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5. 

INTROOUCCION 

Las enfer~~dadeb virales en plantas se conocen desde 

hace ya algan tiempo y aunque su conocimiento ha avanzado 

lentamente debido a ciertas dificultades en los métodos de 

estudio que se siguen para determinar las características 

de"una infecci6n viral en plantas, existen actualmente tra 

tados completos que nos introducen al estudio de estas 

medades (1,2). 

Para realizar estudios sobre enfermedades virales en 

las plantas, se utilizan métodos que comprenden: la inocul~ 

ci6n por el virus a plantas co~~letas y la observaci6n del 

desarrollo de la enfermedad en cuanto a los síntomas exter-

n05 así como estudios cito16gtcos y est\!dios ~obre la fisio 

lo~ta de las plantas infectadas. Tambi~n se considera neceRa 

río conocer la naturaleza de las partículas que inf~ctan a 

estas planta'S'; para lo cual se han desarrollado métodos de 

purificación de estos virus (3,4,6) y los métodos par,;} el 

estudio de sus características y propiedades corno son; efec 

tos de la temperatura (5) tamaño y forma de las part1culas 

(9,10,11) Y composición química de las mismas (7,B,12). 

Segdn Smith, K.M. (2) la mayoría de los virus de plantas 

se componen solru~ente de proteína y ác. nucl~ico, siendo es-

te fU t~.:10 generalmente R.~, es importante mencionar el h~cho 

de que el RNA de algunos virus (Virus del Mosaico del Tabaco 

(T~J) Y Turnip Yellow Mosaic Virus (TYMV) ) es infeccioso 
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cuando se encuentra en forma pura, sin prote!nas y que la 

infectividad es des~ruída por la acci6n de la ribonucleasa; 

esto indica que el RNA es el material genético del virus y 

que no solamente se reproduce a sí mismo sine que tambi~n 

controla la s1ntesis de sus proteínas particulares. 

Se ha observado tambi~n que, virus reconstituidos de 

la proteína de una cepa y del RNA de otra cepa diferente, 

siempre manifiesta las características de la cepa que propoE 

ciona el RNA. 

Se conocen tam..bién diferencias en el material genético 

de los virus como es el caso del Rice Dwarf Virus (RDV) y del 

\tlound Tumor Virus (WT'v) que poseen RNA de doble h~lice, este 

RNJ\ es sirni lar al de un grupo de virus animales (Neovirus) ~' 

es interesante nctar que el WTV es semejante a los Neovirus 

morfolÓgi.c:unen"'.:e: se har. encontrado ta..'Tibi E'!n vi rus de plantas 

(Cauliflo\\r°er !1osajc Virus (CMV) ) que poseen DNA de doble 

helice y que aparentemente consiste de una rnol€:cula cil"cuIar. 

En cuant0 a la infecci~n y replicaci6n de los virus de 

plant:as, se ac-epta en general que el primer e""'nto r'le ocurre 

cuando una pari::1cula ?enetra en una célula suceptible de in 

fecci6n es, la liberación del ácido nucléico y que en la srn 

tesis de estos virus se involucran 2 clases de procesos fun-

damentalmente diferentes y que son: al la lectura de la in­

formaci6n gen~tica viral y la traducción del mensaje que esta 

informaci6n c0nciene y b) la copia de esta información para 
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la reproducci6n de un ác. nucléico idéntico ai que proviene 

de la part1cula infecciosa; estos procesos solo pueden lle-

varse a cabo cuando la cubierta de proteína PS removida del 

ac. nucHhco. 

As! entonces, en el caso del TMV se considera que el RNA 

propio del virus, controla la maquinaria metab61ica de la cé 

lula para la producción continua de R..flJA y de protpína 'Ir; ...... - , 
." ..... .L a.L • 

Otros virus diferentes de TMV (ej. Patato Yellow Dwarf 

Virus (PYOV) y Tomato Spoted í'lil t VIrus (TS\\"V) presentan una 

secuencia de eventos semejantes a la de aste virus. 

Sin embargo, el conocimiento actual que se tiene de los 

virus de plantas en rela·cí6n a 109 virus de animales y bact~ 

ri6fagos, principalmente en cuanto a 5U mecanismo de acci6n 

y, en su estructura molecular; se debe en gran parte a la 

exiS!:éncia de sistemas biolÓgicQS adecuados para r-ealizar e:¡ 

tudios bajo condiciones controladas como son los cultivos de 

tejidos animales y cultivos de bacterias. En este punto, el 

estudio de los Viri.lS de plantas no se h.:t desarrolladc· ce ld 

misma manera debido a que no existía u, sistema biol6gico ade 

cuado para su ~studio. 

Según se indic6 anteriormente, para estudiax los virus 

de plantas se requería de la infecci6n de plantas completas; 

lo cual representaba dificultades tales como la presencia de 

una infección no sincrónica y la variabilidad bio16gica, ade-

más de un tiempo largo para poder dpreciar los efectos de id 

infecci6n (15). 
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Estos problemas no habían permitido al avance en el es­

tudio de los mecanismos moleculares ~on que actdan estos vi­

rus; sin embargo, en los dltimos años se han desarrollado t~c 

nieas para la obtención de cultivos de tejidos vegetales y 

técnicas para la obtenci6n de protoplastos (2) de células ve 

geta~es, estas son células que no tienen pared celular perm~ 

tiendo as! la infección viral de una manera s1ncr6nic3. 

Las ventajas de usar protoplastos para estudiar el compoE 

tamiento de estos virus en lugar de la usual infecci6n en ho­

jas, son muchas; por ejemplo, en el caso de la inoculaci6n de 

hojas 5010 una muy pequeña cantidad de c~lulas son inicialme~ 

te infectadas y la replicaci6n del virus debe ser estudiada 

contra un gran I'Ibackground" 6 fondo de células no infectadas y 

aün las c~lulas de la parte 1noculada est!n en varios estados 

de replicaci6n viral comprendiendo d~~dé cfilulag no inf~ctdd~s 

hasta células en las que la s!ntesis viral es completa. en el 

case de los protoplastos la infecci6n viral se realiza de un~ 

manera sincrónica, esto es; todas las células se infectün al 

mismo tie\npo. 

Además, la replicaciÓn viral dentro de los protoplastos 

puede demostrar.3e de varias formas como son: tinci6n con anti 

cuerpos fluorescentes, microscopía electr6nica, incol-poraci.6I~ 

de precursores marcados y serologta. 

Puede medirse el curso en el tiempo de la replicaci6n vi­

ral y su sint~tica y es posible tener un esquema del tiempo de 

generación de los virus, pueden distinguirse les diferen~es ti 
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pos de RNA acumulados durante la replicac16n y muchas otras 

posibilidades de estudio Sé presentan con el uso da protopla! 

tos •• Utilizando este tipo de sistemas se han comenzado a c~ 

nocer los mecanismos de acci6n de los virus de plantas (16-19). 

El estudio del Virus Pinto del Jitomate (VPJ)¡ el cual 

fué descubierto en la regi6n de Actopan, Hgo. donde existen gra!! 

des extensiones de cultivos de jitomate afectados por esta en-

fermeda.d; 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 manchas amarillas en forma de 

anillos en el fruto de la planta, con esto se disminuye el va-

lar comercial del jitomate hasta en un 30% y puede producir p~r 

didas que van del 5% al 85% por parcela cultivada. Se sabe aoe-' 

m~s que esta enfermedad se extien¿e actualmente hacia la zona 

dal Baj 10 (14). 

En estos estudi~s, Galindo y col {13) reportaron datos ta-

les como el punto de inactivaci6n t~rm.i..ca, el punto de <.iilllci6n 

final, el rango de hospedantes, la forIl'a y dimensiones del virus 

y una reacción cruzada de tipo sero16gico con el virus llama~~ 

Tomato Bushy Stuut Virus (TBSV 6 BSV) procedente de la línea 

del cerezo. 

En el Depto. de Bioqurmi~a de la División de Estudios Su-

periores de la Facultad de Química, se ha iniciado una investi-

gaci6n sobre los virus de plantas de tal manera que existe la 

posibilidad de estudiar el me~anismo de replicación de los mis 

mos utilizando protoplastos. 

I 

I 
I 
I 
1 

I 
I 
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Para iniciar estos estudios se ha recurrido a el VPJ 

por varios motivos: en primer lugar S~ sabe que este virus 

e6t~ causando daños a la agricultura, adem4s ya se han ini·,-

ciado estudios serios sobre el VPJ por parte de Galindo (13) 

enfocados principalmente a establecer algunas caracter!sti-

cae de la infecci6n del VPJ en plantas completas, ahora bien 

es necesario conocer las caracter!sticas propias de la part! 

cula ya que de los resultados que se obtengan será posible di . 
señar las estr3tegias más adecuadas para poder llevar a cabo 

los estudios de su replicaci6n en el sistema de protoplastos 

y existe además la posibilidad de conocer si el VPJ y el TBSV 

son una misma partícula o bien si se trata de partículas dife 

rentes en vista de la reacci6n sero16gica cruzada que presen-

t~An est.os dos virus y qUé ha sido reportada por Calindo y ~ol. 

(13), por lo tanto el objetivo de este trabajo es, conocer la 

composición y algunas caracter1sticas de la partícula que pr~ 

voca la enfermedad de] ·Pinto" en el jitomate. 
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An~e la posibilidad de estudiar la replicaci6n viral de 

los virus de plantas utilizando el sistema de protoplastos r 

se ha escogido al Virus Pinto del Jitomate {VPJ} en base a que 

esta part1cula ~s~á provocando daños a la agricultura en alg~ 

nas zonas del paiz y a que ya se ha iniciado su estudio en 

planta':l completas, ahora bien es necesario conocer la natura~ 

leza de esta partícula para enfocar de la manera m~s adecuada 

el estudio de su r.eplicaci6n utilizando protoplastos. 

Para llevar a cabo los estudios del VTJ, se obtuvieron los 

frutos d~ la zona conocida como Chicavesco en la regi6n de Act:~ 

pan, Hidalgo eú ~poca de cosecha. Estos jitomates (Lycopersicum 

sculentum varo Mill) fueron seleccionados con ªyuda ce 105 caro 

Entre estos jitoroates se escogieron aquellos que francame!.:. 

te presentaban los !ntomas de la enfermedad y que pueden obser·· 

varse en la fotografía No. 1 con las car~cteristicas forma~ anu 

l:lres sobre la superficl.e del. fruto. 

Para establecer la naturaleza del VPJ, hemos realizado d~ 

versos estudios enfocados a determinar algunos parámetros bio-

químicos que nos permitier~~ definir a esta partícula, como son: 

el contenido de prote1nas, el contenido de ~c. nucl~ico, el ti 

po de ac. nucletco que posee, tamaño y forma de la part1cula, 

coeficiente de sedLffientacién observado y peso molec~lar de 

la subunidac protéica del virus . 
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En esta tesis se presentan los métodos utilizados para 

estos estudios y los resultados obtenidos, así como una ca~ 

paraci6n entre estos resultados y los datos reportados en la 

literatura para el TBSV con el cual tiene alguna semejanza 

bioquímica según se indic6 con anterioridad (13) . 



infectado sano 

FOTOGRAFIA N°1 
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MATERIALES Y METODOS 

REACTIVOS-~ 

Tris (hidroximetilaminometano) r.a.--------- Merck 

Cloruro de sodio r.a.------------------------ Merck 

2- mercaptoetanol r.a.----------------------- Merck 

Cloroformo r.a.------------------------------ J.T. Baker 

Butanol r.a.-------------------------:--·------ J .T. Baker 

Sacarosa r.-a.·------------------------------- React. Monterrey 

Tartrato de sodio y potasio r.a.------------- Merck 

Carbonato de sodio r.a.---------------------- Merck 

Hidróxido de sodio r.a.---------------------- Merck 

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

Reactivo de Folín- Ciocalteau r.a.----------- Sigma 

Alb11mina Bovina Cristalina---------Nutrit:tonal Bí.ochemical Corps. 

Ac. ribonucléico (RNA) de levadura(gradoA) ---Calbiochem. 

Ac. percl6rico r.a.---------------------------Merck 

Orcinol r.a.--------------------------------- Merck 

Cloruro férrico (hexahidratado) r.a.--------- Merck 

Ac. clorhídrico r.a.------------------------- Merck 

Ac. desoxiribonucléico (DNA) de timo de ternera 
(tipo 1)----------------------------------- Sigma 

Difenilamina r.a.---------------------------- Merck 

Ac. acético glacial r.a.--------------------- J.T. Baker 

Ac. sulfúrico r.a.--------------------------- Merck 

Acetaldehido--------------------------------- grado técnico 
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Acrilamida r.a.----------------------------- Merck 

Bisacrilamida r.a.-------------------------- Merck 

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

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

Persulfato de amonio r.a.------------------- Merck 

Glicerol r.a.------------------------------- Merck 

Azul de Bromofenol-------------------------- Merck 

Glicina r.a.-------------------------------- Merck 

Azul de Coomasie------------ (para electroforesis) BDH 

Ac. tricloroacético (TCA) r.a.-------------- 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 páncreas bovino 
(grado A)----------------------------------Calbiochem. 

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

MATERIAL BIOLOGICO. 

Jitomate, (Lycopersicum sculentum. var Mill); se cale~ 

·taran 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 extrae 

ci6n y purificaci6n del virus. 

SOLUCIONES: 

Para purificaci6n y extracci6n: 

Buffer TN B.O y TN 7.6 (Tris 0.01 M, NaCl 0.05 M pH B.O 

y pH 7.6) Sacarosa al 20% y al 50% (Sacarosa en TN 7.6) 
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Para análisis de proteínas: 

Soluci6n A (2.0 gr tartrato de sodio y potasio, 100 gr 

Na2co3 en 500 rol NaOH 1 N y aforar a 1 lt con 

H2o destl.) 

Soluci6n B (2.0 gr de tartrato de sodio y potasio, 1.0 gr 

deCuso4 . 5H2o en 90 rol H2o con 10 rol de NaOH 1 N) 

Soluci6n C (1 vol. del reactivo de Folín con 15 vol. de 

H2o, debe ser 0.15 N - 0.18 N al titUlar con 

fenolftaleína T.s,, fresco) 

Sol. st de Albúmina Bovina (St4AVC) (100 gr de albamina en 

10 rol TN 7.6, diluir 1: 10 al usar) 

Soluci6n de NaOH 1 N (debe prepararse con H
2

o fría y her­

vida previamente, al titular con fenolftaleína 

T.S. di6 1.0621 N) 

Fenolftaleína alcoh6lica (T.S.) (1.0 gr de fenolftaleína 

en lOO rol de Etanol absoluto). 

Para análisis de RNA: 

Soluci6n estándar de RNA (lOO mg de RNA en 10 rol de TN 7.6, 

diluír 1:10 para tener 1 mg/ml). 

HClo4 2.5 N y 0.5 N en agua destl. 

Orcinol al 10% (Orcinol al 10% en etanol abs., al usar 

debe mezclarse con FeC1 3 .6H2o ácida en proporci6n 

1:10:100 de Orcinol: EtOH:FeC1 3 respectivamente). 

Soluci6n de Fecl3 .6H
2o ácida (330 mg de FeC1

3
.6H2o disuel 

tos en 1 lt de HCl conc.) 
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Para análisis de DNA: 

Solución estándar de DNA (0.5 mg de DNA disueltos en 

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

4°C) 

Difenilamina al 1.5% (1.5 gr de Difenilamina (recrist~ 

lizada) disuelta en 100 ml de ác. acético gl., al 

usar añadir 1.5 ml de H2so4 conc. y mezclar; por e~ 

da 20 ml de la mezcla añadir 0.1 ml de acetaldehido 

1.6%) 

Acetaldehido 1.6% (Debe prepararse con acetaldehido re­

destilado según Vogel (20) para dar una concentración 

de 16 mg/ml en agua destl.; se conserva a -20°C bien 

tapado) 

HClo4 (Soluciones igual·que para RNA) 

Para la electroforesis en acrilarnida - SDS: 

Solución 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 - HCl 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 vacío y añadir 

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 

TE~illD puro y 3.43 ml de agua destl., degasar 

al vacío y añadir 0.05 ml de persulfato de amo 

nio 10% fresco, debe prepararse al usar.) 

Buffer de disolución de proteínas (BDP) (Mezclar 1.0 

ml de tris HCl 0.5 ~1 pH 6.8, 1.0 ml de SDS 10%, 

1.0 ml de glicerol puro, 0.1 ml de 2 - mercapt~ 

etanol y llevar a lOO ml con agua destl.) 

Solución de Azul de Bromofenol al 0.002% (Debe prepara~ 

se en glicerol- agua 1:1) 

Buffer eleétrolito (BE) (Tris - HCl 25 mM, glicina 124 

mM y SDS 25 mM, ajustar el pH a 8. 8,_ debe pre­

pararse al usar.) 

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

de Coomasie. 

Solución de ác. acético gl. al 5% en agua destl., prepara~ 

se al usar. 

Solución de proteínas marcadoras (Soluciones de Albú­

mina Bovina, Pepsina, Papaína, Lysozima, Ribo­

nucleasa y Peroxidasa en (BDP) a concentración de 

0.2 - 1.0 mg/ml.) 
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A continuación se presenta un breve resúmen de los fun 

damentos de las técnicas utilizadas en el desarrollo de este 

trabajo así como las fórmulas utilizadas para el tratamiento 

estadístico de los datos. 

1) Gradientes de sacarosa: 

La separación de ~articulas heterogeneas (proteínas, vi 

rus u organelos) por medio de gradientes de densidad, está 

determinada por el peso de la partícula, su densidad y forma 

y la fuerza centrífuga que se le aplique; de ésta manera es 

posible separar los diferentes componentes dando por resulta 

do la aparición de bandas definidas en el gradiente, en donde 

cada banda está compuesta de partículas homogéneas, éste es 

el fundamento por el cual fué posible separar y purificar el 

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

2) Relación 260/280 y Absorbancia de 1 mg/ml a 260 n~ R 

260/280, AO.l% 
1 cm 260 nml 

La relaci6n de absorbancia a 260/280 proporciona un va-

lor numérico constante que está asociado a la cantidad de pr~ 

teína (absorbancia a 280 nm) y a la cantidad de ác. nucléico 

(absorbancia a 260 nm) presentes en una muestra pura, de una 

partícula determinada: independientemente de la concentración 

a la que se encuentre esta partícula en la muestra. En el ca 

so de la AO.l% a 260 nm, ésta determinaci6n nos proporciona 
1 cm 

un valor defnido cuando la muestra contiene un soluto homog! 

neo a una concentración de 0.1% y este valor permanecerá con~ 

tante siempre que el soluto sea el mismo y se encuentre a esa 
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concentraci6n. 

3) Proteínas por método de Lowry modificación de Uartree. 

El fundamento del método de. Low-ry· es bien conocido y ¡;e 

basa en la reducción del reactivo de Folín por la proteína 

tratada con cobre, en el caso d_e la modificación de. Hartree 

(21) aparentemente se logra una mayor linearidad respecto a 

la Ley de Lambert-Beer. 

4) RNA por la técnica de Orcinol. 

Este método se basa en la conversión de las pentosa·s, 

en la presencia de ácido caliente, a_ furfural el cual reac­

ciona con el orcinol para prodQc.;i:r un color verde. El clor'll 

ro férrico se util;t.za como catali:zador y- se sabe que la hídr9_ 

lisis del ác. nucléico en ácido fuerte remueve principalmente 

las bases púricas de la ca_dena de. polinucleótídos da_ndo co­

mo consecuencia ql:!e la ;r:-ibosa Qn;i:,da a pirimidinas no de la 

reacción 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 ác. acético glacial y ác. sulfúrico 

para dar un color azul; aparentemente la difenilamina libera 

el ortofosfato de los enlaces purina- desoxiribosa y la for­

mación del complejo colorido se lleve a cabo entre 2 molécu­

las de acetaldehido y una amina aromática. Como se verá po~ 

teriormente, la pureza de los reactivos es de capital impor­

tancia para esta reacción. (24, 33). 
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En vista de que, tanto la reacción del orcinol como la 

de difenilamina involucran principalment.e purinas, se utili 

zaron como estándar 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 sedimentación. 

Cuándo un soluto se ve sujeto a una alta fuerza centrí­

fuga, las mol~culas del soluto se sedimentan en la solución 

en sentido opuesto a la fuerza de difusión la cual tiende a 

dispersar las moléculas. Cuando la fuerza centrífuga exceda 

la fuerza de difusión, las moléculas sedimentarán abajo de la 

superficie del solvente, dejando así solvente puro y moléculas 

sedimentadas separadas por un límite definido o frontera de se 

dimentación; cuando ésta frontera de sedimentación se mueve a 

una velocidad constante significa que la fuerza centrífuga es­

tá en equilibrio con la resistencia friccional del solvente, 

a ésto se le conoce como el coeficiente de sedimentación (s) 

y a un coeficiente de sedimentación de l x lo-13 seg. se le 

ha definido como una unidad Svedberg (S) (25). 

Los valores de sobs. (coeficiente de sedimentación obser 

vado) deben referirse al agua como solvente y a una temperat~ 

ra de 20°C (s20 ,w) como condiciones estándar y para ello es 

necesario conocer la viscosidad y densidad del solvente usado 

a la temperatura de experimentación así como el volumen par­

cial específico del soluto (26). (En el caso del VPJ no se de-
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termin6 el volumen parcial específico y por lo tanto no se 

reporta el s20 .w sino solamente el coeficiente de sedimenta 

ci6n observado (s b .) • o s. 

7) Electroforesis en acrilamida - sos. 

La electroforesis consiste en la migraci6n de partículas 

coloidales cargadas cuando se encuentran en un campo eléctr! 

co. Desde este punto de vista, se puede considerar también a 

las proteínas como partículas coloidales con carga eléctrica 

y por lo tanto capaces de realizar una electroforesis¡ esto 

nos dará como resultado, la separaci6n de proteínas diferen-

tes a partir de una mezcla de ellas según su carga neta. 

Además de separar a las proteínas¡ aprovechando sus pro-

piedades eléctricas, se les ha colocado en un soporte que pu~ 

de separarlas ahora por su tamaño molecular realizando así una 

mejor separaci6n este es el fundamento de la electroforesis 

en geles de acrilamida. 

Cuando esta técnica se aplica a proteínas tratadas con 

SDS, es posible separar las cadenas polipeptídicas de una pr~ 

teína oligomérica ya que este detergente disocia las subuni-

dades protéicas y desenrolla completamente las cadenas forma~ 

do un complejo polipéptido-SDS en donde estas cadenas están 

cubiertas por moléculas del detergente quedando los grupos 

sulfato expuestos al medio acuoso¡ de esta manera pueden se-

pararse las diferentes subunidades de una proteína y conocer 

su peso molecular al compararla con .proteínas de peso molecular 

conocido (25,27}. 



23. 

8) Fórmulas utilizadas para el tratamiento estadístico de los 

datos. (33). 

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

son los valores de R 260/280, porciento de proteínas y de ác. 

nucléicos; las fÓ':t¡mulas que se usaron son: 

Media •••••.•••.••.•••• X = L:_ Xi 
n 

varianza •••••.••••••• v 

Desviación típica .••• dt 

Error típico •••..••••• et dt 

Para relacionar datos de 2 variables (X,Y) como: curvas 

estándar, coeficiente de sedimentación observado y el cálculo 

del peso molecular por electroforesis, las fórmulas utilizadas 

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

Producto de medias •••• X Y= ( Z:Xi/n) ( Z:.Yi/n) 

Coeficiente de 
correlación ••••..•••• r 1/n 2::-XY - X Y 

Ecuación de 
regresión ••.•••••.•••• Y- Y 

Error típico .••••••..• etx 

(dt ) (dt ) 
X y 

= r (dt / dt ) (X-X) y X 

dt ...j 1 - r 2 (igual para Y) 
X 
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METODOS: 

1) Método de extracción y purificación del VP.:J'. 

Todos los pasos se realizaron a 4°C 

La secuencia que se siguió para la extracción y purifi­

cación 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 eliminación del cloroformo por va­

cío) por centrifugaciones a baja vélocidad, (3,000 rpm por 10 

min. y 8,000 rpm por 20 min.) esto se realizó en una centr!­

fuga Beckman mod. J - 21 con rotores tipo J-20 ó J-14 depen­

diendo del volúmen que se manejaba. 

La sedimentación del virus se logró por una centrifuga­

ción ne alta velocidad (29,000 rpm por 45 min.) en centrífuga 

Sínco mod. L de Beckman con el rotor tipo 30; una vez sedime~ 

tado se resuspendió en TN 7.6 y se homogeneizó 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 centr:i;fugación se colectaban los gradientes 

en fracciones de 1 ml las que se leían a 260 n, y 280 n, en un 

Espectrofotómetro Carl Zeiss Germany contra un blanco de saca­

rosa 20% para tener el perfil del gradiente. 

Las fracciones que contenían el VPJ se mezclaban y dia­

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



EXTRACCION Y PURIFICACION DEL VIRUS PINTO CVPJ) 
(todos los pasos se realizaron a 4nC) 

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

1 

añadir cloroformo-butanol (1: 1) 
al 8.5°/o del volumen total y 
reposar toda \a noche. 

1 
filtrar por gasa y centrifugar a 
3000 rpm. por 1 O m in. 

l sedi 1 mento 
centrifugar a 8000 rpm. por 20 min.¡ 

L sedi 
1 

mento 
l centrifugar a 29 000 rpm. por 45 min.J 

1 sobr 1 enad. 
resuspender en 2 ml de TN 7.6 1 

1 
gradiente de SaCaf05a 2 Ü0 /o- 50°/o 
en TN 7.6 a 24 000 rpm. por 4 hrs. 

figura No 1 
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Thomas Co.) previamente lavadas; de esta manera se obtenía 

una solución de VPJ en TN 7.6 que se conservaba a 4°C. Los 

análisis de proteínas y ác. nucleícos se realizaban con esta 

solución, durante la semana siguiente a la extracción. 

La misma secuencia de extracción y purificación se apl~ 

có a controles de jitomates sanos; los perfiles de los gra-

dientes correspondientes se presentaran en los resultados. 

La cantidad de jitomate utilizado en cada extracción er.a 

de 50 gr normalmente, de la cual se obtenía entre 0.3 - 0.4 mg 

VPJ/ml; aunque en ciertas ocasiones se utilizó más tejido 

(200 gr). 

2) Criterios de pureza. 

Se consideraron como criterios de pureza los siguientes: 

Relación 260 nm/280 nm (R 260/280) • Absorbancia de una solu-­

ción al 0.1% en celdas de 1 cm leídas a 260 nm (A0 • 1 %260 ) y 
1 cm 

la microscopía electrónica. 

La R 260/280 se determinó a partir de las fracciones e~ 

lectadas del gradiente de sacarosa, según se indicó anterior-

mente, estas lecturas se realizaron en celdas de cuarzo de 

1 cm de paso. 

La A0 • 1 %260 se determinó a partir de una suspensión de 
1cm 

virus de 1 mg/ml; esta determinación de absorbancia nos permite 

obtener un valor específico de DO que se compara con el valor 

de AO.l% 260 del TBSV reportado en la literatura. Esta de­
l cm 

terminación se realizó con la muestra de VPJ en TN 7.6 des-

pués de dializar contra ese buffer y ajustando el espectrofo­

tómetro con un blanco de TN 7.6. 
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Para la microscopía electrónica, se utilizaron mues-

tras de VPJ en TN 7.6 y se procesaron de acuerdo a la téc­

nica del teñido con ác. fosfotúngstico (31). 

3) Análisis de proteínas. 

Este análisis se realiz6 en 11 extracciones de VPJ y 

usualmente 2 6 más veces con cada muestra; también se deter-

minaron proteínas de las muestras dializadas que se obtuvie-

ron de los gradientes de Csel y la técnica que se utiliz6 en 

todos los casos fue la reportada por Hartree (21) la cual se 

basa en una modificación del método de Lowry. El esquema que 

se sigui6 para realizar esta técnica, tanto para la curva 

estándar corno para las muestras de virus es el siguiente: 

~ HP destl. St. 1\BC VPJ en TN 7.6 Sol. A Sol. B Sol. e 
(l.mJ/ml)-

1 bl. l.Ornl ---ml ---- rn1 0.9 rn1 0.1 rn1 3.0 rn1 

2 st. 0.98 0.02 ----- 11 " 

3 st. 0.94 0.06 ---- 11 (50°e 11 (T0 amb 11 

4 st. 0.90 0.10 ----- 11 por 11 por " 
10 min) 10 rnin) 

. 5 rntra. 0.70 ---- 0.3 n n " 

6 rntra. 0.50 ----- 0.5 " 11 11 

Todas las soluciones deben añadirse rápidamente y a tiern 

pos iguales agitando vigorosamente; al añadir la Sol. e se de-

ja a 50°e por 10 rnin antes de leer a 650 nrn, deben hacerse las 

lecturas antes de 30 rnin; en este caso todos los tubos se le-

yeron contra agua y se rest6 el blanco del valor de DO de los 

demás tubos. 
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En el caso de la soluci6n e, se le determin6 la norma­

lidad del reactivo ya preparado por titulaci6n con NaOH 1.0621 

N y fenolftaleína T.S. dando un valor de 0.1593 N, lo que está 

de acuerdo con lo establecido. 

Todas las lecturas se realizaron en un Espectrofot6metro 

Carl Zeiss Germany en celdas de 1 cm de paso. 

4) Análisis de ác. nucleicos. 

a.- Determinaci6n de RNA. 

Se determin6 RNA y DNA en las mismas muestras a las que 

se les determin6 proteínas. 

La determinaci6n de RNA se realiz6 con la t~cnica que ut~ 

liza el reactivo del Orcinol {22), el esquema para esta t~cnica 

es el siguiente: 

Tubo St.RNA tratado {250 mg,hnl) 

1 bl. ml 

2-~t. 0.16 

3 st. 0.32 

4 st. 0.48 

5 mtra. ------
6 mtra. -----

VPJ Tratado HCl040.5 N Orcinol-FeC13 

------ ml 2. 70 ml 

---------- 2.54 

1.0 

2.0 

2.38 

2.22 

1.70 

0.70 

3.3 ml 

11 

11 

La soluci6n de Orcinol-FeC1
3 

debe añadirse rápidamente 

y a tiempos iguales, agitando y colocando los tubos de reacci6n 

{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 Espectrofotómetro Carl Zeíss Germany 

en celdas de 1 cm. 

Antes de realizar la t~cnica debe tratarse el están­

dar de RNA {1mg/ml) de la siguiente forma; se mezcla 1 ml 

del estándar de RNA con 3 ml de HCl04 0.5 N y se calienta a 

70°C durante 25 min con agitación ocasional y se centrifuga 

a 3000 rpm durante 5 min. Para realizar la curva estándar 

se toma del sobrenadante una alícuota donde se encuentra el 

RNA hidrolizado, libre de proteínas; y a una concentración 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 añaden 0.1 ml de HCl04 

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 añaden 3.5 

ml más del mismo ácido y se calienta a 70°C durante 25 min y 

se centrifuga a 3000 ron durante 5 min; el sobrenadante se 

utiliza para la determinación {VPJ tratado). Para los cálcu 

los deben tenerse en cuenta la dilución a 4 ml, la cantidad 

de muestra tratada y la DO del blanco que debe restarse de la 

DO de los demás tubos. 

b.- Determinación de.DNA. 

Este análisis se llevó a cabo por la t~cnica que utiliza 

el reactivo de la Difenilamina según Burton {24}. 

El esquema que se siguió en este caso es: 



1 bl. 2.0 ml 

2 st. 1.96 

3 st. 1.88 

4 st. 1.80 

5 mtra. 1.0 

6 mtra. 

St. DNA tratado 
(125 mg/ml) 

------ ml 

0.04 

0.12 

----
------

30. 

VPJ tratado Difenilamina 1.5% 

----- 2.0 ml 

------· 
----- JI 

------ JI 

l. O JI 

2.0 " 

Las muestras de VPJ en Tn 7.6 se tratan igual que para 

RNA y el estándar de DNA (0.5 mg/ml se trata de la misma mane-

ra qué el estándar de RNA quedando as1 a una concentración fi-

nal de 125 mg/ml. 

La solución de Difenilamina 1.5% debe añadirse rápidame~ 

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 reacción se lee la 

DO contra agua a 600 nm. 

Para los cálculos se toman en cuenta la dilución, el vo 

lúmen de muestra y la DO del blanco. Estas lecturas se rea-

lizan en el Espectrofotómetro Carl Zeiss Germany en celdas de 

1 cm de paso. 

5) Microscopia electrónica. 

Las muestras utilizadas en esta ocasión son de VPJ en 

TN 7.6 y se obtuvieron de la 7a extracción de virus en donde 

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

de partículas contenían. 

Se utilizó la microscopía electrónica como un criterio 

de pureza según se indicó anteriormente. 

6) Coeficiente de sedimentación. 

Para el VPJ se realizaron 2 determinaciones de sobs. ya 

que no se determinó el volümen parcial específico el cual es 

necesario pata poder calcular sw, 20 ; estas determinaciones se 

realizaron en una Ultracentrífuga Beckman modelo E (analítica) , 

la primera medida se realizó con VPJ liofilizado y resuspendido 

en TN 7.6 ajustando la concentración a una Do
280 

de 0.5 - 0.6, 

la segunda medida era directamente de una solución de VPJ en 

TN 7.6 previamente ajustada para dar la DO necesaria (esto se 

logró con una extracción de más de 50 gr de jitomate). Ambas 

muestras se corrieron a 20,000 rpm y a 20°C ea un rotor tipo D. 

Las gráficas obtenidas por el aparato a los diferentes 

tiempos de la determinación (ver figura No. 2) representan el 

aumento de la DO a 280 nm a una distancia X que es la distancia 

recorrida por la partícula desde la zona de menor velocidad del 

rotor hasta el punto donde se encuentra la partícula en ese mo 

mento. (25,26). 

7) Electroforesis en geles de Acrilamida- SDS. 

La técnica que se siguió fué la descrita por Laemmli (28) 

para geles en placa. 
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Se utilizó un gel de corrida al 7% para la separación 

de las bandas protéicas y sobre este gel se aplicó un gel e~ 

paciador al 5% y de diferente pH, cada uno de los geles pol~ 

rnerizó en 30 rnin. 

Sobre el gel espaciador se colocaron las muestras de vi 

rus tratadas con el buffer BDP y se llevaron a ebullición por 

2 rnin en Baño María; a cada muestra se le añadieron 2 gotas de 

Azul de Brornofenol al 0.002%, la electroforesis se realizó a 

30 volts (6 rnl) durante 6 hrs, aproxirnadrunente. 

Para los cálculos se tornaban las siguientes medidas; antes 

de teñir se medía la distancia del inicio del gel de corrida al 

frente de colorante y la longitud total del gel de corrida, así 

se teñía el gel en TCA 50% con Azul de Coornasie por 30 rnin y se 

desteñía con ác. acético glacial 5% durante 1 noche; una vez 

desteñido solo quedaban las bandas de proteína teñidas de azul 

y se medía 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 corno de las proteínas marcadoras. 

Se calculó la movilidad relativa con la fórmula propuesta 

por Weber & Osborn (27) : 

Movilidad 
relativa(Mr) 

Distancia de migración 
de la proteína X 

Distancia del gel antes 
de teñir 

Distancia de rnigraci6n 
del colorante. 

Posteriormente se grafica el log PM de las proteínas mar 

cadoras contra la Movilidad relativa (Mr) correspondiente, así 

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

1) Perfiles del gradiente de sacarosa para la purifica­

ción del VPJ. 

Al centrifugar una suspensión de VPJ en gradientes de s~ 

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 extracción donde se rea 

liz6 la purificaci6n por este gradiente de sacarosa, pero en el 

perfil que resultó de ello (Fig. No.4) pueden observarse 2 picos¡ 

uno entre las fracciones 10 y 15 y otro pico mayor entre las frac 

ciones 15 a 25. El análisis que se realizó del pico menor por m~ 

dio de microscopia electrónica, reveló que estaba formado por pa~ 

ticulas diferentes de las que normalmente se observan en el pico 

mayor¡ la forma de las partículas observadas· (pico menor) era 

de barras a diferencia de las partículas esféricas normalmente 

observadas (pico mayor) • En base a estos experimentos de micro~ 

copia electrónica, pensamos que estas barras pueden tratarse de 

Virus del Mosaico del Tabaco (TMV) (1), en la sección de los re­

sultados de la microscopía electrónica se darán más 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 características 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 relación 

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

2) Relación 260/280, Absorbancia de 1 mg/ml a 260 nm y 

Microscopía Electrónica. 

La R 260/280 se determinó principalmente en las fraccio-

nes colectadas del gradiente para determinar donde se encontra-

ba el virus ya que esta relación nos dá un valor numérico que 

.está asociado a la cantidad de proteína (280 nm) y a la cantidad 

de ác. nucléico (260 nm) presentes. 

Cuando esta relación mantiene un valor aproximadamente 

constante nos indica que se trata de la misma partícula según su 

relación de proteína y ác. nucléico. También se determinó esta 

relación en algunas muestras de VPJ en TN 7.6 después de dializar 

contra ese buffer; en estos casos se conservó la relación dentro 

del rango obtenido al leer las fracciones der·gradiente directa-

mente. 

El rango obtenido fu€ de 1.51- 1.70 y el promedio de las 

diversas determinaciones nos dá el valor de 1.62 + 0.075 para la 

R 260/280 del pico principal del gradiente. 

Estos cálculos se realizaron con los resultados obtenidos 

de las lecturas de DO máximas de los gradientes de cada extrae-

ción. En la tabla I se observan los cálculos realizado y la esta 

dística 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 l. 70 11 

0.96 0.575 1.66 fracc. en di l. 1:10 
0.532 0.325 l. 63 dializado vs H20 
0.420 0.246 l. 70 dializado vs TN 7.6 

9. 7299 



(Continuación Tabla I .•. ) 

x = 1. 62 
V= 0.0057 
dt + 0.0754 
et = + 0.0307 
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Para la AO.l% a 260 nm, ésta se determinó solamente una 
1 cm 

vez (9a extracción) ya que para ello se requería una alta con-

centración de virus por lo que se realizó la extracción a partir 

de 200 gr. de tejido. 

En esta ocasión, los análisis de proteínas y ác. nucl€i-

cos revelaron que el VPJ estaba a una concentración de 0.97 mg/ 

rol y la A
1

cm a 260 nm dió un valor de 4.2 de DO, calculando aho 

rala AO.l% a 260 nm se obtiene el valor de 4.3 de DO. 
1 cm 

La microscopía electrónica nos proporcionó otra manera 

de analizar la pureza de la preparación desde el punto de vista 

morfológico, esto se observa claramente con los resultados de 

la 7a extracción donde se obtuvieron 2 picos; el pico menor es-

taba constituido principalmente por partículas en forma de barras 

(fotografía No 2), ésta preparación se comparó con la de una 

muestra auténtica de T!W observándose unas estructuras similares 

de donde se sugiere que las partículas observadas en el pico m~ 

nor podrían tratarse de TMV; en el pico. mayor se pueden obser­

var partículas icosaédricas (fotografía No. 3). A partir de e~ 

tos datos podemos cnsiderar que, el pico principal presente en 

el perfil de un gradiente de sacarosa del extracto del jitomate 

"Pinto" está compuesto de partÍC\llas homogéneas que tienen una 

R 260/280 promedio de 1.62 + 0.075 y con una AO.l% a 260 nm 
1 cm 

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

modif. Hartree. 

Para el análisis de proteínas se realiz6 inicialmente 

una curva estándar con Albúmina bovina, (figura 5) (datos e~ 

tadísticos en la Tabla II) así entonces para calcular la can 

tidad de proteína por ml proveniente del VPJ, se tom6 un vo-

lúmen determinado de VPJ en TN 7.6 (sol. dializada) y se ana-

liz6 según la técnica descrita en el capítulo de Materiales y 

M~todos y a partir de la DO obtenida de la muestra, se extra-

pol6 la concentración de proteínas en la curva estándar, éste 

valor se dividi6 entre el volúmen de muestra analizado para 

tener así pg de proteína por ml, ej: 

vol. de muestra de 
VPJ en TN 7.6 ana­
lizado 

0.3 ml 

ug de proteína 
extrapolados en 
curva estándar. 

126.6 _pg 

cálculo 

126.5/0.3 

pg de proteína 
del VPJ por ml 

421.6 )lg/ml 

Los resultados obtenidos de estos análisis se reportan 

en porciento de proteínas considerando como el 100% a la suma 

de la cantidad de proteína y de ác. nucléico obtenidos de una 

misma muestra, ej: 

De una misma muestra se obtiene que: 

X pg de proteína/rol + Y _pg de ác. 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 análisis se prese~ 

tan en la tabla II así como su tratamiento estadístico: 
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TABLA II 

Experimento % Protefnas {X) Estadística 

pg 

1 82.43 x 
2 85.62 V 
3 86.25 dt 
4 87.63 et 
5 82.90 
6 85.03 
7 82.57 
8 86.37 

678.8 

Para la curva estándar de Albúmina bovina: 

ABC/ml {X) DO{Y) XY x = 80 dt 
X 

20 

60 

100 

140 
320 

0.09 1.8 Y= 0.3355 

0.26 15.6 XY = 26.84 

0.406 40.6 V= 2000 
X 

0.586 82.04 V= 0.0334 
1.342 140.04 y 

Ecuación de regresión 

Y = 0.0040 X - 0.0087 

dt 
y 

r 

et 
X 

et 
y 

84.85 
3.4351 

+1. 8534 
+0.6552 

+ 44.72 

+ 0.1827 -
0.9999 

+ 0.6324 -
+ 0.0025 
-

De esta manera se encontró que el rango en porciento 

de proteína del VPJ estaba entre 82% y 88% y el promedio de 

las diversas determinaciones di6 un valor de 84.45 + 1.85% 

de proteína. 

4) Porciento de RNA y DNA por las t~cnicas del Orcinol 

y la Difenilarnina. 

{a).- Análisis de RNA. 

La curva estándar de la figura No 6 corresponde a RNA 

de levadura y fué realizada según la técnica descrita en los 



DO 
660 

0.8 

0.5 

0.3 

0.2 

0.1 

CURVA ESTANOAR 
DE RNA 

CTECNICA DEL ORC 1 N OLJ 

• 

50 80 100 120 140 160 
jJ9RNAjml 

figura N°6 



45. 

Materiales y Métodos, los cálculos que se realizaron para 

determinar la cantidad de RNA presente en la muestra de VPJ 

en TN 7.6 son los siguientes: 

pg de RNA X 4 (diluci6n con HC104 ) 
(extrapolados de la curva st 

volúrnen de muestra tratada y analizada 

pg de RNA 
del VPJ 

rnl 

Al igual que las proteínas, el resultado de los análi-

sis de RNA se dá en porciento utilizando para ello el mismo 

criterio, en la tabla III se presentan los resultados corres 

pendientes. 

El rango obtenido para las determinaciones de RNA fué de 

12% a 17% y el promedio de los valores obtenidos fué de 15.12 

+ l. 86% de RNA. 

(b) .- Análisis de DNA. 

La curva estándar 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 

producci6n de color en la reacci6n descrita por Burton (24) 

depende sensiblemente de la pureza de los reactivos, princi-

palrnente del acetaldehido y del ác. acético glacial; así co-

rno del tiempo y temperatura de incubaci6n, por lo tanto es 

necesario mantener estos factores bajo un control riguroso 

para que tanto la curva estándar corno los análisis de las mues 

tras sean reproducibles. 

En el caso del VPJ, se utilizaron volúmenes de muestras 

tratadas hasta de 2 rnl y se realizaron 6 determinaciones de 



DO 
600 

• 

5 

CURVA ESTANOAR 
DE DNA • 

CTECNICA DE LA OIFENILAMINAJ 

10 15 20 25 30 35 40 

figura N° 7 )J9 DNAjml 



47. 

las diferentes extracciones y a pesar de ello el análisis de 

muestra que el VPJ carece de DNA. 

En la tabla IV se muestran los resultados correspondientes: 

TABLA III 

Experimento %RNA (X) Estadística 

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 17.0-9 -
6 '14.88 
7 17.42 
8 13.62 

120.98 

Para la curva estándar de RNA: 

yg 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 X 

so 0.480 38.4 V = 3200 et = ± 0.0079 y 
120 0.700 84 .o X 

V = o .1(}64 160 0.915 146.4 y 
200 1.190 238.0 dt = + 56.56 --- X -
600 3.540 517 dt = y ± 0.3261 

Ecuación de regresión 
Y = 0.0057 X + 0.0163 

TABLA IV 

Experimento. % DNA 
1 o 
2 o 
3 o 
4 o 
5 o 
6 o 

Para la Curva estándar de DNA: 

)lg DNA/ml (X) DO(Y) XY x = 20 dt = + 11.1803 
5 0.041 0.205 y = 0.12 X -

15 0.067 1.005 XY 2.4 dt = + 0.0723 = y -
25 0.146 3.650 vx = 125 r = 0.9804 
35 0.226 7.910 V = 0.0052 et = + 2.2027 
80 0.480 l2. 770 y X -

et = + 0.0142 y -
Ecuacic5n de regresión 

y = 0-.0063 X- 0.0067 
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En base a los aná.lisis de ác. nucléicos, tanto de RNA 

como de DNA, podemos d€cir que el ác. nucléico que contiene 

el VPJ es RNA al igual que la mayoría de los virus de plan­

tas conocidos, aunque también existen virus de plantas que 

contienen DNA como son el CMV (Cauliflower mosaic virus} 

el mw (Dhalia mosaic virus) yotros (2) como se mencionó an 

teriormente. 

En vista de los resultados obtenidos, es conveniente roen 

cionar que los porcientos reportados han Sido calculados en 

base a la cantidad de proteína y RNA. 

5) Tamaño y forma del VPJ. 

A part-ir de las micrografías electrónicas que se obtuvie­

ron con muestras del pico principal del gradiente de sacarosa, 

se pueden apreciar formas esféricas (isométricas) (fotografía 

No 3) las cuales tienen un diámetro promedio de 26 nm: ahora 

bién, como se sabe que en los virus de plantas que presentan 

contornos esféricos en la microscopía electrónica son en su 

gran mayoría de una estructura poliedrica y generalmente ico 

saedros (20 caras) (2), podríamos esperar que, en el caso del 

VPJ la estructura sea del mismo tipo. 

Estos resultados concuerdan con los datos reportados por 

Galindo y col. (13) en cuanto a la forma, ya que en cuanto al 

tamaño¡ aquí 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 extracción, pensamos que se trata de TMV en vista de su 
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morfología~ y además porque al realizar un análisis de prote~ 

nas y de ác. nucléicos de esta muestra se obtuvieron los si-­

guientes resultados: 

Prote1nas -------- 92.27% 

RNA -------------- 7. 72 ~ 

DNA -------------- 0.0% 

La R 260/280 fué de 1.2 (comunicación personal, Jaime So­

riano G.) todos estos análí.sis fueron realizados con las mis-­

mas técnicas utilizadas para el VPJ, y el valor que se ha repo~ 

tado para el RNA del TMV es de 5% (25); por lo tanto estos da­

tos sugieren que las barras observadas en esta ocasión son de 

TMV. 

Debe hacerse notar que solo .en algunas preparaciones de vi 

rus se obtenían 2 picos en el perfil del gradiente de sacarosa, 

lo cual indica que en el lote de jitomate infectado con virus 

"Pinto" existen también algunos j-itomates infectados por T,MV. 

Se sabe que el TMV tiene un amplio rango de hospedantes 

(1) y es común encontrar en la literatura, infecciones de plan­

tas por más de un virus tal como estos jitomates infectados 

con VPJ y TMV. 

6) Valor del coeficiente de sedimentación observado (sobs.> 

Para obtener el valor de sobs. se realizaron 2 determina­

ciones y los parámetros necesarios para los cálculos, son los 

siguientes~ 



t (min) 

X(cm) 

so. 

momento en que la partícula ha recorrido una distan­
cia determinada y se registra en la gráfica del per­
fil de sedimentación. · 

distancia recorrida por la partícula desde la zona de 
menor velocidad de la celda al punto donde se encuen­
tra la partícula en ese momento según la gráfica. 

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

X' (cm) 

4.1 cm X 12 mm 
6.7 cm 7.343 mm 

es la distancia del centro del rotor al punto donde 
se encuentra la partícula en ese momento, s-abiendo que 
la distancia del centro del rotor a la zona de menor 
velocidad de la celda es de 5.7 cm, se le añaden los 
cm recorridos por la partícula (del caso anterior 
7.343 mm= 0.7343 cm) así: 

5.7 cm+ 0.7343 cm= 6.4343 cm 

Una vez obtenido el log X' se_ grafica contra el t (mín) y 

esto nos dá una línea recta de la cuál se calcula la pendiente 

"m" para utilizarla en la ecuación que nos· dará el coeficíent.e 

de sedimentación observado, esta ecuación es: 

m (2 .303/60 w2 ) 

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

relación de 2.303/60 w2 para 20,000 rpm es de 8.749 x 10-
9 

(26). 

Los resultados obtenidos de las 2 determinaciones son los 

siguientes: 

(la. determinaci6n) 

t(min) X obs. (cm) X correg. {mm) X' (cin) LOg X' 

7.15 4.1 7.343 6.4343 0.8085 
15.15 4.6 8.23-8 6.5238 0.8145 
18.16 s.o 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. determinación) 

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

o 2.5 4.4 77 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 estadístico de 

los datos así como el cálculo de sobs"' y las gráficas de log 

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

la figura N° B. 

TABLA V 

Para la la. determinación: 

t(min) (X) log X' (Y) XY x 17.208 r = 0.9899 

7.15 0.8085 5.7807 
y 0.8187 Ecuaci6n de 

15.15 o. 8145 12.3396 XY 14.0881 regresión 

18.16 0.8192 14.8766 vx 34.5771 Y = 0.00112 X 

21.33 0.8239 17.57.17 V 0.000044 + 0.7993 

24.25 0.8274 20.0644 y et = + 0.8336 
dt + 5.8802 X 

86.04 4.0935 70.6353 X et = + 0.00094 
dt = + 0.006693y 

y 

de la ecuación de regresión se tiene que, m 0.00112 

sobs.= m (8.749 x 10-
9

) 

S = 0.00112 X 8.749 X 10-9 
obs. 

-9 
sobs.= 0.009798 x 10 97.98 X 10-13 

y teniendo en cuenta que una unidad Svedberg se considera como 

-13 
1 x 10 seg. el valor de sobs. para esta primera determinación 

es de 98 s. 



(Continuación Tabla V ••• ) 

Para la 2a. determinación: 

t(min) (X) 

1.45 
5.45 
9.45 

13.45 
17.45 
21.45 
68.70 

log X' (Y) 

0.7937 
0.7999 
0.8042 
0.8097 
0.8151 
0.8204 
4:8430 

XY 

1.1508 
4.3594 
7.5996 

10.8904 
14.2234 
17.5975 
55.8211 

X= 
Y= 

XY= 
V= 

X 

V= y 
dt = 

X 
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11.45 dt = :t. 0.009011 
o. 8071 y 

9.2412 r = 1.0123 

46.6666 Ecuación de regresión 
Y=0.00133 X+ 0.7918 

0.0000812 et y et no 
X y 

+ 6.8312 calculados ya que: 

et dt 1- (1.0123) 2 

et dt - 0.0247 

de la ecuación de regrsi6n se tiene que, m = 0.00133 

sobs. 

sobs. 

sobs. 

m (8.749 x 10-9 ) 

0.00133 X 8.749 X 10-9 

0.011636 X 10-9 116.36 X 10-13 

entonces el valor de sobs, para la 2a. determinación es de 116 s. 

El valor promedio de ambas determinaciones es de 107 s. 

7) Peso molecular de la subunidad protéica segün la 

electroforesís. 

Los valores obtenidos para las movilidades relativas pro­

medio de 3 determinaciones con ias proteínas marcadoras y mues-

tras del VPJ son los siguientes: 

Proteínas Movilidad relativa PM polipéptido log PM 
(promedJ.o) 

Albúmina 0.2491 68,000 d 4.8325 
Peroxidasa 0.3167 43,000 4.6334 
Pepsina 0.3799 35,000 4.5440 
Papaína 0.6737 21,000 4.3222 
Lisozima 0.7481 14,300 4.1553 
Ribonucleasa 0.9302 13,700 4.1367 
VPJ 0.3906 ------- -------
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En la tabla VJ se presenta la est.adística de los datos 

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

TABLA vr· 

!-{OV. re l. (X) log l?M (Y) X~ x 0.5496 r == -0.9631 
(prom) Y= 4.4373 et = + 0.0670 

X~ 2.4387 X 

0.2491 4.8325 1.2037 et = + 0.0685 
0 •. 3167 4.6334 1.4673 V 0.06216 y -

X 

0.3799 4.5440 l. 7262 V 0.06485 
0.6737 4.3222 2.9118 y 

dt + 0.2493 0.7481 4.1553 3.1085 X -
0.9302 4.1367 3·. 8479 dt = + 0.2546 
3.2977 26.6241 14.2654 y -

Ecuaci6n de regresión 

Y= -0.9835 X+ 4.9778 

Al substituir el valor de la Movilidad relativa (promedio) del 

VPJ en la ecuación de regresión, tenemos: 

y (-0.9835) (0.3906) + 4.9778 

~ 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 gráfica de log PM v.s. !-1ovi­

lidad relativa (promedio) y, al obtener solamente una banda 

en el gel de acrilamida SOS podemos decir que el VPJ posee 

una sola cadena polipeptídica y que ésta tiene un PM de 39,000 

d aproximadamente. 
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DISCUSION: 

Los estudios realizados para determinar algunas carac­

terísticas de la partícula que causa la enfermedad del "Pin 

to" en el jitornate, nos proporcionan algunos datos y a conti 

nuación nos permitirnos hacer algunas observaciones al res~ecto. 

En los gradientes de extractos de jitornates infectados se 

encuentra una zona donde hay un incremento en la DO y esta zo­

na no se presenta en los controles.de jitornate sanos (figuras· 

3 y 4) esto nos indica que existe una relación 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 corno 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 punción de los tubos del 

gradiente en el mismo sitio por razones técnicas y esto provo­

caba que la distancia 6 el volúrnen entre el punto de punción 

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 figura N° 3 puede apreciarse que la 

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

mejante a la que 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 indicaría que las muestras de jitomate "Pinto" colectadas 

están también infectadas con TMV y que esta infección es de 

diversos grados según la muestra estudiada. En el caso de la 

7a extracción (figura N°4) la infección por TMV era mayor que 

en las otras muestras estudiadas por lo que 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 que la separación de VPJ y de TMV se rea 

lizó de manera adecuada en el gradiente y esto se confirma con 

los datos de la microscopía electrónica dónde se aprecian los 

diferentes tipos de partículas que se presentan en cada uno de 

los picos de la 7a extracción. 

Los datos que nos proporcionan los análisis de proteínas 

y de ác. nucléicos nos indican claramente que 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

ción del virus, estas proposiciones se presentarán al final de 

esta discusión. 

Para el coeficiente de sedimentación observado, el valor 

que se ha encontrado aquí es de 107 s y es el promedio de las 

2 determinaciones pe;ro; según se mencionó en un principio, es 

necesario conocer el volúrnen parcial específico del VPJ para 

poder calcular sw, 20 , por lo tanto en este punto no es posible 

hacer una comparación de los datos que se han reporta.do para 
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el TBSV con los datos del VPJ en cua.nto a coeficiente de se-

dimentación. Un dato que se presta a discusión es el valor 

del coeficiente de correlación que se obtiene para los datos 

de la 2a. determianción de sobs. y que es de, r = 1.0123 ; 

este valor nos dice que sí existe una relación entre los va-

lores de t(min) y lag X' pero que esta relación no es ideal 

y al tratar de calcular los valores de et y et se obtiene un 
X y 

número que se ha denominado algebr~icamente como riúmero imagi-

nario <v-=ñ>; el significado que este número pueda tener para 

este experimento queda ya fuera del objetivo de esta tesis por 

lo que solamente nos limitaremos a mencionarlo, pero sí puede 

decirse que en general todos los· demás valores que se tienen de 

las 2 determinaciones de sobs. son comparables (Tabla V) y que 

el experimento es reproducible. 

En los experimentos realizados para determinar el peso mo-

lecular de la subunidad prot~ica del VPS se encuentra que el 

valor de la movilidad relativa del VPJ es de 0.3906 y que apa-

rentemente cae entre los valores de la movilidad relativa de 

la pepsina y de la papaína (0.3799 y· 0.6737 respectivamente) 

esto nos indicaría que el peso molecular del VPJ estaría entre 

21,000 y 35,000 d, pero hay que hacer notar que el valor del 

PM que se ha reportado aquí está calculado. en base a la ecua-

ción de regresión que se tiene de los datos estadísticos y que 

esta ecuación representa una relación lineal entre el lag PM y 

la movilidad relativa; puede observarse además que esta rela-

ción es buen según lo indica el valor del coeficiente de corre 
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lación (-0.9631)~ así entonces, en base a los datos esta­

dísticos podemos decir que el valor de 39,000 d de PM para 

la subunidad prot~ica del VPJ es el valor real. 

Segdn se demostró en esta tesis, el ácido nucl~ico del 

VPJ es RNA y las proposiciones concretas que se presentan 

para iniciar el estudio de la replicación del virus utilizan 

do protoplastos son~ el someter el RNA del VPJ a un sistema 

libre de c~lulas y, en presencia de amino ácidos marcados tra 

tar de determinar las proteínas que son traducidas por este 

RNA ~30) y posteriormente util~zar esta información para iden 

tificar a estas proteínas en protoplastos infectados con el 

VPJ, adem§.s conociendo ya el PM de la subunidad prot~ica del 

virus podría estudiarse sí la proteína que codifica el RNA es 

la misma que posee el VPJ ya integrado ó bien si existe algún 

tipo de procesamiento sobre el producto de la traducción, es 

posible tambi~n la utilización de anticuerpos específicos para 

estos estudios. 
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CONCLUSIONES: 

El objetivo de este estudio fué conocer la composición 

química y algunas características de la partícula que está 

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

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

ción bioquímica existente entre el VPJ y el TBSV en vista de 

que Galindo reportó que daban una reacción serológica cruza-

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

tudio del mecanismo de replicación utilizando para ello pro-

toplastos de células vegetales. 

A continuación se presenta la tabla VII con los resulta 

dos del VPJ de acuerdo a los experimentos realizados por nos~ 

tros y donde se observan también los datos correspondientes al 

TBSV reportados en la literatura por diferentes autores (29) • 

TABLA VII 

VPJ 
Purificación Por gradientes de sacarosa 

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

sobs. 107s 

s20,w -----
A0•1% 260 1 an run 4.3 

R 260/280 1.62 + 0.075 -
Estructura Isornétrica 

Tamaño 26 run {K 

Ac. nucléiao ~ 15.12 + 1.86% -
PM de la sub-! 

3.9 X 104 unidad protéica. d 

TBSV 
Cuando se centrifuga en gra­
dientes de densidad, se fo:rrna 
una banda simple y opalescente. 

131 - 140 s para diferentes cepas 

4.5 

1.62 - 1.66 según la cepa. 

Isorrétrica 

30 run {K 

~ 16%- 17% 

3.8 - 4.2 X 104 d 
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-De estos datos podemos- concluix que, el Virus Pinto del 

Jitomate es una partícula con las caracter1sticas que se apr!::_ 

cían en la tabla anterior: se observa que tiene básicamente la 

misma composición y estructura que el TBSV aunque con pequeñas 

diferencias como se han reportado también para otras cepas del 

TBSV, debemos añadir que el VPJ pe>see un 84.85% + 1.85% de pro­

teína. 
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