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RESUMEN: 

E'l presente trabajo está enfocado a la detección del virus de la 
:tristeza en liman mexlcano procedente de Tecomán, Col. 

. Con este propósito. se seleccionaron plantas que presentara.n una 
sintomatologí'a similar a la reportada para el a.t~;que del virus de la ·--. 
tr>-ts·beza. 

Las metodologi.ais usadas para llevar a cabo ,el ooj.ettvo ·fueron, -
t.a· micro.scQpia electrónica y espectrofotometria en el 'UV de extractos. -
de .hojas .c].orQ.ticas~ corteza y tal'1'os secundarios sometidos a purifi.ca--
ción µarci.a1; además histología e indexación.. · 

De todas e1 las sol (l la mi:eroscop1a electrónica contribuye c:on ...,,.. 
evide.ncias para sospechar de la presencia di;l virus de la tristeza en ,.. 
nuestro, pa·ts~ ya. que fueron observados. partfcu1as flexuo.sas con una apa 
rente subestructur-a helté:oida1 .; cuyas dimensiones caen dentro de1 inter 
Valo de las reportada;S para el virus de la tristeza. -



INTRODUCClGN., 

El cu1tivu de lQs citricos al igua1 q"'e .otras es,pecfes frutá1esa 

son sus.ceptibles a .que ur1 g:ran número de factore$ afecten s~l!~ QfOdu"ctiYl _ 
. - -· -- " =- - - - - - -- - ·- ' -

dad,,- :entré estos, se encuentran~ las tleficiencia,s. nutriciQrt:ales, ataques. 
de insectos, enfermedades de'. orig.en ·hacte1ri:ano, fung;a 1 y vi.ral, de este 
filt1mó:i e~ relgttvamente reciente él: descubrtmi:ento de su naturaleza, .... 
si'n embar~Hh. UO· es a·sí .el reconoci1níento de los daños que causa .• 

Las eniT'~rmedad.es de or·ig.en viral en c1trltos .oonstituy,en uno de, 
los factor"'e$ mas 90,stcrsos> ya que una vez establecido e1 virus.~ las -., ... 
plantas,· en ociJ;sAones déhe11 ser reempla:zadas por otras jó'vénes-~ desafor 
t.arradame;nte los ;arboles a:fectado.s diffci:lme:nt~ pueden recuperarse por ... 
s1' so1'os.~ aunando a esto;~· no; ·existen ,compues.to,s qu}micos. ,que detengan º' 
jnactiven el d:esarrq;1 lo de·1 vfrus., siendo, :~l único método de control -­

T'actible11 la p:revenc~:ón. 

Entre las enfermedades de los tí.tr•icas caitsadas ,'por virus~ tene-· 
mos; xilopot·osis~· psO'rosi1:s~. tristeZ'a~ ,exocortts~. ·e11tre· otras.~. destacan ... 
do de todas ·ellas la denomtnadQ, tristeza; pos'lblemente, la que Jnás pro-­

blernas ha c.CatJs.atlo' en 1a citri<;til:tura mundi_al'. 

En. México~, ·no se ha r.eali_zado t1ringú~ estudio ~Xcperlmental rela,-.­
cionado-con 1a ,enfermedad de l'~ tristeza~ por 1c que no se puede desca,.t 

tar ·º· af1'rmar la pre.sencia o ausentia del virus, ya que é.ste .. se puede ... 

encontrar desde una 'forma asintomati:ca has~a otra totalnrente devastado ... 
ra y da·do que México es.ta locaYizado· entre paises que han sufri,go fuer­
tes ataques del vir-us. como EEUU: y casi todo centro y Sudamérica; de los 
cuales se. puede pensa.r tomo posiJ:rFtida:d de q:ue en alguna oc~1si'on haya-,­

mo~ adquirido materia] vegetativo. 

Durante mucho tiempo· los métodos de diagnós.tico del' virus de la 

tri:ste·za,,, se e:f'ectuarqn: pof' medio de indexaciones)! las cuales consisten 
,en injertar yemas del árbol en estudio sobre algú.n patrón sensible a.1 -
virus~ como lo es el 1 i'man mexicano,, de ahi que se denotn'fne t•método, trs_ 
diciona:l de la lima .mexicana:º, teniende como princtpales ;,ncavenientes. 
el tie-npo requerido en la obtenci,ón de r-esultados" así eomo efi lo que - .· 



respecta a la infraestructura de invernaderos acondicionados y finalmen. 
te los recursos técnicos y huma.nos ·que i·mpl ican ta.nto el montajé. del i;!l 

vernadero· como el mantenimiento del ma.teria1_ vegetativo; du,};'ante la úl­
tima década,. se ha.n utilizado para el estudio de esta enferme~a_d_ JJ1é~odq~ 
y técnicas m~s· 'SJrrist.i;cadas eñtre ·e TI as:; la-microscopí~ -.electrónica, cen 
tri"fUgaci.ón {u·ltracentrifugactó.n), técnicas histológicas y se:ro1ógic_as.­
acol}lpa:ñadas de purificación; siendo la principal ventaja ·con respecto al 
ºmétodo tradicional de Ta lima rnexicana·'Í l 1a rapi'dez eón qu~ se detecta ... 

e1 virus; incluyendo 1.a gran especifi'.cidad que- proporcionan las técnicas 
serologi-cas. .. 

"' E1: propóstto de este trabaSo es el poder detectar, a tra,vés de1 un 
muestreo dirigido; materia1 vegetativo sospechoso de estar ;:nfec~ado por 
el virus.de la· tristeza .. 

E1 mat.erial qué se ma.neSa en este proyecto" .consi·Sté en hojas 
cloróti·cas,. ramas y corteza de árboles injertados,, local.izados en Teco­

mán~ Col.,, municipio: de mayor producción en el estado~ 

Las muestras se sometieron a técnicas de purifi;caci:ón parcial de 

virus, por medio de la combinaci·ón de centrifugación diferencial' y pre­
.cipi'tación con po.1 i'etilén g:l ico·1, posteriormente se monta.ron las prepa­
raciones para: microscopía electrónica • 

. pa;ra1:e1amente se aplicaron técn:kas histológicas de peciolo· y P! 
dúnculo las :CUQ.les fueron analizadas al microscopio óptico') además inde 
xacion en plantas 11 ibres de virus y espectrofotometrí'a en el uv. 

OBJETIVOS. 

·General es .. 

l~- Uso de microscopla e1ectrórdca y técnicas bisto.1óg.icas para 1a detef 
ción de·l vi.rus. de la tristez.a del limón mex-icano, en algunas planta .... 

ciones del municip·io de Tecomán~ Col. 

2 .. - Uso de espectrofotometría para. el análisis de nucleopro,teínas. 



EspecíficQs~: 

l. - Determinar la técnica má;s co_!1{i~l?1e y .económicamente po-s.ible- de pu~ -

- rff'fcación dél virus de la tristeza_ ... 

2~- Aplicar J!liCroscop'ia elec;trónic:a.,_ técnicas histológicas y espec:trofo 

temetría en el .tJV para el dt_agnóstico dé la enfermedad del virus de 
la tr-isteza .. 

3 .. -- :Establecer la sintoma.tolo9ía de la enfermedad de la tristeza con ma 
yor precisiiÓh-' 



;,,;. 5 ... 

' . tr·-. - + .... ""te- 1 . . ....... '. . d. 1·· - - - >4',;L . " - \ ,. :1fi'7ñ . __ ~n _Qttes~rº p~1~- -e 1 c.u.i""' T\líL e L-GoS el ~p1<¡,e.s. m~s:w- :.i7<r--d'> ~1\::::pt-esen.-. = 

. tó e1 3$% de la superficie cultivada~, equ1ivalente a 226.sOQO ha~ :e.n. don­

de se incluyen na.ranjo~ 1 imán, mandarina~ toi'ionja y lima~ con una, próduc 
e-ion fia 2~445,.000 ton,, .para. lo .que se estimó un valor ·supe1~:ior a los c--.-

380P mi 1 lones de pes0:s ~ 

-La producción de J im~n· ~po~tada por los 5 prtndipaJes pr-oductores 
pa~a el ;cielo 18,.,-7'9 se CálDuló en 43:7,,. 5:97 ton~ si.endo Te~'!man,, Ca:l:.,. la 
principal zona produC:tora 1 con un aporte del 78~ dé la product16rt esta­
tal que representa ~l 41% ~te la naciQnal. Del ·Ga$ti·Ilo~- T.N. {1979)~ 

En el _estado de Cólimª las p1:antac1ones d~ liJilÓn mexicano hasta:~ 
Ja fecha, se encuentran establecidas c-011 ma.tf:r-ial de ·¡Yie franco;, sin em_ 

bargQ'~ :~n lns 'ífltimos diez áÜOS:; se· ha incrementado el nQmero de· arbo,....­

~es inJertadtJs. cmmo una medida preventiva contra ~rrferm~dades como la -· 
goma$iS producida: por Pilytoph'thorª sp. o(.Jnsidf:,rando q,ue en. 197.9:~. el 10% 

de árbo,l~s. en :producci:ón y el 58% de árbo.les en desarrollo se encuentran 
i.njertados con naranjo .agrip y .en base- a que el pt"jticipa] me.dio de dise- . 
mínaci6n de Ta:s enfenmedádes. virales 'es pri'.ncipalmente e1 i:njer±o. ya que 
:en México :exis;ten. tas coñdiciohés etológicas. que prop.ici:an.· e·l- desarro1110 

de la enfermedad de la trfsteza3. ~El consi.dera necesario real izar un esttt: 
- -

dio confiable para la aplicación d'e 1'écnicasJ Métodos de irle.ntificacion: 
de virus de c1tríítos :1· para así detectar el virus de la tristeza en una ,... 
étapa en que aun no se ha mani.fes.tado, ya que es posible, se ·em::uentre ,.,...,. 

presente en forma asintomática .. 

AfffECEDENTES TECNICO: CIENflF!OOS. 

Pocas enfermedades ha11 causado perdidas tan severas en los culti­

ves,,. como la enfermedad de la tristeza en los citricos; ya que ·extensas 
áreas hari1 sido destr.u:idas completamente en un tiempo corto; siendo la -

urrica Si:flUciÓrt a .este problema la sustitución con árba11:es tolerantes a 

este virus. 



... 6 ·-

Aspectos h:istóri~os y distribución de los cltricos. 

ta enfermedad de 1a ttisteza al igual que los cítricos son o-rigi 
- · ·naricis· de,China ¡-.Japoh; efitontrándose ·1a.~etJf~rm:edaá··en casi· rodas: las 

áreas (:itrícolas del mundo .. Fig. (1} .. 

As1 Price~, R-C. ( 19il.l) s repo.~ta que e1 mecanismo de dispersión -

de una zona a. ot~a3 es a través del. material vegetativo dé á~holes :fn ... -. 
fecta.dos .. ~ én 1os Cttales ]a ,enferniedad es asiotomá.t.ica; <este materiál Sé 

propagó sobre patrones to 1 e~antés, d.istri·byyéndose posterlor.111eH1te a ---
otros. árboles por iñsectos vectores, donde la velocidad dé diseminación 
dél virus: depende pri'nci:pa:lmente de la eficacia dé la$ .especies de in-... 
sectos presentes en la zona. Los primeros países donde. aparece amplia­
mente distrihui.ria Wa Tlace~ (1956}, son los que se encuentran en eJ Afri 

ca del sur~ En Australia es repo.rtado por Fr·ase~ (1959}, y cas.i en to­

do el. continente As1atico"' en d.onde el patrón naranjo "agrio no se uti1 i 
zaba e.amo tal. 

La tristéza aparece en Sudamérica~ segun Carrer<a (1933}~ quien ... 
sugiére que la introducción de la enfermedad en, Argentina fue posible ... -
me.nte debida a la importanción de grandes cantidades de c1tricns injer­

. tados sobre 1 imón rtjgpso {combinació_n: tol'<~rante a la tristeza} prove -­

niente dé Sudáfrica .. 

S.in embargo~. en Brasil no se conoce con certeza si Ta enfermedad 
proviene directamente de Sudáf~i:ca, 'Costa {1956), o bien de Argenti.na;. 
hacia los años cuarenta:; ias pl·antacio.nes citrí.co1as de Perih. Uru-·­

guay~ Venezuela y Col.ombia sé encuentran infectadas. 

En los EEUU~, la enfermeda.d1 empieza a diseminarse en. California -
hacia 1939, aunque n.o es claro como· sucede;. ya que los árboles infecta­
dos,. y el material de propagación habi'an sido importados. 1int~riormente~ 
sin embargo, la tristeza aparece li:nritada en ciertos árboles de origen 
asiático•., l'oster-iormente se detecta ;en Florida> aunque la introducción 
inicia1 se cree fué 15 años antesj Grant (l9S3}. 

En 1958~ Planes ( 19.65), establece que l'a tristeza empieza a dise 



Ftg .. l 

B - B:fgat.ade (C i trus aurantium 

O. - Clt ron (ti t rus med j. ca} 

G - (lra:pafruit (Ci trus pátadi:s} 

K - Kumquat (Fortunella margarrta) 

L - l.emon (C i t rus t. lmon) 

Supuesto .origen y rutas de propagación de los frutos. ;eítrlcós. 

L l .., L i'rne (C f t rus aurant .J fo Ha} 

M - Mandarín (Citrus reticuTata) 

O - Orang~ (Citrus si'nensis) 

s - Shaddock (C i trus grandJ's} 

W - Washington Navel 

l 

'J. 

'.l 



mi.narse an extensas áreas de Esf!aíla; r.epo~tandose hace pocos años .una 
rrropagación limitada en lsra.el, .Bar~Joseph {1973)~ 

Es, ·f.ritp~r-tan.fe ye de l-J amar ____ \a. aténc'·:fon--~ue cen 1-a, mayorí'a de- las : -

;plantac.i'ones. ir;í;trf'colas empe?aron a manifestarse los daños causados ¡por 

1a enfermedad,, cuando fueron. substituidos los ·patrones trtrdttionalmente 
usados ppr el na.ra:n.jo ag.ri_(l·~ portai1nj'el~to alctamente susceptible: a la en 

-~ 

f errnedad de la · tri'steza~ 

Al aetectarse la pre$encia de la e.i}fermedad en casi todos los· -­
países, se; irdc.Jarpn los estudios sobre la misma~ basá.rtdose en caracte .... 
1rísti:C'ClS sintomatológicas que presenta e11 hospedera Cüando este EfS in-­
fectado, 

As~ Carrer.a en 1930~ observa que: el árbol muere ·debido a 1a 'tpu­
dricii6n de las ·r~dcil1asu9 de.nominando 1.a .erifennedad éon :este npmbr~!I! a 

' " 
difere:nci.a de Mo-reira (19'37), ,que en Bras·n a la mi:$ma ·si·ntomato1og1a -· 
la ·1 lama l*tr-lsteza de los, citricos..11

'. Sirr embargo gs. hasta 1937.~- que Faw 
cett y Bitancou.rt.t suponen qtJe la _1enfermedad es· causada. por un agente- -
1,nfeccioso probablemente de origen viral .. 

A1' encontr-ar la enf~,rmedad en el .estado de Ca1:ifo-rnia, Fawc~tt "".' 
(1940) la. denomina 11 Qui.ck declinen. .Oe manera pa.ra1ela a Me. Alpin, r_~ 

perta una nueva enfermedad de los cítricos en Australia'.f nombrándola ....... 
ºbud onion decli,:nen. Ya para 1946~ Meneghini afirma q.ue e1 daño es .cau 

sado por un virus y que éste es transmitido por ·el pulgón: negro· de los­

c1trtcos {'"f_ox;?~t~ra c;itri_cidus.);. Fawcett" Wallace y fernamlez en esta -
mism& f:aeha llegan a 1:a misma conclus.fon,. lag1~ando 'comprobar que la __ , 

transmisión de la enfermedad es tanto por insectos como ·por injerto· . ., 

Sintomato1og1a de la enfermedad: 

La gran mayo.r1a de Tos virus patógenos de los veg:e:ta1es se pre-­
sentan como CC1mplej.os de di-r;er.entes raz;a.s, el virus de la tri:steza no. -­
,es la excep~ión., siendo de suma importancia la clasificación y caracte.-. 
rización de las di·stintas cepas, debido a que ·ciertos ,complejos de las 
mií:smas pueden ser ut.iJizados. para. proteger ,árlio1es cont.t'\:a cepas má's ....... 
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fuerte.s o ag.res.ivas~ Primo (1971)" 

De acuerdo con la cepa que haya atacado el árbol se presenta: 

a} .. := Una tristeza vi:Plenta, la cual ·err un htpsu .tfe· 15 dias. hace tjúe -'las 
plantas. que hasta entonces no habían pr~séntado sintomatologia~ ...... 

aparezcan como quemadas., sus hojas se enrollan longitudinalmente, 

pres.entándose una gran defoliactón., sin .brotación posterio.t,, ni -­
fructi1ficaci.ón:! ,el colapso es tan violento que la planta muere --­

de inmedi.ato. A este tfpo de tristeza se le denomina fulminante ...... 
~ 

Foto. (1}. 

b),.. ... Tristeza moderada, complejo viral que desarrolla en el hospedero -
~ .. . 

una sintom.atología caractertzada por hojas c1'oróticas; según 1a V-ª. 
riedad del cítrico se puede presentar moteado,, la nervadura princi. 

pal $e torna amari;llenta y mas pronun-ciada asemejando deficienci·a 

de ca l'c:io, 1 as hojas nuevas son pequeñas presentándose 1 igeramente 

agrupadas fo.-rmando un .a.ngul o cerrado, se pres.en ta gran defo1 iacion" 

aparecen brotes pegados a1 tronco y ramas. principa1es., la ft"uctifi 
cación se ve· a.ce lerarla ,con frutos abundantes que maduran sin desa­

rro 1 lar, en algunos casos se presenta el fenómeno de 11pitt-Jng'1
, que 

consiste en la formación de finísimas agujas de wadera {extremida-­

des de los radios medulares),, bajo- 1.a. 1inea de injerto_,. a estas --­

agujas que salen de 1a madera corresponden unas cavidades. muy fi---­

nas de la parte interna de la corteza~ Foto {2). 

Los arboles afectados con este complejo viral mueren entre los 10 
y 14 meses. 

e).- Tristeza débil, se caracteriza. porque a pesar de ,que se encuentra 
el. virus en el árbol éste no desarrolla ntngún s1ntóma, la cap2._ 

cidad productiva no: se Yé afectada, la presencia del virus puede -

demostrarse por microscop·i'a electrónica y por e1 método tradicional 

de la l:ima mexicana ... 

Este tipo de· complejo viral puede usarse masivamente para inocu­
lar árboles como medio de protección con.tra otras cepas virales_, por lo 



·¡ ·~ ... u 

Fotograf í.a Nin~ 1 

Al Arbo i sano. 

B) Arbol 

,;,rbo ! fr1 fm; t adt'l ce; u:~ C(lmr.:d ~ .7.r; viral de ,, r • s t e .. :a de~ 9 ropo 
fulmi·;·arrrt(~i ot:s~nir-t'st=~ t·•" r.?(!t1~ :;.::~so" !a gran defol L1ci6~ y 
In abund~~~i~ a~ ~-~t~~-
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tanto pt.Jede censiclerársele éi:Qmo razQis virales benéficas .•. 

Acción del v'irus. 

A ¡partir de la sintoma..t~1og.1a d:el J1ospeaer-o 1 nfectado poy- el vi--­
rus de la trJ.·steza, 1'o.$ S:l9.ttientes aspectos son c~m el fin de expT·iear 
los dáfios ·q.tté 'tausa el · vtrus a la planta cuando és.te .se ha establf:c:ido. 

''"'" 
:En el rollaj·e de: las plant&S· Mfertnas. de tristeza, lit~negh1ni ,. -,.. 

(;i!946} den:iues.tra que él pot:-centqje de nitrógeno se en<;uentra redu~itla~-~ 
P.or su parte,,, Tri:ppi.,, al raªlizar análisi·s enzimª-ticc,,-s ~fo material fo -
1 i.ar determina t1ue las catala.sas y ami-lasas se .gncue.ntran. por debajo. del 
va l!or normal, impidiendo a:s1 una. activida.d matahólica a.decuada de car--

• 
bóh:idr.a:.to,s y eh consex;uencia. la defi:c.iencta de estos en e] sl:st.e:ma radi 
cal,. 

~n cuando' ,a la, acctón del V''irus.: y e·1 co'1ap$o que sufre la p:lanta. 

al ser· infectada .. , Costa (1956}~.· demuestra que h1 mu.JtfpJicacíón d.el vi­
írus, s.e ~ea:liza. e:n el fo1:laj~ de la planta~ :pr-oductendo poste.ri:ormente .... 
.uha. :necrosi:s e.n 1os vasos cribosos~ a la altura de la zona de 'i.nJerto .... 
Costa y Grant (1957}!t' explican .la forma de como 'se produce· esta necro-­

sis.. Foto .(3J~, 

En 1as plantas afectadas. con la enfermedad~ de la tristeza, empie, · 
za, a notarse en la zona del floema fune:i.ona·l y en las. céltffas. cercana.s 
al tejido parenqui,matoso y a Jqs_ vasos li:be.ria.nns de rect~nte rol"ma.·ció~ 
una acumulactó'n .d~ l: matertail ci tGp1 ásmi co: 8n estas células! dénomi nad(ls 
cromáticas por que se tiñen con la ttntur9- de Gtfemsa {púrpuras)!t .apare""' 
ce alrededor del nú~1ieo, una zona b1:,anquecina que posterlormente· :s~ obs ... _ 
curece, a·l 1mismo tiempq, que se endurece la paréd celular por espesamíren 
to del .materi:.a1 p.ro.top].ásmico,, es.tas células aumentaf:l de volumen~ se n-ª. 
ero.san,, presi'onán a los vasos. 1iberianos estrangulándolos,, impi'.diendéi ""' 
así la circul:aciót1 de1 material nutritivo del :tolilaje hacia las ralees ..... 
En 1el cambium se fot•mañ'· célul:as croma:t:iea.s. y por este motivo parte de él 

se necrosa . ., ·al suceder estQ." la ;zo.na :correspondient,:e a. éstas. dejan de -­
formar liber y leño,. sin emba:rgo1 las. células vecinas normales continuan 
en su .acti:vidad,. 'to que· da como :resulitado la ron:nac.ión de concavidades 



13 

.. 
·; 

< i:.-- ... "o­
;.--;_, 

: .. ;-:: ..... 
• , J ~ 

J(~;;el. 
"-~-\:'~ 4,¡) J 

,~,~-~-

,!'o} '-Cf'.lt'Jt"'1'~~ c"t::! ;<~f-t:r ... ·~~~ :.~e;-t;;Ji.r:r r~a;;s.e~"l '.'!.-:-:;:" lQ(')t~~feJa.'a 
\<l"J \F:, i"-5 ·.~- t·,,..f¡~~ '-'"":.-· 1º 1~~~ ~· f'u·~-,.!1 '::;CJ~r-~!,;'-S- y ftd 



.,, 
·"';: 

d- _,. 

·.., •-

·l 

•i 

b 

e 

e 

f 

-t ¡.· 



... ll5 ... 

. 
¡denomlnadas. upittingº. 

.,l 

ta· savia encuentra una 'barrera, en 1a 1 l'ne:a d;e inJetto para des""' 

cerider :a lª~ :ca:icJ~S y;'_ tlecvar-_ alll :At ~=tterial-necesar-io. .. · :Pe~ -s~~ :pact'te - ~ - -~ ~ -º-·­

las ra,i,cillas t1:nnan .como Onic:o r-ecu.rso las résérvas dé .éllmidón· locetJiza 
das en el tronc{> por· debajo dé. 1:a l'i:nea dé ind.erto y ratees prinCL:i;t;.ales, 

.. ·. . l 

agotada.s. éstas~ el si'stema. i~~dical em¡:Jieza. a mo-.ri:r por· fa]ta. de ali'nien-
to, prt)ducie.t1dos.e la deter'1oraci-ar1 de rai1cillas« eni consecuencia muerte . . 
de ramas y é11lJari· l 1:ami ento de hoj:as . 

Mvchos son los trabajos que nas~ la fecha se han public~tdo, con 
:éT o.hjeto de llegar a una ·cariic.teri1z:aeián completa del virus de la tris 
t~:za,. 

A este res.pecto des:tacan los real izados p.or Ki1 taji·ma~. E:,.,~w:. (1960) 

Silva~_ D.M. (1965) y Ba.r-Joseph~ M. (1:970) ~: quíen~$ reporta.ni la técnica 

de purificaei,!ón parcial dél vir.u.s de 1á, tri$.te.za, l1asada éll la combina-
. ;r . 

ctón de o.entrifug:aci:ón djferenci,'al: y pr.eci.pitaci.on to11 pol iet'H.é.n.glico1: 
. . . -· . . ' 

i(PM 60óOJ .. 

Una:. v~z logr,ada la puri"fi•ca-cián parci"al dal ·virus,, Kitajim~i, :t.~vL 

(1964.):~ ohser·:va JJOr :primera vez al micr'osc:opio electrónico la presencia 

de ·dos tipos de part~ctflas.~ 1Jmls flexuosas de 10 ·'ª· 12 nm ·de '(Hametra. y · 

dé· 2000 nrn d:e longi'tt:id y otras de apariencia más. rígtda y carentes de .. 

materia 1 genético; estos mi'smos resül ta.des son reportados po:t> !Pri ce --­
{1966) y Cohen (1967}. foto :{ 5) y (6) 4 

Con e:sto,,. se i:tdcian los estudi,o.s pa.r.é1 la caracterizacirén qu.ími1 

.... 

e-a de ambas part1'curlas,. 1:1egando a coincidir que~. aqt.t·éllas de 6 a 9 nm 

de d.i1ámetro correspondían él: e$tructuras veg.etal:es.., ya que se J,,e,s encon­
traba invariab1 ªmente 1en extractos de materia 11 

. sa:no1 y af.ectacfo·; mi·étltras 

que las otras, sol() eran observadas en~ 1extractos provenientes de :materia 1 
de .arboles .af'ectados de tristeza, Patajima~ (1965). 

\ . 

Sin emba,rgo las estructuras virales no, estaban lp suficientem.en-
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te puras para 1 ograr una but:rn~. carac;terfzación por lo que Bar-Joseph -­

(1$72li introduce a la técnica tina segunda pur'.i.ficación. por u1tracentri. 
l • ~ - ~ 

fugación por gradiente de denstd~d en cloruro; de ·cesio,!! :Ob'beniéndose ""' ... 

(3Qet-ies~ n1etodo l&- .puri-fi'ca~i'éP·ºde'l v'h4Js,,,- aunando: (jJ la -carcr1tt:erizaé~íó-r1' 

e.spec1f1c_a de1 mismo,~ ··,Para lo cual _h~·[zo· uso del vi"r•11s del mosaico del 
. ··. . *' . ·. .. -

tabaco cq:ya Beasi:aad es ele: 1.325 ,g/cc ·.y d:e1- virus deT mosa?ce del p·ep,;:, ... 
n.o con dens:-i)dad d.~ 1..l.P.~6 g/cc como mat·cadores, :conjuntamente1 ca.n e'l vi .... 
rus. de lª t~i':st-~za sometidos. <ll procedimiento· antés mencionado,. en. la ... 
columna d.e f'racótonami.errto se encantro al virus de 1a tris.teza localtza 
do por debaJo d'e· la.s partículas. de1 mosaí.·co del tabªªº y po:r. enci·ma de~ 
las del pept1l o~. dedllci.t:mdo que: las .pa~rticul.as. del vi~t:.ts· de la trtsteza 
tfferien utia d~nsidad de 1 .. 328 g/cc .. 

Po$tert·otmente' se procedió a de'tértni:na.r, dada la naturaleza pro~ 
teica, e] espect-ro de absotci~n en el u1travtole:ta de lrcts parti0u:1a,s. pu 

:rificada.s ªl cua1 revela. un espe.ctro t.1.pico, de nuceToprotelnas con un -
pico mfüdmo a 260 nm y un. m1nimo ~ _24.5 nm Fi:.g. fZ)_,. 

A ,diferencia -d~1 espectro dado por el m.ateriq;l ·puri·ficado proVé:'"' 

.nlénte de· árbol es :Sarros, el tuaa· corresponcJ'la a pro.tt;iitia:$ ·~. con lltl maxi,. 
: -.- .. - . .. 

roo _a 280. nm y un minimo a. ·25a -nm~ Cuña.t f1973} Fig~.·· (3")" 

Procediendo .a;. montar la reaecioñ. de orctnol con el· purificado ·de 
las gartl'culas asociadas a la ,enfermedad se' demuestr-a ton t?sto la pre ... 
sencia de .RNA como material g.enético de las m.1.smas~· siendo! nega:t.iva con 
la prueba. de la di.feni 1,amina :para, DNA., 

E:l' peso·-molecu.lar de la nucleoprotei"na fué es.tima.do en .25000+ ...... 

10000 med'ia.nte· el uso de electroforesis en gel de po1:~iacril .amida, ·in-­
terpola.nclo en una curva estañda,r de proteínas. de peso· Jnolecular conoci:­
do .. 

El peso molecular de la parti'cu1a. en si:; es de 144 ±; 23 x 106,. '"" 
cuando1 ést~l es de una longitud de 2000 nm, :una éstructura hel i-eoi"da 1: con 
540 vueltas,. lO subunidades- protéi·c-a.s por vuelta y 'Con.teniendo 6X de· ma­
teria1i genético·, (RNA)., .Sar-Joseph~ M. (l9170)i. 

*gramos/centimetro cúbico 
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Por técnicas de difrar;ión ,óptic'" y dens"i'tometri:a> Bar-Joseph~ M. 

(1970} determinó ·qu.e la hé·~ ice base· contiene 10 suhurridades en cada ---
. 'CI 

vuelta y una incl inacton de. 37 + ,2 A. 
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MErODOLOGlA .. 

Los árboles de ltmon mexicano injertados sobre naranjo ag.rio, de 
lo$ cuales hasta el fil tirno censo se reportaro.n un 10% en pr;Qt;tuocJón _y_ .~ 

' - ~ --- . ---- -- - ·- ~ 

un -58% en desctr-rctllti, fuerón cónsider~tdO$ como e1 ementos para, e 1 tnarco 
de muestreo· .. · 

~ . 
Las huertas sometidas a este estu~ió: se encuentran.distribuidas 

de acuerdo a la figura (4) ,' d~ las cuales ftl'eron revisadas JS, seleccio 
' ,;• ·. ~ 

nándose .20; torn_ándose· de cada una de ellas lo.s datos .siguientes: edad; 
3 a 5 año:s~ de sintomatología sospechosa de a:taq1Je viral (clorosis, bro 

~ + ~ 

tes co.n hoJ,as pequeñas~ defoliación, etc) y po.r último de las 1abores .... . . 
ct~lturales: nUme.ro de riegos,, aplica.ción de productos, entre: ellos fun-
gicidas:, béictéri.cfdas . ., fertilizántes e· insecti',~idas~ 

De. las 20 hu:erta.s, los árboles ·<:orY\espondientes a 10' de él las ...... 
fueran marcados previamente al inic1o-de1 muestreo, con el propósito de 
verifi'car s.i la ·sintoma;tología. dé éstos, persi:Stiµ:.. Las 10 restantes -
fue,ron seleccionadas posterio.rntente tomaJ1do en cuenta los m~smos facto­
res,,, :a-sJ com:o su ubic-actón, con él fin de ribten.er una: muestra represen--

- -
tativa .en lo_s di:sttntos puntos de:r municipio de Tecoman, Col. 

Se tomaron muéstra.s de ~amas jovenes, hoj9s .cloróticas y corteza 
de· ta'llos secuna<ü.;iás", de un to.tal de 225 árboles:% todas fueron empaca­
das en bolsas de poli·eti:leno y transportadas, a1 laboratorio en refrige-

De las ·225 muestras, 150 fueron sometidas a purificación. pa.rcia1' 

de vir-us usando la técnica de Bar-Joseph, {1970).; en la cual sé empJea 

una combinación de cent~ifugac~ón diferencial y precipitación con po'li~ 

ti1éh glicol (PM6000} cuyo- fundamento es el siguiente¡ 

cuando la concentración de· po.1ieti.lén g1tcol es baja, las prote1 
nas difundet1 a través de los espacios tntermoleculares de, la cadena po.­
limér-ica, la cua1 al aplicar· una fuerza centrifuga sedimenta arrastran-

- --' - do .. la.s mcfleculas p~otelcas .. 
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st la concent.raci~n :de .po1ieti1~n· g1ico1 aumenta~ debido al ag·r~ 

parnierrto que fo:rman 1 a:s. cadenas del mismo) surg.e un¡;¡. reacción de exclu .... 

~sii'©l't:. o_ .~lesRh~zantíeJJim de.e pttit~irias;- éSto~ aunad0- .a¡ las ~.g;Y~t~rfsti1ta·s.· 
deshidra;tantes de·1 polime.ra; contribuyen a Ta precipitación .d'e 1 a.s pro­
tei.nas. dehid.o: a su elevado peso .molecular .. 

De ·cada una de Ja:s mue~tras se toma.n 1.00 g~ se éi:rn,gelan haciendo 
uso· de nitrógeno liquido:; sé tri:tur:an con un moJino manual o eléctrico, 
nqsta io.btem.~r un ·:polvo fino; se añade amortiguadar ele Tris {hiclroxime -

til} amino metano 0.05 M) en una. pro~ofci:ón de 12 m1 por gramo de teS1-. ' 

do a :pH=t~A cuando se trabaja con corte·za y pH=8.4 cuando .$é hace ·con ""' 
hojas; ,g13, homog.eni.za. y se fi~ltra. a través de.' algodón, la rna.t~ria vegetal 
retenida ·se restispende en: el mismo &mortfguador ett" proporeiÓ:n de 1.5 ml/ 
.g,. .. filtrándola nuevanten.tE!;. se mezclan lQS. filtrados y s·e clar"ificán por 
medio de eentr"i'fu9actan lenta: a SQOO g durante :to mdnutos·; por cada. lOD 
ml de sobrenadan:te se acf.'icinnan 4 g de. politilen glicol (PM6000} y 4 ml· . . 

d~ cloruro de sQdfo ·a 1 20%:. a1gitando en fría: durante 20 minutos; la sus ... 
pensión se centrifuga a 19!\:600 g por 15 minutos) h(;ljciendo uso de un ro::­
tar :SSA, el sed'imigntp s,e resuS;pende ~n .amo~t.iguadQr de fosfates 0.04M~ · 
pH=S..2 en un cuarto del vohinten ori.ginal (25 ml) ~ ·~e ·centri.fuga a 4,400g. 

durante· 10 minu·tos en un rotor SS-34~ se sE;:pC\ra ~l sohren.adan~A y por -

cada .25 ml d~ éste, se ·gg·rega tL5 g de po.1:ietilénglico1 (PN6000) y o .. 6 
ml de¡., el ortiro de sodlo· al 20~~ agitando en .fri':o has.ta su disoJuci,,fin, pos ... 
teriormen.te se centrifuga .a Z0,000 g por- 15 mi:nuto.s, el sedimi1:énto se ... 
resus.µende ·en amortiguador. de fosfa!tos 0 .. 025M pH=fL2 y s.e· cen.tri:fUgét a 

4 . .,,400 :g, durante 10 minutos; ·.el sobrenadante se cons.id.era el purificado 

· pa r.c ia 1 ;. {ver ·apendi: ce) • 
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MICROSCOPIA ELECTROfUCA. 

Con eT objeto de buscar las partí:culas virales en el extract~ --
. . ---

_parr:i.almente puri:ficado; .s:e ntónta~on rerin:.a-s de 3~2 trrm de diámetro y -

una malla de 400 aberturas; las reJil1as fueron cubiertas con. una capa 
de Formvar disuelto en 1..2 dicloroetano, (ver apéndice) .. 

La técnica usada en e 1 revelado de las partículas fué la ti:nción 
negativa e·on attda fosfotúngstico al 2%~ neutral i.zado con NaQH Q. KOH -
·aJ 1% (ver apéndice)',. 

tas reji11as p:reparadás con eT extracto~ fueron examinadas en un 
microscopio electrón:i·co (jeol ., modelo JEM lOOS) a 60 Kv de aceleración 

y con. una apertura d~ obj.etivo. de 20 ó 4g¡{rn. bebido aJ caracter prote.i­
co de'l virus y al diferente esp~ectro que revelan las nu.celoprote1nas en 

si~ se deter;m;fnó el espectro de absorci6n en 1a ·zona del ultravioleta, -
(240;.-360 run); hacü:mdo uso de un esp:ectrofotómetro Hf~lCAM Sp, modelo · --

1800, en el cual se déte:rminó dicho espectro d.e las maestras .sometidas 

a purificación parci.a1 ~ 

Otraºtipo de pruebas montadas para ·Confirmar la presenciá de1 vi­
rus en e1 tejido de:l huésped~ consistió en las técnica$ histológicas,~ -

. -

cuyo objetivo. e·s 1 oca'l izar necrosaciones, degeneraciones o inclusiones 
l/irales désa.rro1ladas por el mismo_, en ce·1ulas. f1oemáticas de pedúnculo . 
y peciolo,, para este fin fueron realizados cortes histologicos. de 15 .__ 
muestras haciendo uso. de un crióstato {American .Optical Cr-yo-cut) cuando 

las muestras eran frescas. y llevando a cabo técnicas de inclusión en .pa­
rafina en tejidos que previamente . .s·on deshidratad?s, {ver- apéndice); am­
bas fueron teñidas con Azur ... A. 

Ademas~ el' ma,teri:a 1 vegetativo con sintomatologia cara.cter1·stica 
de ataque viral, fué i.njertado sobre plantas de¡ limón mexicano libre de 

virus, en cuyo caso los resultados na serán publicados en el presente -
trabajo debido a 1 tiempo pro 1 ong,ado de obtención de los mismos. 
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RESULTADOS~ 

De acuerdo a los puntos. establecidos en 1a me_to~ologiª. $obre A1 
=~- .-

m.µes treo de laSo huertas analtza~aa·s,. todas· como se puede· obser'.'var en el 

cuadro No. ( l) ,. presentan carac:terí'sticas semejantes en lo que se refi~ 

re a porta.i.rij'erto (naranjo agrio) labores cultura les (número de rieg·os,,. 

p.rociucto:s aplicados}, as1 como el estado fitosanita:rio. cuya .apariencia. 
es ma-s o menos. adecuada, sin emharg.o,. se acentuaban en a1 gunos árboles 
.síntomas de decaimiento, mostrándose semidefo 1 iados ·e loróticos, .asocian 

do estas características a un postlJle ataque~ 

.As1· 1as muestras fueron tomadas de las plantas que presentaban -

1 as características antes cita.das, procediendo a1 anáJi'sis de las mismas 

cons i'.derando todos los pos ib 1 es ataques,. para 1 uego continuar con el pro.., 

cedimiento, haciendo uso de cuatro metodologias enfocadas a 1:a deteccion 
del virus de la tristeza .. 

1). - Mic.roscopla: electrónica .. 

Mediante el rnicroscoµio electrónico fueron examinadas 150 prepa­
raéiones prócedentes de mater·ial vegetativo p:ré\ iamente sometido 

a purificación pa.rcial de1 virus5' siendo ehcrmtradas t:ómunmen.te 
en ·gran.número las estructuras siguientes. 

Part1culas 1ar,gas de aspecto r1°'gido de un diámetro aproximado de 
6 a 9 nm, con longitud variable y sin estructura he.licoidal aparente~ "' 

encontradas en un 90% de las preparacione$ revisadas .. 

En las muestras cor~espondientes a 4 huertas se obsE:rvaron estru.s:. 
turas fi1i'iformes completamente distintas a las anterióres, de aspecto -
flexuoso~ probablemente con una subestructura helicoidal Foto (7). 

Flagelos de origen bacteriano~ procedentes de microorganismos ha ... 
cila.res; Foto (8); por lo gene~al los flagelas se encoriJt'raban unidos de, 

uno a tres. a las baqterias, sin embargo gran número de ellos, se obser..­
varon aislados. 
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tas hact:erias ·fueron a,i.sladas y teñidas por ti1nc1.ón .de· Gram~ te.,,. 
.niénd@ afinidad por la: sa;frantna ;, (Graur negativos). 

En un 90% de las; prep.a.racir.mes fueron obseY"va<;f.os. por lo· menos. . .,..~ 
· ------ -d'os-tip·os~de 'bacterrofagos~ CI.ec~1a- ser1:~-f~ 1en· Ün: numer-o.-·aprtxim.ad~o-de_5 __ -_ 

. por campo,.,. diferenciado.s ent·re si por su tamaño foto {.9:) y flO'). 

Con el propósito de me<:fi'r y compa.ra~ las :semejantas de 1 as est:ru_s_ 
. ' 

turas ·sospechosas, fueron· montadas rej i'l las. con extractos de Virus de· -. 

papaya y virus del :mosaico del tábáco .. 

. Ue las 1.50 mu.estras sometidas a purificación parcial, se .obtu.vie­

rQn los espectros. dé absorc.Nin en.la zona de1 ultraviole·ta {240~3B0nmJ -

de 25 m.U.es.tro.s~ :dandql.e prforidad ~ los extractos 11roveoientes de J!as ... 

huertas en las que fueron1 observados al microscopto e,1ectronlc.o particu .... 

las sospechosas;. 1'0:-s espectro.s obtenidos por· esta técnica revelan una -­
curva r;ar~u;terfsti,ca de proteínas .en la oua 1 se obtiene tm va loi.~ máximo 
a 280 nm y un m1nim<;,; a .258 nm; H U?'tracio en la ·figura {5)., donde se gra .... 

fíca longitud de onda eontrtl' absorb'encia. .. 

Por microsco.pi.a óptica fueron revisados cortes histo:lógi.co·s. de· ... 

pedúnculo y pecíolo., cuyos resultados muestran un téjido ,aparentemente 
sano~ Yel'. que no fueron encontradas, en ningun caso celólas necrosadas,. -
deformaei:ónés o inclusi.o·nes viraJes aesarrol ladas por el virus de la -­

tristeza. 
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DISCUSIÓN. 

Los. resultados que aparecen en el cuadro rto.. {1) '· indican en ge­
neral que en las huertas mue-streadas,. se 11evan a cabo ~di_fe_rent~s_m~_g;i.,,. 

. nas de 26ntto.Y qu1rfr1:eo diri9idas a .h.on-gos' bacte·}~ias e insectos 3, en al-
91.:mas tdY1 poco éxito, da-do· q:ue se: observan dichós parástte>s- causand_o ,.._.., 
sintoma.s pat(t1óglcos .. 

Las 1 apores cul titn:-a le-s y e.J ·est¿tdo f-i tesani ta ria de 1 as huertas~ 

era. más t) meno$ bi.en cortducido, sin .t;mbargcl :éh aJgunas :plantas:;- se ob~­
servan .s.íntomas a·no:rmaJc::sdestacándQse principalmente: la c'1o:rosts genera · 
Tiza;da,. defoli.aci:ón y pudrición de ra1ces.,, cara.cte-r1·sti:4as -que se asem~ 
jan con los publicados p.or Wallace, Mo.reira y Bici~anco:Urt .entre otros; -

qui.ene's corrfie·retl c;l:tcha sintomatología a1' virus de la: tristeza tanto a 

cornplejos, móderados como fulmi.nantes; ratifi:cáfild<lse dichas observac:io-,.. 
ries por Kitp.jiroa (19.64}, al observa·r 1as par-tfctflas virales al microsco 

P'io e1ectrónico. En 1os resultados- obtenidos en este caso no se pued'e· 
confirmar que los sintoma_s pres.entados eh la.s huertas sean debidos a ......... 
etiologla viit'élJ ya; que a]gunas especies de horrg_os.:. .JJa.cteria;S.,,. tns:ectos 

y nematodos;, ,en combi'nac1 ón y por sí solos pueden rlesarrol 1 ar la e loro-
s rs y encQhsecuencia .defo1iaci6n. 

tas baet~ri-as "pueden, ser encontradas ataeanoo .hoj.a,, ta.1'1.Y' y r-aiz ,. 
en esta última causando pu.dric.i'ón., lo cual repercute en 1a a.bso:rci'ón de 

micro y macroelementos~. presentándose e-r1 cons~cuenci.a síntomas de de:fi.-. 
ciencias nutriciona:J<..es.s representados ,po'r la cloros-is y 1.a- eefQliacdón 

entre ·otras. 

Por le regular 1~s cepas. bacterianas que se encuéntran para·si.tan­

do .raices pueden atacaf" ho·Jas por lo que~1fenómeno de fotosintes1.s se -­

v.erá afectado.:> disminuyendo· por tal causa, en algunos casos,,,, e·l mater-i:a1 
el'aborado,. recalcáJtdose 1o·s. slntomas antes. citados,. 

Los hongos,. nemátodos y al.gunas. larvas de insectos presentan un 

cuadro similar; mi.entras que los virus vegetales pt"inci~.palmente refh"'iég; 

don os a 1 de 1 a tri.s teia ·~ su a-eci ón es diferente, aunque Tos resul tatlos ... 
sean semejantes~ - Costa en 1956 demuestra que la mu1tip1icaci,ém del vi--
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M :;; rnensua 1 ment.!; 
- - ·-

A = anualmente 
E '.; escasa 
D = décaida 

N :: normal 
R ;: removido 
+ = síntoma presente 
+ = sintoma dibil 

(-) :;:: no presente 
d) = descascarado 
X ""' aca.nalado 
PC = pequeño ~1aduro 



rus se l'leva a cabo en: el fo]l,aje de la planta.$ produci1en.do poster:tor'"" 
mente necros.is de los; va.sos cribosos a la a.Ttvra de la, .zona de inJérto~ 
a] Ob$truirse éstos~ el matariá-1 eláborado por 11as hoJé":\s tH:l llega al, ~ .... 

~ '1 • - . - . ... 

_ sj~;ts:ma ~rad.tcaJ, ,l)CH": ln que~- se. --f}~~e- lá~pttdrlC'j;Qñ de -T"':aici' 1 l: as -p.or~ ces~· 

cases de all:mento, en .c.onsécuencia la: disminuc·lón de sales mi:nerales, ---. 
mostr:ándosé fi ngl,mente los .síntomas de cbro'.si:s y¡ defoJ iaci6n.. 

Par·tj·en:do dé J,os. factores:. ya comenta.dos (clorps;is". defol.~·~izión,,. 

etc~.)J :se sel,eccionar-00 muestras qu.e, pastetiom~n:te ru.e:rtm divididas p;a.,;.. 

rª los diferentes análisis"' 

Las muestras que; se uti.1 iza,ron para microscopí'.a .elect·rónic.a:.,. fue-
. =-~... ' -

ron sometidas previamente _a puri'fJcací·ón pa.rctaJ dél virus por 1a técni-
ca ut.flizada por Bar-J'oseph,,, (1970)~ es.ta me;todologia según reportes, deJ 

mismo tiene conto i:ncqveniente:- print.i·pal1 la formación de agregados vfra-' 
les., en este trabajo se. comprobó lo antervi,ot al- ser r0bse.rvado.s acymµ.l:os 

apa;rentementé de naturaleza vtral. Fp:to (11 y l~) sin embargo, la efi.-.... 
ci:ew:ia del método e$, demostrada por la presencia de, partículas: de- pro-

. pieda-cles fisicoquími_c;as s~mejantes .a las del' virus. dé la trfsteza,;auna[l. 
do la prec.1:¡:r!irtac.ión dé· dos tipO.$ de fagos de peso mQT~.cJ;d.a;,r y co$'.ti~ien 

- -- . - '- - - -~ 

te de sedimienta~i6rt menores a los de la:s. partículas asociadas, a Ja 'en~ 

ferrnédad de Jq tris·teza .. 

Posteriof'.mente a la pu,rifi:cactón parcia11 se· pro-cedjó a11 ,análisjs 

de las muestr,as p.or medio del' microscopio ,eJectrónico en ,e1 cua·1 f:ueron 

observadas pa·rt.i'culas fi1amentosa.s, ríg:idas, de un diámetro aproximado 

de ·.6 a 9 nm y de lo.ñ.gi:tud variable,, carrespondi:en:tes a ,estructu~as vege -
tal:1es; lo cua1l co·incide con l.o reportado por' Kitaj ima en 1964·. 

En solcl 4 muest:ra.s que repres.er1ta un 2 .. 6~~ de·1 total'~ se •encontra"'"' 
t'on partículas fTexu.osas~ apa.rentemen.té con una estructura. heliicoi1daJ ~, -
CU:lfa:S c.arac:t:eri'stic:as, concuerdan con 1as publ1icadas por Loebenste,i·n:i, ...,_ 

Cohen y Bar-Joseph (1972). 

Con el objeto de obtener más datos ,sobre estas particulas s.e re .... --
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virus de la: papaya; 25;000x Ct:m1parese aspei;.t~ '/ tipo de -
a-gloi.ner:aciá:rr eóP res~ecto a ta f:ot~:.e!)raf1a arrteriot· .. 
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recurrió a rea i izar comparaciones tanto d.e aspectos como de magni·tud de 

las mismas, tomando como marco de referencia virus de dimensinnes cono--­
cidas., 

Con este- pr-opósito se contó con ·e1 ·v+rús de la papaya que· tiene 
un diámetro .de 12 nm y una longitud de 800 nm, ademas deJ virus del mo­
saico del tabaco cuyas dimensiones son de 300 nnr de 1ongi'tud y 17 nm de 

di.ámetro., la. longitd de la particu~a sospechosa se tomQ. p'Oco en cuenta 

debido a que por la purificación a. que fueron sometidas léls muestras --­

con frecuencia llegan .a romperse, observándose en la mayorf:a de lo.s ca­
sos solo fracciones de las.mismas. 

Las prepar-aciones tanto de limón mexicano como las del virus de 
papaya y tabaco fueron examinactas y fotografiadas a 25,,CJOO X (diámetros} .. 
amplificándo1a.s posteriormente a 333~000 X. Foto Cl.3)~ (14) y {15). 

Como puede verse en las fotografías el vi ,rus de 1 a papaya a --.... 
333,000 X ti.ene: una magnitud de 3.33 mm de diámetro. 

El virus del mosaico del tabaco al mismo aumento ·lll.ide 4 .. 66 n1m -. . - . 

de diámetro cuya extrapolación corresponde a 1/ nm. 

Las partículas encontradas en elext,racto del limón mexi:cano al­

cani;an un diam.etro de 3 rnm.; por la tanto ex.trapola,ndo dichas magnitudes 

con e1 Virus del mosaico del tabaco; los 3 .. 33 mm .de diámetro del virus 
de la papaya corl"esponden a 12 nm comparando la medida de·T diámetro de 

1<is fibras sospechosas con las de ambos .vi·rus ;esta última cae dentro _..,. 

del intervalo de 10 a 12 nm:; la ·cua.l coincide con la reportada por Kit~ 
jima en 1964 ... 

Las evidencias anteriores, asi mismo·las características de f1,g_ 
xuosidad y la aparente subestructura hel i·co,idadl de 1as partí.cu1as en,.. ... 
contradas; ha.cen suponer ,que estas pertenecen al vil"Us relacionado con 
la enfermedad de la tristeza. .. 

En un 907~ de las huertas examinadas se encontraron por lo menos 

dos tipos de fagos de la serie T~ diferenciados entre sí por su tama:ño .. 
Foto {9) y (10), evidencias tales como la observación de bacterias fla .... 
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ge1adas lisadas,, r.ontenienoo gran cantidad de, bacteriófagós ~ hacen sup,o­

tter que estos ·s@n parásitos rle las misinas ~ 

2. - Otra técftiica usada con e1 propósito de poner de manifie-st9 1a. presen 
eta- del ·tdrµs- oe -1ac tristeza· -en~los ,ext1"\aétos ¡parciaJmente purfficatlos~ · 
fué el :análisis espettro"fotométrjco en la zona del ultravioleta. 

Se· esperaba. obtener por este método una curva caracteristi'ca de 

·nuc1eoprote'Jnas con un valor máximo a 26.0 nm,, dado por lia pre-sen~ia. de 
tript()fa:no y un m1.nimo a 245 nm. Cuñat, Primo ( 1973). 

La ,gráfica obtenida .a partir de los extractos corresponde a pro­
teínas, con un v:alor máximo a 280 nm y un mí'nimo a 2.58 nm. Este método 

aparentem.en"':e revela la ausencia de nuecleop~ateinas, si.n embargo~ C-OJl · 

tales resulta.do:s no debe descartarse la presencia deIT virus 11 ya que e:n­
tre otras. ,causa's pudiera sucedér lo s.iguiente: 

ºUna svbs tancia. dará el espectro esperado si empre y cuando- ésta!'' se en ... 
cuentre hn7nr-ogeneamente distri11ui<ia ,en toda la suspensiónn; .. añora blen,, 

considerando que .la b§cnica de purificación parcial llevada a cabo~ tie 
ne el i:ncoveniente de: formar ac.Qmulos vi,,rale~,;i· por 1,á que puede ,pensar._ 
se que éstos d~bi do a su peso!· tiendan a ¡Jrecipita.r y en consecuencia -
la luz incí.dente no logra coincidir con dichos grumos; por lo tanto al 

no detectar las nucleoprot,efnas no se· puede asf:gurar 1a inexistenci.a ,..,_ 
del virus, 

Otro factor ;:mportante que se toma en cuenta en esta metodo1ogía 
es· la cantidaó y pureza de l:a substancia .anal izada. 

la mict'oscopia electr.ónica pone de manifiesto una al ta concentra: . . ...,_.,. 

ción de estr'JCtt-~as conteyminantes como sor:; bact.eri as ; f1 ;gelos,,, mat~ 
ria1 bacteriano producto de 1,isis, bacteriófagos y ¡partfculas vegetales 
y la poca cantidad de fibras sospechosas las cuales pueden ser enmas,ca­

radas por las anteriores y obtener a$i1 una gráfica de proteínas. 

3 ..... Lo::;; cortes histológicos de pedúnculo y peciolo a nivel de te 
,]ldü f1oemático teñidos con azur-A.,. c~:xi1orante· diferenci.al que pone de· -

n\ndfie"sto e~ f1oema di:: lhn color verde claro) y el Xilema de azul, te:...-



.... 43 -

ni endo gran a fi ni dad por 1 as i ne 1 us :tones vira le.s, formados por vi rus ve. 

geta1es~ l:as cuales se tiilen de magenta . 

....::. ..; - _- .:: - - .. - ' -

res, como iona·s de necraS:i$ o inclusiones viral és caus.adas' por e1 vi.rus 

de la triste4a, que deh~:do .a la agrupacion y cantidad de las mi,smas .... ,...""" 
abs0.rbeu: fJna, concentraci.ón rnayor de co1o~ante que .el, resto de las est.ruG: 

tm"'\a$ ce1ula.res. sanas" Garns~y ( 1980) ... 

Por este método no se lograron los .rasu11ta(jos esperado.$" sin em-. 
harg:o ·cabe pensar que las técnicas tienen ciertas 1·imitaciones, tomando 

en ·cuenta la proporción de teji'do analizado· (aprox:imadamente 5 a ti mm2), 

con res.peótn al área tota1 del árbol,,. lo que repercutirá en la baja p:ro 

babil lda<i de _encontrar di·chas inclusiones~ Por ottro. 1a<Jo~ las inclusl:o 

nes teñidas alcanzan una magnitud de l a 5 m1crªs x 5 a 20 micras .:f 11or 
lo que al .mi.cro,sopio óptico, estas pueder1 se,r confundidas con Els,trcutu ... 
ras celulares o preci¡pítaciones, del mismo colorante·. 

Por To tatt.to esta metodolog1a debe aplicarse en ,el diagnó.s:tico de 
árbo1e$ aitacados por razas o oepas. fulíránantes y .moder.adás,, donde· ,tfl vi­
rus está di s.emi,nado .en Ta total i.dad de1 tejí.do fl:oemátieo y que .por mf:'­

dio de comparaciones entre magnitudes de acUmulos de colorante_, c;oinci;..-., 
den de las m'ismas al ra.tificiírse ron la observación en el mtc~oscopio ... ~ 
electr6rdco. 

Sin embargo," la. técnica seguida tiene varias v:entajas., .siendo· ... 
las pr-incipales, la rapidez de diagnóstico, el uso de aparatos no muy ,... 
sofi.sticadas como son: e1 mi.croscopio óptico., criostato y mtcrotomo-; ...... 
aunanaa lo económicamente acces.ible y la relativa facilidad del manejo 

de Tos mismos. 
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CONClUSIOMt:S. 

1)~- La pre$em;ia de bacterias,, hong.os e tr.s:ectos con ma.nifest~lciones ~ 

pa:to:l6gicas e-rt tui- ~-ltu ·por-centgje·· de l'os: áro1Jiles reviséldos ~ -demuestrarr -
la p.aca acti:vidad de_ 1os, :productos qu1mH:os asperja.dos. en las huerta, 

sin emba,J"9º' los s1ntomas de cloTosls y defoliación no se atri.buyen to..,­

ta1mente: a dichos agehtes. 

_ 2.L- La .eficacia de la: técnica de pur:ificac:I6n parci.a1,, se confirma al 

~'h'l·gra:r sedimentar o extraer las partículas corres11oncM;entes á estructu­
ras vegetales muy similares en sus carac:ter1stitas qu1m1cas y morfoló.gi 

cas a Tas óel viru.s de Ja tristeza; además fuerom: pi"ecipitadas fibras -

aparentemente virales en forma de agreg:ados.,,, lo cual ratifica .e1 i11eov~ 

_ ni,ente reprotada por el autor -de 1a metodología; con el, propósito de --. 

disg,regar dichos acúmulos~ González {1970) recomienda EDTA. 

3} .. - Con respecto a Tas bactetias flage l~das ,observadas, continua el tra 
bajo de i.denti1ficación <le las mismas~. Sjn embargo- s.i se asegura que los 
bacteriófagos. de la serie T enc.ontrados!i pa.rasitan a las bacterias antes 
citadas~ según observacio:nes h~chas, donde se encuentran cantidades ,con­
siderables de fagos dentro de los mit"oorgan,ismos y entre productos pro-

-ced.entes de lisis ~teriana .. 

4). - Las éVi dencias dadas por micro.scop:ta eJectl'·óni,ca sobre e1 aspecto 
flexuoso• y la aparente subestructura heli-coida1 de. la;s fibr.as encontra­

das; a.si! mismo la agrupación tan semejante de éstas, respecto a1 virus 
de la papaya, y 1 as magnitudes obtenida·s a través de la extrapolación -
con el virus del mosaico del tabaco y el de 1a pa·paya~ se llega a la ...... 

conjetura de que las part1cu1~s sospechosas pueden pertenecer al virus 
de la tristeza~ a pesar de lo antes dicho no se· aflrma la natura1,eza. de 

1as mismas, hasta haber reali.zado un estudio má.s intenso con el objeto 

de llegar a la caracterización completa de las mismas! en tal caso: es -
necesario l!leva~ a cabo técnicas de purificaci6n pot' tfltracentrifugación 

en gradiente de densidad y pruebas serológicas .. 

5L-= ta espectro·fotometría en el UV y las 'tl~nicas histológ-ic.as no afH::wt~ 

datos favm .. abl'éS que confirmen la presencia del virus~ sin embargo s.e ... 
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hacé incapié de introducir a la purifi'cación parcial~· una segunda puri­

ficación con el fin de eliminar las estructu.r.as contaminantes, 

·6} . - Por todo lo antes menci· onado y pri nci pa lmente lo expuesto en e 1 in 

- .e - e?iso 4 de eSt"e-~Q:p-i--tu-1o,; eabJ;- -supu:ner-que s;i 1-as part1;culas-stlspechosas 

correspondeff a.1 vlrus de la tristeza,. es.te,. se está p.resentando en cóm­
pl1ejos débiles debido a: que en nuestro ,Pitís no se ha manifestado la en­

fermedad con resultados devastadores;. sin embargo.1. sí la suposici6n re­

sulta. positiva,. es importante establecel'.' 1 a ruta de entrada de estos 
comp 1 ej os,, el ti.empo en que 1o hi ci:eron y de ser p0-stb 1 e la variedad de 

cítricos que. -usaron como portador~ previ$ndo la posibilidad de que con 

éstas~- se hayan introducido cepa,s. moderadas o fulminantes en huéspedes 

tolerantes a e11as, que posteri.ormente se mani.fiesten al propagar masi­
vamente el empleo de injertos, esencialmente si s·e util'i.za. el limó:n me- __ 
xicano sobre naranjo agrio:;. combinación altamente susceptible a la en ... -

fermedad de 1-a tristeza .. 

7).- Los benefici'os que pueden ofreGer los complejos débiles~ son: la -
protección cruzada en los arboles contra cepas más agresivas~ además de 
la obtención de -sueros especí'ficos cnmo medio de diagnóstico para la eE 
fermedad de 1 a tristeza. -
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APEfHHCE 



JI "i - ~ ........ 

l} 
:.. · ESQUEMil DE PlJRlf!GAClON PARCIAL 

Pu 1 ver izado de Corteza Pulverizado de Hojas 

pH 7~4 

y 

Sedimento 

- :' 

suspender en amortig .. frio de tris (hidroximetil) 
amino ametano ... Hcl 0~.05- M {IZ nfl/gr). Filtrar a t1,.a 
vés de· algocfün~ centrifugar e.1 filtrado a baja ve.:. 
locidad~. 5000 g por 10 minutos:t. rotor usado GSA. 

pH 8.A 

,. 
Sobren .. 

! 
t 

Sobren 
t 

y 

Sedimento 

a 100 ml añadir 4 9 PEGy 4 m1 NaCl 20% centrifugar· 
15 mi.n. a l?J,600-g Rotor usado GSA. 

. y 
Sobren~ 

1' 

Sedim .. 

' SQbren. 

r 
Sed1mento 

R~suspende:r en amortiguacfo:r de fosfato fL,04M 
, pH 8.2 a 1/4 del volumen: original .(:~t; ml). 

Centrifugar a baj,a v·.elc.cidad~ 4,400 g por 10 
minutos,. rotor usado SS--34.. · · 

1'' 

Sobrenadante 

Por cada 25 ml añadir 0.5 y de PEG y 0 .. 6 m1 
NaCl al .20}{, 
t:entri'fugar 15 min a 20,.000 g. rotor usado 
SS-34. 

t 
Sedinr. 

Resuspender en 3-4 ml de amort •. de fos­
fato o .is pH s .. z 
Centrifugar lOÍ mi.n~ a 5.tOOO 9. rútor -­
usado SS-34 ------........... ----·-·-.........,_........_ __ 

' Sedim. 
T 

Sobren .. 

' ' ' .. 

(~~P-:..Jfe_ p.a,rj;Jcu.!2!, parc;ia1n1 .. ourif.} 
i; .-~ 



MICROSCOPIA ELECTRONICA. 

II} Tinción ne.gativa de los virus con ácido fosfotúngstico. 

l} Pi·eparac"ion ue c1as- rejtllas -cttbi-erta.s ecn r;elícula" <le fGr!il\liir .. 

Solución da fornwar (0.2 g de Formvar + 86 m1 de l-2 Di-CLORO 

ETANO}:t, Filtrar la solución antes de usarla. 

III) Preparación de película de formvar; 

a} Lava.r con japón de tocador cuatro portaobJétos., secarlos con -

kleenex y termtnar de secar en el horno a 40ºC. · 

. 'b) Una vez secos, limpiar 1os portaobjetos con pap-el que no de.s­

prenda pelusa.. Manip~lar los portaobjetos por los bordes. 

e) In:troducir: e1 ·portaobjeto.en unvg.so kouplin que contenga-­
la solución de formvar~ secarlo y deja.r secar a temperatura­
ambiente .. 

d} Una VéZ que se: ha: secado la. solución de formvar~. cortar la pe' 

11cu'1a formada_ por los lados y extremos: del portaobjeto. 

e) Tener lj,sto e1 crista1izador con agua bi.destilada hasta los -

bordes) sumergi:r lentamente ·e-1 pórtaob-jeto ,. observando que la 

pe1 ~cula se desprenda por la tensión superficial del! agua .. 

f) Una vez desprendida ·1a película depositar sobre ella las reji 

llas y después!> recogerlas con un papel filtro. 

g) Poner a secar, de preferencia en el horno a 40(l>C~ 

2) Sombreado de· reji 1 la·s con carbón evaporado .. 

a) Prender evaporadora hasta que alcance un vacio de l0-5 mm Hg. 

b} Colocar barras de carbón en 1os electrodos~ 

e) Colocar rejillas en el disco gi,ratorio, de tal forma que el ... 

carbón se deposite sobre Ta pe11cula de formvar. 
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d) Apl 'icar corriente eléctrica-: de 10 ... 30 amperes .. 

e) Los carbones se observarán incandescentes y desprenderán carbón 

el cual caetá sobre las reji11as.~ 

3} Ap1 icación de la muestra y tinci6n. 

·~J :En una caja petri con papel filtro, humedecido previamente con 
1-2 Di-cloroetano~. colocar 1a:s rejillas y dejarlas. durante 10-
15 mi:.nutos, para disolver la capa de formvar .. 

* b) Someter las rejillas a un arco voltaico (120 volt,. x 30 segun-
dos en e1 vacío)~ para hacerlas hidrof11icas y tener una mejor 
distribución de la muestra~ 

e) Poner 5-101 m1 de una muestra sobre la rejil1a, dej.ar un minu­
to y sécar cbrl 'pa1:ü~r=r~'i1trn ·teni:endo cuidado que la muestra -
continue húmeda, 

d} Poner una pequeña gota de ácido fosfotúngstico al 2%,, neutra 

lizado con KOH 1% inmediatamente antes de usar. 

Dejar un minute» y seca:r con papel filtro CUíDANDO QUE LA. REJI-. 
LLA NO SE SEOUE TOTALMENTE .. . - ' '':'"· ~ . 

e} Observar en e1 microscopi-0 electrónico. 

*Puede reemplazarse con alcohol absoluto .. 
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IV) TECNICA DE INCLUSlON EN PARAFINA~ 

Las mue,.Stras, -ae ·¡:fecfo1o y p-edúm:ulo se C{)rta,n de un tamaño :aprox,L_ 

mado de 1 cm. -

l~- F)Jación1'! Los .cortes fueron fijados en solución FTPA (Fm"mol­
AC. propióntco-Al coho1) durante 24 a 48 horas.. Posteri.or111en.,. 
te se lavan: en 2 cambios de etanol al 50% por dos. horas; lo.s 
cortes se tr-ansfi-eren a una; solución de ác1do fluorhidrico -

al 25% .(s·olución ablandadora) durante 3 semanas. 

2. Deshi_drataci.On: Los cortes se pasan por alcoholes porcentua­
les empezando, por etano 1. a1 505;., 70% y 95;~ y absoluto duran­

te 15 minutos, cada. una~ 

3-. ..... Los cortes se transfieren a una solución aclaradora de xilol 
a 1 70% posteri·ormente en una aI lom~ durante 15 minutos ·en -

cada una .. 

4~- Irl'.fi1trac1ón! En parafinas porcentuáles empezando por :rma al 
30% a. 29-32ºC durante 24 hol"as~ después 'al 50% a 35Q,... 4.o~c, 

durarrte, 24 hor-as, p:ur ú1t'i.mo Pl1 parafina pura a 56-58ºC du--.. 

rante 24 horas·~ 

5.- Inclusión! E1 materia1 impregnado,, se coloca en un molde ton 

teniendo parafina pura fundida a 58ºC. 

6 • .,,, Recorte de 1as muestras.: Se lleva a cabo con unmicrotorno. de ro 
tación o de Minot, hacienuo cortes de 10,,_ 15 y iu 

7.~ Montaje de 1as cintas: En portaobjeto,. utilizando :el adhesi­
vo de Houp se pone una película de adhesivo en el portaobje­
to,. se depositan las tiras cortadas y se pasa momentáneamen­

te a, 1. a flama de un mechero· de a 1coho1 ... 

B .. - Se remueve 1'a parafina por medio de 2 cambios en xileno 15 -

m.inutos cada uno,, después se pasa. por cambi.os dé -alcohol~ 
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absoluto ....... 10 minutos 

96% -- 10 minuto$ 
BO;'t 

7'0(.i ' le .... - 10 minuto:s 

V) TECNICJ.\ DE CORTES EN CfHOSTATO. 

1..- Las muestras se co.rtan en trozos de l cm apr.oxima.tclamente. 

2.- Los cortes se colocanen Ta platina del crióstatog 

3. - Se real izan los cortes a un espesor de :5 a ~'.' -~ éstos se de ... 
positan en. agua destilada para practicar lq; tinción~ 

TUtCION. 

1 .. - tos cortes se pasan a un amortiguador de fosf<ito.s O. 2 M --­

pH=' 7 .• 2~ se prosigue Ja tinción usando para cortes inc1uidos 

en parafina .. 

Vl) TINGION Y MONTAJE DE LOS CORTES. 

Los. cortes ya fijados en t:;l portai9bjeto se tiñen con Azur-A aJ 

1% en 2 metoxietanol ., durante 24, horas~ posteriormente se destiñen con 

etanol al 96% durante l minuto y pot- último se montan en resina sinté.., 
tica o euparal. 
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