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RESUMEN 

Plantas de cidro Etrog Arizona 861 (Citrus medica L.) fueron inoculadas con cortezas provenientes de árboles 
de campo presentando síntomas de enanismo y descortezado del portainjerto y de árboles asintomáticos. A los 3 
y 4 meses expresaron reducción del crecimiento, epinastia en hojas, necrosis de nervaduras, puntuaciones en 
peciolo y síntomas de shock. El análisis de ácidos nucleicos mediante sPAGE, slot blot e hibridación molecular, 
permitió detectar la presencia de tres grupos de viroides, CVd-I, CVd-II y CVd-ill comunicados porprirncra vez 
a nivel nacional, asociados al agente causal de la cxocortis de los eitrus (CEVd). Los viroides caracterizados 
fueron CVd-Ia, CVd-Ib, CVd-IIa, CVd-illa y CVd-illb. No se ha detectado la presencia del viroide pertenecien
te al grupo CVd-IV. Todas las fuentes de campo analizadas presentaron una mezcla del CEVd con viroides 
pertenecientes a los grupos CVd-I, CVd-II y CVd-lll. 

PALABRAS CLAVE: Complejo viroides de citrus; exocortis; diagnóstico molecular. 

SUMMARY 

DETEcrION ANDCHARACTERIZATIONOFCITRUSVIROID COMPLEXIN URUGUAY 
Etrog citronArizona 861 (Citrus medica L.) plants were inoculated with bark from different tield sources showing 
dwarfing and bark scaling and from asymptomatic trees. After 3 and 4 months they showed reduced growth, 
epinasty in leaves, vein necrosis, point necrosis ofthe petiole and shock symptoms. sPAGE, slot blot and mole
cular hybridization analysis of nucleic acids allowed to detect the presence of three viroid group, CVd-I; CVd-
1I and CVd-I1I tirst reported in our country. associated with the causal agent of citrus exocortis (CEVd). The 
viroids which were characterized were CVd-Ia, CVd-Ib, CVd-lla, CVd-I1la and CVd-illb. Presence of the 
viroid from group CVd-IV has not been detected. AH the tested field sources showcd a mixture of CEVd with 
viroids ofthe groups CV-I, CVd-I1 and CVd-IIl. 

KEY WORDS: citrus viroid complex; exocortis; molecular diagnostico 

INTRODUCCION 

Una de las problemáticas más relevantes de la produc
ción de citms a nivel nacional y mundial es la alta inciden
cia de enfermedades provocadas por virus y viroides (tris
teza, psorosis, exocortis, caquexia-xiloporosis), causando 
importantes pérdidas económicas en la mayoría de los paí
ses productores (Martínez el al., 1991). 

A nivel nacional han sido reportadas tristeza, enferme
dad endémica con la que se convive mediante el uso de 
portainjertos resistentes; psorosis, enfermedad que actual
mente causa las mayores pérdidas económicas y exocor
ti s, de menor incidencia actual, pero de un mayor riesgo 
potencial debido a que la citricuItura uruguaya esta injer
tada en más del 90% sobre Poncirus trifoliatll L. Raf., 
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portainjerto altame,\te suceptible a esta enfermedad. A 
partir de la década del 40, cuando se comienza a adoptar 
este portainjerto por su resistencia a tristeza, se observa 
que árboles injertados sobre este pie manifiestan reduc
ción en el tamaño, -debilitamiento, descortezado a nivel 
del portainjerto, reducción en rendimientos y calidad de 
fruta, y acortamiento de su vida útil. Esta enfermedad fue 
descrita por primera vez en California, por Fawcetl y Klotz 
en 1948. 

El agente causal de la exocortis es el viroide del CEV d 
(Citrus Exocortis Viroid), identificado por Semancik y 
Weathers (1972). El indicador más utilizado es el cidro 
Etrog Arizona 861 (Calavan el al., 1964) por su mayor sen
sibilidad y evolución rápida de síntomas (Roistacher el al., 
1977). Posteriormente se identificaron en cidro, comple
mentado por sPAGE, viroidcs más pequeños que el CEV d, 
relacionados al complejo de viroides de citms y pertene
cientes a los grupos CVd-I, CVd-II, CVd-III y CVd-IV 
(Duran-Vila el al., 1986,1988). La expresión de síntomas 
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en cidro varia desde l mes (CEVd) hasta 6 a 9 meses (CVd
I1) en condiciones favorables (28-32°C). Para que el bio
ensayo sea fiable, en el Programa de Certificación se reali
za una defoliación que permita una segunda lectura de sín
tomas, comprendiendo de 9 a 12 meses en total. Los Pro
gramas de Certificación actualmente vigentes, utilizan para 
el diagnóstico sanitario plantas indicadoras complementa
das con métodos serológicos para el caso de algunos virus. 
El análisis de ácidos nuc1eicos de los cidras inoculados 
mediante sPAGE y tinción de nitrato de plata proporciona 
un método alternativo a los métodos convencionales mejo
rando la sensibilidad del diagnóstico y acortando la dura
ción del ensayo. Para el caso del grupo CVd-I1 permite 
acortar el período de diagnóstico a 2 - 3 meses, (Duran
Vila et al., 1994) lo que constituye una tercera parte del 
tiempo necesario para el indexaje biológico. 

El objetivo de este trabajo fue detectar la existencia de 
otros viroides asociados al viroide de la exocortis de los 
cítricos en Uruguay y su caracterizaci6n. 

MATERIALES Y METODOS 

Material vegetal 
Se utilizaron 20 fuentes de material de campo, de las 

cuales 15 presentaban sintomatología de descascarado y 
enanismo correspondientes a pomelo Marsh Seedless, (Ci
trus paradisi Mcf.) naranjas Valencia Late y Washington 
Navel (Citrus sinensis L. Osb.) y 5 fuentes asintomáticas 
para exocortis, de naranja Washington Navel, de 15 a 20 
años de edad, pertenecientes a predios del sur y norte del 
país (Rincón de Pando, Kiyú y Paysandú) (Fig.l ; Cuadro 
1). El material colectado fue inoculado mediante injerto de 
corteza en plantas de cidro Etrog Arizona 861, sobre pie de 
limón rugoso (Citrus jambhiri Lush). Luego de la apari
ción de síntomas, se realizó injerto de aproximación de la 
indicadora herbácea Gyn.ura aurantiaca con cidras sinto
máticos conteniendo el CEVd, CVd-I, CVd-I1 y CVd-ill 
(Weathers el al., 1967). Como testigos negativos se utili
zaron cidros clonales y Gynuras propagadas por estacas y 
como testigos positivos cidros y gynuras del banco de vi
roides de la Facultad de AgronoIIÚa. En ambos casos, las 
plantas recién injertadas se mantuvieron en invernáculo a 
18-25°C, y luego se trasladaron a cámara de crecimiento 
(30-32°C,120]1M s·l m-2, 16 horas de fotoperíodo) para 
lograr una adecuada replicaci6n de los viroides y expre
sión de síntomas. Complementariamente se utilizaron ci
dras inoculados con corteza de dos plantas obtenidas me
diante microinjerto, previo a la incorporación en el Progra
ma de Saneamiento. 

Figura 1- Arbol de pomelo Marsh Seedless con sintomatología de enanismo y descortezado en portainjerto. 
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Cuadro 1. Síntomas inducidos por viroides en árboles de campo y en planta indicadora (Cidro Etrog Arizona 861). 

SINTOMATOLOGIA 

Variedad* Identificación Arbol de campo Planta indicadora 

Enanismo Descortezado Enanismo Epinastia Necrosis Puntuaciones Shock 
en hoja en nervaduras en peciolo 

Marsh 030; 031; 043; 
Seedless 052; 149 S S S S S S S 

032 S M M M M M -

044;054 S S S S S M M 
055;056 S S M S S S S 

W. Navel 146; 151 M S S S S S M 
147 M S S M S M M 
150 S M S S S S S 
205 - - M S S S S 
201;206;208 - - S S S S S 
207 - - M S S M S 

Valencia 012 S S S S S S S 

* Injertada sobre Poncjrus trifoliata L.Raf. S: severo M: moderado a suave 

Extracción de ácidos nucleicos y electroforesis 
Los ácidos nucleicos fueron extraídos de hojas y brotes 

tiernos de plantas indicadoras que presentaron severa sin
tomatología de exocortis, 3 a 4 meses después de la inocu
lación. Se recogieron 5 g de tejido y se trituraron en nitró
geno líquido con 5 ml de buffer de extracción (OAmM Tris
HCL, pH 8.9; 0.1 % SDS; 5 mM EDTA, pH 7.0; pH 7.0; 
4% 2-mercaptoetanol) y 15 mi de fenol saturado en agua y 
neutralizado a pH 7.0. Los ácidos nucleicos totales fueron 
precipitados de la fase acuosa con etanol y resuspendidos 
en buffer TKM (Maniatis el al., 1989). Los ácidos nuclei
cos se sometieron a una partición en 2M LiCI, y la fracción 
soluble se concentró por precipitación en etanol y se resus
pendió en bufferTKM (Semancik el al., 1975). Las prepa
raciones obtenidas se sometieron a eIectroforesis secuen
cial (sPAGE) (Semancik y Harper, 1984). 

Se analizaron alícuotas de 20 iJl equivalentes a 500 mg 
de peso fresco utilizando gel de poliacrilamida al 5% 
(I2x19xO.3 cm), en buffer TAE (Maniatis el al., 1989). El 
gel se corrió durante 3 h a 60 mA de corriente constante a 
4"C (Morris y Wright, 1975) y se tiñó con bromuro de eti
dio. Se cortó una sección del gel de 1.5 cm de ancho, con
teniendo la zona de viroides comprendida entre el CEV d y 
7s ARN (Rivera-Bustamante el al., 1986) y se colocó en la 
parte superior de un segundo gel de poliacrilamida al 5% 
en condiciones desnaturalizantes, urea 8M en buffer TAE 
pH 6.5. Este gel sc sometió a corriente constante de 18 mA 
durante 6 h a temperatura ambiente (Sanger el al., 1979). 
Las formas circulares de los viroides se visualizaron con 
linción de nitrato de plata (Igloi, 1983). Para la caracteri
zación se utilizaron estándares de cada grupo de viroides, 
cedidos por laDra. Duran-Vila N. (LY.LA-España), un ais-

I;do procedente de California (CVd-Ia, CVd-I1a y CVd
IIIb) cedido por la Dra. Marta Francis (M.G.A.P.-Uruguay) 
y una mezcla artificial de viroides (008)CEVd,CVd
Ia,CVd-I1a,CVd-illa, CVd-illb del banco de viroides de 
Facultad de Agronomía. 

Electnitransferencia y slot blot 
Los ácidos nuc1eicos se electrotransfirieron a membra

nas de dif]uoruro de polivinilideno (pVDF) (InmobilonTM 
-N, MilIipore) para hibridación molecular, utilizando bu
ffer TBE (Manialis el al., 1989). Las membranas se pretra
taron con etanol 70% (3 seg), agua (2 min) y buffer TBE 
(15 min). La electrotransferencia se realizó a 60V durante 
1 h Y las membranas se secaron al vacío a 80"C por 2 h. 
Para complementar el diagnóstico se realizaron slot blots 
con 10 mI de las preparaciones de ácidos nucleicos desna
turalizados con formaldehído 40% a 60"C por 15 min, so
bre membranas de nylon (Boehringer Mannbeim), pretra
tadas con buffer 20X SSPE (Manialis el al., 1989). Las 
membranas se hibridaron con sondas de cDNA o cRNA 
marcadas con digoxigenina. 

Sondas de viroides 
Se obtuvieron sondas marcadas con digoxigenina usan

do el plásmido recombinante pTI-Blue (Novagen), conte
niendo un DNA monomérico del viroide completo. Se sin
tetizaron sondas de RNA monomérico complementaria a 
la secuencia completa del viroide, mediante reacción de 
transcripción con la RNA polimerasa TI en presencia de 
UTP (Boehringer Mannheim) marcado con digoxigenina. 
Las sondas de DNA monomérico completas marcadas con 
digoxigenina, se sintetizaron por amplificación de PCR en 
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50 ¡JI de volúmen de reacción conteniendo 0.5 mM de cada 
primer, 1.5 mM MgCI2, 120 mM de cada uno de los cuatro 
dNTPs (conteniendo UTP marcado con digoxigenina) y I U 
de Taq ONA polimerasa (promega). La reacción consistió 
de un paso de desnaturalización de 5 min a 95 oC, 35 ciclos 
(10 seg a 92"C, 10 seg a 50"C y 20 seg a n"C) y un paso 
final de extensión de 5 min a n"c. Los productos de PCR 
fueron analizados en geles de agarosa al 2% para verificar 
la presencia de la banda esperada. La concentración de ONA 
se estimó por espectrofotómetro (Maniatis et al., 1989) y 
la cantidad de ONA marcado con digoxigenina se estimó 
frente a un control positivo comercial (Promega). 

Hibridización y detección 
La prehibridización e hibridizaci6n se realizaron en for

marnida 50% y 20X SSPE (Maniatis el al., 1989). Las mem
branas fueron prehibridadas a 42"C por 2-4 h e hibridiza
das toda la noche a 65"C (sondas cRNA) o 50"C (sondas 
cONA). Oespués de la hibridización se lavaron dos veces 
en 2X SSC; 0.1 % SOS a temperatura ambiente por 15 min, 
seguido por otro lavado en O.IX SSC, 0.1 % SOS por 60 
min a 68"C (sondas cRNA) o 60"C (sondas cONA). Los 
ácidos nucleicos marcados con digoxigenina fueron detec
tados con un coujugado anti-digoxigenina-fosfatasa alcali
na (Fab fragments) y visualizados con el sustrato NBT (4-
nitro blue tetrazolium chloride) y X-fosfatasa o con el sus
trato quimioluminiscente CSPO (OIG Nucleic Acid Oe
tection kit, Boehringer Mannbeim). 

RESULTADOS 

Sintomatología en planta indicadora 
Las plantas indicadoras de cidro Arizona Etrog 861 ino

culadas con material de campo de las 20 fuentes, expresa-

ron diferentes sintomatología a los 3 y 4 meses de su ino
culación. El material proveniente de árboles de pomelo 
Marsh Seedless, naranjas Washington Navel y Valencia 
Late, con síntomas de enanismo y descortezado a campo, 
al ser inoculado en planta indicadora mostró en el 100% de 
los casos disminución del crecimiento, epinastia en hoja, 
necrosis de nervaduras y puntuaciones en el peciolo y en 
un 92% síntomas dc shock (Fig. 2; Cuadro 1). Una de las 
fuentes de pomelo (044), además de la sintomatología ca
ractenstica expresó síntoma de flexión en ambos extremos 
de algunas hojas (Fig. 2F). No obstante, cuando se inocu
laron cidros con material de campo de naranja Washington 
NaveI, sin síntomas de enanismo y descortezado, manifes
taron síntomas característicos de exocortis, con igual gra
do de severidad que cidras inoculados con material sinto
mático. 

La inoculación de diferentes fuentes de campo conte
niendo mezclas de viroides (CEV d, CV d-I, CV d-II y CV d
ID) en Gynura aurantiaca, causaron síntomas característi
cos de exocortis manifestando, disminuci6n en el crecimien
to, rugosidad en hoja y necrosis de nervaduras, pennitien
do aislar el viroide del CEVd (Fig. 2 derecha). 

Detección y caracterización del CEV d y de los vi
roides de los grupos CVd- 1, CVd-I1 y CVd-ID. 
Electroforesis secuencial (sPAGE) 

Los resultados obtenidos por sPAGE confinnaron la pre
sencia del CEV d y permitieron detectar viroides corres
pondientes a los grupos CVd-I, CVd-1I y CVd-lIl, no en
contrándose el grupo CV-IV. En las muestras analizadas de 
cidras inoculados con material sintomático y asintomático 
de campo, se detectó el CEV d con distintas combinaciones 
de viroides pertenecientes a los tres grupos antes citados. 
Ocho de las muestras analizadas presentaron una mezcla 

Cuadro 2. Caracterización de los viroides de los cítricos mediante planta indicadora, sPAGE y slot blo!. 

Variedad* Identificación CEVd CVd-Ia CVd-Ib CVd-ITa CVd-IDa CVd-I1Ib 

Marsh 030,031, 
Seedless 043,044, 052, 

054, 055, 056. + + - + + -
032 + - + + + -

W. Navel 147, 151, 201, 
205,207,208. + - + + + -

146 + - + + - + 
149 + + - + + + 
150 + - + + + + 
206 + + + - + -

Valencia 012 + + - + + -

* Injertada sobre Poncirus Irifoliata L.Raf. 
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Figura 2- Sintomatología en cidro 
Arizona 861 y Gynura aurantiaca 
posterior a la inoculación con 
distintas fuentes de campo con 
sintomatología de enanismo y 
descascarado en portainjerto. 

A:Cidro sano (izquierda), cidro con 
síntomas severos de epinastía en 
hoja y disminución del creci
miento, producidos por la 
inoculación del CEVd y viroides 
(derecha). 

B:Cidro sano (derecha), cidro con 
severa epinastia y disminución 
del crecimiento de la hoja 
inducido por el CEVd (medio), 
Gynura con rugosidad en hoja 
(derecha). 

C: Sintomatología de shock 
causada por la severidad del 
CEVd y viroides CVd-I, CVd-I1 
y CVd-IlI. 

o: Control sano (izquierda),hojas 
de cidro con puntuaciones 
necróticas en nervadura produci
da por el grupo CVd-Ia (medio) 
causando flexión en hoja (dere
cha). 

E: Flexión en hoja de cidro causada 
por CVd-Ia 

F: Síntoma aún no reportado 
causando flexión en ambos 
extremos de la hoja, similar al 
síntoma reportado por Gilling et 
al., 1988. Probablemente pertene
ciente al grupo CV d-I (Duran
Vila N., com.pers.) 

G: Hoja de cidro con necrosis en 
peciolo inducido por los grupos 
CVd-I y CVd-IlI (izquierda). 

AGROCIENCIA 



Detección y caracterización del complejo de viroides 79 

-
CVd-la ---¿ 

CVd-lIa ---¿ _ 

CVd-lIIb ---¿ -

1 2 

--
---,",,--~,,: 

3 4 5 

-

-

6 7 8 

CEVd 

CVd-lb 

CVd-llla 
--1<- CVd-IV 

9 

Figura 3: Electroforesis en gel de poliacrilamida de extractos de ácidos nucleicos bajo condiciones desnaturalizan
tes. Las muestras corresponden a los aislados 146; 147 Y 030 (carreras 1,3 Y 5 respectivamente); controles positivos: 
aislado CVd-Ia, CVd-lIa y CVd-IIIb de California (carrera 4) y aislados puros de CEVd; CVd-Ib; CVITa; CVd-illa y 

CVd-IV de España (carreras 6, 7, 2, 8 Y 9 respectivamente). 

de viroides conteniendo el CEVd, y movilidades iguales al 
CVd-Ia, CVd-lla y CVd-IlIa; siete de ellas presentaron el 
CEVd en combinación con CVd-Ib, CVd-lla y CVd-IlIa, 
y en cinco muestras se encontraron otras asociaciones di
ferentes (146, 149, 150,206 Y 012) (Cuadro 2). 

El estudio de la distribución porcentual de los viroi
des reflejó que un 100% correspondió al CEVd; 50% al 
CVd-Ia; 62.5% al CVd-Ib; 87.5% a los viroides CVd
Ha y CVd-illa y un 37.5% al viroide CVd-IIIb.(Cuadro 
2). Los viroides detectados en la muestra 147 fueron 
caracterizados como CEVd, CVd-Ib, CVd-IIa, CVd-IIIa 
y los encontrados en la muestra 030 como CEV d, CV d
la, CVd-Ha, CVd-IIIa (Fig. 3 carreras 1 y 3 respectiva
mente). 

Hibridación de electrotransferencia 
y slot blot. 

Los resultados confIrmaron la presencia del CEV d y 

viroides de los grupos CVd-l, CVd-ll y CVd-ill en las 
muestras analizadas, cuando se hibridó con sondas de cDNA 
y cRNA marcadas con digoxigenina. En ninguno de los 
casos se detectó presencia del grupo CV d-IV. 

En la FigAA se muestra una electrotransferencia de 
ácidos nucleicos hibridada con la sonda del CEV d. Las 
muestras pertenecen a cidras inoculados con material 
de campo sintomático, mostrando una total correspon
dencia (carreras 1,2 Y 3) con el aislado puro de CEVd 
usado como control positivo (carrera 5). La FigAB co
rresponde a la hibridación con la sonda del grupo CV d
I, detectándose presencia de los viroidcs con movilida
des iguales a CVd-Ia (carreras 1,2 Y 5) Y CVd-Ib (ca
rrera 3). En la FigAC se observan los resultados obte
nidos al hibridar con la sonda del grupo CVd-IlI, detec
tándose los viroides con movilidades iguales al CV d
IIIa (carreras 1 y 2) Y CVd-lIIb (carreras 5 y 6). La Fig. 
4D muestra los resultados de hibridación con la sonda 
correspondiente al CV d-IV, no observándose señal po-
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sitiva en ninguna de las muestras analizadas en rela
ción al testigo positivo (carrera 4). 

de plantas obtenidas mediante microinjerto. previo a su 
incorporación en el Programa de Saneamiento, este gru
po no fue detectado (Fig.5A 6-i Y 7-i). En la Fig.5B se 
muestran los resultados encontrados en el grupo CVd-II. 
Utilizando los mismos aislados de cidro que en el caso 
anterior, se detectó la presencia de viroides correspon
dientes a este grupo en todas las muestras. En una de las 
plantas proveniente de microinjerto, se lo detectó en baja 
concentración (Fig.5B 7 -i). 

Los resultados de slot blot hibridados con sondas de 
cDNA marcadas con digoxigenina para cada uno de los 
viroides, confIrmaron la presencia del CEVd, CV d-I, CV d
n y CVd-I1I. En la Fig. 5A se observa la detección de 
viroides correspondientes al grupo CVd-I en aislados de 
cidros pertenecientes a distintas fuentes de campo sinto
máticas y asintomáticas. Cuando se analizaron muestras 

A 

- -
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e 

--

B 

- ---
D 

-
Figura 4: Electrotransferencias de preparaciones de ácidos nucleicos de cidras inoculados con aislados de campo de 

pomelo Marsh Seedless y naranja Washington Navel. Las sondas fueron marcadas con digoxigenina. 
A: Aislados 030, 032 Y 044 (carreras 1, 2 Y 3 respectivamente); control negativo aislado puro de 

CVd-I (carrera 4); control positivo de aislado puro de CEVd (carrera 5), hibridados con sonda 
cDNA del CEV d y revelados por colorimetría. 

B: Aislados 030, 044 Y 147 (carreras 1,2 Y 3 respectivamente); control negativo aislado puro de CVd-Il (carrera 
4);'control positivo aislado puro de CVd-I (carrera 5), hibridados con sonda cDNA del CVd-I y revelados por 
colorimetría. 

C: Aislados 030, 032, 149 Y 150 (carreras 1, 2, 5 Y 6 respectivamente); controles positivos: CVd-III (carrera 3) y 
CEVd, CVd-Ia, CVd-IIa, CVd-IIIa, CVd-IlIb (mezcla artificial de viroides) (carreras 4), hibridados con sonda 
cDNA del CVd-III y revelados por quimioluminiscencia. 

D: Aislados 030 y 150 (carreras 1 y 6 respectivamente); controles negativos: CVd-Ia CVd-lla CVd-IlIb (carrera 2); 
CVd-II (carrera 3) y CVd-III (carrera 5); conU'ol positivo de aislado puro de CVd-IV (carrera 4), hibridados con 
sonda cDNA del CVd-IV y revelados por colorimema. 

I 



Detección y caracterización del complejo de viroides 81 

1 2 3 4- 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 

i 'e 
ii elMI 
B 

i 

ii 

. ., .. •. , ' .•.... 
Figura S: Autorradiografía de slot blot después de hibridación con sondas de cDNA de los viroides CVd-I (A) y 
CVd-II (B) marcadas con digoxigenina, a partir de ácidos nucleicos de cidras inoculados con aislados de campo 

y microinjertos. El orden de las muestras en ambas figuras es el mismo. 
I-i) control negativo (cidro clonal); 2-i) controles positivos: CVd-I (A) y CVd-I1 (B); 3-i) control positivo CVd-Ia, CVd-I1a, 

CVd-IIIb; 4-i) aislado puro CVd-I1; 5-i) aislado puro CV-I; 6-i y 7-i) microinjertos previa introducción en Programa de Sanea
miento; 8-i) muestra asintomática en campo (201); 9-i) aislado 030; lO-i) aislado 031; 11-i) aislado 043; 12-i) aislado 044. 

l-ii)aislado 146; 2-ii) aislado 147 ; 3-ii) aislado 149; 4-ii) aislado 151; 5-ii) aislado 052; 6-ii) aislado 012; 7-ii) 
aislado 054; 8-ii) aislado 055; 9-ii) aislado 056; lO, 11 Y 12-ii) libres. 

DISCUSION 

Los síntomas en plantas indicadoras obtenidos en este 
estudio a partir de plantas sintomáticas de campo, se co
rresponden con anteriores reportes de Duran-Vila et al., 
(1988) en España, Gillings el al., (1988) en Australia y Se
mancik el al. (1993) en Estados Unidos, con la excepción 
de la sintomatología de shock, no reportada por los anterio
res autores. Sin embargo, las mismas sintomatologías en 
cidro, se obtuvieron a partir de 5 fuentes de campo que no 
presentaron ni enanismo ni descortezado del portainjerto 
(Cuadro 1). Este hecho puede deberse a una infección me
cánica en campo en plantas adultas o a la presencia de una 
raza de CEV d que no induce descortezamiento en trifolia y/ 
o enanismo (Duran-Vila com.pers.). Estos datos coinciden 
con resultados obtenidos por GiIlings el al. (1988) quien 
reporta la existencia de una planta de campo de limón Frost 
Lisbon de tamaño normal, conteniendo sólo el CEVd, sugi
riendo que árbolescpnteniendo este viraide no tienen por
que expresar necesariamente enanismo. Formas suaves de 
exocortis, caracterizadas por descOltezado sin enanismo o 
enanismo sin descortezado, han sido reportadas por Fraser 
& Levitt, (1959) y Broadbent el al., (1971). Una fuenle de 

campo de pomelo Marsh Seedless manifestó doble flexión 
en hojas en forma persistente, coincidente parcialmente con 
la descripción de Gillings el al. (1988), quien reporta este 
mismo síntoma en naranja Keenan Valencia en forma tran
sitoria. Este síntoma puede ser causado por el grupo CVd-I 
(Duran-Vila, com.pers.) (Figura 2F). Ensayos de infectivi
dad en plantas indicadoras de Gynura aurantiaca con cidras 
sintomáticos conteniendo el CEVd, CVd-I, CVd-Il y CVd
IlI, mostraron que sólo el CEV d fue capáz de replicarse e 
inducir síntomas en este hospedero herbáceo debido a su 
selectividad por este viroide, visualizándose después de la 
electroforesis en gel de poliacrilamida (Semancik y Wea
thears, 1972). Trabajos recientes a nivel nacional han logra
do aislar, caracterizar (Peyrou el al., 1997) y clonar (Del 
Campo el al., 1997) el viroide de la eXOCOl1is a partir del 
aislado (008). La secuencia obtenida del CEV d correspon
dió a un peso molecular de 373 nucleótidos, presentando 
secuencias homólogas con el ARN del CEV d caracterizado 
en otrOs países de 371 nucleótidos (Gross el al.,1982; Vjs
vader el al., 1982; Semancik el al.,1975; Duran-Vila el 
al., 1988; Francis el al., 1995). Se han reportado variantes 
del CEVd, estrechamente relacionadas de 371 a 375 nu
cle6tidos, comprendiendo un grupo único, descritas por 



82 Pagliano, G., Orlando, L. y Gravina, A. AGROCIENCIA 

Cuadro 3. Viroides de los cítricos reportados en algunos países. 

Nucleótidos Viroides caracterizados 
Grupo Viroides reportados* España EE.UU. Australia Uruguay 

CEVd CEVd 375-371 + + + + 
1 CVd-Ia 340 + + - + 

CVd-lb 332-330 + + + + 
CVd-Ic 317 - - + -

II CVd-IIa 304-302 + + + + 
CVd-IIb 300-299 + + + -

. CVd-Ilc 297 + + + -
III CVd-lIla 294-292 + + + + 

CVd-IIIb 290 + + + + 
CVd-lIlc 285 + + - -
CVd-lIld 280 + + - -

IV CVd-IV 275 + + - -

*En Uruguay se secuenció el CEV d; los demás viroides se caracterizaron con estándares puros de España. 

Visvadery Symons (1983,1985) (Cuadro 3). 
El análisis de ácidos nucleicos mediante sPAGE, electro

transferencia y slot blot, de cidros inoculados con varias fuen
tes de exocortis colectadas en campo mostrando sÚltomas 
característicos de la enfermedad y en algunas plantas asinto
máticas, confmnaron la presencia del CEV d y revelaron, por 
primera vez a nivel nacional, la existencia de ARNs de me
nor peso molecular que el CEV-ARN, pertenecientes a los 
grupos CVd-l, CVd-ll y CVd-ill, no detectándose el grupo 
más pequeño correspondiente al viroide CVd-N. EstosARNs 
migraron en la región correspondiente a viroides circulares 
en el gel de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizan
tes. En las 20 muestras analizadas en este trabajo se encon
tró la presencia del CEV d y de los viroides con movilidades 
iguales a CVd-Ia, CVd-lb, CVd-IIa, CVd-illa y CVd-IIIb. 
Las muestras analizadas presentaron diferentes combinacio
nes de viroides, encontrándose en todos los casos el CEV d, 
seguido del CVd-IIa y CVd-lIla, luego el CVd-lb, el CVd
la y con menor frecuencia el CV d-lIlb (Cuadro 3). Los vi
roides se caracterizaron con estándares de todos los grupos, 
encontrándose dentro del grupo CVd-I los viroides CV-Ia y 
CVd-lb, en el grupo CVd-IIel viroide CVd-llay en el grupo 
CVd-ill el viroide CVd-illa y CVd-illb (Cuadro 2). 

Este primer avance en la caracterización de] complejo 
de viroides de la exocortis en Uruguay, es la base para una 
posterior clonación y secuenciación del mismo. 
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