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1. I N T R O D U C C I 0 N. 

1.1 Importancia de la Virología Vegetal. 

Aún antes de que la naturaleza de los virus fuera deter-
minada, ya se conocía su carácter infeccioso. En 1886 el -
alemán Adolfo Mayer induce artificialmente la enfermedad del 
mosaico del tabaco al infectar con savia de plantas enfermas 
hojas de tabaco sanas, sin embargo atribuyó la causa de la 
enfermedad a una bacteria. Posteriormente un investigador 
ruso, Dmitri' Ivanowaki, en 1892 confirma la transmisión ex 
perimental de Mayer y además encuentra que el agente causal 
podía pasar a través de un filtro capaz de retener bacterias. 
No fué sino hasta 1898 que el holandés Martinus Beijerinck 
concluye que los experimentos de Ivanowski mostraban que el 
agente causal debía ser un nuevo tipo de agente infeccioso 
de características especiales. En el mismo año Loeffler y 
Prosch demuestran que la enfermedad del hocico y pies del ga 
nado era causado por un agente filtrable. Las investigacio-
nes quedaron latentes hasta la década de los treintas cuando 
comienza una serie de experimentos que aportan importantes 
conocimientos sobre los virus de plantas ( Gibbs y Harrison, 
1976). 

Durante aproximadamente 15 años el estudio de los virus 
de plantas, animales y bacterias se desarrolló de manera in 
dependiente. Actualmente los conocimientos adquiridos sobre 
virus muestran que muchos principios fundamentales en la re-
plicación viral son los mismos, diferenciándose muy particu-
larmente dependiendo del virus y.de la permisibilidad de la 
célula a la que infecta en condiciones especificas. 
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Es fácil comprender que la investigación sobre virus que 
infectan animales y particularmente al hombre, ha tenido un 
gran avance por su importancia en el campo de la salud. 
Por otro lado en lo que concierne a los bacteriófagos puede 
decirse que su estudio ha avanzado enormemente por la faci-
lidad de disponer de gran cantidad de material biológico en 
un tiempo corto, 'a tal grado que los hallazgos encontrados 
han aportado importantes conocimientos en Biología Molecular, 
Genética y en Bioquímica en general. 

El estudio de loa virus de plantas no es menos relevante. 
A grandes rasgos puede decirse que su importancia radica en 
dos aspectos generales: 

a) Su estudio conduce a conocer los métodos de control 
y prevención de las pérdidas de las cosechas infectadas por 
virus. Existen grandes pérdidas a nivel mundial: en Brasil 
el 75S de los árboles de cítricos se perdieron a causa del 
virus de la tristeza transmitido por áfidos; en Ghana más de 
100 millones de árboles de cacao tuvieron que ser cortados 
en 1945 como medida preventiva contra la diseminación del vi 
rus del cacao; existen pérdidas del 10 al 15S de la produc-
ción.de uva para vino por planta en todo el mundo; el trigo, 
la cebada y la avena se infectan por el virus de la cebada 
amarilla; en México actualmente la papa se ataca principal-
mente por el virus Y y el virus X causando una disminución 
del rendimiento en un 50 y 80%; asimismo se han hecho estu-
dios para mejorar la producción de fresa y clavel ( Villa-
lobos, 1980). En el estado de Hidalgo existe un problema 
en el mercado del jitomate a causa de una infección varal. 
( Martínez, J. y Galindo, A. 1974). 
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b) El otro aspecto de la importancia del estudio de los 
virus de plantas estriba en que proporciona información so-
bre los mecanismos de infección y replicación virales, so--
bre las propiedades de las proteínas y ácidos nucleicos in-
volucrados en la replicación. Evidentemente el conocimiento 
de la Biología Molecular de los virus de plantas ayudará a 
entender y mejorar las formas de control de plagas que se 
usan actualmente, tales como la quimioterapia, la termotera-
pia y el control de vectores; asimismo ayudará a establecer 
la forma de controlar y prevenir las enfermedades aún perma-
nece sin control. Por otro lado se podrá establecer la forma 
de tratamiento para las plantas una vez que la infección se 
ha establecido. Finalmente el estudio de la Biología Molecu-

lar de los virus de plantas aportará importantes conocimien-
tos de la función genética, la regulación metabólica y de la 
fisiología celular de las plantas. 

1.2 Uso del Cultivo de Tejidos en 
Virología Vegetal. 

La multiplicación viral es un proceso complejo constituí 
do por muchos eventos celulares elementales por lo que la se 
lección de un modelo virus-célula técnicamente adecuado es 
fundamental para el avance en el conocimiento en este campo. 
Los estudios en Virología Vegetal se han visto limitados 
debido a que la infección usando plantas completas presenta 
problemas en cuanto a que la infección no'es sincrónica, que 
exista una gran variedad biológica de cada planta empleada, 
el probable riesgo de contaminación con otros virus y que 
además se requiere de períodos de tiempo largos para obser-
var los efectos de la infección ( Lozoya, G., 1980). 



El empleo del cultivo .gin vítko de células vegetales 
proporciona material biológico suficiente y disponible en 
cualquier época del año, libre de contaminaciones. 

Se ha reportado el empleo de cultivo de células de taba 
co para estudios de infección del virus del mosaico del ta-
baco ( TMV ) de manera eficiente ( Murakishi et al., 1971). 
Sin embargo la presencia de pared celular dificulta enorme 
mente la infección, a tal grado que se requieren condiciones 
de infección drásticas como lo son el empleo de grandes can-
tidades de virus, daño mecánico a la pared celular y agita-
ción violenta de las células ( Zaitlen, M. y Beachy, 1974). 

1.3 Importancia del Uso de Protoplastos en 
Virología Vegetal. 

El empleo de células libres de la pared celular ( proto 
plastos), proporciona un buen sistema para estudios de in-
fección viral, ya que se logra una infección sincrónica li-
bre de contaminaciones y se requiere de tiempos cortos para 
observar los efectos de la infección. En 1969 Otsuki y --
Takebe infectaron protoplastos de hoja de tabaco con TMV en 
presencia de poliornitina, logrando un alto porcentaje de in 
Lección ( Otzuki, Y., Takebe, I. 1969). Este tipo de expe-
rimentos ha aumentado desde ese año aportando importantes re 
multados a diferentes aspectos de la replicación viral tales 
como la infección mdltiple, la susceptibilidad a la infec-
ción, la especificidad por receptores membranales y de algu-
nos aspectos de la bioquímica de la replicación (Rottier, P. 

1980) (Takebe, I. 1977). 
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS. 

2.1 Origen del estudio del Virus Pinto del 
Jitomate (VPJ). 

En la región de Actopan, Hidalgo, existen grandes exten-
siones de cultivos de jitomate afectados por uan enfermedad 
viral caracterizada por la aparición de manchas amarillas en 
el fruto de la planta, lo cual disminuye su valor comercial 
hasta en un 30% y puede producir pérdidas que van del 5 al 
85% por parcela cultivada. 

En trabajo previo ( Martínez, A. , Galindo A. y Rodríguez 
M. 1974), aislaron el virus causante de la enfermedad deter-
minando que éste tiene una forma icosahddrica y un tamaño de 
28 nm determinados por microscola electrónica. Asi mismo re 
portaron el punto de dilución final, el rango de hospedantes 
y una reacción cruzada de tipo serol6g1co con el Tamato Saáhy 
Stant Víltue (TBSV), concluyendo que el VPJ era una cepa del 
TBSV. 

2.2 Caracterización Bioqufmca del VPJ. 

En otros estudios Quintero y colaboradores iniciaron un 
proyecto sobre virus de plantas empleando protoplastos ais-
lados de cultivo de tejidos como sistema de infección. Con 
este propósito se empezó al estudio del VPJ caracterizándolo 
bioquimicamente ( Lozoya, G., 1980), encontrando que la par-
tícula tiene un coeficiente de sedimentación observado de----
107s, un contenido de RNA del 16% y un contenido de protei-
nes del 844 , una relación de absorbancias a 260 nm y a 280 
nm igual a 1.62 y una subunidad protéica de 3.9 X 104d de 
peso molecular determinado por electroforésis en geles de po 
liacrilamida-SDS. Corroboraron por microscopfa electrónica 
la forma ícosahédrica de la partícula encontrando un tamaño 

de 26 nm. 
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2.3 Infección Viral en Sistema de 
Protoplastos - virus. 

• 
Se estableció el cultivo a vítho de células de jitomate 

eLycopeheícom e4cutentum ) para estudios de infección viral 
(Jofre, A., 1976). Asi mismo se estableció la metodología 
para el aislamiento de protoplastos a partir de plantas supe 
riores ( Arias, R., 1977) y a partir de cultivo de células 
de jitomate ( Soriano, G. 1977). 

J. Soriano demostró que protoplastos aislados de cultivos 
en suspensión de células de jitomate en la fase estacionaria 
se infectaron con el VPJ obteniéndose aproximadamente 30 
de infección, determinada por la técnica de inmunofluorescen 
cia directa ( Soriano, G. y Quintero R. 1978). 

2.4 Microscopia Electrónica de la 
Infección de protoplastos de 
jitomate por VPJ. 

Estudios realizados por J. Alvarez y colaboradores (es-
crito en preparación) muestran'que se producen alteraciones 
morfológicas en protoplastos de jitomate a causa de la infec 
ción del VPJ. Estas alteraciones se observan a las 24 hrs. 
postinfección. En células infectadas se produce la apari-
ción de vacuolas pinocIticas, cuerpos cristalinos en el ci-
toplasma y cuerpos paracristalinos dentro de las mitocondrias. 

2.5 Traducción Lo vít,co del RNA del VPJ. 

Trabajos realizados por A. Quintero (escrito en prepara-
ción), muestran que el RNA del VPJ aislado y purificado, tra 

duce eficientemente empleando el sistema de reticulocitos de 
conejo obteniéndose por lo menos 5 proteínas principales del 
virus, identificadas por electroforésis en gel de acrilamida 

y fluorografia. 



OBJETIVOS 

El empleo de precursores radioactivos es muy útil en es-
tudios de replicación viral, ya que permite obtener macromo-
léculas virales sintetizadas de novo que pueden identificar-
se en pequeñas cantidades, además pueden realizarse estudios 
de la cinética de la síntesis de estas moléculas. Por otro 
lado, la irradiación con luz ultravioleta ha sido empleada 
para estudiar los mecanismos de replicación de los virus, ya 
que la irradiación abate la síntesis de macromoléculas celu-
lares por lo que pueden detectarse con mayor facilidad las 
macromoléculas virales. Además la infección en células irra 
diadas puede poner de manifiesto la participación del genoma 
celular en el mecanismo de replicación en el sentido de que el 
daño sobre el DNA celular resulte en cambios moleculares tales 
que permitan o inhiban la replicación (Day, R. y Muel, B.1974) 
(Sakai, F. y Takebe, I. 1974) (Maekawa, K., Furusawa, I. y - 
Okuno, T. 1981). 

Con base en lo expuesto anteriormente, en el presente 
trabajo se plantean loa siguientes objetivos: 

- Estudiar la incorporación de aminoacidos-14C y de uri-
dina-3H en protoplastos, aislados de cultivo de células de 
jitomate sanos y en presencia del VPJ. 

- Estudiar el efecto de la irradiación ultravioleta so-
bre la incorporación de aminoacidos-14C y uridina-3H en pro-
toplastos de jitomate sanos y en presencia del VPJ. Se plan 
tea el hecho de que la infección induce un incremento en la 
incorporación de estos precursores en protoplastos abatidos 
en su metabolismo por la irradiación W. 
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3. PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 Materiales y Metodología. 

3.1.1 	Reactivos. 

Tris (hidroximetilaminometano) (Merck); 2-mercaptoetanol 

(Merck); cloroformo (Merck); nButanol (Merck); sacarosa (J.T. 

Baker); Acido 2,4-diclorofenoxiacético (Merck); 6-Bencilade-

mina (Sigma); D(-)manitol (Merck); Celulasa "Onosuka" R-10 

(Kinki Yakult MFG Co. Ltd.); Macerozima (pectinasa) R-10 

(Kinki Yakult MFG Co. Ltd.); Blanco de Calcofluor ABT solu-

ción (Cynamid); Azul de Triplano (Sigma); Hidrolizado de ca-

seína (Sigma); Glucosa (Merck); Poliornitina (Sigma); Uridina 

5,6-3H 46 Ci/mmol en solución acuosa de concnetración 1mCi/m1 

(Amersham); Mezcla de aminoacidos-u14  -C en solución acuosa y 

etanol al 2% de concentración 50 uCi/m1 (Amersham); Uridina 

(Sigma); RNA de lavadura ( Tomaa 4pjtipo 11-5 y 854 pura 

(sal sódica) (Sigma); Ovoalbámina (Sigma); Acido Tricloro 

acético (Merck); Agar-agar para medios de cultivo (Merck); 

Dodecil ;Alifato de sodio (SDS) (Sigma); POPPOP (1,4-bis 2-

(5-feniloxozolil) - benceno) (Sigma); PPO (2,5-difeniloxa-

zol). (Sigma); Tolueno (J.T. Baker); Glicina (Merck); m-Inosi 

tol (Fluka AG. Buche SG); Acido nicotínico (Merck); Pirido-

xina -HC1 (Merck); Tiamina -HC1 (Matheson Coleman & Bell). 

Todos los reactivos empleados son grado r.a. Todas las 

sales inorgánicas empleadas son grado r. a. 

8 
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3.1.2 	Soluciones y Medios de Cultivo. 

- Soluciones para la preparación de medio de cultivo  
para células de jitomate: 

Solución 1 	gramos: 

NH4NO3 	 16.5 

KNO3 	 19.0 

KH2PO4 	 1.7 

MgSO4.7H20 	 3.7 

H2O cbp 	 1000 ml 

Solución 2 

CaC12.2H2O 	11.0 

H2O cbp 	 250 ml 

So_ loción 2 
FeS04.7H2O 

EDTANa2 
H20  cbp 

Solución 4 

HBO2 
MnS04.H2O 

ZnS04.4H2O 

KI 

* Stock A 

2O cbp 

0.6950 

0.9325 

250 ml 

0.1550 

0.5575 

0.2075 

0.0207 

2.5 ml 

250 ml 
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Solución 5 gramos: 

Glicina 0.0500 

Inositol 2.5000 

Ac. Nicotinico 0.0125 

Piridoxina-HCL 0.0125 

Tiamina 0.0025 

H20 	cbp 250 	ml 

* Stock A 

NaMo04.2H20 0.5250 

CuS04.5H2O 0.0525 

CoC12.6H20 0.0525 

H2O cbp 250 	ml 

- Soluciones para la extracción y purificacion del VPJ. 

Amortiguador TNS 8.0 y TNS 7.6 

Tris 0.01 M, NaC1 0.05 M, manitol 0.6 M, pH=7.6 y 

pH=8.0. 

Sacarosa al 20% y al 40%. 

Sacarosa en TNS 7.6 

Soluciones para el aislamiento de los protoplastos. 

Amortiguador PBS 5.6 

Fosfatos 0.1M, manitol 0.6 M pH=5.6 

Solución enzimAtica. 

Celulasa al 3.5% y macerozima al 0.5% en PBS 5.6 
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Solución de Sacarosa al 21% 
Sacarosa en PBS 5.6 o TNS 7.6 

Soluciones para la determinación de la via- 
lidad y de la pared celular. 

Azul de tripano 

Azul de tripano al 0.5% en PBS 5.6 o TNS 
7.6 

Blanco de Calcofluor al 0.1% v/v 
0.01 ml de la solución comercial en 10 ml 
de TNS 7.6. 

- Soluciones para la medición de la incorpora-
ción a macromoléculas. 

Hidrolizado de caseina al 10% en NaOH 0.5N 
Uridina al 10% en NaOH 0.5N 
RNA de levadura al 1%. 
Ovoalbdmina al 1%. 
TCA al 5% frío. 
Etanol al 70% frío. 
Liquido de centelleo 
PPO al 0.5% y POPPOP al 0.03% en tolueno. 

- Medio D6B8 para el cultivo de células de ji- 
tomate : 

Medio basal MiS ( Murashige y Skoog, 1962): 
100 ml de la solución 1, 10 ml de las solu-
ciones 2, 3, 4 y 5 ; 1 ml de ácido 2,4-di-
clorofenoxiacético 10-3M: 1 ml de 6-bencila 
denina 10-5M; 30 g de sacarosa y H2O cbp 
100 ml. El pH final se ajusta a 5.6. El 
medio sólido se prepara añadiendo agar a 
una concentración final del 1%. 
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Medio M9  para control bacteriano. 
Hidrolizado de caseina al 20% 
glucosa al 40% 
Sulfato de magnesio 0.1 M 
Cloruro de Calcio 0.01 M 

*Solución X 
H2O cbp 

50 ml 
10 ml 
10 ml 
10 ml 

100 ml 
1000 ml 

*Solución X: 
Na2HPO4 	 70 g 
KH2PO4 	 30 g 
NaC1 	 5 g 
NH4C1 	 10 g 
H20 cbp 	 1000 ml 

Se ajusta el pH a 7.0. Se agrega agar a una 
concentración final del 1%. 

NOTA: Todos los medios de cultivo se esterilizan 
en autoclave a 15 lb de presión durante 15 minutos. 

3.1.3 Material Biológico. 

Jitomate infectado colectado en la región de Chica-
vasco, estado de Hidalgo, y mantenido en congelación 
a -20°C. 
Cultivo de células de jitomate (L. e4cutentum ) va-
riedad Mill ~otead 24 ( Pronase). La linea celu-
lar es estable y es cultivada en medio D6B8  liquido 
y en base sólida a 30°C y en presencia de luz blanca 

(1300 luxes ). 
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3.1.4 Determinación del ciclo de crecimiento de las células  
de jitomate. 

El ciclo de crecimiento del cultivo en medio D6B8 li-
quido se determina de la siguiente manera: 

Un lote de 15 matraces Erlen Meyer de 250 ml de capa-
cidad conteniendo 50 ml de medio de cultivo, se inoculan con 
1 ml de paquete celular por matraz proveniente de un cultivo 
en suspensión. Los matraces se incuban con agitación ( apro 
ximadamente 150 rpm) a temperatura ambiente. Se mide el pa-
quete celular, el peso fresco celular y el peso seco celular 
después de 0, 7, 10, 14, 18 y 21 días de crecimiento. El -
paquete celular se mide en tubos cónicos graduados centrifu-
gando a una velocidad de 3000 rpm durante 10 minutos en una 
centrífuga clínica. El peso fresco se determina eliminando 
el exceso de medio de cultivo del paquete celular y pesando 
en una balanza analítica. El peso seco se determina secando 
las células a 60°C durante 15 minutos. Una vez secas se pe-
san en una balanza analítica. Para las determinaciones se 
usa todo el contenido celular de cada matraz. 

El ciclo de crecimiento del cultivo crecido en medio 
D6B8 sólido se determina de la siguiente manera: 

Un lote de 24 frascos conteniendo 30 ml de medio de 
Cultivo, Se inoculan con 3 gramos de células por matraz pro 
venientes de un cultivo de 15 días de edad. Loas frascos se 
Incuban a 30°C en presencia de luz blanca El peso fresco 
celular y el peso seco celular se miden después de 0, 3, 5, 
7,10, 17, 19, 22 y 26 días de crecimiento. La determinación 
del peso fresco y del peso seco se realizan de la misma for-
ma descrita en el párrafo anterior. 
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La inoculación de los matraces se realiza en una - -
campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad. Las 
determinaciones se efectuan por lo menos por triplicado. 

3.1.5 Extracción y purificación del VPJ. 

El método de extracción y purificación empleado fue el 
'reportado por Lozoya ( Lozoya, G. 1980) en el cual se extrae 
la partícula por medio de ultracentrifugaciones diferenciales 
y se purifica utilizando un gradiente de sacarosa. La secuen 
cia de la extracción y purificación se muestra en el figura 1. 

3.1.6 Aislamiento de protoplastos de células de jitomate. 

El método empleado fuá una modificación del propuesto 
por J. Soriano ( Soriano, G. 1977) en el cual se degrado la 
pared celular enzimáticamente en un medio de isotonicidad -
adecuada. 

El método modificado que se empleó fuá el siguiente: 
Aproximadamente 10 ml de paquete celular o 7 g. de 

células, se colocan en un matraz que contiene 50 ml de solu-
ción enzimática, la cual se centrifuga previamente durante 
20 minutos a 3500 rpm en una centrífuga clínica. Posterior-
mente la 'solución se esteriliza por filtración con filtros 
Millipore de 0.45 micras tipo HA. La suspensión celular se 
incuba a 25°C y a 120 rpm durante 12 horas. Después de ese 
tiempo se filtra la suspensión; primero a través de una malla 

de nylon con un poro de 143 micras y después por otra de 62 
micras, ambas colocadas en un equipo de filtración Millipore. 
El filtrado se centrifuga a 1200 rpm durante 10 minutos. 

Después los protoplastos flotan y se colectan. Se elimina 
la solución enximática y la pastilla formada en el fondo del 



CENTRIFUGACION A 29000 RPM DURANTE 20 -
MINUTOS. 

SOBRENADANTE 

HOMOGENEIZACION DEL TEJIDO EN AMORTIGUADOR 
TNS 8.0 EN PRESENCIA DE 35 mM DE 2-MERCAP-
TOETANOL. 

1 
ADICION DE CLOROFORMO-BUTANOL 1:1 AL 85 S 
DEL VOLUMEN TOTAL. DEJAR REPOSAR DURANTE 
TODA LA NOCHE. 

FILTRACION POR GASA Y CENTRIFUGACION A 
3000 RPM DURANTE 10 MINUTOS. 

1 	 

 

SEDIMENTO 

 

CENTRIFUGACION A 8000 RPM DURANTE 20 - 

 

MINUTOS. 

E 	 

 

SEDIMENTO 

  

15 

RESUSPENSION EN 2 ml DE AMORTIGUADOR 
TNS 7.6 
	

1 
PURIFICACION POR GRADIENTE DE SACAROSA 
20 - 50 EN TNS 7.6 A 24000 RPM DURAN 
TE 4 HRS. 

FIGURA 1) 
Esquema de extracción y purificación del 
VPJ ( Lozoya, G. 1980). Todas las mani-
pulaciones se realizan a 4°C. 
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tubo también se colecta. Ambas fracciones: los protoplastos 
colectados por flotación y los de la pastilla formada, se. -
resuspenden en 10 mililitros de la solución de sacarosa al 
21% y se centrifugan a 800 rpm durante 10 minutos. Se colec 
ta la pastilla flotante formada principalmente por protoplas-
tos puros. Las células obtenidas se lavan tres veces con - -
amortiguador o medio de cultivo por medio de centrifugaciones 
a 800 rpm durante 10 minutos. Después del último lavado se 
resuspenden las células en 10 ml de amortiguador TNS 7.6. El 
número de protoplastos por mililitro se determina en una hema 

tociteknetro. 

3.1.7 Determinación de la viabilidad y de la pared celular. 

Para determinar la viabilidad de los protoplastos ais-
lados se emplea la técnica basada en la exclusión del azul de 
tripano ( Kanai, A. y Edwards, G. 1973). Para ello se coloca 
una gota de Azul de tripano al 0.5% y una gota de la suspen-
sión de protoplastos sobre un portaobjetos mezclándose suave-
mente. DespuéS de 2 minutos se observa al microscopio, las 

células dañadas aparecen teñidas de azul. 

Para determinar la pared celular remanente en los pro-
toplastos se emplea la técnica de tinción con blanco de calco 
fluor ( Nagata, T. y Takebe, I. 1970). La solución de blanco 

de calcofluor se prepara al momento de usarse. Volúmenes 
iguales de la suspensión de protoplastos y de la solución de 
calcofluor se mezclan suavemente dejándose reposar durante 15 
minutos. Después de ese tiempo se elimina el exceso de calco 

fluor por medio de tres lavados. Después del último lavado 
los protoplastos se resuspenden en un volumen de 0.5 ml de 
amortiguador. Las células se observan en un microscopio de 
fluorescencia. En este trabajo se usó un microscopio marca 
Olympus 888 con lámpara para epifluorescencia, un filtro exi- 
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tador tipo UG 1, un filtro de barrera tipo 0-530 y un espejo 
dicroico tipo U. En estas condiciones la pared celular se -
tiñe de color azul-verdoso intenso. 

3.1.8 Control de la contaminación bacteriana. 

A todos los experimentos llevados a cabo con las célu 
las se les hace un control para detectar la contaminación --
bacteriana por medio de frotis directo y tinción al Gram así 
como por medio de la siembra en el medio M9  sólido en cajas 

de Petri. Las cajas se incuban a 35°C durante 48 hrs. y pos 
teriormente durante 72 hrs. a 25 °C. Todas las muestras que 

presenten contaminación se desechan 

3.1.9 Irradiación con luz ultravioleta. 

Los experimentos de irradiación con luz ultravioleta 
se efectuan utilizando una lámpara germicida de 15V marca - 
Sylvania G15T18. La lámpara se estabiliza previamente duran 

te 20 minutos controlando el voltaje por medio de un regula-
dor comercial. En todos los experimentos se irradian alicuo 
tes de 2 ml de la suspensión de protoplastos en cajas de -
Petri de 5 cm de diámetro abiertas y a una distancia de 8 cm. 
La irradiación se efectua en una campana de flujo laminar en 

condiciones de esterilidad. 

3.1.10 Inoculación y Cultivo de loa Protoplastos. 

Los experimentos de inoculación y cultivo se realizan 

con suspensiones de protoplastos a una densidad entre 1x105 y 

5x105 protoplastos/ml en diferentes medios de cultivo. 
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La infección se efectúa con el inóculo de virus en medio MIS 

5.6 o TNS 7.6 dependiendo del experimento a realizar. Se agre 

ga poliornitina (PLO) al medio de infección a una concentra-

ción final de lug/ml. Se agrega la mezcla de aminoacidos-14C 
a una dosis final de 5 uCi/m1 6 la solución de uridina-3H a 

una dosis final entre 50 y 100 uCi/ml. Se completa a 0.5 ml 

con amoriguador y se incuban las muestras a 30°C en presencia 

de luz blanca en todos los experimentos realizados. Se agita 

con suavidad ocasionalmente. Los tubos se mantienen en hielo 

durante las manipulaciones y dentro de una campana de flujo 

laminar en condiciones de esterilidad. 

3.1.11 Determinación de la incorporación de los precursores  

radiactivos a las proteínas y al RNA. 

La técnica empleada se basa en el método reportado por 

Kennell ( Kennell, D. 1976) el cual emplea la precipitación 

de las macromoléculas con ácido tricloroacético y su separa-

ción por medio de filtros de fibra de vidrio. 

Para detener la reacción, se agrega a los tubos de in-

cubación 10 ul de una solución al 10% de hidrolizado de cases 

na en NaOH 0.5N 6 10 ul de una solución de uridina fría, de-

pendiendo del precursor radioactivo que se emplea en los ex-

perimentos de incorporación. Se agita vigorosamente y se to-

man alícuotas de 200 ul, las cuales se colocan en tubos que 

contienen 100 ul de una solución de RNA al 1% 6 100 ul de una 

solución de ovoalbdmina al 1%, éstos son usados como acarrea-

dores. Inmediatamente se agregan 5 ml de TCA al 5% frío. Se 

agita vigorosamente y se filtra a través de filtros de fibra 

de vidrio tipo 934AH marca Whatman Inc. de 2.4 cm. de diáme-

tro. Se enjuagan los tubos con TCA al 5% para arrastrar las 

macromoléculas precipitadas adheridas a las paredes. Se lava 

el precipitado con 20 ml de TCA y posteriormente con 10 ml de 
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etanol al 70%. Los filtros con el precipitado se secan en 
una estufa a 60°C durante 10 minutos. Una vez que los fil-
tros estan completamente secos, se introducen en viales que 
contienen 5 ml de solución de liquido de centelleo. Se cuen 
ta en un contador de centelleo liquido modelo Packard Tri-
Carb 3255 durante 5 minutos. Los tubos se mantienen en hielo 
durante las manipulaciones. Todos los experimentos se rea-

lizan por lo menos por duplicado. 
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3.2 	Resultados y Discuci6n. 

3.2.1 Curvas de crecimiento de células de jitomate. 

Con el fin de determinar con precisión la edad de las 

células del cultivo émpleado para el aislamiento de los proto 

plastos durante los estudios de infección y de la incorpora-

ción, se determinaron las curvas de crecimiento del cultivo 

en medio D688. 

En la tabla 1 se muestra el crecimiento celular medido 

como paquete celular, peso fresco y peso seco durante diferen 

tes días de crecimiento de las células en medio D
68 líquido. 

Los resultados se muestran en las gráficas 1, 2 y 3 . 

En la tabla 2 se muestra el crecimiento del cultivo 

medido como peso fresco y peso seco durante varios días de 

crecimiento de las células en medio D688 sólido. Los resul4 

tados se muestran en las gráficas 4 y 5. 

De las curvas "mostradas puede observarse que la fase 

estacionaria comienza aproximadamente a los 14 días de crecí 

miento. De los tres criterios utilizados la determinación -

del peso fresco como parámetro de medición del crecimiento 

celular, es menos preciso que los otros. La imprecisión se 

debe a que la eliminación del agua del medio de cultivo no es 

uniforme. Debe hacerse notar que las variaciónes:en_Aluantó 

a la cantidad de in6culo y la cantidad de medio de cultivo 

pueden conducir a un desfasamiento del ciclo de crecimiento, 

por lo que debe inocularse siempre con la misma cantidad de 

celulas o -e incubarse en las mismas condiciones. 

3.2.2 Extracción y Purificación del VPJ. 

Las extracciones se llevaron a cabo de acuerdo a la 

técnica descrita. 



TABLA 1) Medición del ciclo de crecimiento de células de 
jitomate en medio D6B8  liquido. 

días de 	paquete celular 	peso fresco peso seco 

crecimiento 	( ml ) 
	

( g ) 
	

( g ) 

0 1.00 0.087 0.020 

7 10.33 ± - 0.58 6.55 ± 0.60 0.24 + - 0.00 

10 26.33 ± - 0.58 13.26 ± 1.37 0.66 ± 0.03 

14 40.66 + - 1.53 21.69 ± 1.89 0.93 - + 0.03 

18 32.00 ± 0.00 ± 32.43 	3.45 ± 0.95 	0...,03 

21 41.33 - + 1.52 30.86 t 0.67 0.88 t 0.06 

Los resultados son el promedio de tres determinaciones 

± 1 desviación estándar. 
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GRAFICA 1 ) Medición del crecimiento como paquete 

celular en función de los días de incubación de cé 

dulas de jitomate en medio D6138  liquido. 
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GRAPICA 2) Medición del crecimiento como peso fresco 

en función de los días de incubación en medio D6B8. 

liquido. 
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FIGURA 3. Medición del crecimiento como peso 

seco en función de los días de incubación de 

células de jitomate en medio D6138  líquido. 



TABLA 2) Medición del ciclo de crecimiento de células de 
jitomate en medio D6B8  sólido. 

días de 
crecimiento 

0 

peso fresco 
( 	g 	) 

3.00 

peso seco 
( 	g 	) 

0.0817 
3 3.79 ± 0.81 0.10 ±'0.02 
5 5.67 ± 1.23 
7 5.17 ± 1.31 0.21 + - 0.02 

10 8.67 ± 0.97 0.31 ± - 0.01 
17 14.19 ± 1.95 0.50 ± 0.06 
19 19.72 ± 0.20 0.52 ±  0.05 
22 20.38 - + 1.95 
26 21.39 ± 0.86 

Los resultados son el promedio de tres determinaciones 

± 1 desviación estándar. 
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GRAPICA 4) Medición del crecimiento como peso 

fresco en función de los días de incubación 

de células de jitomate en medio D6B8  sólido. 
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GRAFICA 5) Medici6n del crecimiento como peso 
seco en función de los días de incubación de 
células de jitomate en medio D6138  sólido. 
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La purificación se realizó empleando un gradiente de sacarosa 

de 20 a 40% de acuerdo a la modificación hecha por J. Soriano 

(Soriano, G. 1978), ya que con este gradiente se logra una -

separación más eficiente entre el VPJ y el TMV, el cual acompa 

ña como contaminante al VPJ durante la infección. 

A las muestras de virus extraído y purificado se les 

determinó su absorbancia a 260 nm y a 280 nm tomando como cri 

terco de pureza la relación de absorbancia 260/280 igual a -

1.62 t 0.75 . Se les hicieron pruebas de inmunodifusión en 

presencia de SDS a una concentración final de 0.1% obtenién-

dose una sola banda de precipitación después de 24 hrs. de 

incubación a 35°C . Para las pruebas de inmunodifusión se 

emplearon anticuerpos inducidos en conejos. 

3.2.3 Aislamiento de Protoplastos. 

El aislamiento de los protoplastos se llevó a cabo de 

acuerdo a la técnica descrita en la sección 3.1.6. El tiempo 

de maceración de 12 hrs. fué suficiente para digerir comple-

tamente la pared celular adn cuando se partió de cultivos s6 

lidos para el aislamiento. Con el método empleado se obtu-

vieron en promedio 15 ml de suspensión de protoplastos de -

una.densidad entre 1 y 3 x 105 células/ml. 

La figura 2 muestra una microfotografía de protoplas-

tos purificados por flotación en una solución de sacarosa al 

21%. 

3.2.4 Determinación de la viabilidad de los protoplastos y  

de la presencia de pared celular. 

Aunque existen diversos métodos para determinar la 

viabilidad de los protoplastos( Arias, R. 1977), el empleo 



FIGURA 2) Microfotografía de protoplastos de jitomate 

purificados por flotación con sacarosa al 21%. 

Objetivo: Plan 10/0.25 F. 

Escala de reproducción : 1:160. 
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de colorantes vitales es rápido y sencillo, además determina 
sin ambiguedades la viabilidad de las células. Las suspensio 
nes de protoplastos obtenidas presentaron un promedio de 90 
a 98% de células viables. Se desecharon aquellas muestras 
que presentaron un porciento de viabilidad menor. 

Las figuras 3 y 3a. muestran micorfotograffas de pro-
toplastos viables y dañados. En estas fotografías se obser-
van las células dañadas más obscuras con respecto a las cé-
lulas viables. No se aprecia la coloración azul con claridad 
debido a la técnica de fotografiado. 

En la figura 4 se muestra la presencia de pared celular 
por tinci6n con el blanco de calcofluor, en ella puede obser-
varse al centro un,protoplasto con restos de pared celular te-
ñida de azul-verdoso intenso, también puede observarse alrede-
dor varios protoplastos sin pared celular teñidos ligeramente 
de azul. Todas las suspensiones de células obtenidas presen-
taron un máximo del 10% de células con vestigios de pared ce-

lular. 

3.2.5 Incorporación de precursores radiactivos. 

a) Cinética de incorporación de aminoacidos-14C y de 

uridina-3H en diferentes medios de infección. 
Se determinaron las velocidades de incorporación de -

los materiales radiactivos en protoplastos aislados de un -

cultivo de 14 días de edad. Un lote de células se incubaron 

en el medio D6B8 , otro lote se incubo en el medio TNS 7.6 y 

otro lote en el medio PBS 5.6, todos en presencia de aminoa-

cidos-14C (aa-
14C) 6 uridina-3H (U-3H), dependiendo del ex-

perimento. La incorporación se midió después de 4,6,9,20,24 
30 y 43 hrs. de incubación a 30°C y en presencia de luz blan 
ca para ambos precursores. Los resultados se muestran en las 

tablas 3 y 4, así como en las gráficas 6 y 7. 



FIGURA 3) Microfotografía de protoplastos teñidos 

con azul de tripano. Se observa al centro una cé 

lula dañada teñida de color obscuro y tres célu-

las viables no teñidas. 

Objetivo: Plan Apo 20 F 0.65-017 

Escala de reproducción : 1:346. 
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FIGURA 3a) Microfotografía de protoplastos teñidos 

con azul de tripano. Se observan dos células daña 

das teñidas de obscuro en el núcleo y tres células 
viables no teñidas. 

Objetivo: Plan Apo 20 F 0.65-0.17. 

Escla de reproducción : 1:346. 
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FIGURA 4) Microfotografía de la presencia de pared celular 

teñida con blanco de calcofluor. Se observa al centro una 

célula con la pared celular teñida de azul-verdoso brillan 

te y alrededor se observan células sin pared ligeramente 

teñidas de azul. 

Microscopio: Olympus BHB/Epifluorescencia. 

Objetivo 	: Apo 40/1 F 

Filtro exitador UG-1; Filtro de barrera 0-530; 

Espejo dicroico U. 

Escala de reproducción : 1:533. 
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TABLA 3) Cinética de incorporación de aminoacidos radioac 
tivos a protoplastos 

infección. 

incubados en 3 diferentes medios 	de 

C 	P 	M 
Tiempo de 
incúbación(hrs) 

4 

PBS 5.6 

972.9 

TNS 	7.6 

150.6 

D6B8 

3240.0 
6 2312.4 1197.3 5464.0 
9 4943.0 1958.0 7262.1 

20 9769.0 4768.7 15807.5 
24 10511.5 5976.0 23642.0 
43 - 

MI 	411. ea. 
	- - 41285.0 

Los resultados son promedio de cuatro determinaciones. 
El experimento se realizó por duplicado. 



TABLA 4) Cinética de incorporación de uridina tritiada a 
protoplastos de jitomate incubados en tres diferentes me-
dios de infecci8n. 

Tiempo de 
Incubación 

C P 	M 

PBS 5.6 
(hrs) 

TNS 7.6 D6B8 

4 1164.5 1078.7 1524.6 
6 1243.6 1967.3 
9 1703.0 1506.2 MOB 	011. 	•01 

19 3150.1 2250.3 3937.0 
24 3457.4 2962.0 4280.1 
30 I» 

	-
MI. 3669.8 5096.6 

43 5091.0 4446.3 5891.0 

Los resultados son promedio de cuatro determinaciones. 
El experimento se realiz8 por duplicado. 
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GRÁFICA 6) Cinética de incorporación de amino-
acidos-14C a protoplastos de jitomate en tres 
diferentes medios de infección. 
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GRAFICA 7) Cinética de incorporación de uridina-3H 
a protoplastos de jitomate en tres diferentes me- 
dios de infección. 
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De los resultados obtenidos mostrados en las gráficas 
6 y 7, se observa que la incorporación de los trazadores ra-
dioactivos es eficiente. La cinética de incorporación sigue 
un patrón lineal a tiempos cortos de incubación y posterior-
mente llega a una meseta que corresponde al inicio del agota 
miento de los precursores en el medio. Evidentemente la in-
corporación es más elevada en el medio de cultivo D688  que -
en los demás, ya que las células tienen mayor cantidad de nu-
trientes en este medio para síntesis celular en general. 

b) Curvas de inhibición de la incorporación por irra-
diación con luz ultravioleta. 

Con el fin de determinar la dosis de luz ultravioleta 
necesaria para abatir la incorporación de los aa-14C y de la 
U-3H en los protoplastos, se irradiaron alícuota' de 2 ml de 
la suspensión de protoplastos y se marcaron con uridina tri-
tiada después de 0, 1, 3,5 y 10 m inutos de irradiación. De 
manera similar se procedió con los protoplastos marcados con 
aa-14C después de 0, 10, 20, 30, 60 y 180 segundos de irra-
diación. Se determinó la incorporación después de 48 hrs. de 
incubación a 30°C y en presencia de luz blanca en ambos casos. 
El medio de cultivo empleado fué el TNS 7.6. Los resultados 
se muestran en las tablas 5 y 6 así como en las gráficas 8 y 9. 
Se observa de las gráficas que se logra aproximadamente un 
90% de inhibición de la incorporación de los precursores. La 
viabilidad de las células disminuyó del 95 al 88% después de 
ser irradiadas durante 3 minutos y del 95 al 80% después de 
10 minutos de irradiación. Adn después de la irradiación el 
número de células viables fue adecuado para los experimentos 

de infección. Las curvas de inhibición permiten establecer 
la dosis de luz ultravioleta necesaria para inhibir parcial o 
totalmente la síntesis celular. 



39 

TABLA 5) Incorporación de uridina-3H a protoplastos de jito-
mate irradiados con luz UV a diferentes tiempos. 

Tiempo 
(min.) 

C P M 

0 2635.4 
1 1717.1 
3 1131.0 
5 853.6 
10 428.0 

Los resultados son promedio de seis determinaciones. 
El experimento se realizó por triplicado. 

TABLA 6) Incorporación de mezcla de aminoacidos radiactivos 
a protoplastos de jitomate irradiados con luz ultravioleta 
a diferentes tiempos. 

Tiempo 
(seg.) 

C P M 

0 12318.1 
20 3667.0 
30 2466.4 
60 1646.1 
180 912.5 

Los resultados son promedio de seis determinaciones. 
El experimento se realis6 por triplicado. 
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GRAFICA 8) Incorporación de uridina-3H a protoplastos 

de jitomate irradiados con luz ultravioleta a diferen 
tes tiempos. 
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GRAFICA 9) Incorporación de aminoacidos-14C a 
protoplastos irradiados con luz ultravioleta a 
diferentes tiempos. 

41 



42 

c) Efecto de la presencia del VPJ en la incorporación  
de aminoacidos-14C y de uridina-3H. 

Con el objeto de determinar la influencia del virus 
en la síntesis celular, se midió la incorporación de aa-14C 
y U-3H en protoplastos aislados de un cultivo de 6 días. Dos 
muestras de protoplastos se utilizaron, una como control y la 
otra infectada con VPJ a una dosis de 0.04 unidades de absor-
bancia a 260 nm. La determinación de la incorporación se ile 
v6 a cabo después de 48 hrs. de incubación a 30°C y en pre-
sencia de luz blanca. Las células se incubaron en medio TNS 
7.6. Los resultados se muestran en la tabla 7, así como en 
las figuras 5 y 5a. 

Se observa de los resultados obtenidos que el virus 
inhibe hasta un 30% la síntesis celular. Lo anterior sugiere 
que esta inhibición se debe a que el virus comienza a elaborar 
sus macromoléculas. Evidentemente la sintesievviral no supera 
a la síntesis celular por lo que no se observa un aumento con 
respecto al control. Este experimento aunque no permite compro 
bar que hay replicación viral, sugiere una alteración en la 
síntesis celular debida a la infección.' 

d) Efecto de la presencia del VPJ en protoplastos par-
cialmente inhibidos en su síntesis macromolecular por irradia-
ción con luz ultravioleta. 

Con el objeto de determinar la influencia de la infec-
ción en protoplastos parcialmente inhibidos en su metabolismo 
por irradiación con luz IN, se midió la incorporación de aa-14C 

y U-3H en una muestra de protoplastos control, en una muestra 
de células sanas e irradiadas y en una muestra de protoplastos 
irradiados e infectados con una dosis de VPJ de 0.04 unidades 
de absorbancia a 260 nm. La determinación se hizo después de 

24 hrs. de incubación en medio TNS 7.6, a 30°C y en presencia 
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TABLA 7) Efecto de la presencia del VPJ en la incorporación 
de aminoacidos-14C de uridina-3H a protoplastos de jitomate. 

C P M 
aa-14c 	

U-3H 
protoplastos 
control 	2460.5 	1225.5 

protoplastos 
+ VPJ 	1928.0 	960.5 

Los resultados son promedio de seis determinaciones. 
El experimento se realizó por duplicado. 

TABLA 8) Efecto de la presencia del VPJ en la incorporación 
de aminoacidos-14C y de uridina-3H a protoplastos inhibidos 
parcialmente por luz UV. 

protoplastos 

14_ 2141,- 	u 

C P M 

U-3H 

control 201.0 5 563.4 

protoplastos 
irradiados 139.1 2 465.1 

protoplastos 

irradiados 119.0 1 283.3 

Los resultados son promedio de seis determinaciones. 
El experimento se realizó por duplicado. 
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FIG. 0) 

Efecto del VPJ sobre la incorporaci6n de 

uridina-3H ( Fig. 5 ) y de aminoacidos-
14C 

( Fig. 5a) a protoplastos de jitomate. 

protoplastos 
control 

protoplastos 
+ VPJ 

•1111ir, 
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de luz blanca. Los resultados se muestran en la tabla 8, así 
como en las figuras 6 y 6a. 

Se observa de los resultados obtenidos que la presen-
cia del virus inhibe aún más la incorporación de los trazado-
res radiactivos. Es probable que en estas condiciones una 
mayor parte de la incorporación se deba a síntesis celular y 
una parte significativa se deba a la replicación viral. 

e) Efecto de la presencia del VPJ en protoplastos to-
talmente inhibidos en su síntesis macromolecular por irradia-
ción con luz ultravioleta. 

Con el objeto de estudiar la síntesis macromolecular 
en protoplastos infectados e inhibidos casi totalmente por 
la irradiación con luz UV, se midió la incorporación de aa-14C 
y de U-3H en protoplastos sanos, en protoplastos sanos e -
irradiados y en protoplastos irradiados e infectados con dosis 
crecientes de VPJ de 0, 0.021, 0.043, 0.086, 0.21 y 0.43 
unidades de absorbancia a 260 nm. La determinación se llevó 
a cabo después de 48 hrs. de incubación en medio TNS 7.6 a 
30•C y en presencia de luz blanca. Los resultados se muestran 

en las tablas 9 y 10 así como en las figuras 7 y 8. 
De los resultados presentados se observa que la incor-

poración aumenta a pesar del efecto inhibitorio debido a la 
luz ultravioleta; Estos experimentos corroboran la hipótesis 
planteada en los objetivos de este trabajo, por el hecho de 
que hay un aumento en la incorporación de, precursores de macro 
moléculas y que probablemente éste se deba a la replicación 

del virus. 

f) Efecto de la presencia del VPJ en protoplastos in-
hibidos en su síntesis macromolecular por luz UV e incubados  

en medio PBS 5.6. 
Se ha determinado que el contenido de sales, el tipo 

de amortiguador y el pH son determinantes en la infección de 
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FIGURA 6) Efecto del VPJ sobre la incorporación de 

uridina-3H a protoplastos inhibidos 55% por irradia 

ción. 

protoplastos control 

protoplastos inhibidos 

protoplastos inhibidos 
+ VPJ. 

1.111111 
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FIGURA 6a ) Efecto del VPJ sobre la incorporación 

de aminoacidos-14C a protoplastos inhibidos 40% por 

irradiación. 

protoplastos control 

protoplastos inhibidos 

protoplastos inhibidos 
+ VPJ. 



TABLA 9) Efecto de la presencia del VPJ sobre la incorpo- 
ración de uridina-3H 
por luz W. 

dosis de 
VPJ 

taba. a 260 	nm) 

a protoplastos inhibidos en un 85 % 

cpm 	%inhibición 

0.0 4 104.1 
0.0 599.3 85 

0.021 1 483.3 85 

0.086 1 849.1 85 

0.215 2 422.0 85 

0.430 2 225.4 85 

Los resultados son promedio de seis determinaciones. 
El experimento se realiz6 por duplicado. 

TABLA 10) Efecto de la presencia del VPJ sobre la incorpo-

ración de aminoacidos-14C a protoplastos inhibidos en un 

93% por luz UV. 

dosis de 
VPJ 

(abs. a 260 

cpm 

nm) 

inhibición 

0.0 12 318.1 

0.0 912.1 93 

0.021 1 082.2 93 

0.043 1 270.6 93 

0.086 1 360.0 93 

0.215 1 910.4 93 

0.430 696.0 93 

Los resultados son promedio de seis determinaciones. 

11 experimento se realizó por duplicado. 
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FIGURA 7) Efecto del VPJ sobre la incorporación de 

uridina-3H a protoplastos inhibidos 85%, por luz UV. 

protoplastos control. 

protoplastos inhibidos 

protoplastos inhibidos 
+ dosis crecientes de VPJ. 
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FIGURA 8) Efecto del VPJ sobre la incorporación de 
aminoacidos-14C a protoplastos inhibidos 93% por 
luz UV. 
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los protoplastos por lo que deben encontrarse las condicio-
nes adecuadas de infección (Takebe, I. 1977). 

Con el objeto de estudiar la influencia del medio PBS 
5.6 en comparación con el medio TNS 7.6, se determinó la in-
corporación de aa-14C en protoplItstos sanos e irradiados y en 
protoplastos irradiados e infectados con una dosis de VPJ de 
0.21 unidades de absorbancia a 260 nm. La determinación se 
efectuó después de 48 hrs. de incubación en medio PBS 5.6 a 
30°C y en presencia de luz blanca. Los resultados se mues-
tran en la tabla 10. 

Se observa de los resultados obtenidos que cuando se 
usó el medio PBS 5.6 se obtuvo un aumento en la incorporación 
con respecto al control del 19%, mientras que con el medio 
TNS 7.6 se observó un incremento del 49%, utilizando en ambos 
casos la misma dosis de VPJ. Esta diferencia puede atribuirse 
al pH o bien a la influencia de las sales contenidas en la 

solución amortiguadora. 

g) Efecto de la poliornitina en protoplastos abatidos  
en su síntesis macromolecular por luz UV y en presencia de VPJ. 

La poliornitina aumenta la infección de los protoplastos 
por VPJ ( Soriano, G. y Quintero, R. 1978 ). Con el objeto 
de estudiar el efecto de la poliornitina durante la infección, 
se determinó la incorporación de aa-14C y de U-3H en protoplas 
tos irradiados e infectados con una dosis de VPJ de 0.21 unida 
des de absorbancia a 260 nm, y en presencia de concentraciones 
crecientes de poliornitina PLO ) de 0, 1, 2, 3 y 5 ug/ml. 
Leí determinaciones se hicieron después de 48 hrs. de incuba-
ción a 30°C y en presencia de luz blanca. Los resultados se 
muestran en la tabla 11 así como en la figura 9. 



TABLA 10) Efecto de la presencia del VPJ en protoplastos 
irradiados e incubados en medio PBS 5.6 

C P M 

protoplastos 
control 
irradiados 

protoplastos 
irradiados 
+ VPJ. 

2 707.4 

3 337.7 

Los resultados son promedio de tres determinaciones. 

TABLA 11) Efecto de la poliornitina en la incorporación 

de uridina-3H y de aminoacidos-
14C a protoplastos irradia- 

dos e infectados. 

PLO 
(ug/ml) 

aa-14C 
C P M 

U- 3H 

0 1 580.0 1 506.3 

1 4 552.1 1 820.8 

2 4 333.3 1 523.0 

3 3 970.0 961.0 

5 3 619.1 ~ID 111111• 	OO. 	me 

Los resultados son promedio de tres determinaciones. 
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incorporaci6n de aa-14C 
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Se observa de los resultados obtenidos que la poliornitina 

incrementa la incorporación, siendo la concentración óptima 

1 ug/ml. El efecto de la poliornitina sobre la infección en 

un sistema virus-protoplastos no es bien conocido ya que no 

se sabe el mecanismo de acción de las poliaminas durante la 

infección. Se propone que las poliaminas alteran la permea 

bilidad de la membrana lo cual puede facilitar la entrada de 

la partícula viral a la célula. Por otro lado, es posible 

que la poliornitina le confiera una cierta carga neta a la 

partícula, de tal forma que puede adquirir una mayor afini-

dad electrostática con la membrana y se pueda de esta forma 

facilitar su adsorción y entrada ( Takebe, I. 1977 ). 
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COMENTARIOS Y CONCLUSIONES. 

De los resultados obtenidos en este trabajo puede afir-
marse que: 

- Los protoplastos incorporan precursores radiac-
tivos eficientemente. 

- Puede inhibirse la síntesis macromolecular de 

los protoplastos por irradiación con luz UV 

hasta en un noventa porciento. 
- El virus inhibe la incorporaci6n de precur-

sores ( inhibe la síntesis celular ). 
- Se verifica que, debido a la infecci6n, exis 

te un aumento en la síntesis de proteínas y 

RNA en la célula abatida en su propia sínte-

sis celular por irradiación con luz ultravio 
leta. 

- Con base al resultado anterior y con base a 

los resultados de traducci6nJ in vitko es po 

sible proponer que el aumento en la síntesis 

de proteínas y de RNA en las células abati-

das e infectadas se debe principalmente a la 
síntesis de macromoléculas vírales. 

La importancia de los estudios hechos estriba en que 

se cuenta con un sistema preliminar para realizar estudios de 
u. la síntesis de macromoléculas virales 	. Evidentemen 

te los resultados obtenidos no nos permiten demostrar la sin 

tesis viral. Sin embargo, el sistema encontrado permite plan 

toar experimentos que resuelvan problemas que surgen en el es 

tudio de la replicación del VPJ, tales como la determinación 

del tiempo requerido para la infecci6n, i. e. el tiempo mini-

no necesario de contacto virus-célula; las condiciones óptimas 

de infección; el incremento en la incorporación por incubación 
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