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eloLooh iloLEcULAR DE vlRus vEGETALES
I Jose Peñaranda

El estudio de los virus vegetales fr¡e la base de algunos experimentos iniciales de
Biología Molecular . Wendel Stanley,en 1935, purifico cristalizó parcialmente el
virus del mosaico del tabaco (TMV); poco después se cristalizaron otros virus
vegetales. En la época de Stanley se cristal¡zó la primera enzima, la ureasa,
ident¡ficada como una prote¡na, por lo que se pensó, en principio, que los cristales
de TMV eran proteÍna pura. Análisis poster¡ores demostraron que estas
preparaciones cristalinas también contenían RNA.

Los experimentos con TMV fueron de gran importancia para demostrar que los
ácidos nucleicos son las moléculas que contienen la información genética cte tos
virus. En 1956, Alarde Gierer y Gerhard Schaamun en Alemania Heinz Fraenkel-
Corat y Robley Wlliams en los Estados Unidos demostraron que se podían
infectar células vegetiales con RNA puro de TMV . Se demostró también que el
TMV puede disociarse en proteínas y ácidos nucleicos y luego reasociarse en
forma de virus infeccioso. Si se reasociaban proteína y RNA de dos diferentes
cepas, el virus resultantg también era infeccioso, pero el RNA era el que
determinaba cuál de los dos tipos de cepas de virus se producía en la época
hospedera. Estos experimentos clásicos, además del estudio autoensamblaje de
la proteína del TMV y la molécula del RNA, hicieron de los virus vegetales la
henamientas de los estudios biofísicos durant€ la década de los 40.

En la década del 50 y los 60, se desanoltan ampliamente ¡nuchos ¡nétodos
físicoquimicos, €ntre ellos la difracción de rayos X, microscopla electrónica, la
ultracentrifugación d¡ferencial, secuenciam¡ento de aminoácidos y la
electroforesis en geles de pol¡acrilamida, métodos que permitieron lograr entre
otros hoct¡os: la purificación de muchos virus; el secuenciamiento total de los i58
aminoácidos de la proteína de la cubierta del TMV; la naturaleza bipart¡ta y
multipartita de algunos virus vegetales; la revelación de partículas
nucleoprotéicas no infecciosas conteniendo RNAs subgenóm¡cos; la exislencia de
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v¡rus satélites o RNAS setél¡tes que dependen del virus ,,helper,, en alguna función
durante la replicación de algunos virus vegetales.

ourante la década de ros 70 se pueden nombrar argunos de los avances
alcanzados: el p€rfeccionamiento de las técnicas relaciónadas con el anál¡sig
cristalográfico por rayo X y et conocimiento creciente de la secuencia de
am¡noácidos de las proteínas de las cub¡ertas perm¡tieron doteminar con detalles
moleculaFes la estructura tridimensional de la cápside proteica de algqnos virus
vegetales. Quizás el avance más ¡mportante en esta oolaoa fue el deéánollo oor
Takebe f1S V 19771 de sistemas de protoplastos para el 

""tuúio 
OL'l"

repficación sincrónica de virus de plantas y ütitizacióñ de sistemá in vitro
srntet¡zadoras de proteínas a partir de germen de trigo, en los cualeb muchos
RNAs virales de plantas actúan como meñsajeros eficientes.

Dese 1980 hasta la actual¡dad los avances en fa Biología Moleculer de Virus son
¡mpres¡onantes.

Los siguientes son algunos de ellos:

o Diagnóstico de las enfermedades vírales vegetares por procedimientos
serológicos ("immunoblot¡ng,,, ELISA, utiliza;do ant¡cuerpos poi¡ y
monoclonales) y por métodos basados en la hibridización de áci'dos núcbicos
(ejemplo 'dot blot"), pCR. Capacidad de preparar cONA a partir de RNAgenfunico e introducirlo en un plásmido bacteiiano.

r Desanollo de procedimientos con los cuales se han obtenido la secuencia total
de los genomas virales RNA de algunos virus vegetales.

La local¡zación, número y tamaño de los genes en un genoma viral.

La secuencie de aminoácidog de productos génicos conoc¡dos o putativos.

Las, funciones putativas de un producto génico que puede ser inferida a partir
de la secuencia de aminoáciclos similareé a tos produaos de función conócida
codificada en otros virus.

Los mecan¡smos moleculares por los cuares se trangcriben los produc{os
génicos.

¡ El control y seorencia de reconocim¡ento en el genoma que modulan ra
expresión de los genes virales y fa replicación genómice.
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El entendimiento de la eslructura y replicación de los viroides y de los RNAs
satélites encontrados en asociación con algunos virus.

Las bases moleculares para la variabilidad y evolución de los v¡rus, incluyendo
el reconocimiento de que la recombinac¡ón es un fenómeno ampliamente
distribuido entre los virus RNA y que los virus pueda adquirir secuencias de
nucloótidos del hospedero como también genes de otros virus.

El comienzo de una taxonomía para los virus vegetales basada en sus
relac¡ones evolut¡vas .

. Producc¡ón de plantas transgén¡cas resislentes a virus.

. Protección cruzada.

. Control de vectores.

. Programas de sanidad vegetal.

Los virus son paqueteg de ácido nucleico infeccioso rodeado de cubiertas
protectoras. Son complejos supramoleculares que en sus formas mas simples
están constituidos por ácidos nucleicos ( DNA o RNa, pefo no ambos).Se
constituyen en los más eficientes parásitos intracelulares autoreproductivos. El
producto final extracelular de la multiplicación viral se denomina virión y partícula
viral infecciosa.

La estructura y replicación de los virus vegetales tien€n las siguientes
caraclerísticas :

El ácido nucleico puede ser Dl,¡A o RNA de una o doble banda. Si el ácido
nucleico es de una sola banda puede ser sentido positivo o negativo. La de
sentido positivo tiene una secuenc¡a que puede ser utilizada como un RNAm
par su traducción en una proteína codificada por el v¡rus.

La partícula viral madura puede contener polinucleótidos además del ácido
nucleico genómico.

. Cuando el mater¡al genético consiste de más de una molécula de ácido
nucl€ico, cada una puede ser encapsidada en una partícula v¡ral separada o
todas en una sola partícula.
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. Los g€nomas viral€s var[an amPliamente en tamaño, coditicando entre I a 250
protelnas. Las protelnas codiflcadas por el virus pueden tener funciones en la
reptlc€clón vlral, en el movimiento del virus de célula a célula, en la estruclura
viral y en la transmisión por invertebrados u hongos.

. Los virus experimentan cambios genéticos. Las mutaciones puntuales ocurren
de cambios nucleótidos pof e¡roras en el
;ión genómica. Otras clases de cambios
recombinación, rearreglos de pedazos
o adquisición de secuencias nucleót¡das

de virus rlo relacionados o del genoma del hosp€dero .

¡ Las enzilhas especificadas por el gBnoma viral pueden estar presentes en la
padfcula viral. La mayoría d€ estas enzimas tienen que ver con la sfntosis del
ácido nuf :leico

o La replicáción de muchos virus tienen lugar en regiones c€racteríst¡cdb de la
célule in<lluidas por el virus, conocidos como viroplasmas.

: .
. Algunos lirus comparten con ciertas moléculas de ácido nucleico no vÍiales la

propiedad de inlegrarse en los genomas de las células hospederdB y de
cambiar de lugar de un sitio de integración a olro.

¡ Unos pocos virus requieren para su replicación la presencia de otro virus.

El virus de la tristeza de los cítricos (CW) ha sido uno de los faclores
epidemiológicoe más importante en el cultivo de los cftricos durante los últimog 30
años. La distribución del vírus es amplia, afectando la mayorla de las zonas
citrícolas del mundo, incluyendo a Colombia . En Argentina se han informado
pérdidas de 10 millones de árboles en un perfodo de 5 añqs y en Bras¡l la
infección ha destruido más de 6 millones de árboles en 12 años. En California se
perd¡eron aproximadamente 3 millones, mientras que cientos de miles han sido
destruidos en la Florida . Palses como España, lsrael, lndia, Japón se han visto
igualmente afectados. Se calcula que en el mundo, en los últimos 6O años' el CTV
ha causado la perdida de unos 50 millones d€ arboles. Actual mente, en algunos
paises como Japón e lsrael se han encontrado nuevas cepes que son
extremadamente destructivas en los árboles de toronja, naranja, dulce y lima.

En Colombia se ha reportado infección en un 9096 de los cítricos estudiados en el
Valle de Ceuca. Durante esle monitoreo "survey" en la región de Gi¡ebra (Valle)
se encontró una de las cepas que tienen los €fectos más deletéreog en árbol de
toron¡a.
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Las pérd¡das ecónóm¡cas mundiales produc¡das por la industria citrícola por el
CTV son diffciles de celcular. Un estimativo conseryador del costo por medio de
un árbol a 75 dótares da como resultado una perdida aproximada de 20@
millones de dólares contabilizando solamente 9 años de cultivo. Particularmente
en Colombia no se ha estimado todavía cual podría ser la dimensión de los daños
causados por CW. El CTV es trasmitido de una manera semipersistente por el
áfido foropfera citricidus ú<irft), su vector más eficiente.

En Coloinbia, el cultívo de los cítricos ha tomado una gran importancia -económica
debido ;a los programas de diversificación y a las nuevas <{pndiciones
internacionales de mercado. El área de plantaciones comefc¡ales eg
aproximádamente de 12.OOO Hectáreas, m¡entras que el árei de las
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semiconlerciales es mayor de 20.000 Hectáreas. En los próximos ,p años se
espera r.rn aumento en el área comercial de 7.000 Hectáreas. La producción
c¡trícola.lcolombiana esta representada espec¡almente por naranjo ), l imas
(10%), r;handarinas (7%). Los estudios preliminares sobre la
desarroliados por Niblett (f gEB) y Aubert (1992) en algunas zonas
Cauca flan mostrado que la incidencia del virus puede alcanzar un

El grupci de investigeción de Acosta y Peñaranda realizó

del CW
Valla del

problema
50% deldel CTV en Colomb¡a recog¡endo muestras en 22 sitios que abarcan

área citricola Colombiana. Esta área incluyo regiones oercanas a Llanos
Orientales, Valle del Cauca, R¡saralda, Antioquia y la región de En toda
el área analizada, el 95%, excepto la región de Mompox, los
encuentran infectados con cepas severas de CTV de acuerdo a la reacción c,on
el ant¡cuerpo monoclonal MCA 13. Es importante anotar que los aislamientos de
la región de Mompox son muy similares en su secuenciamiento a las cepas
suaves de ta Florida, las cuales se han utilizado con efectividad en programas de
protección cruzada.

Actualmente. estos aislamientos de CTV se encuentran en Exotic Citrus Pathogen
Collection (ECPC), Beltsville, Marilad, USA, en donde se están realizando las
respectivas pruebas biotógicas de protección cruzada

La proteína estructural del virus, responsable de la reacción con los anticuerpos
poli y monoclonales, fue identificada por "lmmunoglotting" de acuerdo a su peso
molecular. La ¡ncidenc¡a del CW fue confirmada por la presenc¡a de RNAs
subgenómicos de doble bandas en extracto del tejido infectado. El análisis
olectroforét¡co de los dsRNA de 132 árboles ¡nfectados revelan al msnos 35
perfiles diferente de dsRNA. Se concluye que en Colombia estarían actuando al
menos 6 cepas severas y 2 suaves. La secuencia de nucleot¡clos d€l gen que
cod¡fica para la proteína de la cápside de aislamientos Colombianos, comparada
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con la de aislamiento de otros países, reafirma la clasificación serológicas de
cepas suav€s y severas.

Se realizó también una comparación de la secuencia de aminoácidos de los
aislados Colombianos con aislados de la India, Japón y Veneeuela entre otros,
utilizando el programa Pileup GCG. Los estud¡os con enzimas de restricción
¡nd¡can la presencia de un Sitio EcoRl en las cepas severas, el cual esta ausente
en las cepas suaves Colombianas. Los estudios de secuenciamiento del gen que
codifica para le proteÍna de ta cápside, confirman la presencia del aminoácido
fenilalanina en la posición 124, cnmo responsable en el epítop€ de la región
especifica con el ant¡cuerpo monoclonal MCA 13. El establecimiento de la
secuencia de nucleótidos del gen de la proteína de la cápside de CTV. permite la
construcción de sondas y primeros sintéticos para la detección del virus por medio
de hibridización de ácidos nucleicos y amplificación se secuenc¡as espsc¡ficas
con la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Los estudios del
secuenciamiento que codifica para la proteína de la cápside de los aislamientos
Colombianos de CW, contribuyen a la definición del patrón molecular evolutivo
de este gen. Los estudios serológicos, de dsRNA de doble banda y en
secuenciamiento ponen de manifiesto el gran peligro potencial que represonta
para la citricultura Colombiana el tener asociaciones de CW tan d¡versas y
complejas y la posibilidad de apar¡ciones de nuevas asociaciones d€ cepas a
través def Toxoptera citrlcidus , su vector más eficiente.

De toda esta investigación se deriva la neces¡dad urgente del fortalecimiento del
programa de Sanidad Vegetal Nacional, que c,ontrole la movilización de
mat€riales cítricos con cepas severas de CTV hacia las regiones en donde los
árboles están iniertados sobre naranja agria, la cual es altamente susceptibl€ a
estas cepas. Además, se deb€ fomentar la producción de material de cítricos
libres de virus y apoyar la investigación tend¡ent€ a la búsqueda de cepas
protectoras en protección c¡uzada y a través de la obtenc¡ón de planlas
transgénicas res¡stontes a CTV.
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