e inclusiones cristalinas en lisosomas,

junto a particulas de TSWV.

Figura 34 C.- X 48.000. Particulas maduras (V) y posibles envueltas
vacias de TSWV sin nucleocdpsida (flecha).
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Figura 35 A.- X 22.500. Dos células contiguas infectadas por TSWV
(V). En la pared celular se observan plasmodesmos de gran tamafio

con posibles particulas en su interior (flecha).

Figura 35 B.- X 20.100. Seccién de una célula préxima a una zona
necrosada. En el citoplasma desorganizado, se conservan particulas
de TSWV en el interior de vesiculas (V). En la parte inferior
derecha de la micrografia puede verse la membrana nuclear y el

nucleoplasma desorganizado.
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III.S.4.- DISCUSION

Uno de los aspectos mas notables de TSWV es la amplia gama de
huéspedes que es capaz de infectar,que alcanza 350 especies
diferentes pertenecientes a SO familias (Huguenot gt al..1990) y la
versatilidad de los sintomas, dependientes tanto de las condiciones
fisiol6égicas de la planta como sobre todo, de las diferentes cepas
descritas (Ie,1970). Esta situacién hace que sea necesario recurrir
a las técnicas de microscopia electrénica para una rapida e
inconfundible identificacién del virus. Las grandes particulas
esféricas caracteristicas de TSWV, de unos 85 nm de diémetro,
provistas de una envuelta lipoprotéica externa y su localizacién
citoplasmica formando grupos en el interior de vesiculas o del
reticulo endoplasmico,son criterio suficiente para la
identificacién del virus (Martelli y Russo,1984).

En tincién negativa, las particulas son inestables en 1la
mayor parte de 1los casos.Nuestros resultados confirman que 1la
solucién acuosa de molibdato aménico al 2% pH S,5 mantiene las
estructuras, si bien la tincién no proporciona imigenes de calidad
(Francki y Hatta,198:; Milne,1984). Cuando 1las particulas se
separan de la célula y extienden en la rejilla, tienden a
deformarse y aplastarse, produciendo imadgenes con particulas de
diferentes tamafios y formas,lo que hace necesario recurrir a cortes
ultrafinos de tejido para su confirmacién (Milne,1970; Mohamed et

al.,1973 ; Francki y Hatta, 1981).

Nuestros resultados sobre 1la ultraestructura de células
infectadas de pimiento relacionan 1la presencia de inclusiones
amorfas viroplasmicas formadas por masas de un material de aspecto
estriado,entremezclado con vesiculas, membranas y ribosomas, con
los estadios tempranos de 1la infeccién, como ha sido también
descrito por Francki y Grivell,(1970) e Ie,b(1971) en otros
huéspedes. La presencia de s86lo particulas maduras aisladas en
vesiculas en los estadios tardios, sugieren nuevamente la

implicacién de las inclusiones amorfas en los procesos de la
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multiplicacién viral.

La naturaleza nucleoprotéica detectada en el material
condensado de las formaciones viroplésnicas (Verkleij y
Peters,1983) y la abundancia de membranas del reticulo en ellas
(Milne,1970), permite suponer que las nucleocapsidas virales
formadas en los viroplasmas tomarian la envuelta lipoprotéica de
las membranas celulares convirtiéndose en viriones maduros. Esta
hipétesis permitiria explicar también 1la presencia de envueltas
virales vacias, ain "core" o nuqleoctpcida interior asociadas a los
viroplasmas. En un estadio posterior, las particulas maduras se
agruparian en el interior de vesiculas o dentro del reticulo.

El material condensado, asociado o no con 1las inclusiones
amorfas, ha sido interpretado también como agregados de formas
defectivas virales (Ie,1982), caracterizadas por delecciones a
nivel del ARN-2 incapaces de sintetizar 1la envuelta lipoprotéica
(Verkleij y Paters,1983; Trad et al.,1990). La exacta naturaleza vy
funcién de las caracteristicas formaciones viroplaésmicas, no parece
bien dilucidada hasta el presente, aunque son compatibles su
funcién de sintesis de particulas virales maduras con la presencia
de formas defectivas virales.

Asociadas a 1la infeccidén por TSWV en pimiento, hemos
encontrado importantes alteraciones celulares como cristales de
gran tamafio en el interior de lisosomas, cuerpos osmiofilicos en
mitocondrias y degeneracién celular en zonas necrosadas.No suele
ser frecuente la presencia de cuerpos osmiofilicos en mitocondrias
(Martelli y Russo,1977a) y por 1lo que sabemos, no han sido
descritas previamente este tipo de alteraciones citolégicas en 1las
infecciones de TSWV.

Igualmente hemos observado posibles particulas virales
completas en el interior de los plasmodesmos, lo que significarfa
que, al igual que en el caso de 1los Rhabdovirus, éstos serian
modificados por el virus para permitir su movimiento "célula a
célula".
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El Virus de las Manchas Bronceadas del Tomate (TSWV) ha sido
citado en todo el mundo causando graves pérdidas econémicas en
cultivos horticolas y ornamentales (Cho et al,,1989). En los
Qltimos afios ha pasado a constituir un grave problema en los
cultivos bajo invernadero en el continente europeo, detectandose
reciéntemente en Espafia infectando pimientos (Diaz Mugica et al.,
1989; Cuadrado et al.,1989; Trad et al.,1990), y tomates (Jorda y
Osca, 1989).

La rapida expansién del virus en Europa parece ser debida a
la reciente introduccién del vector F iella cciden
Pergande. que es dificilmente controlable ademas de ser un vector

mas eficaz que el europeo Thrips tabaci Lindeman. (Gebre-Selassie
et al., 1989).

Nuestro estudio pone de manifiesto cémo la utilizacién de 1la
microscopia electrénica podria ser un instrumento de gran ayuda en

la deteccitén de las enfermedades producidas por este virus.
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III.6.- v \'4 (o}
CUCURBITA: -

Los cultivos de Cucurbitéceas tienen gran importancia
econémica en nuestro pais y en todo el Area mediterranea estando
sujetos a infecciones naturales por varios grupoa de virus
(Freitag, 1956).El virus del mosaico de la calabaza (SqQMV), es un
patégeno ampliamente extendido en el Hemisferio occidental donde
produce graves pérdidas en Cucurbiticeas (Nameth at al.,
1986) ,siendo el primer virus descrito que es transmitido por un
Coccinelido:Epilachna chrysomelina F.(Cohen y Nitzany,1963).
Ademas, algunas estirpes del virus se transmiten por semillas en un
porcentaje relativamente alto (Nelson y Knuhtsen,1973a).

Su presencia en el Hemisferio oriental fué detectada en
Israel infectando Cucurbitéaceas silvestres (Cohen y
Nitzany,1963)teniendo el virus una répida expansién en los dltimos
afios en cultivos protegidos de Cucurbitaceas en el Area
mediterranea (Lockhart et al., 1982; Diaz-Migica y Diaz-Ruiz, 1987;
Hussein y Sharaf, 1988; Avgelis y Katis, 1989) que no puede
justificarse por 1la presencia de los vectores, f&cilmente
controlables con plaguicidas, sino que hay que pensar en gque 1la
enfermedad ha sido introducida a través de 1la importacién de
semillas infectadas (Diaz Magica y Diaz Ruiz,1987;Avgelis y Katis,
1989). En Espafia,el virus fué detectado por primera vez por
nosotros (Diaz-Mugica y Diaz-Ruiz, 1987) y por 1lo que sabemos,
también es la primera vez que el virus es caracterizado en Europa,
puesto que una descripcién anterior fué hecha en base a 1la
sintomatologia en el contexto de una infeccién mixta (Ragozzino,
1973).

SqMVv pertenece al grupo de los Comovirus,virus
multiparticulados que presentan partficulas isodiamétricas, de 30 nm
de diAmetro, estables, que sedimentan como tres componentes (Top,
Middle y Bottom) y que poseen dos polipéptidos de cubierta de 22Kd
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y 42Kd (Van Kammen,1967) en proporciones equimoleculares (Geelen et
al., 1972; Goldbach y Van Kammen,1985) formando una estructura de
tipo icosaédrico constituida por 60 copias de cada proteina
(Crowther et al., 1974). Su genoma esta formado por dos moléculas
de ARN monocatenario lineal y de sentido positivo con un peso
molecular en millones de daltons de 2,4 el ARN-B y de 1,4 el ARN-M
(Matthews ,1979), que se encapsidan separadamente en las dos
particulas mas densas, estando el componente Top formado por =élo
proteina da cubierta (Goldbach y Van Kammen,198S).

En base a las relaciones serolégicas (Nelson gt al, . 1973b) se
han diferenciado dos grupos serolégicos para SqMV: 1las cepas
pertenecientes al serotipo I, parecen estar mejor adaptadas
epidemiolégicamente a Cucurbitaceas, son mas agresivas vy se
transmiten en todos los casos por semillas. Las pertenecientes al
serotipo II, en general no infectan sandias, no se transmiten por
semillas y producen sintomas leves en melones y calabacines. Eata
caracteristica, de gran interés epidemiolégico, junto al hecho de
ser un virus nuevo en Espafia, ha sido 1la razén para abordar 1la
caracterizacién de diferentes aislados espafioles y su comparacién

con otros aislados extranjeros,como se presenta a continuacién.
III.6.1.- ORIGEN Y SINTOMATOL A LAS M RAS
A) AISLADOS ESPAROLES DE SqMV

En 1983 se recogieron en zonas de cultivos protegidos de 1la

provincia de Almeria, ejemplares de Cucumis melo L. var. "Goloso"

con sintomas de mosaico (fig. 36).A la muestra se le llamé muestra
C1 (C =procedente de Cucurbitéaceas).

En 1986 se recibieron muestras de campo de Cucumis melo L.
var. "Cantaloupe", remitidas por una casa comercial con cultivos
protegidos en la provincia de Malaga, con sintomas de mosaico vy
bandeado de venas. A la muestra se denominé C3.

En ambos casos, se prepararon tinciones negativas de extracto
crudo e inclusiones para ultramicrotomia (aptdo I1.3) asi como
desecados en CaCl2 (aptdo II.2).
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B) QROS AISLADOS DE SgMV

Con €& fin de poder realizar pruebas comparativas en cuanto a
la caracterizacién de los aislados espafiocles Ci1 y C3 , el Dr.
MAAT,D.Z. Wagenigen (Holanda) nos proporcioné amadblemente
desecados @ los siguientes aislados de SqMV:
~aislado S#MV-Netherland (Serotipo 1) cedido por el Dr. MAAT,D.Z.
(Holanda).
-aislado S#MV-Arkansas (Serotipo I) cedido por el Dr. SCOTT,H.A.
(USA) . .
-aislado SMV-Arizona (Serotipo II) cedido por el Dr.NELSON,M.N.
(USA) .

III.€.2.~ GAMA DE HUESPEDES

Paradeterminar la gama de huespedes de 1los virus gque
infectaben melén "Goloso" (muestra Cl), y melén '"Cantaloupe”
(muestra Q) se inocularon mecanicamente (aptdo II.2) las
siguientes especies y variedades:

Fam. Compositae: Zinnja elegans Jaca. Fam. Cucurbitaceae: Citruljus

vulgaris Shrad, var. "Large green", "Sugar baby"; Cucumis melo L.
var. "Bolade oro", "Futura", "Goloso", Japonés", ‘““Melén amarillo",
"“Pifionet"”, "Tendral'"; Cucumis satjvus.L. var. 'C. beit alpha F1
CMR/MMR"”, ‘Klondyke"; Cucyrbjita méxima Duch. var. "Buen gusto",
"Cabello de¢ angel", "De horno"; Cucurbita pepo L. var. '"Black
beauty", 'Caserta bush", "Very early algerian”, "White half
long" .Fam. Chenopodiaceae: u a t cos

Rein.; cherpodium guinoa Willd.Fam. Leguminosae: Pisum sativum L.;
Vigna sinensis (Torner) Savi.var. “Blackeye' .Fam,. Solanaceae:
Capsicum nnuum L. var. "“Bellamy", ""Gedeén", "Yolowonder"

Lycopersicm esculentum Mill. var. "Rutger”; Nicotjana benthamiana

Domin.; N.clevelandii Gray.;N. glutinosa L.; N. svlvestris Spe=.;
N. tabacumL. var. "Samsum", "White burley”, "Xanthy-nc".

Las plantas presentaron los sintomas que exponemos a

continuacim:
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PLANTAS DE ENSAYO

SINTOMAS

Aislados: Ci1 Cc3 |
Fam. COMPOSITAE ]
Zinnia elegans Jacg. Neg. Neg.
Fam. CUCURBITACEAE l
Citrullus vulgaris Schrad. |
var. "Large green" Neg. Neg. |
var. "Sugar baby" Neg. Neg.
Cucumis melo L. l
var. '"Bola de oro" M M }
var. "Futura” M |
var. "Goloso" RS M |
var. "Japoneés" Neg. Neg. |
var. "Melén amarillo” RS,BV M,BV |
var. "Pifionet" M M ]
var . "Tendral" M,BV M,BV [
Cucumis sativus L. |
var. "C.beit alpha F1 CMR/MMR" Neg. Neg. [
var."Klondyke" Neg. Neg. |
Cucurbita maxima Duch. |
var. "Buen gusto" M |
var. "De horno” BV |
Cucurbita pepo L. |
var. "Black beauty"” RS, M BV [
var. "Caserta bush" RS l
var. "Very early algerian” M ]
var, "white half long" M M |
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| PLANTAS DE ENSAYO SINTOMAS |
] Aislados; Ci c3 |
| Fam. CHENOPODIACEAE |
| ch. amaranticolor Coste et Revn. Neg. Neg. |
| ch. guinos willd. M M |
| Fam. LEGUMINOSAE I
| Pisum sativum L. Neg. Neg. |
| vigna sinensis Torner "Blackeye”  Neg. Neg. |
| Fam. SOLANACEAE I
| capsicum annuum L. |
| var. "Bellaay” Neg. Neg. |
l var. "Gedeén" Neg. Neg. |
| var. "Yolowonder" Neg. Neg. |
| Lvcopersicon esculentum Mill. 1
| var. "Rutger" Neg. Neg. |
| Domin. Neg. Neg. |
| Nicotiana clevelandii Grav. Neg. Neg. |
| Nigcot a no Neg. Neg. |
| Nicotjan stris . Neg. Neg. |
| Nicoti tabacum L. l
| var. "Samsum® Neg. Neg. |
| var. "White burley" Neg. Neg. |
|_var, "Xanthv-nc" Neg. Neg. |

Abreviaturas:BV =zBandeado de venas (Vein banding; M =Mosaico;

RS =Manchas en anillos (Ring spot); Neg = sin sintomas.
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Del anAlisis de la tabla anterior se deduce que:

-de 1las especies inoculadas s6lo presentaron sintomas de
infecci6én las variedades ensayadas de Cycumjs melo L., Cucurbita
pepo L., Cucurbita mé&xima Duch., y Chenopodium quinoca Willd.

-los sintomas m&s frecuentes fueron mosaicos y bandeados de
venas con aclaramiento del parénquima foliar (fig.36 y 37B) que
aparecieron en la mayor parte de los casos entre 12 y 15 dias
después de la inoculacién, seguidos de deformacién foliar y en
ocasiones muerte de la planta. Ninguna planta infectada 1llegé a
producir flores.

Los melones y calabacines inoculados con la muestra Ci,
presentaron ocasionalmente y 8S6lo en 1las primeras hojas con
infeccién, el sintoma de manchas en anillos (fig. 37A).Las hojas
presentando el sintoma en anillos fueron wutilizadas como indéculo
vivo con el fin de reproducir el sintoma,resultando que las plantas
inoculadas mostraron indistintamente sintomas en mosaico,bandeado

de venas o anilloes.

-no presentaron sintomas de infeccién el resto de especies vy
variedades ensayadas. Esta gama de huéspedes y sintomatologia
permitié tentativamente pensar en el virus del mosaico de la
calabaza (SqMV) como causante de la infeccién en las muestras Cl y

c3.

Para comparar la sintomatologia y seleccionar las plantas de
ensayo mas adecuadas para la propagacién y posterior purificacién
de los aislados C1, C3, SgMV-Netherland (N), SgMV-Arkansas (AK), vy
SqMV-Arizona (AZ), se inocularon las siguientes variedades de

plantas cuyos resultados se recogen en la tabla a continuacién:
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| P LANTAS A I S L A D O s DE SqMV: |

| _de ENSAYO for c3 Nether ak AZ |
| |
| Calabacin |
| "Belleza negra® RS,M,BV  M,BV Neg M,BV M,BV |
| |
| Melén ~ I
| “Amarillo" RS,BV M,BV Neg M M,BV |
| |
| Melén [
| “Tendral® M,BV M,BV Neg M M,BV |
] |
| ch.auinoa M M M ] M i

Abreviaturas: BV =Bandeado de venas; M =Mosaico; Neg. =ausencia de
sintomas; RS = Manchas en anillos (Ring Spot).

El aislado SqMV-Netherland no fue infectivo cuando se inoculé
en Cucurbitdceas a partir del desecado, necesitando Ch.guipnoa como
huesped intermedio. Cuando las plantas de Ch, guinoa infectadas se
utilizaron como inéculo vivo,se produjeron sintomas de mosaico
suave en melones y calabacines.

Las plantas seleccionadas para la propagacién y purificacién
del virus fueron melén "Amarillo" y calabacin "Belleza negra" por
su mejor adaptacién a las condiciones de la camara de cultivo.

En todos los casos las plantas germinaron y crecieron en
camaras de cultivo en las condiciones habituales (aptdo II.2).
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Figura 36.- Muestra de campo de Cucumis melo L. var. "'Goloso", con
sintoma de mosaico en hojas.
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Figura 37 A.- Cucurbita pepo L. var. "Caserta bush™ inoculada con

el aislado C1, mostrando el caracteristico sintoma en anillos.

Figura 37 B.- Cucurbita pepo L. var. "Belleza negra'" inoculada con
el aislado C3. La planta muestra bandeado de venas con aclaramiento

del parénquima.
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III.6.3.- MICROSCOPIA ELECTRONICA.

TINCION NEGATIVA

El examen de las tinciones negativas (aptdo 1I11.3) de las
muestras Cl1 y C3 revelé la presencia de particulas isodiamétricas
de unos 30 nm de didmetro, sin que se observasen otras particulas
virales en las muestras de campo.En las plantas infectadas
experimentalmente y que presentaron sintomas, se detectaron en
todos los casos las particulas arriba descritas que resultaron ser
estables frente a la tincién con el acido fosfotingstico a pH 7
(PTA) y a otros colorantes electrénicos (aptdo II.3).

En las preparaciones de los virus purificados tefiidos con
PTA, se detectaron dos tipos de particulas: unas 1llenas y otras,
menos abundantes,penetradas por la tincién y con aspecto de
particulas vacias. No se observaron diferencias morfolégicas entre
los diferentes aislados de SqMV y las muestras Cl y C3. En ambos
casos, las particulas presentaron un claro perfil hexagonal, mas
acentuado en las penetradas por la tincién (fig.45). Estas
caracteristicas, perfil hexagonal y presencia de particulas vacias,
son tipicas de 1los virus pertenecientes al grupo de los
Comovirus.La proporcién de particulas vacias aumenté notéblemente
en estados avanzados de la infeccién.

En tincién con formiato de uranilo (UF), todas las particulas
fueron penetradas por 1la tincién (fig.45D), lo que hace
desaconsejable esta tincién para estudios de .identificacién, por
inducir a confusién con otros tipos de virus isodiamétricos de

plantas.

Cuando la concentracién de virus fué elevada, las particulas
formaron agregados bidimensionales (monocapas) y tridimensionales

(cristales), que se analizan en el apartado III1.6.6.
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CORTES ULTRAFINOS

Los estudios ultraestructurales de las células infectadas por
las muestras de campo C1 (melén "Goloso"), c3 (meldn
*Cantaloupe”),de plantas inoculadas experimentalmente con los
aislados espafioles C1 y C3 y con los otros aislados de SqMV
evidenciaron:

-la localizacién citoplasmica del virus, cuyas particulas fueron
dificilmente distinguibles de los ribosomas.

-el acumulo de particulas en las vacuolas donde, debido a su
agregacion, fueron facilmente identificables (fig. 42) especialmente
cuando ocasionalmente dieron lugar a agregados cristalinos.

-la presencia de estructuras citopdticas membranosas (ECM) formadas
por un conjunto de vesiculas (figs. 38B y 39C1) junto a numerosas
particulas virales y ribosomas.

-la presencia de formaciones viroplasmicas (FV) conteniendo
estructuras tubulares de organizacién helicoidal (Diaz-Mugica vy
Diaz-Ruiz, 1988) (fig.38A).Estas formaciones viroplasmicas no han
sido descritas previamente para nigan Comovirus, y son nuy
diferentes de los viroplasmas asociados con otros virus de plantas.

No se observaron alteraciones ultraestructurales en
mitocondrias, cloroplastos o nucleo (fig. 38).

Las estructuras citopdticas membranosas y 1las formaciones
viroplasmicas asociadas con estructuras tubulares,se observaron
tanto con los aislados pertenecientes al Serotipo I como al
Serotipo II. Igualmente se observaron en plantas con sintoma en
anillos, mosaicos o bandeado de venas.Generalmente se presentaron
asociadas entre s{ y en las proximidades del ntcleo (fig. 38). Como
se ha citado antes, en el interior de 1la vacuola se observaron

acﬁnulos de particulas (fig.42), llegando a formar con frecuencia
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agregados cristalinos de gran tamafio (fig. 42B y 42C). Los
agregados cristalinos fueron mas abundantes en los estados

avanzados de la infeccion.

El interés de las formaciones viroplasmicas nos decidié a
hacer un estudio mas detallado al microscopio electrénico de sus
caracteristicas ultraestructurales en plantas inoculadas
experimentalmente para tratar de dilucidar su significacién
funcional. En todos 1los casos, las formaciones viroplasmicas
parecieron estar constituidas por un material denso a los
electrones con riboscmas vy particulas virales dificilmente
diferenciables entre si. Dispersas en 1la formacién viroplasmica
siempre se observaron las estructuras tubulares de organizacién
helicoidal (fig.40B).

En secciones transversales, las estructuras tubulares
mostraron un perfil poligonal como formado por subunidades bién
diferenciadas (fig.41). El didmetro externo de estas formaciones
tubularea estuvo comprendido entre 37 y 40 nm y el interno, entre
20 y 24 nm. En secciétn longitudinal, las estructuras tubulares
presentaron una evidente organizacién helicoidal (fig. 41)
claramente diferente en tamafio y estructura de los microtubulas

celulares.
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II1.6.4.- PURIFICACION DE LOS AISLADOS DE SqMV.

Para la completa identificacién de los virus que infectaban
las muestras Cl y C3, y posterior comparacién serolégica con los
aislados de SqMV Netherland (serotipo 1), Arkansas (serotipo 1I) vy
Arizona (serotipo II), se procedié a 1la purificacién de todos
ellos.

Los virus se propagaron en “melén amarillo” y “calabacin
belleza negra'" y el método de purificacién consistié en una pequefia
modificacién del descrito por Klootwijk et al., (1977) (aptdo
I1I.4).Durante el proceso, el tratamiento con polietilén glicol/
cloruro sédico y posterior resuspensioéon del precipitado resultaron
criticos para obtener buenos rendimientos.Las concentraciones en
solucién de los virus purificados se calcularon a partir de su
espectro de absorcién (aptdo II.4).Un espectro de absorcién tipico
para los purificados de SqMV, entre 200 y 300nm se muestra en la
figura 43.

Las relaciones de absorbancias A260/A280 estuvieron entre 1,6
¥y 1,8. Los rendimientos promedio en mg de virus por Kg de hoja,
obtenidos utilizando "melén amarillo’ como huésped fueron:

SqMV-Netherland (Ser.I)........... 44,2 mg/Kg
SqMV-Arizona(Ser.II).............. 139,5 mg/Kg
Aiglado-C1 ............ ... ... 238,7 mg/Kg
Aislado-C3 ............. . ... 0. 283,2 mg/Kg
SqMV-Arkansas (Ser.I)............. 452,9 mg/Kg

Los mejores rendimientos se obtuvieron a los 16 dias después
de la inoculacién, descendiendo notablemente cuando se purificé a
los 25 o mas dias. El rendimiento promedio en 1las purificaciones
del aislado SqMV-Netherland a partir de N uinoca W d. como
huésped, fué de 28 mg/Kg.Los virus mantuvieron su capacidad
infectiva varios meses después de la purificacién y fueron estables
mantenidos a pH 7.0 y 4°C.Las observaciones por microscopia
electrénica de tinciones negativas con acido fosfotungstico (PTA)
al 2%, pH 7.0 de los purificados (aptdo II.3),(fig. 45), mostraron

la ausencia de contaminantes.
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Figura 38.- X 7.300 Visién general de dos células del meséfilo de
Cucumis melo L. infectadas por el virus del mosaico de la calabaza
(SgMV) .Los recuadros A,B y C, con las formaciones citopaticas
caracteristicas de la infeccién, se muestran ampliados en las

siguientes micrografias.

Figura 38 A.~ X 25.000 Detalle de 1la figura 38 mostrando una
formacién viropldsmica con estructuras tubulares.En 1la vacuola

pueden observarse agregados de particulas virales.

Figura 38 B.- X 31.000 Detalle de 1la figura 38 mostrando una
estructura citopdtica membranosa caracteristica de Comovirus,al
lado del nucleo celular y asociada a la formacién viroplasmica con

estructuras tubulares.

Figura 38 C.- X 25.000 Detalle de 1la figura 38 mostrando 1la
asociacién entre las estructuras citopadticas membranocsas y las
formaciones viroplasmicas con tubulos. En la vacuola se observan

acumulos de particulas virales.
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Figura 39 Bi.- X 24.600 Detalle ampliado de 1la figura 38B
mostrando las estructuras citopiticas membranosas y los viroplasmas
caracteristicos, en el que puede observarse secciones transversales

y longitudinales de las estructuras tubulares.

Figura 39 C1.- X 50.100 Detalle ampliado de 1la figura 38C
mostrando la estructura c¢itopatica membranosa. Obsérvese la
abundancia de particulas virales y ribosomasjunto a las formaciones

membranosas.
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Figura 40 B1.- X 20.500 Aspecto general de una formacién
viroplasmica. Notese la abundancia de formaciones tubulares y 1la

presencia de agregados virales en la vacuola.

Figura 40 B2 y 40 B3.-~ X 41.000 y X 34.800 Detalle ampliado de 1la
figura anterior mostrando diferentes secciones de las estructuras

tubulares.
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Figura 41.- X 62.700 Detalle a mayor aumento de las formaciones

viroplasmicas. Las secciones transversales de 1las estructuras

tubulares muestran la disposicién poligonal de las subunidades
las constituyen. En las secciones 1longitudinales, se aprecia
organizacién helicoidal de los tubulos.

Obsérvese 1la gran abundancia de particulas virales

ribosomas asociados a la formacién viroplasmica.

que
la
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Figura 42 A.- X 41.000 Aspecto general de una célula infectada por
SqQMV presentando un agregado cristalino de particulas virales, en

la vacuola.

Figura 42 B. y 42C.- X 79.800 y X 63.800. Detalle a mayor aumento
de dos agregados cristalinos.
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II1.6.5.- I E _P I CIDO
NUCLEIC DE LOS AISLADOS DE SgMV.

El analisis electroforético de las proteinas de la cubierta
viral obtenidas diréctamente por disociacién de particulas recién
purificadas y realizado en gelea de poliacrilamida al 12,58 y al
1S%, conteniendo SDS (aptdo II.6), mostr6é en los aislados C1 y C3,
la presencia de dos polipéptidos cuyos pesos moleculares,
determinados por comparacién _econ proteinas de peso molecular
conocido (aptdo II1.6), fueron de 42 y 24 Kd (fig. 44A).La movilidad
electroforética de las proteinas de la cubierta viral, fué la misma
para todos los aislados de SqQMV, asi como la proporcién relativa de
ambos polipeéptidos (fig. 44B).No se observaron diferencias en
relacién con la concentracién de poliacrilamida de los geles (fig.
44C) . Ambas proteinas parecieron presentarse en cantidades
equimoleculares,no observando ninguna diferencia significativa en
el patrén de bandas de los aislados pertenecientes a los serotipos
Iy II.

Para el anAlisis de los &cidos nucléicos, éstos se extrajeron
segun el método de Van Kammen (1967), (aptdo I1.5).Las
concentraciones se determinaron espectrofotométricamente (aptdo
I1.5) y dieron rendimientos del 15 al 20% de mg de ARN por mng de
virus. En la figura 43 se muestra un espectro de absorciétn tipico
para los ARNs de SqMV._.El anadlisis electroforético de 1los ARNs
nativos en geles de poliacrilamida al 2% - agarosa al 1% (aptdo
1I1.6.2) y de ARNs previamente desnaturalizados (aptdo. II.6.3) en
geles de agarosa al 1%,mostraron la presencia de dos bandas de
pesos moleculares aproximados, en millones de daltons de 2,4 para
el ARN-B y 1,6 para el ARN-M, obtenidos por comparacién con los
ARNs del virus del mosaico del pepino (CMV) y del virus de 1la
sharka (PPV) (aptdo 1I.6), (fig. 44D).

Estas caracteristicas, tamafio y numero de proteinas de
cubierta y de ARNs, derivadas de 1los analisis electroforéticos,
junto a la determinacién de la sintomatologia y gama de huéspedes,
permitieron confirmar que las muestras Cl y C3 estaban infectadas

por SqMV.
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Figura 44 A.- Andlisis electroforético de las proteinas de cubierta
de los aislados Ci y C3, en geles de poliacrilamida al 12,5%

conteniendo SDS.

Figura 44 B.- Estudio comparativo de la movilidad electroforética
de las proteinas de cubierta de 1los aislados Ci; SqMV-Arkansas,
serotipo I (AK); SqMV-Netherland, serotipo I (Nether) ; y
SqMV-Arizona, serotipo II (AZ).

Figura 44 C.- Estudio electroforético comparativo de las proteinas
de la cubierta de los aislados C1, con Nethe.(serotipo I) y AZ
(serotipo II), en geles de poliacrilamida al 15%, conteniendo SDS.

Figura 44 D.- Analisis electroforético en geles de agarosa al 1% de
los ARNs de los aislados Ci y C3, previamente desnaturalizados con

glioxal.
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IIT1.6.6.- ANALISIS ESTRUCTURAL DE LOS VIRIONES PURIFICADOS DE
SgMV .

Al ser SgQMV un virus que se agrega formando estructﬁras
cristalinas en 1las vacuolas de 1las células infectadas (aptdo
I111.6.3), y cuyas particulas no han sido estudiadas
ultraestructuralmente a diferencia del virus tipo del grupo, nos
interesé también analizar la estructura de las particulas virales y
su comparacién con la descrita para CpMV (Crowther et al, . 1974),
asi{i como su capacidad de agregacién "in vitro" a partir del virus
purificado.

El examen al microscopio electrénico de los virus purificados
de los diferentes aislados de SqMV, reveld que entre las diferentes
tinciones ensayadas (aptdo. 1II.3), el &cido fosfotungstico
proporcionaba los mejores contrastes y resolucién de imégenes.
Resultaron de interés las tinciones con formiato de uranilo (fig.
45 D) en las que las particulas mostraron una superficie de perfil
irregular, apareciendo todas ellas penetradas por la tincién.
Los virus purificados se tifieron con PTA al 11X y se estudiaron
comparativamente en campo oscuro y campo claroc y a grandes
aumentos. La técnica evidenci6 el perfil hexagonal de las
particulas tanto de las llenas como de las vacias (fig.45 A y 45B).

Utilizando concentraciénes de virus adecuadas, fué posible
conseguir que las particulas virales aparecieran dispuestas
ordenAddamente formando agregados bidimensionales y tridimensionales
(fig.46 a 49), 1lo cual revela una estructura regular de las
capsidas.Las monocapas bidimensionales presentaron una ordenacién
de particulas practicamente reticular. En los agregados aparecieron
en ocasiones particulas vacias intercaladas sin que alterasen la
pauta de ordenacién (fig. 46), indicando una estructura igual para
ambos tipos de particulas.En muchas preparaciones, se observaron
transiciones desde particulas aisladas, a monocapas y a agregados
tridimensionales (fig.47 A y 47 B).

La capacidad de interaccién entre las subunidades protéicas
de la cubierta viral se puso de manifiesto en los agregados

tridimensionales. En éstos se encontraron tres pautas principales
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de agregacién:particulas colocadas sobre el centro de otras tres,
d&ndo imagenes como las de las figuras 47 B y 48 A;particulas
colocadas sobre el centro de otras cuatro, cuya imégen se nmuestra
en las figuras 47 By 48 B; y particulas colocadas exactamente
sobre otra, formando estructuras de tipo cibico como 1las que se
muestran en la figura 47 C. Los diferentes tipos de agregados
sugieren una estructura poliédrica de la particula,segiramente
formada por diferentes tipos de caras en las que estarian colocadas
regularaente las dos diferentes subunidades protéicas.Las
particulas interaccionarian enire ellas para dar lugar a los
diferentes tipos de ordenamientos tridimensiocnales.

Otro intento de an&lisis de la estructura de 1las particulas
se realizé haciendo series giradas, con un goniémetro U ceéntrico,
de 1las monocapas bidimensionales (sobre un eje de 45° XY),
realizando tomas sin inclina} (0*) y con &ngulos de inclinacién de
+10°, +20°, +25°,-10°, -20°, -25° (fig. 49).Aunque el 4&ngulo de
giro no pudo ser ampliado,estas series giradas parecieron confirmar
la estructura poliédrica de 1las particulas al difuminarse o
acentuarse el perfil hexagonal de ellas en funcién del 4angulo de
inclinacién de la toma fotografica.

De los presentes resultados, y por similitud con 1lo que ha
sido descrito para el virus tipo de grupo (CpMV) por Crowther et
al.,(1974), podria aventurarse que las particulas de SgMV estarian
formadas por cipsidas poliédricas con simetria de tipo
"icosaédrico” formadas por mas de un tipo de caras.

El icosidodecaedro formado por 12 caras penti&gonos regulares
Yy 20 caras triangulares, permitiria la asociacién de 60 subunidades
protéicas de cada clase, proporcionando al tiempo imagenes de
perfil hexagonal.Las subunidades de 42 Kd estarian agrupadas en 12
conjuntos piramidales de base pentagonal, mientras que las
subunidades de 24 Kd formarian 20 grupos tetraédricos.

La representacién grafica de una estructura como ésta, se
presenta en la figura 50; éste tipo de estructura estructura
coincide basicamente con la propuesta por Crowther et al..(1974)
para el virus tipo del grupo mediante reconstruccién por
procesamiento de imaégenes.
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Figura 45 A.-X 210.000 Micrografia en campo oscuro de un purificado
de SqMV tefiido con acido fosfotungstico (PTA) al 1% pH 7.

Figura 45 B.-X 210.000 Micrografia en campo claro de la preparacién
anterior. Obsérvese el perfil hexagonal de las particulas.

Figura 45 C.-X 63.800 Tincién con PTA al 2% pH 7, de un purificado
de SgMV.

Figura 4 D.-X 63.000 Tincién con formiato de uranilo del
purificado anterior. Todas las particulas aparecen penetradas por
la tincién y presentan un perfil mas irregular de la superficie de

las céapsidas.
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Figura 46.- X 120.800 Diferentes agregados bidimensionales
formados por particulas de SqMV. Obsérvese 1la tendencia a 1la
disposicién reticular de 1los agregados en torno a nucleos
hexagonales. Las particulas vacias intercaladas no distorsionan la
ordenacién de los agregados.






Figura 47 A.- X 31.900 Micrografia de SQMV en la que se observa la
capacidad de 1las particulas para formar agregados bi y
tridimensionales.

Figura 47 B.- X 63.800 Transicién entre agregados bi y
tridimensionales. En la micrografia puede observarse diferentes

pautas de ordenacién en los agregados tridimensionales.

Figura 47 C.- X 63.800 Detalle de agregados tridimensionales en
los que la pauta de agregacién d& lugar a algunas estructuras

tridimensionales de tipo cibico en la parte superior derecha.
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Figura 48 A.- X 102.600 Detalle de un agregado tridimensional

formado por agregacién de particulas sobre el espacio entre cada
tres.

Figura 48 B.- X 176.500 Detalle a gran aumento de 1la transicion
entre agregados bi y tridimensionales.
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Figura 49.- X 210.000 Serie de micrografias tomadas sobre un
goniémetro U céntrico a diferentes 4ngulos de inclinacién. El
perfil hexagonal de algunas particulas se difumina o se hace nas
nitido en relacién con el aAngulo de inclinacién.
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Figura 50.- Propuesta de estructura tridimensional para el virus
del mosaico de la calabaza (SgMV). Las caras pentagonales del
icosidodecaedro serian la seccién de las piramides formadas por 1la
asociacién de cinco proteinas de 42 Kd, en tanto que 1las caras
triangulares, lo serian de las piramides tetraédricas formadas por
la asociacién de las proteinas de 24 KD.

El conjunto estaria formado por 60 subunidades protéicas de
42 Kd y, 60 subunidades de 24 Kd.



MODELO TRIDIMENSIONAL PARA LA PARTICULA DE SqMV
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II1.6.7.~ N N Y TITULACION LOS IOSUERO:

Para la completa determinacién del grupo serolégico de los
aislados C1 y C3, se prepararon inmunosueros (Is) frente al aislado
SqQMV-C1 (aptdo II.8). Previo a la titulacién de los Is se hicieron
experimentos con el suero preinmune haciéndolo reaccionar en geles
de doble inmunodifusién (aptdo II.7) con extractos de savia
procedentes de plantas sana e inoculadas con los aislados SqMV, vy
con suspensiones de virus purificados. En ninguno de los ensayos se
produjo reaccién alguna de inmunoprecipitacion (fig. S1 A).

En la titulacién de los Is anti-Cl se obtuvieron valores de
1:512 a los 23 dias de la inmunizacién primaria y de 1:2048 a 1los
48 dias (aptdo II.7).El titulo 1:2048 se mantuvo en 1los Is
procedentes de la extraccion final(fig. S1 B y C).

La especificidad de los Is anti-Ci se comwprobé haciendolo
reaccionar en geles de doble inmunodifusién con extracto crudo de
planta sana sin que se formase banda alguna de precipitacion (fig.
S1 D, S1E ).Cuando el Is anti-Ci se hizo reaccionar con 15 ul (1gr
tejido/ml) de savias de plantas sanas e infectadas por
antigenos(Ag) homélogos y heterélogos, se formaron bandas de
precipitacion en el caso de los aislados Ci1 y C3, no reconociendo a
esa concentracién en savia a los aislados SqMV-Arkansas (serotipo
I) y SgqMV-Arizona (serotipo II),(fig.S51 E).

La cantidad minima de virus purificado del Ag homélogo a 1la
que se produjo reaccién visible con el Is diluido v/v en solucién
salina tamponada 10 mM pH 7.2 (PBS) fué de 0,250 ug de virus. En
extracto de planta infectada por el Ag homélogo, la dilucién maxima
detectada fué de 1:10 gr/ml (fig 51 D).

III.6.8.- ZACION SERO ICA DE I DOS MV-C1
Y SqMV-C3.

Para determinar el serotipo de 1los aislados de SqMV-Cl vy
SgMV-C3,asi como su parentesco serolégico con los otros aislados de

SqMV, de acuerdo con la clasificacién establecida por Nelson y
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Knuhtsen (1973 b), se 1llevaron a cabo experimentos de doble
inmunodifusién y absorcién intragel, con los aislados e
inmunosueros que se resumen a continuacién:

) ANTIGENO SEROTIPO INMUNOSUERO TITULO l
| |
| A |
| Aislado C1 - anti-C1 1:2048 |
| Aislado C3 - - - !
| SgMV-Netherland (N) I anti-Nether 1:1024 |
| SqgMV-Arkansas (AK) I - - l
| SqMV-Arizona(AZ) II - - |
|

A) CARACTERIZACION MEDIANTE TECNICAS DE DOBLE INMUNODIFUSION
EN GELES DE AGAR AL 0,8%

Para las reacciones antigeno/anticuerpo (Ag-Ac), el sistema
equilibrado se establecié, después de experimentos previos, en 45
ug de virus purificado usado como Ag y disueltos en 1S5ul de agua,
con 15 ul de Ac diluido v/v en PBS para el Is anti-Cl1 con titulo
1:2048 .E1 Is anti-Netherland (Ser I) con titulo 1:1024 se utilizé
sin diluir. En los experimentos se pudo comprobar que cuando los
geles se prepararon fundiendo la agarosa en PBS, se produjeron
halos de precipitacién en torno a 1los pocillos conteniendo los
antigenos, lo que no sucedié cuando estos se prepararon en agua
(fig 51 F y 51 G), por lo que se decidi6 aplicar eata modificacién
a la técnica de Olichterlony (1949).
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La reaccién Ag-Ac con el 1Is anti-Ci produjo una banda
continua de precipitacién coalescente entre 1los aislados del
serotipo I (AK y N) y los aislados Ci1 y C3 (fig. S1H); en cambio la
banda de precipitacién presenté interacciédn parcial con formacién
de espolones o "spur" entre estos aislados y el aislado
perteneciente al serotipo II (AZ),(fig Si H). La reaccién con el
Is anti SqMV-Netherland (ser I), produjo en todos los casos una
banda coalescente de precipitacién con todos 1los aislados (fig
S51I). Estos resultados claramente identifican al virus infectando
las muestras C1 y C3 como SgMV, e indican que el 1Is anti-Ci
diferencia al serotipo I del II, mientras que el Is

anti-Netherland, no.

B) CARACTERIZACION MEDIANTE TECNICAS DE ABSORCION INTRAGEL

En estos ensayos, el sistema equilibrado Ag-Ac se establecié
absorbiendo en los pocillos centrales 90 ug de virus purificado
(Ag) con 15 ul de Is anti-C1 diluido v/v en PBS (aptdo II1.7). El Is
anti-Netherland, se utilizé sin diluir.Después de tres horas de
incubacién, se colocaron 45 ug de los diferentes virus purificados
utilizados como Ag, en los pocillos periféricos.

Los Is anti-Cl1 y anti-Netherland se absorbieron con los
antigenos SgMV-C1, SqMV-C3, SgMV-Netherland (ser.I), SqMV-Arkansas
(ser.1) y SgMV-Arizona (ser.II) y se enfrentaron a todos ellos para
obtencién de posibles reacciones cruzadas.

La absorcién del Is anti-Cl con su Ag homélogo fue completa,
con formaciétn de una banda de precipitacién en torno al pocillo
central y ninguna reaccién frente a los Ag situados en los pocillos
periféricos (fig 51J). Idénticos resultados se obtuvieron en 1la
absorcién del Is anti-C1l con los antigenos SqMV-C3, SqMV-Netherland
(ser.I) y SqMV-Arkansas (ser.I}) enfrentades con los antigenos
homélogos y heterélogos.La absorcién del Is anti-Cl1 con el Ag
SgMV-Arizona(ser.II) fué parcial, formandose una banda de
precipitacién en torno al pocillo central y reaccién cruzada
coalescente con los antigenos pertenecientes al serotipo I (N y AK)
asi como con los antigenos C1 y C3.No hubo reaccién cruzada con el
Ag hombélogo (SqMV-Arizona),(fig. S51iK).
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Los resultados de las absorciones intragel de los diferentes
antigenos con el Is anti-C1,los esquematizamos a continuacién:

ABSORCION INTRAGEL CON Is ANTI SgMV-C1i |

Is absorbidol Antigeno |

con SqMV. | —C1 G3 Nether(I) Ark(I) “‘ml

Ais.C1

Ais.C3

Ark(I)
Az (1II)

+ + + + -

I I

I I

Nether(I) | - - - - -
l |

| !

]

|

(-) ausencia de reaccién cruzada; (+) reaccién cruzada.

La absorcién del 1Is anti Netherland (ser.I) con sSu Ag
homé6logo fué completa, con formacién de una banda de precipitacién
en torno al pocillo central y ausencia de reaccién cruzada con los
antigenos homélogos y heterélogos asituados en los pocillos
periféricos (fig.SiL). Iguales resultados se obtuvieron en la
absorcién de éste Is con los antigenos AK(serotipo I), C1 y C3. En
la absorcién del Is anti-Nether. (ser.I) con el Ag heterélogo
SqQMV-AZ (ser.II), se produjo una débil reacciéon cruzada
coalescente entre los aislados Cl1 y C3 y, aun mas débil con su Ag
homélogo (fig. S1 M). No hubo reaccién cruzada con el aislado
SqQMV-AK (ser.I1), ni con el Ag heterélogo absorbido
(AZ,ser.11),(fig.S51M) .Los resultados los esquenatizamos a

continuacién:
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|ABSORCION INTRAGEL CON Is ANTI SqMV-NETHERLAND(Ser.I)I

| = I
| 1= absorbidol Antigeno |

| _con_sgmv |—c1 C3 _ Nether(I) Ark(I) Az(II

Ais.C1

Ais.C3

Ark(I)

Az(II) + + + - -

I
! I I
I I |
| Nether(I) | - - - - -
! | |
I I I
L ] )

(-) ausencia de reaccién cruzada; (+) reacciédn cruzada.

Los ensayos mediante doble inmunodifusién y absorcién
intragel, indican claramente que los aislados espafioles SqMV-Cl1 vy
SqMV-C3, pertenecen al serotipo I.

ITII.6.9.- NQDETEC! N TEINA D L CUBIERTA
VIRAL DE SgMV.

Para determinar la antigenicidad de cada una de las proteinas
de la cubierta viral de SqMV y establecer posibles diferencias
entre los diferentes aislados, particularmente entre los Serotipos
I y II, se procedié a su separacién electroforética e
inmunodeteccién por el método descrito por Hawkes et al.,h6 (1982)
(aptdo II.7.4).La transferencia electroforética a soporte sélido de
nitrocelulosa, de las proteinas de la cubierta viral resueltas en
SDS-PAGE se realizo segun la técnica descrita por Erickson et
al.,(1982) y resultd una réplica de los geles de procedencia (fig.
52).
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En las condiciones descritas en el apartado I1.7.4,
aparéntemente toda la proteina fué transferida a la nitrocelulosa,
no detectando resto alguno cuando el gel transferido se tifié con

azul de Coomaasie.

Los resultados obtenidos demuestran que las dos bandas
correspondientes a laé proteinas de 42Kd y 24Kd de los aislados Ci
y C3 reaccionaron positivamente con el anticuerpo anti-Ci, =siendo
la reaccién més intensa en color con la proteina de 42Kd (fig.
S2A). E1 Ac anti-Cl1 detecté igualmente 1las dos proteinas de
cubierta de los aislados pertenecientes al serotipo I SqMV-Nether.
Yy SqQMV-AK, sin diferencias en la intensidad de color de las bandas
que no fuesen imputables méis que a variaciones en las
concentraciones de 1los Ag. Dicho anticuerpo no identificé 1la
proteina de 24 Kd perteneciente al aislado del serotipo II, SqQMV-AZ
o lo hizo mas débilmente (fig. 52 B), indicando que es en esta
proteina dénde se localizan los lugares antigénicos diferenciales
entre los dos serotipos.

Similares resultados se obtuvieron cuando se utilizé el Is
anti- Netherland (ser.I).
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Abreviaturas: SB= suero preinmune; Sv-S; Sv-Ci, Sv-C3;Sv-AZ; Sv-AK=
extracto crudo de plantas infectadas con planta sana y los aislados
C1,C3,AZ y AK respectivamente.

N,AK,C1,AZ,C3 = virus purificados de 1los aislados de SgMV
Netherland(I),Arkansas(I),Cl, Arizona(II) y C3,respectivamente.

Figura S1 A.- Doble inmunodifusién con suero preinmune frente a
savia de plantas sanas e infectadas por los diferentes aislados de

SqMV.

Figura 51 B y S1 C.- Titulacién del inmunosuero anti-SqMVC1.

Figura S1 D.- Reaccién del Is anti-Cl frente a extracto de planta
sana y frente a diluciones de extracto de planta infectada con

SqMV-C1.

Figura 51 E.- El mismo Is frente a extractos de plantas infectadas
con diferentes aislados de SqMV y frente a 0,250ug del Ag homélogo.

Figura 51 F vy S1 G.- Doble inmunodifusién en geles de agar al 0,8%
preparados con agua(F) y con solucién salina tamponada (PBS)(G).
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Figura 51 H.- Reaccién del Is anti-Cl frente a antigenos diferentes
de SgMV. Obsérvese el "spur” con el antigeno del serotipo II
(SQMV-AZ) .

Figura S1 I.- como en S1iH pero con el Is anti-Netherland. Obsérvese

que el inmunosuero no diferencia entre el serotipo I y II.

Figura 51 J.- Absorcién intragel del Is anti-C1 con su Ag homélogo
y enfrentado a los Ag homélogos y heterélogos de SqMV.

Figura 51 K.-Absorcién del 1Is anti-Ci con el Ag heterélogo,
Arizona.Se observa reaccién cruzada con los antigenos
pertenecientes al serotipo I y no con el heterdlogo absorbido.

Figura 51 L.- Absorcién intragel del Is anti-Netherland con su Ag
homélogo y enfrentado con Ag homélogos y heterélogos de SqMV

Figura 51 M.-Absorcién del Is anti-Netherland con el Ag heterélogo
Arizona. Se produce leve reaccién cruzada con los aislados Ci, C3 y
Netherland.
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Figura 52 A.- Inmunodeteccién con el Is anti-C1 de las proteinas de
cubierta de los aislados Ci y C3 separadas electroforéticamente vy
transferidos a filtros de nitrocelulosa. En el carril de 1la

izquierda figuran los patrones de pesos moleculares.

Figura 52 B.- Inmunodeteccién de las proteinas de cubierta de 1los
diferentes aislados de SqMV. Né6tese 1la ausencia de 1la banda
correspondiente a 1la proteina de 24 Kd del aislado Arizona

perteneciente al serotipo II.



-219-

c3

c1

c3

N AK C19

AZ




-220
I1I.6.10.- DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio identifican
al virus del mosaico de la calabaza (SqMV), perteneciente al grupo
de los Comovirus, como el agente causal de 1la enfermedad con
sintomas de mosaico y bandeado de venas de los melones procedentes
de cultivos en las provincias de Almeria y Malaga (Diaz-Muagica y
Diaz-Ruiz,1987).

SqMV ha sido ampliamente descrito como causante de grandes
pérdidas en cosechas de Cucurbiticeas en el continente americano
(Nelson y Knuhtsen,1973a;Nameth et al. 1986; Rosemeyer et al.,1986;
McLeod et al.,b1988).

El virus, que tiene una gama de huéspedes practicamente
restringida a Cucurbitaceas,fué detectado por primera vez en Israel
infectando unicamente Cucurbitaceas silvestres (Cohen y
Nitzany,1963). Lochart et _al. (1982) aislaron en Marruecos la cepa
SqMV-Moroccan (serotipo I) que como en nuestro caso, infecta
también ChenopodiaAceas, consideradas anteriormente no susceptibles
a la infecciétn por SgMV. El virus ha sido detectado también en Irén
(Izadpanah,1987),Egipto (Hussein y Sharaf,1988) y Creta (Avgelis vy
Katis,1989). Esta rédpida expansién de la enfermedad en el A4rea
mediterridnea,no puede atribuirse al vector Epilachna chrysomelina
F. que es fAcilmente controlable, sino mas bién a 1la introduccién
de semillas infectadas (Diaz-Magica y Diaz-Ruiz,1987;Avgelis vy
Katis,1989), puesto que siendo un virus que se transmite por
semillas en mids de un 10%Z de los casos, ademds es de los pocos
virus de plantas que infectan el embrién y las envueltas seminales
(Alvarez y Campbell,1978).

El andlisis electroforético de los ARNs de los aislados Ci1 y
C3 mostré la presencia de dos bandas de pesos moleculares, en
millones de daltons, de 2,4 para el ARN-B y 1,6 para el ARN-M,
coincidiendo con los resultados obtenidos para SqMV por Mazzone et
al.,h(1962).

Presentar el genoma dividido en dos piezas es una
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caracteristica comin a Comovirus,Dianthovirus, Nepovirus y miembros
del grupo del virus de las excrecencias del guisante,aunque sélo
Comovirus y Nepovirus presentan tamafios similares.

Unicamente la presencia de dos proteinas de cubierta de
alrededor de 20K y 40K en cantidades equimoleculares (Geelen et
al., 1972), permite definitivamente diferenciar los Comovirus de
los Nepovirus, los que sélo poseen una proteina de cubierta de 55K
(Stace-Smith,1981). .

Los resultados de 1los analisis electroforéticos de las
proteinas de la cubierta de los aislados C1 y C3 evidenciaron 1la
presencia de dos bandas de pesos moleculares de 24K y 42K,
obtenidos por comparacién con otras de peso molecular conocido.
Estos tamafios son similares a los obtenidos por Hiebert y Purciful
(1981) para otro aislado de SgMV (22K y 42K).

En las plantas infectadas, 1los miembros de 1los Comovirus
producen tres tipos de particulas, conteniendo las B y M cada uno
de los ARNs del genoma, mientras que las particulas T estan vacias

(Savithri et al.,1989). La composicién de 1los tres tipos de
capsidas es idéntica y estd formada por 60 subunidades de cada una
de las proteinas de cubierta (Crowther et _al,, 1974).

En nuestro estudio hemos observado que las capsidas de SgMV
son estables, poseen un claro perfil hexagonal y fuerte tendencia a
formar agregados bi y tridimensionales incluyendo particulas
vacias, lo que explica la presencia de agregados cristalinos de
particulas en las células infectadas. El que la estructura de 1las
capsidas vacias sea idéntica a la de las capsidas conteniendo ARN,
indica que la estabilidad de 1las particulas y 1la formacién de
agregados cristalinos estan principalmente basadas en la
interaccién proteina-proteina de las subunidades de la cubierta.

La tendencia a formar agregados ha sido observada, también en
SqgMV, por Lastra y Munz (1969).

En el pasado, las cepas de SqMV se habian diferenciado en

base a la sintomatologia, a que infectasen o né sandias, y a que se
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transmitiesen o né por semillas. Nelson y Knuhtsen (1973b),
introduciendo criterios serolégicos, distinguen dos serotipos entre
las cepas de SqMV, de los que los miembros del serotipo I estéan
mejor adaptados epidemiolégicamente a Cucurbitidceas, se transmiten
por semillas y causan sintomas severos en calabacines y suaves en
calabazas. Las cepas del serotipo II no infectan sandias, ni se
transmiten por semillas y producen sintomas suaves en calabacines y
severos en calabazas, si bién Lima y Amaral (198S) han encontrado
en Brasil una cepa de SqQMV perteneciente al serotipo II infectando

naturalmente Citrullus lanatus Thumb,

De nuestros ensayos inmunolégicos se puede concluir que 1los
aislados espafioles C1 y C3 de SgMV, son serolédgicamente idénticos
entre si y pertenecen al serotipo I (Diaz-Magica et al,,1985b). Su
sintomatologia y gama de huéspedes coincide también con la descrita
por Nelson y Knuhtsen (1973b).

El aislado C1 resulté ser fuértemente inmunogénico y el
inmunosuero (Is) anti-C1 diferencidé claramente los antigenos del
serotipo I y 1I, que no diferencié el 1Is anti-Netherland. El1 Is
anti-C1 nos permitié también establecer ciertas diferencias
antigénicas entre los aislados del serotipo I que hacen suponer 1la
existencia de variabilidad serolégica entre los miembros del grupo
I, en la que 1los aislados Arkansas y Netherland estarian mas

proximos al serotipo II que los aislados Ci y C3.

En los ensayos de inmunodeteccién sobre soporte s6lido, ambas
proteinas de cubierta resultaron inmunogénicas, no observando
diferencias significativas entre 1las cepas pertenecientes al
serotipo I, pero si{ con la proteina de 24K del aislado Arizona
perteneciente al serotipo II, por lo que posiblemente los epitopos
diferenciales de este serotipo se localicen en esta proteina.

Las alteraciones wultraestructurales producidas por la
infeccién de SqQMV apenas han sido estudiadas, a diferencia de las
producidas por el virus tipo del grupo CpMV. De nuestros estudios
se puede concluir que como resultado de la infeccién, se produce
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la formacién de viroplasmas constituidos por estructuras
citopaticas membranosas asociadas con formaciones tubulares de
organizacién helicoidal.

Las estructuras citopaticas membranosas observadas en las
formaciones viroplasmicas,son similares a las producidas en
diferentes plantas infectadas por CpMV (De Zoeten gt al, . 1974) y en
protoplastos inoculados con s86lo el componente B o el ARN-B
(Rezelman et al.,1982). Sin embargo, las estructuras tubulares de
dichas formaciones viroplamicas, no han sido descritas previamente
para ningan miembro de los Comovirus.

Nosotros hemos encontrado las estructuras tubulares en todas
las Cucurbitéceas estudiadas y en todas las infecciones producidas
por los distintos aislados de SgMV. Puesto que SqMV es el unico
miembro del grupo que infecta CucurbitAceas (Stace-Smith,1981), el
que estas estructuras no hayan sido observadas en otros virus del
grupo parece indicar que no se producen en todos los huéspedes. De
nuestro estudio se deduce que 1las formaciones viroplasmicas con
tabulos tienen valor diagnéstico para las infecciones por SqMV, al
menos en Cucurbiticeas.

Se ha descrito que ambos componentes B y M ( o sus ARNs) son
necesarios para la multiplicacién de CpMV. E1l ARN-B codifica 1las
proteinas no estructurales necesarias para la replicacién,
actividad proteasa, encapsidacién e inducciétn de las estructuras
citopaticas membranosas relacionadas con la replicacién viral
(Dorssers et _al,, 1984; Goldbach y Van Kammen,198S). Puesto que las
formaciones viroplasmicas conteniendo estructuras tubulares
observadas por nosotros en Cucurbitidceas infectadas por SgMV estan
siempre asociadas con las estructuras citop&ticas membranosas,
parece légico pensar que estas estructuras tubulares estén también
relacionadas con los procesos de replicacién o encapsidacién del
virus en estos huéspedes.
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IV.-RESUMEN Y CONCLUSIONES

El objetivo del presente trabajo ha sido el estudio vy
caracterizacién mediante microscopia electrénica de nuevos virus en
Espafia, la mayoria de ellos produciendo enfermedades en cultivos de
importancia econémica, como son los cultivos bajo plastico de 1la
zona Suroriental de la Peninsula.

La eleccién de los virus estudiados ha sido realizada
fundamentalmente en base a que no se tenia conocimiento previo
sobre la ultraestructura de las células infectadas por ellos, o
porque no habian sido descritos infectando las muestras analizadas,
o por la importancia de la enfermedad que producen.

Este estudio nos ha permitido identificar diréctamente
algunos virus no descritos anteriormente en Espafia y que, por la
peculiar morfologia de sus particulas, son clAramente diferentes
del resto de los virus vegetales. En otros casos, el estudio al
microscopio electrénico de las alteraciones citopaticas presentes
en las células infectadas, nos ha permitido llegar a la
identificacién del o de 1los virus causantes de 1la enfermedad.
Ademas, en un caso hemos encontrado caracteristicas alteraciones
celulares no descritas previamente, que han resultado tener valor
diagnéstico.

En todos los casos, y como apoyo previo a los estudios por
microscopia electrénica, hemos determinado la gama de huéspedes de
estos virus y 1la sintomatologia que producen en las plantas
infectadas. Cuando ha sido necesario para caracterizar 1los virus
causantes de determinadas enfermedades, o porque el interés del
virugs asi lo requeria, hemos recurrido también a técnicas

bioquimicas e inmunoloégicas.

De los resultados expuestos en el presente trabajo, podemos

deducir las siguientes conclusiones:
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1.- Hemos identificado el virus infectando plantas
ornamentales del género Lunaria como una cepa del virus del mosaico
del nabo (TuMV), perteneciente al grupo de 1los Potyvirus. La
identificacién se ha realizado por 1la presencia en las células
infectadas de inclusiones citoplasmicas cilindricas acompafiadas de
caracteristicas "inclusiones en peine"”. Presentamos evidencias que
indican que estas "inclusiones en peine"”, poco frecuentes entre los
Potyvirus, son también huésped-dependientes.

Ni el virus identificado ni ningun otro Potyvirus, habia sido
descrito con anterioridad infectando el género Luparja.

2.- El estudio de muestras de Cucurbitaceas infectadas nos ha
permitido detectar,en base a la wmorfologia de 1las inclusiones
citoplasmicas cilindricas presentes en las células infectadas,dos
diferentes Potyvirus. Hemos identificado uno de ellos como 1la
estirpe 1 del virus del mosaico de 1la sandia (WMV-1) por 1la
presencia de inclusiones citoplaAsmicas amorfas diferenciales para

este virus.

3.-Hemos caracterizado un Rhabdovirus infectando plantas
ornamentales de vonymus, cuyas particulas se localizan
simultaneamente en el espacio perinuclear y en el citoplasma
celular, lo que es excepcional entre los Rhabdovirus de plantas.

En Espafia, esta es 1la primera vez que se desc¢ribe un
Rhabdovirus infectando plantas del género Evonymus.

El Rhabdovirus estudiado tiene caracteristicas similares de
tamafio y localizacién a las descritas para otro Rhabdovirus como
causante del sintoma llamado "fascié'" o "variegation" en Evonymus.
Sin embargo, de nuestros resultados se deduce que ni el sintoma
"“fascié™ ni tampoco otros sintomas de tipo variegado en Evonymus,
tienen relacién con la infeccién por Rhabdovirus, por 1lo que 1la
denominacién dada al virus, de Evonymug fasciation o “virus del
variegado de Euonymus", recogida actualmente por el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus, parece inadecuada.

En el estudio hemos detectado 1la presencia de posibles

particulas en el interior de los plasmodesmos, o relacionados con
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ellos, lo que sugiere que el movimiento célula a célula de estos
virus de gran tamafio provistos de membrana, podria realizarse en

forma de particulas completas a través de los plamodesmos.

4 .- Hemos estudiado una enfermedad en Cucurbiticeas producida
por una triple infeccién debida a un Rhabdovirus, un Potyvirus y un
Cucumovirus, comprobando que los tres virus coexisten en la misma
célula. Que nosotros sepamos, esta es la primera vez que se
describe una infeccién que implique simultaneamente a estos tres
grupos de virus en Cucurbitéceas.

El Rhabdovirus de 1la infecciétn maltiple antes citada,
posiblemente sea el virus del variegado del melén (Melon
variegation), pues comoc &l presenta localizacién citoplasmica e
infecta Cucurbitéceas. El Potyvirus probablemente es una cepa del
virus del mosaico de 1la sandia, estirpe 2 (WMV-2), por las
inclusiones laminares cortas y curvas que induce. El1 tercer virus
se identificé como el virus del mosaico del pepino (CMV) en base a
la gama de huéspedes y al an#lisis electroforético de sus ARNs.

S.- Hemos estudiado la citopatologia en hojas y frutos de
plantas de pimiento infectadas por el virus del moteado suave del
pimiento (PMMV), miembrc del grupo de 1los Tobamovirus, y que
reciéntemente ha sido detectado como causante de una grave
enfermedad en frutos de pimiento en cultivos protegidoa bajo
pliaastico en el Sureste peninsular.

La ultraestructura de las células infectadas por este virus,
no habia sido estudiada en profundidad.Los resultados obtenidos,
indican que la 1localizacién intracelular de este virus y las
alteraciones que produce, son similares en hojas y frutos, y no son
diferentes a las de otros miembros de los Tobamovirus.

6.- Hemos identificado el virus de las manchas bronceadas del
tomate (TSWV) infectando pimientos en cultivos bajo plastico en 1la
C.A.Canaria,por la inconfundible morfologia de sus particulas y
hemos estudiado 1las alteraciones citopatolégicas que el virus
produce en las plantas de pimiento infectadas.
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En este estudio hemos encontrado en el citoplasma de las
células infectadas unas formaciones viroplasmicas, probablemente
relacionadas con la replicacién y/o ensamblaje del virus al estar
asociadas sélo con los estadios tempranos de la infeccién, y hemos
observado alteraciones celulares no descritas con anterioridad.
AdemAs, hemos detectado presumibles particulas de virus en el
interior de los plasmodesmos, lo que sugiere que el nmnmovimiento
célula a célula de este virus con membrana podria realizarse a
través de estas conexiones intracelulares en forma de particula
completa.

Este virus no habia sido detectado anteriormente en Espafia y
por ser un virus capaz de infectar gran numero de diferentes
especies vegetales, incluyendo plantas horticolas y ornamentales,
su presencia puede originar graves pérdidas econémicas.

7 .- Hemos caracterizado el virus del mosaico de 1la calabaza
(SqMV) perteneciente al grupo de los Comovirus, encontrado
infectando cultivos protegidos de melén en el Sureste de la
Peninsula. El virus infecta diferentes variedades de 1las especies
Cucumis melo L., Cucurbita maxima Duch. y Cucurbita pepo L.

Aunque este virus parece estar actualmente produciendo
problemas en los cultivos de Cucurbitaceas de la cuenca
Mediterranea, su presencia en Espafia era desconocida. SqMV es un
virus poco estudiado vy practicamente desconocido a nivel
ultraestructural. En 1los estudios de caracterizacién hemos
determinado que el virus presenta, como el virus tipo del grupo,
particulas muy estables llenas y vacias, de 30 nm de diimetro, con
simetria de "tipo icosaédrico", cuyas céapsidas estan formadas por
‘dos proteinas de cubierta de 24K y 42K. Las particulas llenas
encapsidan dos moléculas de ARN de 2,4 y 1,6 millones de daltons

respectivamente.

Las particulas purificadas han sido estables frente a todas
las tinciones ensayadas y tienen tendencia a formar agregados bi vy
tridimensionales, en 1los que también participan 1las capsidas

vacias.
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En los estudios ultraestructurales hemos determinado que en
las células infectadas, las particulas virales se localizan en el
citoplasma y en las vacuolas, donde con frecuencia forman agregados
cristalinos.

Hemos comprobado que las diferentes cepas de SgMV inducen
en todas las Cucurbitaceas 1la formacién de caracteristicos
viroplasmas constituidos por formaciones citopdticas membranosas
asociadas a estructuras tubulares de organizacién helicoidal. Estas
estructuras tubulares no han sido descritas para ningun otro
Comovirus,y es probable que estén relacionadas con los procesos de
replicacién o encapsidacién del virus en las plantas de
Cucurbitaceas. En todo caso, de nuestro estudio se deduce que
tienen claro valor diagnéstico para SqMv, al menos en
Cucurbitaceas.

Hemos determinado la pertenencia al serotipo I de los
aislados espafioles de SqMV,comprobando que 1los dos aislados
estudiados son serclégicamente idénticos.Asimismo hemos detectado
que existe cierta variabilidad serolégica dentro de los diferentes
aislados de SqMV utilizados pertenecientes al serotipoc I, y que
posiblemente, los epitopos diferenciales del serotipo II se
localizan en la proteina de 24K de la cubierta viral.

8.- En nuestroa estudios hemos podido comprobar la
importancia de la aplicacién de 1las técnicas de microscopia
electrénica para 1la rapidez en el diagnéstico de muchas
enfermedades virales, lo cual puede permitir en muchos casos tomar

medidas oportunas para evitar pérdidas econbémicas importantes.
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