DETECCION DE UN ORGANISMO TIPO VIROIDE EN OLIVOS
(Olea europaea L.) CON SINTOMAS DE MALFORMACION DE HOJAS!

Detection of viroid like-organism on olive plants (Olea europaea L.)
with sickle leaf symptoms

Guido Herrera M.? y Ménica Madariaga V.2

samples showing sickle leaf symptoms.

ABSTRACT

A series of tests were conducted on samples from North and Central regions of Chile in
order to identify the pathological agent causing sickle leaf symptoms. The plants were
tested using double strand RNA, ELISA, mechanical transmission to herbaceous hosts and
electron microscopy to identify virus organisms, double run gel electrophoresis to identify
viroids and PCR to detect phytoplasm like organisms. Virus or phytoplasms could not be
identified, and double run electrophoresis results suggested the presence of viroids in
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INTRODUCCION

Elcultivodel olivo (Olea europaeal..) en Chile
se concentra entre la I y IIl regiones, con mas
del 75% del total de hectareas plantadas en el
pais. En el valle de Azapa, con mas de 1.200
hectareas plantadas, la mayor parte del material
genético corresponde al cv. “Azapa”, que proba-
blemente proviene de la variedad Sevillana, el
cual se ha propagado vegetativamente constitu-
yendo una poblacién relativamente homogénea.
En los altimos afios se han introducido nuevas
variedades (Sotomayor, 1994), con el objeto de
desarrollar el cultivo en la zona bajo la pers-
pectiva de la exportacion de aceitunas.
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Enlazonanorte, la falta de antecedentes respecto
de enfermedades causadas por hongos, bacterias
y virus, hace necesario investigar la incidencia
de estos factores en el desarrollo de las plantas
y sus efectos en la variabilidad de la produccion.
Los antecedentes mundiales (Barba, 1993) indi-
can que las plantas de olivo se ven afectadas por
una serie de alteraciones, tales como detenciéon
de crecimiento, malformacion de hojas, amari-
llezy hojas encorvadas (sickle leaf), algunas de
las cuales han sido atribuidas a problemas de
origen viral.

Especificamente, el sintoma de hoja encorvada
en olivo ha sido descrito en Italia y Portugal
(Thomas, 1958); las hojas con esta malforma-
cion presentan ademas reduccion de tamafio y
amarillez. Se observa también unareduccion en
el crecimiento de las ramas y reduccion en la
fruta producida. En Chile, la hoja encorvada se
encuentra en olivares de la zona norte y central.
Elagente causal de esta malformacion es descono-
cido, aunque se halogrado transmitir experimen-
talmente de plantas enfermas a otras sanas median-
te injertacion (Waterworth y Monroe, 1975).
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En diferentes regiones del mundo se han detec-
tado varios virus afectando los cultivos de olivos,
pero ninguno de ellos ha sido asociado a sinto-
mas en particular. Entre los virus detectados
estan: Arabis mosaic virus (ArMV) (Savino er
al., 1979); Strawberry latent ringspot virus
(SLRSV) (Marte ef al., 1986); Cherry leaf roll
virus (CLRV) (Savino y Gallitelli, 1981); Cu-
cumber mosaic virus (CMV) (Savino y Gallitelli,
1983): Olive latent virus 1 (OLV 1) (Gallitelliy
Savino, 1985) y Olive latent virus 2 (OLV2)
(Grieco et al.,1992). Recientemente, Faggioei
y Barba (1995) describieron otro virus de natura-
leza filamentosa denominado Olive vein yellow
virus (OVYV).

Los viroides son microorganismos que sélo han
sidoencontrados en las plantas, y que, adiferen-
ciade los virus, no tienen un capsémero de pro-
teinas. Los viroides consisten en una hebra de
acido ribonucleico circular, que se puede repli-
car y transmitir en forma independiente de una
planta a otra (Hannold, 1993). Algunos de ellos
son importantes patégenos de cultivos, tales
como el “Potato spindle tuber viroid (PSTVd)”
enpapa y “Avocado sunblotch viroid (ASBVd)~
en paltos. La identificacion especifica de ellos
requiere de una detallada comparacion de la se-
cuenciade bases entre el viroide a identificar y
los ya conocidos (Hannold, 1993).

Aun no se conocen los efectos que los virus y
viroides tienen en los aspectos agronomicos del
cultivo del olivo (propagacién, produccion y
susceptibilidad a otros factores bidticos y abio-
ticos), pero el uso de material libre de estos mi-
croorganismos parece una forma adecuada de
prevenir el efecto de estos patégenos en las
plantas propagadas. En Chile, normalmente el
olivo se propaga mediante el sistema de estacas,
permitiendo que patdgenos tipo virus, viroides
y fitoplasmas se perpetiien en el cultivo.

Considerando la presencia de plantas de olivo
con detencién de crecimiento, malformacion de
hojas y hojas encorvadas en las zonas norte y
central de Chile, la presente investigacion tuvo

por objetivo determinar la posible naturaleza
patolégica de estos problemas.

MATERIALES Y METODOS

Origen del material. Se colectaron muestras
de plantas de olivos (Olea europaea L.) que
mostraban disminucién de crecimiento y
malformacién de hojas u hojas encorvadas
(sickle leaf) (Figura 1) y muestras de plantas
sanas provenientes de Arica, Copiapd y
Santiago.

Estas muestras se sometieron a una serie de
pruebas a fin de establecer el origen patolégico
del problema. Con el objeto de detectar la pre-
sencia de virus se sometieron a la prueba del
acidoribonucleico de doble hebraviral (ARNdh),
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay),
microscopia electronica y hospederos diferen-
ciales. Suorigen viroidal se investigé mediante
la prueba de electroforésis de doble corriday su
origen fitoplasmal mediante la prueba de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
partidores universales.

Pruebade ARNdh. La extraccion de los4cidos
nucleicos se realizé macerando 3 a 4 g de tejido

Figura 1. Sintomas de encorvamiento de la hoja (sickle
leaf) en plantas de olivo.
Figure 1. Symptoms of sickle leaf in olive plants.
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en 8§ mL de STE 1X (0,1M NaCl; 0,05 M tris
0,001 MEDTA; 0,01% DIECA). El extracto se
colectd en un tubo de polietileno de alta densidad
(50 mL) y se agreg6 1 mL de Sodio Dodecil
Sulfato (SDS) de una solucién al 10%, 0,5 mL
de bentonita de una suspensién acuosa al 2 %,
y 9 mL de fenol saturado con STE 1X. El homo-
geneizado se mezcld vigorosamente por 30 min
atemperatura ambiente. Luego, las muestras se
centrifugaron a 8.000 g durante 15 min a 4°C.
Por cada 10 mL de sobrenadante rescatado se le
agregd 2,1 mL de etanol 95%. ‘

Para aislar los acidos nucleicos se procedio6 de
* lasiguiente manera: se prepararon dos porciones
de 1 gcadaunadecelulosa(CF-11)por muestra,
se agregd 25 mL de STE 1X (100 mM TrisCL,
1 MNaCL, S mM EDTA, pH 8,0) conteniendo
16% de etanol y con esta suspension se formaron
dos columnas preparadas en jeringas de 20 mL
taponadas con lana de vidrio. La suspension de
celulosa se mezclé bien, colocdndose en las
columnas y se dejé escurrir el exceso de STE/
etanol. Posteriormente, se agrego la muestra a
la primera columna permitiendo que escurriera
completamente. Enseguida, se lavo lentamente
la columna con 40 mL de STE 1 X, conteniendo
un 16% de etanol, descartandose dicha porcion.
Luego, se agregaron 10 mL de STE 1X, pero
esta vez se colectaron en un tubo de 50 mL. A
la muestra recuperada se le agregd 2,1 mL de
etanol 95%. Los mismos pasos se siguieron pa-
rala segunda columna, agregando como muestra
la solucién obtenida en la primera columna,
agregando finalmente 6 mL de STE 1X, los que
se colectan en un tubo de 50 mL.

Para precipitar los acidos nucleicos, a la muestra
recolectada se le adicion6 0,5 mL de acetato de
sodio 3 M (pH 5,5) y 20 mL de etanol 95%. Se
almacenaron por 2 h como minimo a -20°C, de
estamanera, se precipitaron los acidos nucleicos
de doble hebra. Finalmente, las muestras se
centrifugaron a 8.000 g por 25 minutos, descar-
tando completamente el sobrenadante y dejando
los tubos invertidos para secar el pellet.
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Para evaluar las muestras, seresuspendieronen
100 pL de tampdén muestra TAE (24,2 g tris;
5,71 mL de EDTA 0,5 M en 100 mL de agua).
En algunos casos, las muestras asi preparadas
se almacenaron indefinidamente a -20° C. Los
ARN de doble hebra se analizaron en geles ver-
ticales (160 mm de largo por 140 mm de ancho
y 1,5 mm de espesor) al 6% de poliacrilamida
preparado en buffer TAE. Las muestras normal-
mente se sometieron a electroforésis3 a4 h, a
50-60 mA, en tampon TAE 1X (0,04 M tris;
0,02 M NaCl; 0,001M EDTA). Los geles se
tifieron con nitrato de plata.

Prueba ELISA. Para los efectos del procedi-
miento de la prueba serolégica ELISA, en placas
de poliestireno se colocaron 100 uL. de antigeno
y se incubo a 4° C durante 16 h. Para la prepa-
racion del antigeno, se procedid de la siguiente
forma: 1-2 g de hojas se trituraron dentro de una
bolsa plastica en solucidn de extraccion (1:10
peso:volumen (p:v)) entampdn carbonato (0,014
MNa,CO;; 0,0035 M NaHCO,, pH 9,6), el ex-
tracto se centrifugd a 2.000 rpm durante 2 min,
colectandose el sobrenadante para cubrir los
pocillos de las placas con 100 pL , incubando
durante 16 h a 6°C. Enseguida, estas placas se
lavaron 3 veces cada 5 min con solucién de
lavado PBS-T (8 g NaCl; 0,2 g KH,PO,; 2,9 g
NaZHPO4; 0,2 g KCly 0,02 mL Tween-20 para
1 L de agua).

Una vez terminado este periodo, a las placas se
les agregé BSA (Bovine Serum Albumin) al 3%
en PBS por 2 h a 36° C. Después de un lavado
similar al anterior, se adiciond inmunoglobuli-
nas(1:1000 volumen/volumen (v/v)) (obtenidas
en Sanofi, Francia) especificas para la deteccion
de los virus indicados en el Cuadro 2, incuban-
dose 2 h a 36° C. Posteriormente, se agregg un
segundo antisuero producido en cabra, incuban-
dose a 36°C durante 2 h. Finalmente, las placas
se lavaron y se agregé sustrato (p-nitrofenil-
fosfato, Sigma 104) adiciondndose arazén de 1
mg/mL de dietanolamina, pH 9,8. Laevaluacion
de las reacciones ELISA se realizaron en un
lector de placas ELISA (Biotek, modelo 312¢)
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a405 nm, midiendo la absorbancia cada 15, 30
y 60 min. Se consider6 como muestra positiva,
s6lo aquella que presentaba una absorbancia
superioi o dos veces el valor obtenido con los
controles sanos.

Microscopia electréonica. Se coloc6 una grilla
de malla 300, sobre una gota de extracto de
planta infectada durante 3 min. Unavez seca, la
grilla se colocd sobre una gota de contrastante
(molibdato de amonio al 2% 6 con KPT (fosfo-
tungstato de potasio) al 2%), durante 3 a 5 min.
- Posteriormente, se observé bajo el microscopio
electrénico marca Zeiss, modelo EM 300.

Transmision mecanica a hospederos herba-
ceos. Muestras de hojas de olivo con sintomas
de hojas encorvadas se trituraron en tampén
fosfato 0,01 M mas 0,001% de dietilditiocarba-
mato (DIECA). El extracto se froté con algodon
sobre hojas de plantas indicadoras (Cuadro 3).
Las plantas se mantuvieron en condiciones de
invernadero (temperatura entre 18° Cy 22° C)
durante un periodo de 30 dias, al cabo de los
cuales, se evaluo la presencia de sintomas.

Prueba de la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR). Laaislacion de acidos nucleicos
serealiz6 de acuerdo a la metodologia de Kirk-
patrick et al. (1987). Paraello, 0,5 g de tejido se
incubaron durante 10 min en 6 mL de tamp6n de
molienda (125 mM fosfato de potasio; 30 mM
dcido ascorbico; 10% de sacarosa; 0,15% BSA;
2% polivinilpirrolidone (PVP); pH 7,6). Des-
pués de la incubacion el tejido se molio agre-
gando otros 8 mL de tampdn. Elhomogeneizado
se centrifugo a 4° C durante 4 min a 3.000 rpm.
Se descart6 el sobrenadante y se centrifugd a
4°C durante 25 min a 8.000 rpm. El pellet se
resuspendid en 1,5 mL de tampo6n de extraccion
CTAB (2% CTAB; 1,4 M NacCl; 0,2% 2-mer-
captoetanol; 20 mM EDTA; 100 mM tris-HCl;
pH 8,0) a60° C durante 30 min. Posteriormente
se agrego igual volumen de la mezcla clorofor-
mo/alcohol (24:1 v/v). Después de la centrifuga-
cidn, la fase acuosa se precipité con 2/3 de volu-
men de isopropanol a -20° C y se centrifug6 a

11.000 rpm; el pellet se lavd con etanol al 70%,
secando al vacio y disolviendo el pellet en 100
pL de agua estéril. Finalmente, la preparacion
de digirié con 50 pg/mL de Rnasa A durante 30
min a 37° C.

Para la realizacion de las pruebas de PCR se
seleccion6 un par de oligonucleétidos universa-
les para la deteccién de fitoplasma (Lee et al.,
1993) R16F2 5'-ACG ACT GCT AAG ACT
GG-3'y R16R2 5'-TGACGGGCGGTGTGT
ACA AACCCC G-3'. Parala amplificacion de
ADN se agregaron 5 uL de ADN extraido auna
mezcla de 35 pL de 0,5 uM de cada partidor,
100 uM de la 4 bases (ANTPs) y 1 unidad de Taq
polimerasa. Se cubri6é con aceite mineral y se
sometio a un termociclador (Thermolyne, mo-
delo AMPLITRON II) sujeto a 35 ciclos: 1 min
de desnaturalizacion a 94°C, 2 min a 50°C, 3
min a 72°C de extension y un periodo de elon-
gacion final de 72°C durante 10 min.

Parael analisis de los productos de amplificacion
se colocaron alicuotas de 10 puL de reaccion de
PCR en un gel de electroforesis de 6% acrilamida
en tampdn TBE (89 mM tris; 80 mM acido bé-
rico; 2,5 mM EDTA; pH 8,3). Los geles fueron
corridos a 70 volts durante aproximadamente 2
horas. Posteriormente los geles se tifieron con
plata.

Prueba electroforética de doble corrida. La
extraccion de los dcidos nucleicos se realizo tri-
turando en un mortero de porcelana 0,5 g de
hojas en presencia de tampon de extraccidn
(tris HCI 100 mM; NaCl 100 mM; EDTA 10
mM; SDS 2%). El extracto se mezcld con 0,5
mL de cloroformo saturado con fenol y mer-
captoetanol 0,01 mL. Luego, en tubos eppendorf
se centrifugaron durante 15 min a 8.000 rpm.
En seguida, se colectd el sobrenadante, se adicio-
naron 0,5 mL de cloroformo y se centrifugé du-
rante 5 min. La fase acuosa se transfirié a un
tubo conteniendo 0,1 vol de 3 M de acetato de
sodio, pH 5,2. La precipitacién de los acidos
nucleicos se realiz6 agregando 2 vol de etanol,
seguido por incubacién a -20° C durante 1 h.
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Después de centrifugar durante 15 min a 8.000
rpm, el pellet se sec6 al vacio y se resuspendio
en 100 ul de agua destilada estéril. Las muestras
se corrieron en un gel conteniendo 5% polya-
crylamida (0,12% bisacrylamida; 0,12% de
TEMED) en un tampén electroforético (44,5
mM tris; 44,5 mM acido bdrico; 1,25 mM de
EDTA y 4 M de urea) y 0,07% de persulfato de
amonio. Los bolsillos del gel se llenaron con una
mezcla de 10 pL de muestra, 10 pL de tampdn
electroforético doblemente concentrado y trazas
de xileno-cianol. La primera corrida se realizd
en condiciones nativas a 15-18° C en 44,5 mM
de tamp6n electroforético usando 500 V y alre-
dedor de 30 mA. La corrida se detuvo cuando
los colorantes corrieron unos 5 ¢cm, lo cual tomé
1 h. Posteriormente, el gel cubierto con papel
plastico se sometid a un bafio de 60°C durante
5 min, que corrido nuevamente con la polaridad
invertida, se detuvo cuando los colorantes llega-
ron al borde de los bolsillos de gel, lo cual tomé
aproximadamente 1 h. El gel se fijé durante 15
min en 10% de etanol y 1% de 4cido acético.
Luego, se sumergio 1 h en 10 mM de AgNO,,
seguido de dos lavados de agua durante 1 min.
Finalmente, el gel se reveld en una mezcla de
375 mM de NaOH y 2,3 mM de formaldehido.
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RESULTADOS

En el Cuadro 1 se presentan los resultados con
las diferentes pruebas a las cuales fueron some-
tidas las muestras, las que indicaron que en la
prueba de ARN de doble hebra y microscopio
electrénico no se encontraron organismos tipo
virus; esto sugiere que los virus no estarian in-
volucrados como causa de los sintomas obser-
vados en las plantas. Asimismo, los resultados
con la prueba de PCR utilizando partidores uni-
versales para la deteccion de fitoplasma también
fueron negativas, descartandose la presencia de
estos organismos como agentes causales. Sin
embargo, en forma consistente, las pruebas de
electroforésis de doble corrida parala deteccion
de viroides fueron positivas (Figura 2) en mues-
tras de olivos provenientes de Arica, Copiapd y
Santiago con sintomas de hojas encorvadas.
Estasreacciones fueronnegativas con seis mues-
tras colectadas en la zona central con ausencia
de sintomatologia. Este resultado, y la ausencia
de otros organismos tipo virus y fitoplasma, su-
gieren que el posible agente causal de los sin-
tomas que presentan las plantas podria ser un
viroide.

Cuadro 1. Reaccién de muestras de olivo con (Arica y Copiap6) y sin (Santiage) sintomas
de encorvamiento de hoja a las pruebas de ARN de doble hebra, electroforesis
de doble corrida, reaccién en cadena de la polimerasa y microscopia electrénica

Table 1. Reaction of olive samples with (Arica and Copiapd) and without (Santiago) sickle
leaf symptoms to double strand RNA, double run electrophoresis, polimerase
chain reaction and electron mycroscopy tests

Origen de las muestras’

Arica Copiapé Santiago

Prueba virologica Patégeno a detectar 1234 1234 1234
RNA de doble hebra virus - --- S .
Electroforesis doble corrida viroide ++++ ++++ -_—--
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fitoplasma ---- .- S
Microscopia electrénica virus S .- .-

!Cuatro muestras distintas por localidad.
+: reaccidn positiva.
- : reaccion negativa.
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Figura 2. Diferenciacién de viroides basados en electro-
foresis de doble corrida. Bandas 1, 2, 3 y 4
muestras de olivos con sintomas de encorva-
miento de hojas; banda 5 control sano.

Figure 2. Viroid detection by double run electrophoresis.
Band 1, 2, 3 and 4 olive samples with sickle
leaf symptoms; band 5 healthy control.

La ausencia de virus detectada en las plantas
infectadas, fue corroborada con la prueba ELISA
(Cuadro 2) a lo menos para 8 diferentes virus.
Todas las pruebas fueron negativas para los
virus CMV, ArMV, CLRV, SLRSV, RRSV,
Potyvirus en general y los nepovirus TomRSV

y GFLV. Asimismo, todas las transmisiones
mecanicas a hospederos diferenciales no mos-

traron transmision de agentes tipo virosos
(Cuadro 3).

DISCUSION

Ladisminucién parcial de crecimiento en plantas
de olivo, malformacidn de hojas y diferentes
grados de amarillez, se reconocen como de po-
sibleetiologia viral (Barba, 1993). Barba (1993)
menciona a SLRV, CLRV, CMV, Olive latent
virus 1 y 2 como presentes en olivos, pero a nin-
guno de ellos se les ha asociado a sintomas de-
terminados. Particularmente, el sintomade hoja
encorvada o “sickle leaf” fue descrito en Cali-
fornia en 1958 (Thomas, 1958), y estudiado
posteriormente por Waterworth y Monroe
(1975). Estos 0ltimos determinaron que el sinto-
ma es transmisible por injertacion a plantas sa-
nas. Esto descarta que esta malformacion se
deba a factores nutricionales, fisioldgicos u
otro orden. No obstante, dichos autores encon-
traron que el agente transmisible no es transmi-
tido mecanicamente a hospederos herbaceos, y
mediante microscopia electrénica no encontra-
ron virus o fitoplasmas involucrados en las
plantas afectadas. Los mismos autores no inves-
tigaron el factor viroide como posible causante
de los sintomas observados en las plantas.

Cuadro 2. Reaccion de muestras de olivos afectadas con encorvamiento de hojas en prueba ELISA
para 8 diferentes virus

Table 2. Reaction of olive samples affected with sickle leaf symptoms by ELISA
against 8 virus antiserum

Antisueros’

N° Muestra CMV ArMv CLRV

SLRSV

RRSYV POTYVIRUS TomRSV GFLV

BN =
'
1
[

'CMV: Cucumber mosaic virus; ArMV: Arabis mosaic virus: CLRV: Cherry leaf roll virus; SLRSV: Strawberry latent
ringspot virus; RRSV: Raspberry ringspot virus; TomRSV: Tomato ringspot virus; GFLV: Grape fan leaf virus.
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Cuadro 3. Reaccién de hospederos diferenciales a la infectacién con muestras de olivos afectados
con encorvamiento de hoja'

Table 3. Reaction of herbaceous hosts to the infection with olive samples affected
with sickle leaf symptoms

Muestra Nicotiana Nicotiana Nicotiana Chenopodium Chenopodium  Gomphrena
N° tabacum cleveelandi melagosiphum quiona amaranticolor globlosa
1 0/10 0/13 0/17 0/40 0/25 0/5
2 0/10 0/13 0/17 0/40 0/25 0/5
3 0/10 0/13 0/17 0/40 0/25 0/5
4 0/10 0/13 0/17 0/40 0/25 0/5

'Plantas con sintomas/Total plantas inoculadas.

La presente investigacion corrobora los resulta-
dos de Waterworth y Monroe (1975), en el sen-
tido de no encontrar elementos de juicio para
asociar los sintomas a virus o fitoplasmas. Me-
diante la prueba ELISA se cubrié un amplio
rango de virus pertenecientes a los grupo nepo-
virus, cucumbervirus y potyvirus. Con el fin de
ampliar mas el rango de deteccion de posibles
virus involucrados en los sintomas descritos se
utilizé la prueba de ARN de doble hebra que
cubre ladeteccion de lamayor parte de los virus
con ARN como 4cido nucleico. Todas las
pruebas resultaron negativas. Por otro lado, las
transmisiones a hospederos herbaceos que inclu-
yeron los tipicos hospederos de virus pertene-
cientes al grupo de nepovirus y que alcanzaron
a 6 especies y mas de 440 inoculaciones, en
ninguna planta se obtuvieron resultados positi-

vos. Sin embargo, los resultados presentados en
este trabajo y de acuerdo a las electroforesis de
doble corrida, sugieren que el posible agente
asociado a los sintomas de encorvamiento de
hojas en olivo podria ser un viroide.

CONCLUSIONES

Laausenciade organismos tipo virus, de acuerdo
a prueba de ARN de doble hebra, ELISA y
microscopia electrénica, ausencia de organis-
mos tipo fitoplasma, considerando la reaccion
negativa a PCR con partidores universales y los
resultados positivos a las pruebas de
electroforesis de doble hebra, sugieren una
asociacion de los sintomas de encorvamiento
foliar o “sickle leaf” en olivo a un organismo
tipo viroide.

RESUMEN

Muestras de plantas de olivo (Olea europaea
L.) provenientes de la zona norte y central de
Chile se sometieron a una serie de pruebas a fin
de establecer la naturaleza del posible agente
causal de la malformacién de hojas u hojas
encorvadas (“sickle leaf”). Las plantas se some-
tieron a la prueba de ARN de doble hebra, ELI-
SA, transmisién a plantas hospederas herbaceas
y microscopia electrénica para determinar la
presenciade virus, electroforesis de doble corri-

da para la deteccién de viroides y PCR para
identificar posibles fitoplasmas. Todas las prue-
bas demostraron la ausencia de organismos tipo
virusy fitoplasmas. Sélo se lograron resultados
positivos con la prueba de electroforesis de do-
ble corrida sugiriendo la presencia de viroides
en las plantas con sintomas de hojas encorvadas.

Palabras claves: Olea europaea, virus, fito-
plasma.
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