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ABSTRACT. Three varieties of pepper (Capsicum annuum L.), Cali-
fornia Wonder, True Hearth and Keystone Resistant, were inoculated
by seven isolates of Tobacco etch virus, in greenhouse conditions.
Four weeks after the infection, the symptom development and the
growth were compared. All used varieties were susceptible to infec-
tion. The severity of symptoms and the stunting induc@d by pathogen
were dependent on the virus isolates. At the same timg¢, the cytoplasm
soluble and the cell wall-bound fractions of peroxidase were purify
separately and the enzyme activities were measured. Depending on the
severity of the isolates a correlation was established between the growth
inhibition and the enzyme activity. No new isoperoxidases were formed
during the infection. The possible role of peroxidases in the develop-
ment of virus infected plants is been discussed.

RESUMEN. Tres variedades de pimiento (Capsicum annuum L.), Ca-
lifornia Wonder, True Hearth v Keystone Resistant, fueron inoculadas
con siete aislamientos del virus del grabado del tabaco (Tobacco etch
virus), en condiciones normales de casa de cristal. Cuatro semanas
después de la inoculacién, el desarrollo de los sintomas y el creci-
miento de las plantas infectadas fueron comparadas con el control.
Todas las variedades presentaron susceptibilidad a la infeccién. La in-
tensidad de los sintomas y el enanismo, dependieron de la severidad
de los aislamientos. Al mismo tiempo, las fracciones enzimaticas, so-
Iuble en agua y la ligada a la pared celular, soluble en cloruro de
sodio, fueron purificadas separadamente y sus actividades fueron me-
didas. Se establecié una correlacion entre el incremento de la actividad
de la enzima peroxidasa y la inhibicién del crecimiento que dependié de
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la severidad de los aislamientos utilizados. El papel desempeiiado
por esta enzima en el desarrollo de las plantas infectadas por virus,
estd en discusidén.

INTRODUCCION

En los ultimos tiempos se han acumulado muchos datos sobre la activi-
dad peroxidasa en las plantas infectadas por un patégeno. En forma
general es aceptado que el ataque de hongos, bacterias y virus, incremen-
tan la actividad de esta enzima.

En el caso de enfermedades virales se ha demostrado en plantas que son
infectadas localmente, que este incremento de la peroxidasa es muy ra-
pida y estd acompafiada de la formacién de nuevas isoenzimas (Farkas
y Stahmann, 1966 y Solymosy y cols., 1967).

También se ha reportado que en hospederos sistémicos la actividad de la
peroxidasa tiene un incremento, pero al mismo nivel y sin produccién
de nuevas isoperoxidasas. van Loon y Geelen, (1971) y Wood y Barbara,
(1971) dijeron que habia una relacién entre la multiplicacién viral y la
alteracién de la actividad de dicha enzima.

En experiencias anteriores, nosotros (Gdborjdnyi y cols., 1973) investiga-
mos la enzima peroxidasa como un sistema que controla el desarrollo
de las plantas (Galston v Davies, 1969) y observamos, que en hospederos
sistémicos después de una infeccién viral, en la fraccién ligada a la pared
celular hay un incremento superior y permanente, mientras que la frac-
cién citoplasmatica de la misma enzima no se altera apreciablemente.

Establecimos una correlacién negativa entre este efecto y el desarrollo
de las plantas.

Recientemente Gémez y cols., (1975) observamos, que después de un mes
de infectadas con el virus X de la papa, las plantas de papa presentaron
una diferencia significativa en la actividad de dicha enzima comparadas
con las plantas sanas, mientras que las plantas sufren una disminucién
en su tamaiio.

Ei objetivo del presente trabajo es la observacién de la correlacién de
la actividad de la enzima peroxidasa y del desarrollo de las plantas en el
caso de aislamientos que presentaron diferencias en su severidad y varie-
dades que son conocidas en su susceptibilidad, resultados que hemos
obtenido en el presente afio (Cordero y cols., 1975).
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MATERIALES Y METODOS

Tres variedades de pimiento (Capsicum annuum L.) California Wonder,
True Hearth y Keystone Resistant, fueron inoculadas con los aislamientos
colectados del campo del virus de grabado del tabaco (TEV) TP, To 41,
To 42, Pim 12, Pim 13, Verdolaga y Datura (Ferndndez, 1975).

Como fuente de in6culo se usé tabaco (Nicotiana tabacum var. Samsum)
infectado tres semanas antes de utilizarlo. Las plantas inoculadas fueron
colocadas en condiciones normales de casa de cristal, en los meses de
octubre a diciembre.

La extraccién y separacién de la enzima se hizo mediante maceracién de
10 g de material fresco en morteros de porcelana frios con doble cantidad
de agua destilada fria, centrifugandose durante 20 minutos a 10000 g.

El sobrenadante fue recuperado, filtrandose a través de lana de vidrio y
el precipitado fue nuevamente macerado con igual cantidad de agua. Este
proceso se repitié cuatro veces, colectindose de esta forma la fraccién
soluble. El precipitado final fue macerado en solucién de NaCl 0,01 M,
centrifugado y filtrado de la misma manera por dos veces, obteniéndose
asi el sobrenadante que constituye la fraccién ligada a la pared celular
(Sdgi, 1971). Todo este proceso se realizé a temperatura de - 4°C.

La actividad peroxidasa fue medida segin el método de Fehrmann y
Diamond, (1967), en un espectrofotémetro a 430 nm, en un tiempo de 0 a 1
minuto en intervalos de 15 segundos y caracterizamos la actividad como
OD. La separacién de las isoenzimas fue realizada en gel poliacrilamida
al 8,5%, el tiempo de corrida de 3 horas y amperage de 2 mA/tubo en los
primeros 30 minutos y después 5 mA/tubo. Las bandas de las isoperoxi-
dasas se evidenciaron en solucién sobresaturada de benzidina que con-
tenia peréxido de hidrégeno y fijada con 4cido acético al 7%.

La altura de las plantas fueron medidas en el momento v al mes de la
inoculacién.

RESULTADOS

Inhibicion del crecimiento. Los 7 aislamientos del virus del grabado del
tabaco utilizados mostraron diferencias en su severidad de acuerdo con
los sintomas presentados en las plantas inoculadas (Cordero y cols.,
1975). En las tres variedades comerciales utilizadas se observé esta dife-
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rencia manifestada en la altura de las plantas, la cual fue altamente sig-
nificativa (Tabla I).

TABLA 1

Comparacion de la altura en tres variedades de pimiento inoculadas
con siete aislamientos del virus del grabado del tabaco (TEV)

Variedades

Tratamientos Keystone California
(Aislamientos) Resistant True Hearth Wonder
Control 11.92 be 14.72 ab 15.88 ab
TP 1045 « 12.08 be 15.77 av
To 41 14.52 ab 14.12 av 14.46 abe
To 42 10.74 < 12.89 av 1275 ¢
Pim 12 15.23 a 985 ¢ 12.82 be
Pim 13 11.54 ¢ 16.82 = 14.43 abe
Verd 1117 « 13.92 ab 15.77 ab
Dat 12.85 abe 15.11 ab 17.35 2
ES =1.02%* ES =1.11%* ES_ = 0.84**
X X X

Los ntimeros muestran la media del incremento en la altura de 12 plantas (cm).
®%
p < 0.01

&b cyd Medias de tratamientos con iguales letras no difieren significativamente.

Actividad enzimdtica. Como sabemos desde el punto de vista del creci-
miento, las peroxidasas de la fraccién citoplasméatica no tienen un papel
importante en el crecimiento de las plantas. Esto fue observado en nues-
tra experiencia, donde no pudimos demostrar ningtna correlacién entre
la detencién del crecimiento y la actividad de dicha fraccién.

En la fraccién ligada a la pared celular se establecié también diferencia
significativa entre los tratamientos (aislamientos del virus) y el control
(Tabla II).
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TABLA 11

Actividad peroxidasa en la fraccion ligada a la pared celular
y las diferencias significativas entre los tratamientos

Variedades

Tratamientos Keystone California
(Aislamientos) Resistant True Hearth Wonder
Control 3.80 2 510 ¢ 32,0 ab
TP 9.70 ¢ 10.00 » 23.0 abe
To 41 763 b 10.00 v 340
To 42 1005 ¢ 13.50 = 33.0 »
Pim 12 740 » 13.50 = 27.0 ave
Pim 13 9.30 ¢ 6.00 ca 75 ¢
Verd 7.60 b 8.50 be 29.0 av
Dat 7.30 v 7.50 bea 24,0 abe
ES_ =3.74** ES_ = 0.87** ES_=0.03*
X X X

Alteraciones de la densidad éptica en 15 segundos a 430 nm, media de tres medi-

ciones.
* p <005

** p < 0.01

a,b,ecyd Medias de tratamientos con iguales letras no difieren significativamente.

Isoenzimas. En la separacién de las isoenzimas en los geles de poliacrila-
mida no se observaron bandas nuevas que correspondieran a isoenzimas.
Solamente fue posible observar diferencia en la intensidad de la colora-
cién de las bandas del espectro de isoenzimas comparadas con el control
(Fig. 1) en el caso de aislamientos severos, por ej. To 42.

DISCUSION

Entre estos dos fenémenos, la altura de las plantas y la actividad de la
peroxidasa en la fraccién ligada a la pared celular, existe una correla-
cion lineal inversa. Esto significa que si hay un aislamiento o strain
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del virus que ataque a las plantas fuertemente y que produzca enanismo,
se incrementara la actividad de la peroxidasa. Por otro lado, si hay un
aislamiento ligero que no afecte mucho el desarrollo de las plantas, la
peroxidasa en dicha fraccién no se altera apreciablemente. El valor de
la correlacién negativa depende de la severidad de los aislamientos y
también de la variedad utilizada, ya que en nuestro caso las variedades
de True Hearth, California Wonder y Keystone Resistant presentaron
nivel de significacién del 1%, 5% y mayor que el 5% respectivamente.
Observando los datos individualmente podemos ver que los aislamientos
menos severos no mostraron diferencia con el control, por ejemplo,
Pim 13, Verdolaga y Datura, mientras que los mdas severos como TP,
To 42 y Pim 12 si mostraron un alto nivel de significacién.

Fig. 1. Espectro de isoenzimas en la variedad de pimiento California Wonder
inoculada con el aislamiento To 42 del virus del grabado del tabaco (TEV) com-
parada con el control sano. Izquierda: planta enferma y derecha: planta sana.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados corroboran lo planteado en la literatura: los aisla-
mientos utilizados muestran correlacién inversa con la altura de las
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plantas infectadas. Debido a que en la naturaleza, donde la diversidad
de los casos es mayor y donde también se presentan relaciones hospe-
dero-parasito menos drasticas, esperamos que los resultados de esta co-
rrelacion seran menos claros que cuando se utilizan aislamientos mas
severos y variedades mas susceptibles. Por lo que los resultados de esta
experiencia nos ayudan a mostrar la tendencia natural hacia la existencia
de una correlacién en la no aparicién de nuevas isoenzimas en plantas
infectadas sistémicamente en contraste con las que presentan lesiones
locales, acompafada de necrosis del tejido foliar. ‘
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