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INTRODUCCION

Las enfermedades virales en plantas se conocen desde
hace ya algfin tiempo y aungue su conocimiento ha avanzado
lentamente debido a ciertas dificultades en los mé&todos de
astudic que se siguen para determinar las caracteristicas
de*una infeccién viral en plantas, existen actvalmente tra
tados completos que nos introducen al estudic de estas enfer
medades (1,2).

Para realizar estudios scobre enfermedades virales en
las plantas; se utilizan mé€todos que comprenden: la inocula
cibn por el virus a plantas completas y la observacitn del
desarrollo de la enfermedad en cuanto a los sfntomas exter-
nos asi como estudics citolbgicos y estudios cobre la fisio
logia de las plantas infectadas. También se considera necasa
rio conocer la naturaleza de las particulas que infactan a
estas plantas, para lo cual se han desarrollado m&todos de
purificacidén de estos virus (3,4,6) y los métodos para el
estudio de sus caracteristicas y propiedades como son; efec
tos de la temperatura (5) tamano y forma de las particulas
(3,10,11) y composici6n guimica de las mismas (7,8,12).

SegGn Smith, K.M. (2) la mayoria de los virus de plantas
se componen solamente de protefna y &c. nuclé&ico, siendo es-
te filt..a0 generalmente RNA, es importante mencionar el hecho
de que el RNA de algunos wvirus {Virus del Mosaico del Tabaco

(TMV) y Turnip Yellow Mosaic Virus (TYMV) ) es infeccioso



cuando se encuentra en forma pura, sin protefnas y que la

infectividad es destruida por la accién de la ribonucleasa;
esto indica gque el RNA es el material gen@tico del virus y
que no solamente se reproduce a sf misme sinc que también
controla la sintesis de sus protefnas particulares.

Se ha observado también que, virus reconstitufdos de

la proteina de una cepa y del RNA de otra cepa diferente,
siempre manifiesta las caracteristicas de la cepa gque propor
cliona el RNA.

Se conocen también diferencias en el material genético
de los virug como es el caso del Rice Dwarf Virus (RDV) y del
Wound Tumor Virus (WTV) gue poseen RNA de doble hélice, este
KNE es similar al de un grupo de virus animales (Neovirus) vy
ey interesante nctar que gi WTV es semejante a los Neovirus
morfolédgicamente; se han encontrado también virus de piantas
(Cauliflower Mosaic Virus {CMV) )} que pocseen DNA de doble
hélice y gue aparentemente consiste de una molé&cula circular.

En cuant> a la infeccisn v replicacidén de los virus de
plantas, se acepta en general que el primer evento cue ocurye
cuando una particula penetra en una célula suceptible de in

fecci6n es, la liberaci6n del &cido nucléico y que en la sin
tesis de estos virus se involucran 2 clases de procescs fun-
damentalmente diferentes y que scn: a) la lectura de la in-

formaci6n genética viral y la traduccibn del mensaje que esta

informacifén contiene y b) la copia de esta informacién para



la reproduccifn de un &c. nucléico idéntico ai que proviene

de la particula infecciosa; estos procesos solo pueden lle-
varse a cabo cuando la cubierta de proteina es removida del
sc. nucl8ico.

Asi entonces, en el caso del TMV se considera que el RNA
propio del virus, controla la maguinaria metab6lica de la c&
lula para la produccién continua de RNA y de protefna viral,

Otros virus diferentes de TMV (ej. Potato Yellow Dwarf
Virus (PYDV) y Towmato Spoted Wilt VIrusg (TSWV) presentan una
secuencia de eventos semejantes a la de aste virus.

5in embarge, el conocimiento actual que se tiene de los
virus de plantas en relacifn a log virus de animales y bacte
ri6éfagos, principalmente en cuanto a su mecanismo de accifn
Yy, en su estructura molecuiar; se dabe en gran parte a la
existencia de sistemas biolégicos adecuados para realizar ey
tudios bajo cendiciones contreladas como son los cultivos de
tejidos animales y cultivos de bacterias. En este punto, el
estudio de los virus de plantas no se ha desarrollade cde 1la
misma manera debido a que no existia un sistema biol6gicc ade
cuado para su ustudio,

Seglin se indicé anteriormente, para estudiax los virus
de plantas se requerfa de la infeccibn de plantas completas;
lo cual representaba dificultades tales como la presencia de
una infeccibn no sincrfnica y la variabilidad biol6gica, ade-
m&s de un tiempo largo para pocder apreciar los efectos de la

infeccitn (15).
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Estos problemas no habfar permitido el avance en el es-
tudio de los mecanismos moleculares con gue actfian estos vi-
rus; sin embargc, en los filtimos afios se han desarrollado téc
nicas para la obtencidn de cultivos de tejidos vegetales vy
técnicas para la obtencién de protoplastos (2) de células ve
getales, estas son células que no tienen pared celular permi
tiendo asi la infeccibn viral 4de una manera sincr8nica.

Las ventajas de usar protoplastos para estudiar el compor
tamiento de estos virus en lugar de la uguval infeccién en ho-
jas, son muchas; por ejemplo, en el caso de la inoculacifbn de
hojas so0lo una muy pequefia cantidad de c€lulas son inicialmen
te infectadas y la replicaci6bn del virus debe ser estudiada
contra un gran ®background® 6 fondo de células no infectadas y
ain las cflulas de la parte inoculada est&n en varios estados
de replicacion viral comprendiendo desde c8lulag no infectadas
hasta c&lulas en las gue la sintesis viral es completa, en el
casc de los protoplastos la infeccifn viral se realiza de una
manera sincrdnica, esto es; todas las células se infectan al
mismo tiempo.

Adem&s, la replicacibn viral dentro de los protoplastos
puede demostrarse de varias formas como son: tincifn con anti
cuerpos fluorescentes, microscopia electrénica, incorporacién
de precursores marcados y serologia.

Puede medirse el cursc en el tiempo de la replicacidn vi-
ral y su sintética y es posible tener un esquema del tiempo de

generacién de los virus, pueden distinguirse les diferences ti
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pos de RNA acumulados durante la replicacifn y muchas otras
posibilidadeg de estudio se presentan con el uso de protoplag
tos.. Utilizando este tipo de sistemas se han comenzado a CQO
nocer los mecanismos de accidn de los virus de plantas (16-19).

El estudio del Virus Pinto del Jitomate (VPJ); el cual
fué descubierto en la regifn de Actopan, Hgo. donde existen gran
des extensiones de cultivos de jitomate afectados por esta en-
fermedad; fué iniciado por Galindo y col. (13) y de acuerdo a
lo reportado por estos autores, el VPJ produce una enfermedad
caracterizada por la presencia de manchag amarillas en forma de
anillos en el fruto de 1la planta, conr esto se disminuye &l va-~
lor comercial del jitomate hasta en un 30% y puede producir pér
didas que van del 5% al 85% por parcela cultivada. Se sabe ade-
mis que esta enfermedad se extiende actualmente hacia la zona
del Bajio (14).

En estos estudios, Galindo y col (13) reportaron datos ta-
les como el punto de inactivacién térmica, el punto de Giluciln
final, el rango de hospedantes, la forma y dimensiones del virus
y una reaccién cruzada de tipo serolégicc cen el virus llamad»
Tomatc Bushy Stunt Virus (TBSV 6 BSV) procedente de la linea
del cerezo.

En el Depto. de Bioquimica de la Divisién de Estudios Su-
periores de la Facultad de Quimica, se ha iniciado una investi-
gacién sobre los virus de plantas de tal manera que existe la
pesibilidad de estudiar el mecanismo de replicacién de los mis

mos utilizando protoplastos.
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Para iniciar estos estudios se ha recurrido a el VPJ

por varins motivos; en primer lugarlse sabe que este virus
estsd causando dafios a la agricultura, ademfis ya se han ini-
ciado estudios serios sobre el VPJ por parte de Galindo (13)
enfocados principalmente ; establecer algunas caracteristi-
cas de la infeccién del VPJ en plantas completas, ahora bien
es necesario conocer las caracteristicas propias de la partfi
cula ya que de los resultados que se obtengan serd posible di
gefiar las estrategias més adecuadas para poder llevar a cabo
los estudios de su replicacién en el sistema de protoplastos
y existe ademds la posibilidad de conocer si 21 VPJ y el TBSV
son una misma particula o bien si se trata de particulas dife
rentes en vista de la reaccidén serolégica cruzada que presen-
tan estos dos virus y que ha sido reportada por Galindo y wol.
(13), por lo tanto el objetivo de este trabajo es, conocer la
composicifn y algunas caracteristicas de la partfcula que pro

voca la enfermedad del "Pinto" en el jitomate.
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RESUMEN

Ante la posgibilidad de estudiar la replicacién viral de
los virus de plantas utilizando el sistema de protoplastos .,
se ha escogido al Virus Pinto del Jitomate (VPJ)} en base a que
esta particula estd provocando dafios a la agricultura en algu
nas zonas del paliz y a que va se ha iniciado su estudio en
plantas completas, ahora bien es necesario conocer la natura-
leza de esta particula para enfocar de la manera mis adecuada
el estudio de su replicacibn utilizando protoplastos.

Para llevar a cabo los estudios del VPJ, se obtuviercn los
frutos d2 la zona conocida como Chicavesce en la regién de Acto

pan, Hidalgo en €poca de cosecha. Fstos jitomates {(Lycopersicum

sculentum var. Mill) fueron seleccionadeos con ayuda c¢e los cam
pesinos de la regidn.

Entre estos jitomates se escogiercn aguellos gue francamen
te presentaban los Intomas de la enfermedad y gque pueden obser-
varse en la fotograffa No. 1 con las caracteristicas formas anu
lares sobre la superficie dei fruto.

Para establecer la naturaleza del VPJ, hemos realizado di
versos estudios enfocados a determinar algunos pardmetros bio-
quimicos que nos permitieran definir a esta partfcula, como son:
el contenido de proteinas, el contenido de &c. nucléico, el ti
po de dc, nucleico que posee, tamano y forma de la particula,
coeficiente de sedimentacién observadoc y peso molecular de

la subunidacd protéica del virus .
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En esta tesis se presentan los métodos utilizados para
estos estudios y los resultados obtenidos, asi como una com
paracidén entre estos resultados y los datos reportadbs en la
literatura para el TBSV con el cual tiene alguna semejanza

bioquimica segn se indicé con anterioridad (13).



infectado sano

FOTOGRAFIA N°1



MATERIALES Y. METODOS

REACTIVOS:

Tris (hidroximetilaminometano) r.a.—-=——weew-- Merck

14.

Cloruro de sodio r.a. Merck

2= mercaptoetanol r.a.—;—— —~— - Merck

Cloroformo r.a.-- ~—m—mew—w= J,T. Baker
Butanol r.a.~———semmmoc e - J.T. Baker
5acarosa Isa,=———=—=—em———ce e ——— .- - ————-——w——- React. Monterrey
Tartrato de sodio y potasio r.a.-=—===—=wee-=c Merck

Carbonato de sodio r.a.,—=———==—rw—cemmw—ceweu—- Merck

Hidr6xido de scodio r.a. —— - Merck

Sulfato de cobre (pentahidratado) r.a.-—-—--- Merck

Reactivo de Folin- Ciocalteau r.a.-----~--——- Sigma

AlbfGmina Bovina Cristalina-—=——————= Nutritional Biochemical Corps.
Ac. ribonuclé&ico (RNA) de levadura(gradoA) ---Calbiochem.

Ac. perclérico r.a. - ———=w————-Merck

Orcinol r.a.—=ee—aem e e e e m e Merck
Cloruro férrico (hexahidratado) r.a.~=———c--- Merck
Ac, clorhidrico r.a.———=——~—m————emoce——w—w- Merck

Ac, desoxiribonucl&ico (DNA) de timo de ternera

(tipo 1)- -— —_—— --— Sigma
Difenilamina r.a.-- ————mmae-—— Merck
Ac. acético glacial r.a.——=———=—m o —— e J.T. Baker

Ac. sulffirico r.a.-w=———weammrmr e e m—e———— Merck

Acetaldehfido~ww—m—m—m e —maeme e e we e eme——— grado técnico
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Acrilamida r.a.-=—=—-—esesecswnceemsswsaw-o==— Merck
Bisacrilamida r.a.--==-=—crecmaeesme e e Merck

Dodecilsulfato de sodio (SDS) r.a.———=—————=- Merck

N,N,N',N'~-tetrametiletilendiamina (TEMED)r.a. Merck

Persulfato de amonio r.a.—--—————————————e-w—— Merck
Glicerol r.a.-—==m——e—— e e m e~ MerCK
7Azul de Bromofenol--——————————m e — Merck
Glicina r.a.=—=———mm—m e e e e~ Merck
Azul de Coomasie~—=———me—c—u (para electroforesis) BDH
Ac. tricloroacético (TCA) r.a.-=—————=—m———u- Merck

Pepsina (EC 3.4.4.1) de mucosa estomacal--—~ Sigma
Papaina (EC 3.4.4.10)----- Worthington Biochemical Corps.
Lysozima (EC 3.2.1.17) de huevo blanco({gradol) Sigma

Ribonucleasa (EC 2.7.7.16) de pdncreas bovino
(grado A)——e—mcm e e Calbiochem.

Peroxidasa (EC 1.11.1.7) horseradish--- Worthington Biochem. Corps.

MATERIAL BIOLOGICO.

Jitomate, (Lycopersicum sculentum. var Mill); se colec
"taron jitomates infectados para aislar el virus y jitomates
sanos como controles, ambas muestras se mantuvieron congela-
das a -20°C hasta el momento de ser utilizadas para la extrac

cidén y purificacién del virus.

SOLUCIONES:
Para purificacién y extraccidn:
Buffer TN 8.0 y TN 7.6 (Tris 0.01 M, NaCl 0.05 M pH 8.0

y PH 7.6) Sacarosa al 20% y al 50% (Sacarosa en TN 7.6)
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Para andlisis de proteinas:

Para

Solucidn A (2.0 gr tartrato de sodio y potasio, 100 gr
Na2C03 en-500 ml1 NaOH 1 N y aforar a 1 1t con
HZO destl,)

Solucidn B (2.0 gr de tartrato de sodio y potasio, 1.0 gr
deCuSO4. 5H20 en 90 ml H,0 con 10 ml de NaCH 1 N)

Soluci6n C (1 vol. del reactivo de Folin con 15 vol. de
HZO’ debe ser 0.15 N - 0.18 N al titular con
fenolftalefna T.S., fresco)

Sol. st de Albfimina Bovina (St.AVC) (100 gr de albfimina en
10 ml TN 7.6, diluir 1l: 10 al usar)

Solucibén de NaOH 1 N (debe prepararse con HZO fria y her-
vida previamente, al titular con fenolftaleina
T.S. dis 1.0621 N)

Fenolftaleina alcoh&lica (T.S.) (1.0 gr de fenolftaleina

en 100 ml de Etanol absoluto).

andlisis de RNA:

Solucién estdndar de RNA (100 mg de RNA en 10 ml de TN 7.6,
diluir 1:10 para tener 1 mg/ml).

HClo4 2.5 Ny 0.5 N en agua destl.

Orcinol al 10% (Orcinol al 10% en etanol abs., al usar
debe mezclafse con FeCl3.6H20 dcida en proporcidn
1:10:100 de Orcinol: EtOH:FeCl3 respectivamente) .

Solucibn de FeCl3.6H20 dcida (330 mg de FeCl3.6H20 disuel

tos en 1 1t de HCl conc.)
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Para anédlisis de DNA:

Para

Solucidén estédndar de DNA (0.5 mg de DNA disueltos en

1 ml de TN 7.6, disolver con agitacién por una noche a

4°C)

Difenilamina al 1.5% (1.5 gr de Difenilamina (recrista
lizada) disuelta en 100 ml de &4c. acético gl., al
usar afadir 1.5 ml de H SO4 conc. y mezclar; por ca

2
da 20 ml de la mezcla afadir 0.1 ml de acetaldehido

1.6%)

Acetaldehfdo 1.6% (Debe prepararse con acetaldehido re-
destilado seglin Vogel (20) para dar una concentracién
de 16 mg/ml en agua destl.; se conserva a -20°C bien
tapado)

HClO4 (Soluciones igual gue patra RNA)

la electroforesis en acrilamida - SDS:

Solucidn de Acrilamida - Bisacrilamida (Acril- Bis 30: 0.8)
(30 gr de acrilamida y 0.8 gr de bisacrilamida en 100
ml de agua destl., filtrar y conservar en obscuridad
a 4°C)

Gel de corrida al 7% (Para 20 ml mezclar, 4.66 ml de acril
bis 30:0.8, 2.5 ml de Tris - HC1 1.5 M pH 8.8, 0.2
ml de SDS 10% en agua, 0.006 ml de TEMED puro y
12.43 ml de agua destl., degasar al vacfo y afiadir
0.1 ml de persulfato de amonio 10% fresco, debe pre-

pararse al usar.)
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Gel espaciador al 5% (Para 5 ml mezclar, 0.83 ml de
acril - bis 30: 0.8, 0.62 ml de tris = HCl
0.5 M pH 6.8, 0.5 ml SDS 10%, 0.0025 ml de
TEMED puro y 3.43 ml de agua destl., degasar
al vacfo y afladir 0.05 ml de persulfato de amo
nio 10% fresco, debe prepararse al usar.)

Buffer de disolucibn de proteinas (BDP) (Mezclar 1.0
ml de tris HC1 0.5 M pH 6.8, 1.0 ml de SDS 10%,
1.0 ml de glicerol puro, 0.1 ml de 2 - mercapto
etanol y llevar a 100 ml con agua destl.)

Solucién de Azul de Bromofenol al 0.002% (Debe preparar
se en glicerol- agua 1:1)

Buffer electrolito (BE) (Tris - HCL 25 mM, glicina 124
‘M y SDS 25 mM, ajustar el pH a 8.8, debe pre-
pararse al usar.)

Solucibn de TCA al 50% en agua destl. con 0.1% de Azul
de Coomasie.

Solucibn de &c. acético gl. al 5% en agua destl., preparar
se al wusar.

Solucibn de proteinas marcadoras (Soluciones de Albf~
mina Bovina, Pepsina, Papaina, Lysozima, Ribo-
nucleasa y Peroxidasa en (BDP) a concentracién de

0.2 - 1.0 mg/ml.)
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A continuaci6n se presenta un breve restmen de los fun
damentos de las técnicas utilizadas en el desarrollo de este
trabajo asi como las férmulas utilizadas para el tratamiento

estadistico de los datos.

1) Gradientes de sacarosa:

La separacién de particulas heterogeneas (proteinas, vi
rus u organelos) por medio de gradientes de densidad, estd
determinada por el peso de la particula, su densidad y forma
y la fuerza centrifuga que se le aplique; de ésta manera es
posible separar los diferentes componentes dando por resulta
do la aparicién de bandas definidas en el gradiente, en donde
cada banda esti compuesta de particulas homogéneas, &éste es
el fundamento por el cual fué posible separar y purificér el

VPJ a partir de un extracto de jitomate infectado (25).

2) Relacién 260/280 y Absorbancia de 1 mg/ml a 260 nm ( R
260/280, A21% 260 nm)

La relacién de absorbancia a 260/280 proporciona un va-
lor numérico constante que estd asociado a la cantidad de pro
tefna (absorbancia a 280 nm) y a la cantidad de &c. nucléico
(absorbancia a 260 nm) presentes en una muestra pura, de una
particula determinada: independientemente de la concentracidn
a la gque se encuentre esta particula en la muestra. En el ca
so de la Aoilim a 260 nm, &sta determinacién nos proporciona
un valor defnido cuando la muestra contiene un soluto homogé

neo a una concentracién de 0,1% y este valor permaneceri cons

tante siempre que el soluto sea el mismo y se encuentre a esa
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concentracién.

3) Protefnas por método de Lowry modificacién de Hartree.

El fundamento del m€todo de Lowry es bien conecido y se
basa en la reduccién del reactivo de Folin por la broteina
tratada con cobre, en el caso de la modificacibén de Hartree
(21) aparentemente se logra una mayor 1ineariaad respecto a

la Ley de Lambert-Beer.

4) RNA por la técnica de Orcinol.

| Este método se basa en la conversifn de las pentosas,

en la presencia de dcido caliente, a furfural el cual reac-
ciona con el orcinol para producir un color wverde. El clory
ro férrico se utiliza como catalizador y se sabe que la hidré

lisis del &c. nuclé&ico en &cido fuerte remueve principalmente

las bases pfiricas de la cadena de polinucleftidos dando co-
mo consecuencia que la ribosa unida a pirimidinas no de la

reaccibn en forma satisfactoria. (32.23).

5) DNA por la técnica de la Difenilamina.

En este caso la desoxipentosa reacciona con la difenil-
amina en una mezcla de &c. acético glacial y &c. sulffirico
para dar un color azul; aparentemente la difenilamina libera
el ortofosfato de los enlaces purina- desoxiribosa y la for-
macifn del complejo colorido se lleve a cabo entre 2 molécu-
las de acetaldehido y una amina aromitica. Como se verd pos
teriormente, la pureza de los reactivos es de capital impor-

tancia para esta reaccidn. (24, 33).
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En vista de que, tanto la reaccidn del orcinol como la
de difenilamina involucran principalmente purinas, se utili
zaron como estdndar un RNA de levadura y un DNA de timo de
ternera respectivamente; y se trataron de la misma manera que
las muestras de virus para que los valores obtenidos fueran

confiables.

6) Coeficiente de sedimentacidn.

Cudndo un soluto se ve sujeto a una alta fuerza centri-
fuga, las molé&culas del soluto se sedimentan en la solucidn
en sentido opuesfo a la fuerza de difusién la cual tiende a
dispersar las moléculas. Cuando la fuerza centrifuga exceda
la fuerza de difusidn, las molé&culas sedimentar&n abajo de la
superficie del solvente, dejando asi solvente puro y molé&culas
sedimentadas separadas por un limite definido o frontera de se
dimentaci6n; cuando ésta frontera de sedimentacidén se mueve a
una velocidad constante significa gue la fuerza centrifuga es-
t& en equilibrio con la resistencia friccional del solvente,

a ésto se le conoce como el coeficiente de sedimentacidn (s)
vy a un coeficiente de sedimentacién de 1 x 10_l3 seg. se le
ha definido como una unidad Svedberg (8) (25).

Los valores de “obs. {coeficiente de sedimentacién obser
vado) deben referirse al agua como solvente y a una temperatu
ra de 20°C (SZO,W) como condiciones est&ndar y para ello es
necesario conocer la viscosidad y densidad del solvente usado
a la temperatura de experimentacién asi como el volumen par-

cial especifico del soluto (26). (En el caso del VRJ no se de-
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termin6 el volumen parcial especifico y por lo tanto no se
reporta el S20 w sino solamente el coeficiente de sedimenta

cibn observado {s ).

obs.
7) Electroforesis en acrilamida - SDS.

La electroforesis consiste en la migracidn de partifculas
coloidales cargadas cuando se encuentran en un campo eléctri
co. Desde este punto de vista, se puede considerar también a
las proteinas como particulas coloidales con carga eléctrica
y por lo tanto capaces de realizar una electroforesis; esto
nos dard como resultado, la separacidn de protefnas diferen-
tes a partir de una mezcla de ellas seglin su carga neta.

Ademds de separar a las protefnas; aprovechando sus pro-
piedades eléctricas, se les ha colocado en un soporte que pue
de separarlas ahora por su tamafio molecular realizando asf una
mejor separacifn este es el fundamento de la electroforesis
en geles de acrilamida.

Cuando esta técnica se aplica a proteinas tratadas con
SDS, es posible separar las cadenas polipeptidicas de una pro
tefina oligomérica ya que este detergente disocia las subunij
dades protéicas y desenrolla completamente las cadenas forman
do un complejo polipéptido-SDS en donde estas cadenas estén
cubiertas por moléculas del detergente gquedando los grupos
sulfato expuestos al medio acuoso; de esta manera pueden se-
pararse las diferentes subunidades de una proteina y conocer
su peso molecular al compararla con proteinas de peso molecular

conocido (25,27).
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8) F6rmulas utilizadas para el tratamiento estadistico de los
datos. (33).

Para los datos que comprenden una sola variable (X) como

son los valores de R 260/280, porciento de proteinas y de &c.

nucléicos; las féxzmulas que se usaron son:

MediGeveaseosannssenns X = > Xi
n
. = . o\ 2
VarianZa..eseseeessos V = S (Xi - X)
n

Desviaci6n tipica.... dt = Jv
Error tIpicO.evicecen et = dt
vno
Para relacionar datos de 2 variables (X,Y) como: curvas
estdndar, coeficiente de sedimentaci6n observado y el cilculo
del peso molecular por electroforesis, las férmulas utilizadas

tanto para X como para Y son las mismas anteriores y ademés:

Producto de medias....X ¥=(XZXi/n) (3Yi/n)

Coeficiente de _
correlacifn ...... ve e = 1/NS XY - X Y

(at ) (dty)

Ecuacién de

regresibn...o.ceee. vere Y=Y =71 (dty/ dtx) (x-X)
Error tipico...... cee. et = dtx\l 1 - r” (igual para Y)
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METODOS :

1) MEtodo de extraccibn y purificacifn del VPJ.

Todos los pasos se realizaron a 4°C

La secuencia que se siguid para la extraccibn y purifi-
cacidn del VPJ puede observarse en la figura No 1; el esque~
ma indica la manera de obtener el extracto del jitomate, el
cual se clarifica (previa eliminaci6n del cloroformo por va-
cio) por centrifugaciones a baja velocidad, (3,000 rpm por 10
min. y 8,000 rpm por 20 min.) esto se realiz6 en una centri-
fuga Beckman mod. J - 21 con rotores tipo J-20 6 J-14 depen-
diendo del volfimen gque se manejaba.

La sedimentacién del virus se logrS por una centrifuga-
cibén de alta velocidad (29,000 rpm por 45 min.) en centrifuga
Sinco mod. L de Beckman con el rotor tipo 30; una vez sedimen
tado se resuspendif en TN 7.6 y se homogeneizd para aplicarlo
sobre gradientes (3 tubos) de sacarosa formados previamente
con soluciones de sacarosa 20% y sacarosa 50% mezcladas en un
formador de gradientes, de esta manera se purificaba el virus
centrifugando estos gradientes en un rotor tipo SW 25.1 a 24,
000 rpm por 4 hrs.

Al final de la centrifugacidn se colectaban los gradientes
en fracciones de 1 ml las gque se lefan a 260 n, y 280 n, en un
Espectrofotfmetro Carl Zeiss Germany contra un blanco de saca-
rosa 20% para tener el perfil del gradiente.

Las fracciones que contenian el VPJ se mezclaban y dia-

lizaban contra TN 7.6 en bolsas de didlisis (No 4465 Arthur



EXTRACCION Y PURIFICACION DEL VIRUS PINTO (VP

(todos los pasos se realizaron a £°C)

homogeneizar el tejido en TN 8.0
con 35mM de 2-mercaptoetanol

- afadir cloroformo-butanol (1.1)
al 8.5% del volumen total y
reposar toda la noche.

filtrar por gasa y centrifugar a
3000 rpm. por 10 min.

sedimento
centrifugar a 8000 rpm, por 20 min.
: sedimento
centrifugar a 29000 rpm.por 45 min.
sobrenad.

'resuspender en 2ml de TN 76
l

gradiente de sacarosa 20%o0-50%

en TN 7.6 a 24 000 rpm. por 4 hrs. |

figura N° 1
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Thomas Co.) previamente lavadas; de esta manera se obtenia
una solucién de VPJ en TN 7.6 que se conservaba a 4°C. Los
andlisis de protefnas y &c. nucleicos se realizaban con esta
solucién, durante la semana siguiente a la extraccibn.

La misma secuencia de extraccifn y purificacidn se apli
c6 a controles de jitomates sanos; los perfiles de los gra-
dientes correspondientes se presentardn en los resultados.

La cantidad de jitomate utilizado en cada extraccidn exna
de 50 gr normalmente, de la cual se obtenfa entre 0.3 - 0.4 mg
VPJ/ml; aunque en ciertas ocasiones se utilizd mids tejido

(200 gr).

2) Criterios de pureza.

Se consideraron como criterios de pureza los siguientes:

Relacién 260 nm/280 nm (R 260/280). Absorbancia de una solu--
0.1%
1 cm

cidén al 0.1% en celdas de 1 cm leidas a 260 nm (A 260 ) y
la microscopia electrénica.

La R 260/280 se determind a partir de las fracciones co -
lectadas del gradiente de sacarosa, seglin se indicd anterior-

mente, estas lecturas se realizaron en celdas de cuarzo de

1 cm de paso.
0.1%

1 cm
virus de 1 mg/ml; esta determinacidén de absorbancia nos permite

La A 260 se determind a partir de una suspensién de

obtener un valor especifico de DO gque se compara con el valor
0.1%

1 cm
terminacién se realizd con la muestra de VPJ en TN 7.6 des-

de A 260 del TBSV reportado en la literatura. Esta de-

pués de dializar contra ese buffer y ajustando el espectrofo-

témetro con un blanco de TN 7.6.
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Para la microscopia electrfnica, se utilizaron mues-
tras de VPJ en TN 7.6 y se procesaron de acuerdo a la téc-

nica del tefiido con &c. fosfotlngstico (31).

3) Andlisis de proteinas.

Este andlisis se realizf en 11 extracciones de ﬁPJ Yy
usualmente 2 6 mis veces con cada muestra; también se deter-
minaron proteinas de las muestras dializadas que se obtuvie-
ron de los gradientes de CsCl y la técnica que se utilizé en
todos los casos fué la reportada por Hartree (21) la cual se
basa en una modificacifn del método de Lowry. El esquema que
se siguid para realizar esta té&cnica, tanto para la curva

est@ndar como para las muestras de virus es el siguiente:

Tubo H20 destl. St. ARC VPJ en TN 7.6 Sol. A Sol. B Sol. C

(Irmg/ml)-
1bl. 1.0 mi -ml mi 0.9 ml 0.lmi 3.0mb
2 st. 0.98 0.02  ce—ee—— " 1 "
3 st. 0.94 0.06 ) "(50°C " (TPamb "
4 st. 0.90 0.10 e " por " por "
10 min) 10 min)
.5 mtra. 0.70 ——— 0.3. w n "
6 mtra. 0.50 T 0.5 w n u

Todas las soluciones deben afladirse rdpidamente y a tiem
pos iguales agitando vigorosamente; al anadir la Sol. C se de-
ja a 50°C por 10 min antes de leer a 650 nm, deben hacerse las
lecturas antes de 30 min; en este caso todos los tubos se le-
yeron contra agua y se restd el blanco del valor de DO de los

demds tubos.
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En el caso de la solucidén C, se le deterﬁiné la norma-
lidad del reactivo ya preparado por titulacién con NaOH 1.0621
N y fenolftaleina T.S. dando un valor de 0.1593 N, lo que estd
de acuerdo con lo establecido. .

Todas las lecturas se realizaron en un Espectrofotbmetro

Carl Zeiss Germany en celdas de 1 cm de paso.

4) Andlisis de dc. nucleicos.

a.— Determinacidén de RNA.

Se determiné RNA y DNA en las mismas muestras a las que
se les determiné proteinas.

La determinacifén de RNA se realizf con la técnica que uti
liza el reactivo del Orcinol (22), el esquema para esta té&cnica

es el siguiente: ' .

Tubo St.RNA tratado (250 mg/ml) VPJ Tratado HC10,0.5 N Orcinol—FeCl3

1 bl. Bl {1 8 —————ee——ml 2,70 ml 3.3 ml
2.€§. 0.16 @ —me——— 2.54 "
3 st. 0.32 ———e 2.38 "
4 st. 0.48 0 e—— 2.22 "
5 mtra. —— 1.0 - 1.70 v
6 mtra. = e——— 2,0 0.70 "

La solucibn de Orcinol-—FeCl3 debe anadirse rdpidamente
Yy a tiempos iguales, agitando y colocando los tubos de reaccifn
(16 x 150 Pyrex) en agua hirviendo durante 45 min, deben estar
tapados. Una vez terminado este tiempo, se sacan y se dejan en-

friar por 20 min a temperatura ambiente y se determina la DO
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contra agua a 600 nm en EgpectrofotBmetro Carl Zeiss Germany
en celdas de 1 cm., |

Antes de realizar la técnica debe tratarse el estén-
dar de RNA (img/ml) de la siguiente forma; se mezcla 1 ml
del esténdar de RNA con 3 ml de HClO4 0.5 N y se calienta a
70°C durante 25 min con agitacibn ocasional y se centrifuga
a 3000 rpm durante 5 min. Para realizar la curva esténdar
se toma del sobrenadante una alicuota donde se encuentra el
RNA hidrolizado, libre de proteinas; y a una concentracidn de
250 mg/ml.

La muestra de virus se trata de manera semejante; esto
es, a 0.9 ml de VPJ en TN 7.6 se le afiaden 0.1 ml de HClO4
2.5 N, se centrifuga a 2000 rpm durante 5 min y se elimina el
sobrenadante; el sedimento se resuspende en 0.5 ml de HClO4
0.5 N agitando en un vortex, posteriormente se le afaden 3.5
ml mis del mismo 4cido y se calienta a 70°C durante 25 min y
se centrifuga a 3000 ron durante 5 min; el sobrenadante . se
utiliza para la determinacibn (VPJ tratado). Para los cédlcu
los deben tenerse en cuenta la dilucidn a 4 ml, la cantidad
de muestra tratada y la DO del blanco que debe restarse de la

DO de los demds tubos.

b.~- Determinacidn de DNA.
Este andlisis se llev6 a cabo por la técnica que utiliza
el reactivo de la Difenilamina segfin Burton (24).

El esquema que se siguid en este caso es:
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Tubo gg;94 0.5 N St. DMA tratado VPJ tratado Difenilamina 1.5%
{125 mg/ml)

1 bl. 2,0ml e m. ————— 2.0 ml

2 st. 1.96 0.04 ————me w

3 st. 1.88 0.12 = ee———— "

4 st. 1.80 ——— e n

5 mtra. 1.0 000000 ee—e——— : 1.0 "

6 mtra. e 2.0 "

Las muestras de VPJ en Tn 7.6 se tratan igual que para
RNA y el estédndar de DNA (0.5 mg/ml se trata de la misma mane-
ra qué el estdndar de RNA quedando asi a una concentracién fi-
nal de 125 mg/ml.

La soluci6n de Difenilamina 1.5% debe afadirse r&pidamen
te, a tiempos iguales y agitando; se cubren los tubos con pa-
pel aluminio, y se incuban a 30°C en la obscuridad por espacio
de 16 a 20 hrs., al concluir el tiempo de reaccién se lee la
DO contra agua a 600 nm.

Para los cdlculos se toman en cuenta la dilucidn, el vo
lGmen de muestra y la DO del blanco. Estas lecturas se rea-

lizan en el Espectrofotbmetro Carl Zeiss Germany en celdas de

1 cm de paso.

5) Microscopfa electr6nica.

Las muestras utilizadas en esta ocasi6n son de VPJ en
TN 7.6 y se obtuvieron de la 7a extraccién de virus en donde

el perfil del gradiente de sacarosa mostr8 2 picos; se reali-
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zaron observaciones de ambos picos para determinar que tipos

de particulas contenfan.
Se utiliz6 la microscopia electr6nica como un criterio

de pureza segln se indic6 anteriormente.

6) Coeficiente de sedimentacién.

Para el VPJ se realizaron 2 determinaciones de 86b va

S.
que no se determind el vollGmen parcial especifico el cual es
necesario para poder calcular sw,20; estas determinaciones se
realizaron en una Ultracentrifuga Beckman modelo E (analitica),
la primera medida se realizf con VPJ liofilizado y resuspendido

en TN 7.6 ajustando la concentraci6én a una DO de 0.5 - 0.6,

280
la segunda medida era directamente de una solucibn de VPJ en
TN 7.6 previamente ajustada para dar la DO necesaria (esto se
logr6 con una extraccib6n de més de 50 gr de jitomate). Ambas
muestras se corrieron a 20,000 rpm y a 20°C er un rotor tipo D.
Las graficas obtenidas por el aparato a los diferentes
tiempos de la determinacidn (ver figura No. 2) representan el
aumento de la DO a 280 nm a una distancia X que es la distancia
recorrida por la particula desde la zona de menor velocidad del
rotor ﬁasta el punto donde se encuentra la particula en ese mo

mento. (25,26).

7) Electroforesis en geles de Acrilamida- SDS.

La té&cnica gue se siguid fué la descrita por Laemmli (28)

para geles en placa.
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Se utiliz6 un gel de corrida al 7% para la separacibn
de las bandas protéicas y sobre este gel se aplicd un gel es
paciador al 5% y de diferente pH, cada uno de los geles poli
meriz6 en 30 min.

Sobre el gel espaciador se colocaron las muestras de vi
rus tratadas con el buffer BDP y se llevaron a ebullicidn por
2 min en Baho Maria; a cada muestra se le anadieron 2 gotas de
Azul de Bromofenol al 0.002%, la electroforesis se realizb a
30 volts (6 ml) durante 6 hrs, aproximadamente.

Para los célculos se tomaban las siguientes medidas; antes
de tefiir se medfa la distancia del inicio del gel de corrida al
frente de colorante y la longitud total del gel de corrida, asf
se tefila el gel en TCA 50% con Azul de Coomasie por 30 min y se
destefifa con 8c. acético glacial 5% durante 1 noche; una vez
destefiido solo quedaban las bandas de proteina tefiidas de azul
y se media la longitud total del gel de corrida y la distancia
del inicio de este gel hasta el centro de las bandas protéicas,
tanto de la muestra de VPJ como de las proteinas marcadoras.

Se calculd la movilidad relativa con la f£6rmula propuesta

por Weber & Osborn (27):

Movilidad Distancia de migracifn Distancia del gel antes
relativa(Mr) = de la proteina X de tefiir
Tongitud total del gel Distancia de migracion
antes de destefiir del colorante.

Posteriormente se grafica el log PM de las proteinas mar
cadoras contra la Movilidad relativa (Mr) correspondiente, asi

al extrapolar el valor de Mr del VPJ podemos conocer el PM.
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RESULTADOS :

1) pPerfiles del gradiente de sacarosa para la purifica-
cién del VPJ.

Al centrifugar una suspensidén de VPJ en gradientes de sa
carosa del 20% al 50% y colectar fracciones de 1 ml; es posible
obtener un perfil con las lecturas a 260 nm y 280 nm como el que
se muestra en la fig. No. 3, donde el pico principal hacia la mi
tad del tubo, representa la DO propia del VPJ.

Un caso particular fue el de la 7a extraccidn donde se rea
1liz6 la purificacifn por este gradiente de sacarosa, pero en el
perfil que resultd de ello (Fig. No.4) pueden observarse 2 picos;
uno entre las fracciones 10 y 15 y otro pico mayor entre las frac
cioneé 15 a 25. El andlisis que se realizd del pico menor por me
dio de microscopia electrbdnica, reveld que estaba formado por par
ticulas diferentes de las que normalmente se observan en el pico
mayor; la forma de las particulas observadas (pico menor) era
de barras a diferencia de las particulas esféricas normalmente
observadas (pico mayor). En base a estos experimentos de microg
copfa electrénica, pensamos que estas barras pueden tratarse de
Virus del Mosaico del Tabaco (TMV) (1), en la seccifn de los re-
sultados de la microscopia electrdnica se dar&n mis detalles.

En la figura No 4 puede observarse también el perfil de
un control de jitomate sano que no presentaba las manchas en for
ma de anillo caracteristicas de la enfermedad del "Pinto", en
este caso no existe incremento de la DO sino hasta la parte su-
perior del gradiente; esto nos indica que existe una relacidn

entre la presencia de los anillos sobre el fruto y la banda 6bse£
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vada en la zona media de los gradientes de sacarosa.

2) Relacidn 260/280, Absorbancia de 1 mg/ml a 260 nm y
Microscopia Electrdnica.

La R 260/280 se determind principalmente en las fraccio-
nes colectadas del gradiente para determinar donde se encontra-
ba el virus ya gue esta relacibn nos d& un valor numérico que
.estd asociado a la cantidad de proteina (280 nm) y a la céntidad
de &c. nucléico (260 nm) presentes.

Cuando esta relacidén mantiene un valor aproximadamente
constante nos indica que se trata de la misma particula segfin su
relacidén de proteina y &4c. nucléico. También se determind esta
relaci6n en algunas muestras de VPJ en TN 7.6 después de dializar
contra ese buffer; en estos casos se conservd la relacién dentro
del rango obtenido al leer las fracciones del gradiente directa-
mente,

El rango obtenido fué& de 1.51- 1.70 y el promedio de las
diversas determinaciones nos d& el valor de 1.62 + 0.075 para la
R 260/280 del pico principal del gradiente.

Estos cdlculos se realizaron con los resultados obtenidos
de las lecturas de DO méximas de los gradientes de cada extrac-
cifén. En la tabla I se observan los cdlculos realizado y la esta

distica de los mismos.

TABLA I
260 nm 280 nm R260/280 (X) Condiciones de lectura
0.445 0.290 1.53 fracciones del grad.
0.369 0.243 1.51 "
2,22 1.30 1.70 "
0.96 0.575 1.66 fracc. en dil. 1:10
0.532 0.325 1.63 dializado vs HZO
0.420 0.246 1.70 dializado vs TN"7.6
9.7299




38.

{Continuacidn Tabla I...)

2'é; a 260 nm, ésta se determind solamente una

Para la A
vez (9a extraccibn) ya que para ello se requeria una alta con-
centracién de virus por lo que se realizf la extraccidn a partir
de 200 gr. de tejido.

En esta ocasidn, los andlisis de proteinas y &c. nucléi-
cos revelaron que el VPJ estaba a una concentraci6n de 0.97 mg/
ml y la Alcm a 260 nm did un valor de 4.2 de DO, calculando aho

ra la Ao'l% a 260 nm se obtiene el valor de 4.3 de DO.

1 cm

La microscopfia electrbnica nos proporciond otra manera
de analizar la pureza de la preparacién desde el punto de vista
morfolégico, esto se observa claramente con los resultados de
la 7a extraccifn donde se obtuvieron 2 piéos; el pico menor es-
taba constituido principalmente por particulas en forma de barras
(fotografia No 2), ésta preparacifén se comparé con la de una =
muestra auténtica de TMV observéndose unas estructuras similares
de donde se sugiere que las particulas observadas en el pico me
nor podrian tratarse de TMV; en el pico mayor se pueden obser-
var particulas icosaédricas (fotografia No. 3). A partir de es
tos datos podemos cnsiderar que, el pico principal presente en
el perfil de un gradiente de sacarosa del extracto del jitomate

"Pinto" estd compuesto de particulas homogéneas gue tienen una

0.1%

1 om a 260 nm

R 260/280 promedio de 1.62 + 0.075 y con una A

de 4.3 de DO.
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3) Porciento de protefnas por el método de Lowry

modif. Hartree.

Para el andlisis de proteinas se realizd inicialmente
una curva esténdar con Albftimina bovina, (figura 5) (datos es
tadisticos en la Tabla II) asi entonces para calcular la can
tidad de proteina por ml proveniente del VPJ, se tom6 un vo-
1lGmen determinado de VPJ en TN 7.6 (éol. dializada) y se ana-
1iz6 segin la té&cnica descrita en el capitulo de Materiales y
Métodos y a partir de la DO obtenida de la muestra, se extra-
pold la concentracién de proteinas en la curva esténdar, éste
valor se dividid entre el volfimen de muestra analizado para

tener asf jug de proteina por ml, ej:

vol. de nuestra de ug de proteina célculo Jg de proteina
VPJ en TN 7.6 ana- extrapolados en del VPJ por ml
lizado curva esténdar.

0.3 ml 126.6 png 126.5/0.3 421.6 pg/ml

Los resultados obtenidos de estos andlisis se reportan
en porciento de proteinas considerando como el 100% a la suma
de la cantidad de proteina y de &c. nucléico obtenidos de una
misma muestra, ej:
De una misma muestra se obtiene que:
X pg de proteina/ml + Y ug de dc. nucléico/ml = Z ug de VPJ/ml
considerando a Z como el 100%, pueden calcularse los porcientos
que representan X y Y respectivamente.
Los valores obtenidos de los diversos andlisis se presen

tan en la tabla II asf{ como su tratamiento estadistico:
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TABLA II
Experimento % Proteinas (X) Estadistica
1 82.43 X = 84.85
2 85.62 V = 3.4351
3 86.25 dt = +1.8534
4 87.63 et = +0.6552
5 82.90 -
6 85.03
7 82.57
8 86.37
678.8 -
Para la curva estdndar de AlbfGmina bovina:
Jg ABC/ml (X) DO(Y) XY ¥ =80 at, = + 44.72
20 0.09 1.8 ¥ = 0.3355 dty = + 0.1827
60 . 0.26 15.6 XY = 26.84 r = 0.9999
100 0.406 40.6 V= 2000 et = + 0.6324
140 0.586 82.04 Vv = 0.0334 et_ = + 0.0025
320 1.342 140.04 Y ¥
Ecuacibén de regresién
Y = 0.0040 X -~ 0.,0087

De esta manera se encontrd que el rango en porciento
de proteina del VPJ estaba entre 82% y 88% y el promedio de
las diversas determinaciones di6 un valor de 84.45 + 1.85%

de proteina.

4) Porciento de RNA y DNA por las técnicas del Orcinol

y la Difenilamina.

(a) .~ An&lisis de RNA.
La curva esténdar de la figura No 6 corresponde a RNA

de levadura y fué realizada segfin la técnica descrita en los
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Materiales y Métodos, los célculos que se realizaron para
determinar la cantidad de RNA presente en la muestra de VPJ

en TN 7.6 son los siguientes:

ng de RNA X 4 (dilucidn con HClO4) g de RNA
(extrapolados de la curva st = del VPJ
volGmen de muestra tratada y analizada ml

Al igual que las protefnas, el resultado de los andli-
sis de RNA se d& en porciento utilizando para ello el mismo
criterio, en la tabla III se presentan los resultados co;reg
pondientes.

El rango obtenido para las determinaciones de RNA fué de
12% a 17% y el promedio de los valores obtenidos fué de 15.12

+ 1.86% de RNA.

(b) .~ An&lisis de DNA.

La curva estédndar de DNA de timo de ternera se muestra
en la figura No 7, en este punto es conveniente aclarar que
durante el desarrollo experimental pudimos observar que la
produccién de color en la reaccidn descrita por Burton (24)
depende sensiblemente de la pureza de los reactivos, princi-
palmente del acetaldéhido vy del &c. acético glacial; asi co-
mo del tiempo y temperatura de incubacidn, por lo tanto es
necesario mantener estos factores bajo un control rigurosc
para que tanto la curva estindar como los andlisis de las mues
tras sean reproducibles.

En el caso Qel VPJ, se utilizaron volfimenes de muestras

tratadas hasta de 2 ml y se realizaron 6 determinaciones de



DQ,
s

0.224
0.2-
0.18-
0:16-
0141
0.12-
011
0.081
0.06-

0.04-

0.02+

CURVA ESTANDAR

DE DNA

(TECNICA DE LA DIFENILAMINA)

—
o T

!
5 20 25
figura N° 7

lr
30

35 40
Mg DNA/ml



47.

las diferentes extracciones y a pesar de ello el andlisis de
muestra que el VPJ carece de DNA.

En la tabla IV se muestran los resultados correspondientes:

TABLA III
Experimento SRNA (X) Bstadistica
1 17.56 X = 15.12
2 14.37 V =  3.4814
3 13.74 dt = + 1.8658
4 12.30 et = ¥ 0.6596
5 17.09
6 '14.88
7 17.42
8 13.62
120.98
Para la curva estdndar de RNA:
g RNA/ml (X) DO (Y) XY X =120 r = 0.9997
Y =0.708 et =+ 1.3854
40 0.255 10.2 XY = 84.96 _
80 0.480 38.4 v, = 3200  ©%t, = 1 0.0079
120 0.700 84.0 _
160 0.915 146.4 vy = 0.1064
200 1.190 238.0 at_= + 56.56
600 3.540 517 dty= + 0.3261
Ecuacibén de regresidn
Y = 0.0057 X + 0.0163
TABLA IV
Experimento. % DNA
i ]
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
Para la Curva estfindar de DNA:
Mg DNa/ml (X)  DO(Y) XY X =20 at = + 11.1803
5 0.041  0.205 Y =012 o F_ T o3
15 0.067 1.005 X¥ = 2.4 y -
25 0.146  3.650 v, = 125 r = 0.9804
35 0.226 7.910 vy = 0.0052 et = + 2.2027
80 0.780 12.770 st, = + 0.0142

Ecuacién de regresidn
Y = 0.0063 X- 0.0067
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En base a los andlisis de &c. nucléicos, tanto de RNA
como de DNA, podemos decir que el sc. nucléico que contiene
el VPJ es RNA al igual que la mayoria de los virus de plan—~
tas conocidos, aunque también existen virus de plantas que
contienen DNA como son el CMV (Cauliflower mosaic virus) ,
el DMV (Dhalia mosaic virus) yotros (2) como se menciond an
teriormente.

En vista de los resultados obtenidos, es conveniente men
cionar que los porcientos reportados han sido calculados en

base a la cantidad de protefna y RNA.

5) Tamaho y forma del VPJ.

A partir de las micrografias electrénicas que se obtuvie-
ron con muestras del pico principal del gradiente de sacarosa,
se pueden apreciar formas esféricas (isométricas) (fotografia
No 3) las cuales tienen un difmetro promedio de 26 nm; ahora
bién, como se sabe que en los virus de plantas gue presentan
contornos esféricos en la microscopia electrbénica son en su
gran mayoria de una estructura poliedrica y generalmente ico
saedros (20 caras) (2), podriamos esperar gue, en el caso del
VPJ la estructura sea del mismo tipo.

Estos resultados concuerdan con los datos reportados por
Galindo y col. (13) en cuénto a la forma, ya que en cuanto al
tamafio; aqui reportamos un valor de 26 nm y Galindo y col. re
portaron un valor de 28 nm promedio.

En el caso‘de las barras observadas en el pico menor de

la 7a éxtraccién, pensamos que se trata de TMV en vista de su
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L4
morfologia, y ademds porque al realizar un anflisis de protei
nas y de 4c. nucléicos de esta muestra se obtuvieron los si--
guientes resultados:

Proteinas —=————=- 92.27%

RNA —mmmemmmemmmeme 7.72%

La R 260/280 fué de 1.2 (comunicacidén personal, Jaime So-
riano G.) todos estos an8lisis fueron realizados con las mis--—
mas técnicas utilizadas para el VPJ, y el valor gue se ha repor
tado para el RNA del TMV es de 5% (25); por lo tanto estos da-
tos sugieren gue las barras observadas en esta ocasién son de
T™V.

>Debe hacerse notar que solo en algunas preparaciones de vi
rus se obtenian 2 picos en el perfil del gradiente de sacarosa,
lo cual indica gue en el lote de jitomate infectado con virus
"Pinto" existen también algunos Jjitomates infectados por TMV.

Se sabe que el TMV tiene un amplio rango de hospedantes
(1) v es comln encontrar en la literatura, infecciones de plan-
tas por mds de un virus tal como estos jitomates infectados

con VPJ y TMV.

6) valor del coeficiente de sedimentacidn observado (s

)

obs.
Para obtener el valor de Sopbs. 5 realizaron 2 determina-

ciongs y los parimetros necesarios para los cidlculos, son los

siguientes:
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t(min) = momento en que la particula ha recorrido una distan-
cia determinada y se registra en la grdfica del per-
£il de sedimentacidn.

X(cm) = distancia recorrida por la particula desde la zona de
menor velocidad de la celda al punto donde se encuen-
tra la particula en ese momento segfin la grifica.

X{correg. a mm)= es la distancia real que ha recorrido la par-
ticula en mm dentro de la celda; esto se calcula sa-
biendo que en la grifica se tienen 6.7 cm del frente
al fondo de la celda y gque corresponden a 12 mm de lon
gitud de la celda, ej:

12 mm _
4.1 Cme— 7.343 mm

X' (cm) = es la distancia del centro del rotor al punto donde
se encuentra la partfcula en ese momento, sabiendo que
la distancia del centro del rotor a la zena de menor
velocidad de la celda es de 5.7 cm, se le arfaden los
cm recorridos por la partifcula (del caso anterior
7.343 mm = 0.7343 cm) asi:

5.7 cm + 0.7343 cm = 6.4343 cm
Una vez obtenido el log X' se grafica contra el t (min) y
esto nos di una lfnea recta de la cuil se calcula la pendiente
"m" para utilizarla en la ecuacifén que nos dard el coeficiente
de sedimentaci6n observado, esta ecuacifn es:

s, =m (2.303/60 w?)

obs

donde, w2 es la velocidad angular del rotor al cuadrado y la

relacién de 2.303/60 w2 para 20,0b0 rpm es de 8.749 x 10_'9 (26) .
Los resultados obtenidos de las 2 determinaciones son los

siguientes:

(la. determinacidn)

t(min) X obs. (cm) X correg.(mm) X' (cm) Log X'

7.15 4.1 7.343 6.4343 0.8085
15.15 4.6 8.238 6.5238 0.8145
18.16 5.0 8.955 6.5955 0.8192
21.33 5.4 9.671 6.6671 . 0.8239
24.25 5.7 10.208 6.7208 0.8274
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(2a. determinacidén)

t(min) X obs. (cm) X correq. (mm) X' (cm) log X'
0 2.5 4.477 6.1477 0.7887
1.45 2.9 5.194 6.2194 0.7937
5.45 3.4 6.089 6.3089 0.7999
9.45 3.75 6.716 6.3716 0.8042
13.45 4.20 7.522 6.4522 0.8097
17.45 4.65 8.328 6.5328 0.8151
21.45 5.10 9.134 6.6134 0.8204

En la tabla V se presenta el tratamiento estadistico de
los datos asf como el cédlculo de Sepstt ¥ las gréficas de log

X' v.s. t(min) de las 2 determinaciones, pueden observarse en

la figura N° 8.

TABLA V

Para la la. determinacién:

t(min) (X) log X' (¥) XY X =17.208 r = 0.9899
Y "= 0.8187 Ecuacibn de
7.15 0.8085 5.7807 XY = 14.0881 regresidn
15.15 0.8145 12.3396 v = 34.5771 29 80112 X
18.16 0.8192 14.8766 x = 3% Y= 0 7953
21.33 0.8239 17.5737 V. = 0.000044 t+_ 3 0 8336
24,25 0.8274 20.0644 y Bty 2 9
Pom— dt,= % 5-8802 i"- 4 0.00094
86.04 4.0935 70.6353 % et =%

dt, =+ 0.006693Y

de la ecuacidn de regresidn se tiene que, m = 0,00112

_ -9
Sops.= T (8.749 x 10 7)
i -9
§.pg.= 0-00112 x 8.749 x 10
s . = 0.009798 x 10°° = 97.98 x 1013
obs.

y teniendo en cuenta que una unidad Svedberg se considera como
-13
1 x 10 seg. el valor de Sopg. Para esta primera determinacidn

es de 98 s.
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(Continuacién Tabla V...)

Para la 2a. determinacién:

t(min) (X) log X'(Y) Xy X = 11.45 dt_ = + 0.009011

1.45 0.7937 1.1508 % = 0.8071 r-1

. . . XY = 9.2412 r = 1,0123

5.45 0.7999 4,3594 v = 4é 6666 Ecuacién de regresibn

9.45 0.8042 7.5996 x . ¥=0.00133 X + 0.7918
13.45 0.8097 10.8904 v = 0.0000812 et y et, no
17.45 0.8151 14,2234
21.45 0.8204 17.5975 Gt,= + 6.8312 calculados ya qug:
68.70 178430 55,8211 et = dt 1-(1.0123)

et = dt - 0.0247

de la ecuacidn de regrsidn se tiene que, m = 0.00133
9

sobs. =m (8.749 x 10 7)
s = 0.00133 x 8.749 x 107>
obs.
s = 0.011636 x 1077 = 116.36 x 10”13
“obs.
entonces el valor de s para la 2a., determinacibn es de 116 s.

obs,

El valor promedio de ambas determinaciones es de 107 s.

7) Peso molecular de la subunidad protéica segfin la

electroforesis.

Los valores obtenidos para las movilidades relativas pro-—
medio de 3 determinaciones con las protefnas marcadoras y mues-

tras del VPJ son los siguientes:

Proteinas Movilidad relativa PM polipéptido log PM
{promedio)
AlbGmina 0.2491 68,000 d 4.8325
Peroxidasa 0.3167 43,000 4.6334
Pepsina 0.3799 35,000 4.5440
Papafna 0.6737 21,000 4.3222
Lisozima 0.7481 14,300 4,1553.
Ribonucleasa 0.9302 13,70 4.1367

VPJ 0.3906 —————— em—e——
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En la tabla VI se presenta la estadistica de los datos

y el cdlculo del PM de la subunidad protéica del VPJ:

TABLA VT

Mov.rel.(X) log PM (Y) XY X = 0.5496 r = -0.9631
(prom) Y = 4.4373 et_= + 0.0670

0.2491 4.8325 1.2037 XY 2 2-387 ot =+ 0.0685

0.3167 4.6334 1.4673 x O ¥

0.3799 4.5440 1.7262 v, = 0.06485

0.6737 4.3222 2.9118 ~

0.7481 4.1553 3.1085 dt,~ * 0-2493

0.9302 4.1367 3.8479  dt = + 0.2546

3.2977 26.6241 13,7654 b4

Ecuacién de regresidn

¥ = -0,9835 X + 4.9778
Al substituir el valor de la Movilidad relativa (promedio) del
VPJ en la ecuacibn de regresidn, tenemos:

Y

(-0.9835) (0.3906) + 4.9778

Y

4.5936; esto es el log PM de la subunidad
protéica del VPJ, entonces el PM es de 39,228.34; se considera

como 39,000 d.

La figura N° 9 muestra la grdfica de log PM v.s. Movi-
lidad relativa (promedio) y, al obtener solamente una banda
en el gel de acrilamida SDS podemos decir que el VPJ posee
una sola cadena polipeptidica y que ésta tiene un PM de 39,000

d aproximadamente.
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DISCUSTON:

Los estudios realizados para determinar algunas carac-
teristicas de la particula qué-causa la enfermedad del "Pin
to" en el jitomate, nos proporcionan algunos datos y a conti
nuacién nos permitimos hacer algunas observaciones al respecto.

En los gradientes de extractos de jitomates infectados se
encuentra una zona donde hay un incremento en la DO y esta zo-—
na no se presenta en los controles de jitomate sanos (figuras’
3 v 4) ; esto nos indica que existe una relacidn entre la pre-
sencia de las manchas amarillas en forma de anillos en los
frutos infectados y el incremento en la DO el cual se aprecia
en los gradientes como una banda opalescente en la parte media
de los tubos. El hecho de que las fracciones del gradiente que
presentan la mayor R 260/280 en la figura N°.3 (fracc. 10-15)

y que corresponde al VPJ, no correspondan a las mismas fraccio-
nes de este virus en la figura N° 4 (fracc 15-20) se debe a

que no siempre era posible hacer la puncién de los tubos del
gradiente en el mismo sitio por razones técnicas y esto provo-
caba que la distancia 6 el voldmen entre el punto de puncién
del tubo (inicio de las fracciones) y la zona donde se encon-
traba el VPJ fuera variable.

Al colectar esa banda opalescente, se pudo apreciar que
conservaba una R 260/280 aproximadamente constante de 1.62 +
0.075; ahora bien, en la figuré N° 3 puede apreciarse que la

R 260/280 de las fracciones 2-10 no es constante pero si se-

mejante a la gue se observa en la figura N°4 entre las frac-
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ciones 10-15 en las cuales se ha propuesto que contienen TMV,
esto indicarfa que las muestras de jitomate "Pinto" colectadas
estin también infectadas con TMV y que esta infeccibn es de
divefsos grados segin la muestra estudiada. En el caso de la
7a extraccidén (figura N°4) la infeccidn por TMV era mayor que
en las otras muestras estudiadas por lo gque se presenta un pi-
co bien definido de TMV.

Respecto a la R 260/280 del pico correspondiente al VPJ
en las figuras 3 y 4 se observa que esta R 260/280 permanece
constante sugiriendo gue la separacifn de VPJ y de TMV se rea
1iz6 de manera adecuada en el gradiente y esto se confirma con
los datos de la microscopia electrdnica donde se aprecian los
éiferentes tipos de particulas gque se presentan en cada uno de
los picos de la 7a extraccién.

Los datos gque nos proporcionan los andlisis de proteinas
y de &c. nucléicos nos indican claramente gue este virus (VPJ)
contiene un 15.12 + 1.86% de RNA y esto nos permite formular al

~gunas proposiciones para estudios posteriores sobre la replica-
cién del virus, estas proposiciones se presentarén al final de
esta discusibn.

Para el coeficiente de sedimentacién observado, el valorx
que se ha encontrado aqui es de 107 s y es el promedio de las
2 determinaciones pero; segn se menciond en un principio, es
necesario conocer el voltGmen parcial especifico del VPJ para
poder calcular Sw,20' por lo tanto en este puntco no es posible

hacer una comparacifn de los datos que se han reportado para
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el TBSV con los datos del VPJ en cuanto a coeficiénte de se-
dimentacién. Un dato que se pres£a a discusibn es el valor
del coeficiente de correlacién que se obtiene para los datos
de la 2@. determianci6n de Sopg. ¥ due es de, r = 1,0123 ;
este valor nos dice que sf existe una relacifn entre los va-
lores de t(min) y log X' pero que esta relacifn no es ideal

y al tratar de calcular los valores de etX Yy ety se oytiene un
nimero que se ha denominado algebriicamente como ﬁﬁmefo imagi-
nario (V =n); el significado que este nlimero pueda tener para
este experimento queda ya fuera del objetivo de esta tesis por
lo que solamente nos limitaremos a mencionarlo, pero si puede
decirse que en general todos los demds valores que se tienen de
las 2 determinaciones de s_,. son comparables (Tabla V) y gque

obs.
el experimento es reproducible.

En los experimentos realizados para determinar el peso mo-
lecular de la subunidad protéica del VPJ se encuentrabque el
valor de la movilidad relativa del VPJ es de 0.3906 y gque apa-
rentemente cae entre los valores de la movilidad relativa de
la pepsina y de la papafna (0.3799 y- 0.6737 respectivamente) ;
esto nos indicaria gue el peso molecular del VPJ estarfa entre
21,000 y 35,000 d, pero hay que hacer notar que el valor del
PM que se ha reportado aqui estd calculado. en base a la ecua-
cidn de regresifn que se tiene de los datos estadfsticos y que
esta ecuacidn representa una relacién lineal entre el log PM y
la movilidad relativa; puede observarse ademds que esta rela-

cién es buen segfin lo indica el valor del coeficiente de corre
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lacién (~0.9631); asi entonces, en base a los datos esta-
disticos podemos decir queAel valor de 39,000 d de PM para
la subunidad protéica del VPJ es el valor real.

Segtin se demostr$ en esta tesis, el dcido nucléico del
VPJ es RNA y las proposiciones concretas gue se presentan
para iniciar el estudio de la reblicacién del virus utilizan
do protoplastos son; el someter el RNA del VPJ a un sistema
libre de células y, en presencia de amino dcidos marcados tra
tar de determinar las protefnas que son traducidas por este
RNA (30) y posteriormente utilizar esta informacidn para iden
tificar a estas protefnas en protoplastos infectados con el
VPJ, ademis conociendo ya el PM de la subunidad protéica del
virus podrfa estudiarse si la proteina que codifica el RNA es
la misma que posee el VPJ ya integrado 6 bien si existe algflin
tipo de procesamiento sobre el producto de la traduccibn, es
posible tambié&n la utilizacifn de anticuerpos especificos para

estos estudios.
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El objetivo de este estudio fué conocer la composicidn

qufmica y algunas caracteristicas de la particula que estd

provocando la enfermedad del "Pinto" en los cultivos de ji-

tomate en el estado de Hidalgo y establecer ademds la rela-

cién biogquimica existente entre el VPJ y el TBSV en vista de

que Galindo reportd gue daban una reaccién seroldgica cruza-

da (13). Una vez establecido esto, se podria iniciar el es-

tudio del mecanismo de replicacién utilizando para ello pro—

toplastos de células vegetales.

A continuacifn se presenta la tabla VII con los resulta

dos del VPJ de acuerdo a los experimentos realizados por noso

tros y donde se observan también los

TBSV reportados en la literatura por

datos correspondientes al

diferentes autores (29).

VPJ

TABLA VII

TBSYV

Purificacién | Por gradientes de sacarosa

s
obs.

520 W

0.1%
Al an 260 nm

R 260/280
Estructura
Tamario

Ac. nucléico

PM de la sub-
unidad protéica.

(20%-50%) se obtiene una
banda Gnica opalescente.

107s

4.3

1.62 + 0.075
Isométrica

26 nm £
RNA 15,12 + 1.86%

3.9 x 10° a

Cuando se centrifuga en gra-
dientes de densidad, se forma
una banda simple y opalescente.

131 - 140 s para diferentes cepas |
4.5
1.62 - 1.66 segln la cepa.
Isométrica
30 m &
RA 16% - 17%

3.8-4.2 x108 a
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De estos datos podemos concluir que, el Virus Pinto del
Jitomate es una particula con las caracteristicas que se apre
cian en la tabla anterior; se observa gue tiene bésicamenté la
misma composicifn y estructura que el TBSV aunque con pequefias
diferencias como se han reportado también para otras cepas del
TBSV, debemos afiadir que el VPJ pesee un 84.85% + 1.85% de pro-

teina.

Agradezco al Dr. J. Galindo su ayuda al proporcionarnos
ia primera muestra de jitomate "Pinto" para poder inciar los
estudios sobre el VPJ; al Dr. H. Merchant del Instituto de In-
vestigaciones Biomédicas (UNAM) por su colaboracién en las
determinaciones de Microscopia electrdnica y al Dr. O. Herndn
dez del Depto. de Bioquimica del Hospital de Oncologia {CMN)
por su ayuda en las determinaciones del coeficiente de sedimen

tacidn.
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