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RESUMEN:

El presente trabaao estd enfocado a la deteccidn del virus de Ta
tristeza en 71m0n mexicano procedente de Tecaman, Co?

Con este prcpasxte se se1eccaonaron p]antas que presentaran una
sintomatologia similar a la reportada para el ataque del virus de la --.
tristeza.

Las netod01ogﬁas usadas para llevar a cabo el objetivo fueron, -
La m1crescopia electrbnica y espectrofctometria en el UY de extractos -
de heJas cloroticas, corteza y tallos secundarios sometidos a pur1f1ca--
cion parcialy ademas h1sto]og1a e indexacion.

, De todas ellas sdlo la microscop1a electronica contribuye con -~
evidencias para sospechar de la presencia del virus de la tristeza en -
nuestro pafis, ya que fueron observados particulas flexuosas con una apa
rente subestructura helicoidals; cuyas dimensiones caen dentro del inter
valo de las reportadas para el virus de la tristeza.



INTRODUCCION,

| E] cultive de Jos citricos al igual que ctras especies frytales,
som suscept1b?es a gue un gran numere de Factcres afecten su preduct1v1

~ dad, entre estos se encuentran, las deficiencias nutr1cnona1es ataques

- de insectos, enfermedades de 0r1gen bacteriano, funga? y yiral, de este
Gltimo, es relativamente reciente el dE‘“ubr1m1enta de su naturaleza, =
Siﬁ~€mbar99;'ﬂ9“£5'aS?,Ei’FeGﬂnﬂﬁimﬁEﬂtQ de-Tcs danes\que causa, | |

Las enfermedades de origen vvraT en ¢itricos constqtuyen uno de
Tos Tacteres mas cestmsas, ya que une vez establecido el V1rus, las -~
p?anias en ocasiones deben ser reemplazadas por atras jovenes, desafor‘
tunadamente Tﬁs'arbnies.afect@dﬁs,d1f1cmlmente pueden recuperarse por =
57 selos, aunando a esto, no existen ﬁﬁmpﬂééﬁd§ quimicos que detengan o
‘inactiven el desarro]ia del virus, saﬂndo el Gnico método de cantra? —
’factﬁble, 1a prevencién.

'WEnﬁref?as.enfermedades de los citricos causadas por virus, tene-
mos; X%Tapérosis;"psavasfs,'t?&sﬁeza Vexodﬁrﬁis,-éﬁﬁ?éfct%as* &égﬁacaﬂ~"
do de todas ellas Ta denominada tristeza; pca1bTenente Ia que mas pra~-
blemas ha,causadu en ta cztr1cu?tura mundlaT o

En Mexzces no se ha reaiizcde ningun astudio experimental rela--
cionado con la enfermeaad de la frxsteza, pur 12 qae ne se. pﬁedevdesear
tar o afirmar la y?esenu1a o ausencia del virus, ya que Bste se puede -

encontrar desde una forma asintomdtica hasta otra totalmente devastado-
ra y dado que México estd Tocalizado entre paises que han sufride fuer-
tes staques del virus como EEUU y casi todo Eentra>y-8udam§rica-'ée Tos
ciales se-puéde‘ﬁéﬁga%‘aéﬁa‘po ibilidad de que en aiguna ocasidn hayaw-
mos aéqu1r1do}mater1al vegetat?vu. |

Durante mucho ﬁ1emp0 tos metcdes de diagndstico del virus de la
tr1steza se efectuaron por medio de indexaciones, las cuales consisten
‘en injertar yemas del arbol en estudio sobre algin patrén sensible al =
virus, como 1o es el Timon mexicano, de ahi que se denomine "método tra
dicional de la Tima mexicana", teniendo como priﬁaipaies incovenientes
el tiempo requa#ide-eﬁ 1& phtencidn de resultados, asi como en 1o que -



R

respecta a la infraestructura de invernaderos acondicionados y finalmen
te los recursos técnicos y humanos ‘que implican tanto e1 montaje del in
vernadero como el'man%enimfenta'&eT'materiaT vegetativey durante la G1-
tima década, se han utilizado para el astudio de esta enfermedad ‘métodos

- e
[ s 80 Rt

- t %-as Mas Sﬁfistcadas entre ehas3 Ta mxcroscop:a e?ectron1ca, cen

“metedo trad1c10nal de 1a ]1ma mechana" 1a rap1dez con que se detecta~
el virus; incluyendo 1a gran especificidad que proporcionan las téenicas
sera]ogxcasw ' '

Ef propdsito de este trabajo es el poder detectar, a través de un
muestreo dirigido, material vegetativo sospechoso de estar infectado por
el virus de 1a’ tristeza. |

E1 material que se maneja en este proyecto, consiste en hojas --
clordticas, ramas y corteza de arboles injertados, localizados en Teco-
mén,'cci.}‘municipi¢=ée'mayor_péaducaién en el estado,

Las muestras se sometieron a tecn1cas de purificacidn parc1aT de
?TFUS, por medio de Ta cambwnac1gn de centrTfuaaczon d1ferenc3a1 Y pre-
cipitacion con pc]metr?en glicol, posteriormente se montaron las prepa-
raciones para m1croscep1a e]ectranxca

Paralelamente sg aplicaraa técnicas histoldgicas de peciols ¥ pe
dinculo las cuales fueron analizadas al microscopic Gptico, ademds inde
xacion en plantas 1ibres de virus y espectrofotometria en el UV.
OBJETIVOS.

Generales.

1.~ Uso de microscopia electrdnica y técnicas histoldgicas para la detec
cidn del virus de 1a tristeza del Timdn mexicano, en algunas planta-
ciones del municipio de Tecomdn, Col.

Z.~ Uso de espectrofotometria para el analisis de nucleoproteinas.



ESD&G:Q‘F icas N

3

1.- Determ1nar 1a tecn1ca mas confiable y ecancmzcamu te posible de pu=
rificacion del virus de Ta tristeza.

2.- Aplicar microscopia electrdnica, técnicas histolfgicas iy espectrofo
tometria en el UV para el dlagnostwca de la enfermedad del virus de
1a tr1steza_

3.- EStablecer 1a s1ntomato]og1a de la enfermedad de la tristeza con ma
yor precisidn.



ANTECEDENTES ECONOMICOS.

;v—-‘«

. En nuyestro pais el cu E;
t6 el 35% &e 1a superf%cae culti vaéa, equ1va?ente a 226, 000 ha, en don-
de sg anclﬁy@n:ﬁaranaa, Izman,maﬂdarznas taronja y Tima, con una produe
cibn de 2,445,000 ton, para ]o que se estwma un va?ar suparior a 303 -
Sﬁﬂﬁ‘mﬁllanes de pesas,

vo de . les cited cas. hasta- xsrﬂg‘fﬂp{és

La p?cducc1on de 11mgn apertada por los 6 pr1nc1pains produa*ares
gara el ciclo 78-79 se calculd en 43? 597 ton, siendo Tecaman, Col., la
| prin;jpal_zena,praduct@rag>cen_un.ap@rﬁa»del,?S%‘de,la,gradu;cman esta» ,

tal que representa el 41% de Ta nacional. Del Gastille, T.N. {1979},

En el estado de Colima las plantaciones de limén mexicane hasta-

Ta fecha, se encuentran establecidas con material de pie franco; sin em
 bargo, en los Gitimos diez éﬁGS; se ha incrementads el nimero de arbo--
~ les ?ngertadas como ung medida preventiva contra enfermedades como la -
4-gnm351s praéacwda por Pﬂ;fagﬁthcra sp. considerande que en 1979, el 16%
: de &rboles en praducc1an‘y e} ﬁg% de a?hoIes en desar rci?ﬁ 58 - entuentran_-
":ﬁ3ertadss coit naranjo agric vy en base\a que el gr1nc1pal‘med1e de dise-

MTHnC30ﬂ de Tas enfermedades virales es pr1nCTpa?mente et injerto ya que o

'feﬁ'MﬁXIGo existen Tas cohdiciones ecoldgicas que propician el desarrolle
de 1a enfermedad,ée 1a tristeza, se considera necesario realizar un esty
‘dio confiable para la aplicacion de Técnicasy Wétodes de identificacidn
de virus de citricos, para asi detectar el virus de Ta tristeza en una -
| tapa en que aun no se ha manifestado, ya que es aﬁsmble se encuentre e
presente en ‘arma asxn»amatzcai. -

ANTECEDENTES TEE%ICGuﬂIEﬂTIFIGGS;

Pocas enfermedades han causado pérdidas tan severas en los culti-
vos, como 1a enfermedad de 1a tristeza en los citricos; ya que extensas
ireas han sido destruidas completamente en un tismpo corto; siendo la -
finica solucidn a este problema 1a sustitucion con drboles tolerantes a
este virus. |



Aspectos b %Stﬁricos v~d1str1§u¢1ah de los citricos.

-

_ La enfermedad de la tristeza al igual que los citrices son origi
narios de China ¥ Japdn, encontrindos ’E
dreas citricolas del munde. Fig. (1)

a enfermedad - Ehvé.,' _,Aass¥as

QST Price, ¥.C. (19;@), reporta que el mecanismo de dispersion -
de una zona a otra, es a través del material vegetativo de drboles 1
fectades, en los cuales la enferniedad es asintemitica: este materiai 58
propagd sobre patrones tolerantes, dmstr}buyenéase posteriormente a --~
‘otros arboles por fnsectos veéctorss, donde 1a VeTocidEd*de-diseminacién
del virus depende principalmente de Ta eficacia de las especies de in--
sectos presentes en la zona. Los p?iwafas‘bafées~&ondé aparéce amplia~
mente distribuida Wallace, {1956), son los que se encuentran en el Afri
ca del Sur. En Australia es reportade por Frase, {1959}, y casi en to-
do el continente Asfatico, en donde 1 patrén naranjo agrio no se utili
zaba eomo tal. -

La tristeza aparece en Sudamérica, segun Carvera (1933}, quien -
SUQiehe~que la introduccidn de la enfermedad an Argentina fue pssib?e-4
mente debida a 1a importencitn de grandes cantidades de citricos injer-
tadas sobre limén rugoso {combinacion ta1erante a la tristeza} prove -~
niente de ‘Sudéfrica. |

Sin embargo, en Brasil no se conoce con certeza si Ta enfermedad
proviene directamente de Suddfrica, Costa (1956}, o bieﬁ-dé:ﬁréeﬁténa;
hacia los afies cuarenta; las plantaciones citricolas de Perd, Uru--
guay. Yenezuela y Colombia se encuentran infectadas.

En Tos EEUU, la enfermedad empieza a diseminarse en California -
hacia 1939, aungue no es claro como sucede; ya que los drboles infecta-
dos, ¥ el material de propagacién habian sido importades anteriormente,
sin embargo, la tristeza aparece limitada en ciertos drboles de origen
asidtico. Posteriormente se detecta en Florida, aunque la introduccidn
inicial se cree fue 15 afios antes, Grant (1953).

En 1958, Planes (1965}, establece que Ta tristeza enpieza a disa -



Supuesto origen
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v rutas de pfﬁpagacién de los frutos ¢litricos..

) .o _,?.!A‘I—:-\-::\
‘? =

U L b‘rv,;c

h2d e

1

]

X

"

y

Bigarade (Citrus aurantium

Citron (Citrus medica)
Grapafruit (Citrus pavadis)
Kumquat (Fortunella margarita)

Lemon {Citrus Iinion)
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Lime (Citrus aurantifolia)

Mandarin (Citrus reticulata)
Orange (Citrus sinensis)
Shaddock (Citrus grandis)
Washington Navel
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minarse en extensas dreas de Espafa; reporténdese hace pocos afios una |
;grépagaciﬁﬁ:}imitada‘en Israeigjsar;Jasepn {1973)g

- T Es Tnportante y “de 1lamar %a atencxanfque en 7a maye?ia de 1as ~
»@§36t3619n531€1tr1661&5 empezaron a manifestarse los dafios causados por
1a enfewmeéadu’tuaﬂdo fueron substituidos les patrones tradicionalmente
~usados por el naranjo agrio, portainjerto altamente Suscapt1b1e»a la en:
fermedad de la tristeza. ' ' »

Al detectarse la presencia de la enfermedad en casi todos los --
pafses, se iniciaron los estudios sobre la misma, basdndose en caracte-
risticas 31ntematslag1cas qua presenta el hesaedera clando este €5 1n~-‘
féctada.

;Asi éarrera~eﬁ'i§36§ observe que el drbol muere debide a la “pu-
dricién de Tas raiciflas", denominande 1a enfermedad con este nombre, a
‘diférencia-de“ﬁaréira“(1937) que en Brasil a 1a misma sintomatologia ~
la 1Tama "tristeza de los citricos®. Sin embargo es haSLﬂ 1937, ‘que Faw
cett y Bitancourt, suponen que la. enfermedad es causada por un agente -
jnfecciose probablemente de origen viral. .

Al encan*rar la enfermedad en el estado da California, Fawcett -
'(1940) Ta deaam1na "Quick decline™. De manera paralela a Me. Alp1n, re
porta una nueva enfermedad de Tos citricos en Australia, nambrande]a =
"bud union deciine™. Ya para 1946, Meneghini afirma que el dafio es cay
sado por un virus y que &ste és»iransmitidaspaﬁ‘ei pulgdn negro de los |
t{trisosw{Tquptera citricidus); Fawcett, Wallace y Ferndndez en esta -
‘misma fecha 1logan a la misma conclusifn, logrando comprobar que T& --
traﬁsmmsznn‘de 1a enfermedad es tanto por insectes como por injerto.

Siﬁiamatalagia.da la enfermedad:

La gran mayar1a de Tos virus pataﬁeﬁos de los vegetales se pre--
sentan como complejos de diferentes razas, el virus de la tristeza no =
es la excepcibn, siendo de sums Impﬁrt&HCIa Ta clasificacidn y caracte-
rizacibn de las distintas cepas, debido a que ciertos complejos de las
mﬁsmés'pueﬁen ser utilizados para proteger drboles contra cepas mis =~



= 9-.

fuertes o agresivas, Primo (1971).

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

8}

Una tristeza vielenta, la cual en un tapso de 15'@?&§'hacé?@ﬁéﬂias
plantas que hasta enhtonces no habian prasentado sini cmatologza, m
aparezcan como quemadas sus hojas se enrollan tongitudinalmente,

presentandose una gran:defnlzaclon, 51n>brotacnon;pcsLermar, i -
fructificacifn, el colapso es tan violento que Ia planta muere ---
de inmediate. A este tipo de tristeza se Te denomina fulminante.-

Foto (1).

Tristeza moderada, complejo viral que desarrolla en el hospedero -
una sintomatologia caracterizada por hojas clorfticas; segin la va
riedad del cTtrico se puede presentar moteado, la nervadura princi

pal se torna amarillenta y mds pronunciada asemejando deficiencia
de calcio, las hojas huevas son pequefias presentdndose 11geramente

agrupadas formando un angu]9~cerrado, se presenta gran defoliac -i6n,

-aparecen brotes pagaéas al tronco y ramas principales, la fructlﬁi

cacibn se ve acelerada con frutos abundantes que maduran sin desa-
rrollar, en algunes casos se presenta el fendmeno de “pitting”, que
consiste en la formacidn de finisimas agujas de madera (extremida-
des de Tos radios medulares}, bajo 1z linea de injevrio, a estas -~

agujas que salen de Ta madera corvesponden unas cavidades muy fi--

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

Los &rboles afectados con este complejo viral mueren entre los 10
y 14 meses,

Tristeza débil, se caracteriza porque & pesar de que se encuentra
el virus en el &rbol este no desarrolla ningln sintoma, la capa
cidad productiva no se ve afectada, la presencia del virus puede -
demostrarse por microscopia electronica y por el método tradicional
de Ta Tima mexicana.

Este tipo de complejo viral puede usarse masivamente para inocu-

lar drboles como medio de proteccidn contra otras cepas virales, por lo
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tanto puede considerdrsele como razas virales benéficas.

Accidn del virus.

A part1r de 1a snntomatc]ogia éel hospedars ﬁnfectaaa por eT i~
rus de 1a tr1steza, Tos siguientes aspectes son con el fin de explicar
-1ﬂsvﬁangs que-causa.el virus a Ta planta gu&ndo este»se hauasﬁableeida}
Eﬁ°e1 follaje de las plantas’ enfermas de tr1steza, MEEeGthl, -
(1946) demuestra que- &l porcentaje de nwtrogeno se encuentra reducide.-
Por su parte, Trippi, al rea]wzar ana?asws enzlmat1cos de material fo -
liar determina gue las catalasas y amilasas se encuentran por debajo del
valer normal, impidiendo a51 una act1?1dad metabmlwca adecuada de car--
b0h1dratos y en cunschenc1a la deflhiencwa de 8stos en e] 51stema radx»
cal. | V |

 En cuando & la accidn de1 v1rus,y e? caTapsm que sufre 1a p1an€a |
- al ser 1nfectada, Costa (1956), demuestra que 1a mn]tsp11cac1nn del vi-
wrus 58 realxza en el fb11a3e de 1a piarta, pYOdUCIandG pester1ormente “
una necrosis en los vasos chboses a la altura de Ta zona de 1ngertc.p
Lesta_y Grant (1957}, explqcan la forma de como se produce asta necra—-»
sis. Foto (3) | |

| zauagnotarseyen 1& zcna‘del fleemg-f&ncmana} y‘Eﬁ\1a3-ce1u?a§-cercanas
al tEjidﬁ~parénguimatcsazy‘aflgs;vasns liberianos de reciente formacién,
uﬁa:aﬁumulacién-deI‘maﬁériaT,citopTéSmiec:’ En estas células denominadas
cromiticas por gue se tifien con la tintura de Giemsa (pﬁrpvras), apare=
ce alrededor del nlcieo una zona b]anquac1na que posteriormente se obs- .
curece, al mismo t1empa que se endurece Ta pared celular por espesamwen -
to deT mater1a1 protaﬁ1a5m1co» estas c&lulas aumentan de volumen, se ne
crosan, presionan a los vasos Tiberianos estrangulandolos, impidiendo -
asi la circulacidn del material nutritivo del follaje hacia Jas raices.-
En el cambium se forman c&lulas cromaticas y por este motive parte de &1
se necrosa, al suceder esto, Ta zona correspondiente a &stas dejan de ~-
formar liber y lefio, sin embargo las c&lulas vecinas normales continuan
én‘suzacfividﬁdg Tc'que da como resultado 1a formacidn de concavidades
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denominadas “pitting”.

La savia encuentra una bharrera en }a~ifnea-de injér€a,para'§es-
cender-a las raices y Tievar allx el material necesario. Por su parte-
Tas ra1C11Tas toman como Gnico Pecursa Tas reserwas dé almldan 10ca112a

k7das 'R e] tronco po? débdjo de la Txnea da 1n3erta y raites prqnc1pa1e
. iagotadas estasy el sistema radical empieza a morir por falta de a1imenn
| to, pradua1endase Ta deter10rac1an de raicillas en conseCUenc1a muerte
de pamas y amara?iam1enLo de hogas.

‘CRRﬁﬁTERIZACEGN:@E LA;pARTicuLA‘vzaa@,,

‘Muchos son Tos trabajos que hasta la fecha se han publicado, con
el objeto de Tlegar a una caracterizacion completa del virus de Ta tris
teza. | | o |

A este respecto destacan 1@5 reaizzados por K1taJ1ma, EW. (1966} :
Silva, D.M. (1965) 'y Bar-doseph, M. (1970), quienes reportan 1a téenica
de pur1f1cac10n parcial del wirus de la Lrlsteza,wbasada en Ia'combiﬁé—
.cwcn de centr1fugac1cn dIf&TEﬂCTa] y pr&c1p1tae10n con pa?zetzleng11col
{pM 5000) T S | |

03 .

Una vez Tograda la purificacidn pay '*aT“éé%fwﬁFHS, Ritajima, E.W.
(IQ64), nbserva por pr1mera vez al microscopio elecirdnico la presgntia'
- de dos tipos de particulas, unas flexuosas de 10 a 12 nm de difmetro y
“de 2000 nm de Tongitud y otras de apariencia mie‘“%gﬁda'ylcarentes de -
- material genético; estos mismos resultades son reportados por Pr1ce e
(1966) y Cohen (1967) Foto (5) y (6) '

Con esto, se 1n1c1an Tos estudios para Ta caracterazab10n quwmm
ta de ambas particulas, llegando a coincidir que& aque11as de 6 a 9 nm
de diametro correspondian a estructuras vegetales, ya que se les encon=
traba invariablemente en extractos de material samo y afectado; mientras
 que las otras sBlo eran observadas en extractos provenientes de material
de &rboles afectados de tristeza, Kitajima, {1965}

Sin embargs las estructuras virvales o estaban lo suficientemen-
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astructuvas veoetales, (Ritalims 1884).
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~ te puras para quwar‘uwa\huéna:caracﬁerizacfén por lo gue Bar-Joseph --
(1972}, lnuroduce ala tacnlﬂa una segunda purwfacac1on por wltracentri
fugacidn por gra&1ente de dens1dad en cloruro de cesio, abtenzendose e

- per.este método Ta puri ificacito-del virus, aunando a la caracteriza&ion —

especifica del mismo.  Para To cua] hIZO uso del VIFUS de} mosaico de1
tabaco cuya densidad es de 1. 323 g/cc ¥ del virus del mosaico del pepi-
no cen densxdad de 1. 336 g/cc como marcado?es, canjuntamente con el vi-
rus de la tristeza sometldas al procedimiento antes mene1onado, en la =
 C0}Umﬁa de fraccionamiento se encontrd al virus de Ta trwsteza localiza
do por debaJQ de Tas parLIcuIas del mn<a1ca del tabaco y por encima de A
las del pepzﬂia, deduc1endo que Tas part1culas del virus de Ta tristeza
't1enen und densidad de 1 .328 g/cc‘

Poster1ormente se precedme a deterw1nar, dada Ta naturaleza pro—
-tezca, el espectre de absarczon en el ulurav1oleta de ]as partxculas pu
»k r1r1cadas el cual revela un espectre t1p1ca de nuceloprﬂteanas con un -
| p1co.max1mo a 260 nmy un minimo a 245 nm F1g (2)

& dxferencza dei espectre dado por el ma»arza] pur1f1cado prove-
niente da arboles sanos, el cual correspand1a 3 prcbelnas, con un max;~__
mo a 280 nm y un mzn1mo a 258 nm, Cufiat (1973) Fig. (3) | ”

 Prﬁ€eﬁﬁEﬁdQﬂ3mmﬁﬁf§P Ta FéaﬁéiﬁﬁfdéxOrﬁinsT.can~@1 §UF%ffcadé~de »
las part?tuTés asociadas a la Enférme&ad7se*demUe§t?a-tﬁﬂ esto Ta pre -
Asencna de RNA como material genet100 de las m1smas, siendo negat1va con
a prueba de 1a d1Ten1Tam1na para DNA.

iﬂﬁﬁﬁ‘medwante eT ﬁsa‘de e?ectrofuresws en geT de pa?nacr11 amwda, =
terpo?ando en una curva estandar de pr0ue1nas de peso mo1ecu}ar c0n0c1—
do. | | |

E1 peso molecular de la particula en si, es de 144 3;23‘x~166; -

cuando 8sta es de una longitud de 2000 nm, una éstructura helicoidal con
540 vueltas, 10 subunidades protéicas por vuelta y conteniendo 6% de ma-
terial genet1co (RNA), Bar~aaseph M. (1970).

'*gramasfcéntimetrc cibico
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Espectro de sbsorcidn en el ultravioleta desarrollado
por nucleoproteinas (Primo 1973).
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Espectro de absorcién en =1 u}traysa.eta desarrolladc
por proteinas (Primoc 1973).



Per tecmcas de difracion ep‘ti ca y densitometria, Bar-Joseph, M.
(19?0) determmo que Ta hélice lbas*h contiene 19 subuméades en cade —
vuelta y una znchnacwn ée 37 +2 A
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.METODQLQGIA.

| Los arboles de Txmon mexicano 1nJertadcs sobre naranjo agrio, de
?cs cuales hasta o] @1timo censo se repO?taran un 10% en produzc:an ¥
un 58% en desarroilo, fueron considerados como eTementos para. el marco
de fiuestreo. | ‘

Las huertas somet:das a este eStUdTG se encuentran distribuidas
de acuerdo a la fﬁgura (4), de Tas cua?es fueron revisadas 35, seTecc10v
'vnandose 203 tomindose de cada una de ellas Tos datos s1gu1entes. edad;

@ 5 afios, de s1ntamato]ogla scspechosa de ataque viral (clerasms, bro
'tes con hojas pequefias, defbl*ac1on etc) ¥ por Gltimo de las Iabores -
‘culturafes niimere de rjegos, ap]1cac1on de productos, entre ellos fun-
‘g1c1das, bacterlcldas, fertqllzantes e insecticidas.

De ]as,zﬁ.huertas,»lcs ér601es-c0rrespandientés a 10 de ellas --
fueranfmarcados'previamentéfai‘inici§~deﬂ¥muesireo,\egnjel'prﬁpésfta.de"
verificar si la sintomatologia de &stos, persistia. Las_lﬂ‘reSfantés -
fueron seleccionadas posteriormente tomando en cuenta Ias'mismesffaétc~
res, asi como su ubicacibn, con el Fin de obtener una muQStra>repﬁésena
t&tﬁva‘én 165 distintes éuntﬁs dei,mﬁnitipia:de Tecomdn, Col.

Se tomaron muestras de ramas JOVEHES, hogas c?orctzcaq,¢ coriezs

.‘éas en beisas de paT:euzieno y transportadas a] 1aberator30 en refr1ge«
racion. ‘ '

De las 225 muestras, 150 fueron sometidas a purificacidn parcial
de virus usando la t&cnica de Bar-Joseph, (1970). en la cual se emplea
una combinacidn de centrifugacidn diferencial y precipitacion con polig
tilén glicol (PM6000) cuyo fundamento es el siguienﬁe;

Cuando Ta concentracidn de polietilén glicol es baja, Tas protei
nas difunden a través de los espacios intermoleculares de la cadena po-
Timérica, la cual al aplicar una fuerza centrifuga sedimenta arrastran-

- do las moléculas protéicas.
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Si la concentracidn de paTlet}lan glicol aumenta, debado al agru
pamiento que forman las cadenaa del mlsmaﬁ surgefuna reaccion de exciu-
| 5‘1@}1 84 desp‘!azam‘iento de. E}"ﬁi‘e:gnar:_ azto aw}ag{w % las €3 aYect gﬁ;{,;tas
deshwdratantas del ﬁo]xmers, caﬂtr1bqyen a Ta precwn1tac én da las pre-»

tewnas deb1de a su elevada peso mé1etu¥ar | :

, 'De‘Cada aﬁa ﬁe Ias mués%ras‘se toman 100 g, se cbngéian‘haciEhd@
,use ée n1tragene quu1ée se urituran con un molino manval o eléctrico,
hasﬁa obtener JH,QB]VQ fino; se anade amnrtqguadar de Tris (hidroxime ~
til) awino metano G‘GS H, en una preparcaan de 12 mi por gramo de teai- |
~do a 98-7 4 cuando se trqbawa con corteza y pH;Bfércuando se hace con -
hojas; se homogeniza y se Fittra a través de algndon ‘la materia vegetal
retenida se resuspende en el mismo amertiguador en propercien de 1.5 ml/
ds . ;Iitrandeia nuevamente; se mezclan los £i1trados y se clar1f1Can por
medio de centr1rugac1an lenta 3 Bmuﬁrg durante 10 minutesy por cada 100
mi de sobrenadante se adIC?nnan 4 g de p611t11en glicol (PME00O) y 4 ml
de cierura de sodio al 20%, agitando &n frio duranve 20 minutos; Ta sus- -
penS?en se centrifuga a 19,600 g por 15,mznutcs, haciendo uso de un ro=
tor GSA, el sed7m1ento se resu%pende en amo?taguaéar de fbsfaaes l<84M
| pH—8 2 en un cuarto del volumen origxﬁa? (25 ml), se cehtrufﬂg& a 4, 4GGg
durante‘lo minutos en un rotor $8-34, se separa el scbrenadante y por -
cada 25 ml de @ste, se agrega 0.5 g de palietilénglicol (PM6ODO) y 0.6
ml de cloruro de sodio al 20% aglianda en frio hasta su disolucidn, pos-
teriormente se centrifuga a 20,000 g por 15 minutes, el sedimiento se -
resusgendéJen-amértiguadoﬁﬁﬁe fosfatos 0.025M pH=8.2 y se centrifuga a
4,400 g durante 10 minutos; el sobrenadante se considera el pHTTchaéO
‘ a uzui {ver mpcﬂdlﬂu)



MICROSEOPIA ELECTRONICA.

Con el obaeze de buscar Tas part1cu1as v1ra1es en el extracto -
parcialmente purificado; se montaron rejiTlas de 3.2 mm de d1ametro y -
una malla de 400 aberturas; las rejillas fueron cubiertas con una capa
de Formvar disuelto en 1.2 dicloroetano, (ver apéndice).

| La técnica usada en el revelado de las particuias fué 1a‘tiﬁci6n
negativa con dcide ‘bsfatungst1co a] 2%, neutralwzado con NaOh o KOH -
al 1% (ver apendwce)

Las rejillas preparadas con el extracto, fueron examinadas en un
microscepio electrénico (jeol, modelo JEM 100S) a 60 Kv de aceleracidn
y con upna apertura de objetivo de 20 6 4gHm. Debido al caracter protei-
co del virus y al diferente espectiro qua revelan las nuceloproteinas en
si, se determind el espectro de absorcifn en la zona del ultravioleta -
(240-360 nm), haciendo uso de un espectrofotdmetro UNICAM Sp, modeto --
1800, en el cual se determind dicho éspe¢tra~dé Tas muestras sometidas
~a purificacidn parcial. | | o |

Otre tipo de pruebas:mcntadas para‘confirmar71a presencia del vi-
rus en el fejido del huésped, consistid en las técnicas hisféTﬁgicas,'—
cuyo objetivo es localizar necrosaciones, degeaerac1ones o inclusiones
yirales desarrolladas por el mismo, en células floemiticas de peduncuTo
¥ peciolo, para este fin fueron reaiazados ‘cortes histoldgicos de 75
muestras haciendo uso de un crifstato (American Optical Cryo-cut) cuardo
Tas muestras eran frescas y Tlevando a cabo técnicas de inclusidn en pa-
rafina en tejidos que previamente son deshadra:adesj {ver apéndice}; am-
bas fueren tefiidas con Azur-A.

Ademds, el material vegetativo con sintomatologia caracteristica
de ataque yiral fué injertado sobre plantas de 1imén mexicano Tibre de
virus, en cuyo caso 1os resultados no serdn publicados en el presenie -
trabajo debido al tiempo prolongado de obtencién de los mismos.
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RESULTADOS.

De acuerdo a los puntos establecidos en la maﬁo@piggigksghteggl
muestreo de las huertas anaiizadas, f@&éé‘ﬁéﬁdvéérgaeﬁE~obserﬁar:en-el
cuadro No. (1), presentan caracteristicas semejantes en lo que se refie
re a portainjerto (naranjo agrio) labores culturatss (nimero de riegos,
praductﬂs‘apl1cadas),»a51»com0gel estade Fitosanitario cuya apariencia
es'més‘o‘menns adecuada, sin embargo, se acentuabam en algunos arboles
sintomas de decaimiento, mostréndose semid efo?1adﬁs c]oret1cas, asocian
do estas caracterwstucas a ub posible ataque.

As? Tas muestras fueren tomadas de las p]antas,qUe presentaban -
las caracteristicas antes citadas, procediendo al analisis ae Tas mismas
considerando todos los pbsib¥e§‘ataque$,para'Iuégﬁvcentinuar con el pro-
cedimiento, haciendo use de cuatro metodelogias enfocadas a Ta deteccitn
del virus de Ta tristeza. | | |

1}.- Microscopia electrénica.

Mediante e] microscopio eiegtrénica-fﬁefsn‘éxaminadaé‘isﬂ @repa—
raciones procedentes de material vegetativo praviamente semetide
a purzTacacnon parcial del virus, siende encowtradas comGnmente
en gran niimero las estructuras siguientes.

Particulas largas deaspecto rigido de un didmeiro aproximado de
6 a 9 nm, con longitud variable y sin estructura helicoidal aparente, -
encontradas en un 90% de las preparaciones ?evisaéas,

En Tas muestras cervespondxentes a 4 huertas se observaron estruc
turas filiformes comp?etamenté distintas a las anterieres, de aspecto -
flexuoso, probablemente con una subestructura helicoidal Foto (7).

Flagelos de origen bacteriano, procedentes de wicroorganismos ba-
cilares: Foto (8), por 1o general los flagelos se encemtraban unidos de
uno a tres a las bacterias, sin embargo gran nimero de €l1los, se obser-
varon aisiados. |
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Las bacter1a5 fueron aisiadas y teh 7das por t]ﬁ;lOﬂ de Gram, te~
nTenda afinidad por 1a safranina, (Gram negativos). |

En un 90% de Ias prEQaracwanes fueran sbservados ‘por To menos ;5_ 
dQS“uzga; g bacter?ﬁfégas de 1a serie T, en un numero aproxwmado de 5
POF Campo, dnferene1adqg entre si por su,tamano :F@ta iﬁ):y ylﬁ)@

Cﬁn-el proposThe de medir ¥y cmmparar Tas semejanzas de Ias astruc
turas sespechosas, fﬁeron montadas rajillas can exzractos de VIFUS de -
papaya ¥ virus del mosaico de] tabaco, | | |

Z}V«_Espeatrefgﬁamatrfés

- be Tas 150 muestras sometzdas a pUFTf?CqCKOh parcial, se 0btuv1e~
ron 103 espectras de abserc1an en. Ta zona datl u?trav1sleta (24@ 360nm) -
de 25 mues%ras, dando?e nrmorwdad a los extructoq prOVﬁnlentes de las =
huertas en Tas que fuercn cbservados al mucrosc0p10 ETSCLFOH1CQ paruicu-
las sospechosas; les espectros ohtenmdcs,par esta técnica revelan‘una e
curva caracteristica de prcﬁefnaé'eﬁ Ta cual se obtiene un valor miximo

a 280 Ny un winimo a 258 s ilustrade en Ia f1gura (5) donde se gra-

f1ca Iunglﬁud de Gnda caﬂt?a qbssrbencaa._f'
3).- Hmtﬂ}ng‘xa

P@r m1cros¢0pia aptica fueron revisados tortes histo?ogwcos de -
peduncula,y pec1u?a cuyos resuliados muestran un tejide aparentemente
sano; ya que no fueron gncnntradas,en nzngun_casn seTuIas hecrosadas, -
deformaciones o inclusiones virales desarrolladas por el virus de la --
tristeza. |
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250 260 - 280 300 320 340

Longitud de onda (nm)

Especiro de absorcifn en el ultravioleta obtenido
en extractos parcizlmente purificados de material -
vegetativo procedente de Tecomdn, Col.



- 33 -

DISCUSION.

Los resuTtados que aparecen en el cuadvo %0. (1), zn67can an ge—'
neral que en las huertas muestreadas, se ]Tevan 3 cabo diferentes _medi=

" “das de control gquimico darwgadas a henges bactePﬂas e 1nsectcs, en a?-f

gunas cdn poco éxito, dado que se ebserVan dichos pa$a51tss causando ~-
sintomas pato!agicos ‘

|  las 1abares cu1tura1es y ei estado f]t@sanxtar10 de las huertas-,
era mas 0 menos bien conducido, sin embargo en a:gunas olantas, se ob--

- servan sintomas anomales destacindose principalmente la clarcsi@ gené?a
»11zada defol1ac1on y pudricion de rawces, CHP&CLETiStlcaS qua se aseme
Jan con Tos pubiicados por Wallace, Moreira y Bitancourt entre otres, -
qU1enes conFTEren dicha s1ntonatoiog?a al virus de la trzsteza tanto a
camp1egos maderados come. numenaﬂtes rat}fzcandose d?Chas 0bs&rvac70~—
 nes por Kitaaima (1964) al observar las partacu?as vwra!es al microsco

| pio e?ectronlca - En Ios resu1tados obtenidos en esxe caso no Se puede
ycanf1rmar que los sintomas presentadﬁs en Tas huertas sean debidos a o
etiologia viral ya que algunas especies de horigos, bacterias, insectos |
‘,y newatodos, en combinacion y por st seTos pueden ﬂesarre}lar ]a c]are-,'
sis y en consecnencwa defsllaczon '

'Fas hattériaCApuadnn ser encetu aéus atac ~1éﬁvﬁs§a; %a??a4y F&fi’

- micro yvmacraelementos presentandose‘en consecuencia swntomag de defi=
-giencias nutr1c1onaias, FEpregentades por Ta- E}ﬁ?@b?g y la 68?6?13610&
entre otras. ‘

Por 1@ regu ilar las cepas b&CbETiaﬁﬁS gue se encuentran para31fan-
do raices pueden atacar hojas por lo Que fenomeno de fotosintesis se --
vera afectada,\dismanuyenég por tal causa, en algunos casos, el material
elaborado, recalcandose Tos sintomas antes citados.

Los haugﬁs,»nemaiadﬁs y algunas Tarvas de insectos presentan un
cuadro gimiiav; mientras que los virus vegetales @r%nci@almgnte,refibiég
donos al de la tristeza, su accidn es diferente, aunque los resultados -
sean semejantes.  Costd en 1956 demuestra que Ta multiplicacibn del vi--
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rus se 1leva a cabo en el follaje de-iavplaﬁta, praducﬁénée7posterier+

, menté necrosis de los vasos cribosos a la altura de 1a«zana'de*iﬁjérte§
| al obstruirse estos, el mater?aT elaborado por las hojas no Tlega al =-
517 e ratetiias “por esJ

'cases de alimento, en cansecuencxa Ta disminucidn de sales minerales,-~
mestrandose f1na1mente 105 s1ntomas derc¥w031s.y defol1ac1cn |

Partiendo de los factores ya cnmentadas (clorosxs, defo11a01on

ete. ) se seleccionaron muestras que posteriamente fueron dﬁv1d1das pa—
3 los diferentes ana?xs1s* -

Las muestras que se utilizaron para mxcrcsconla electronlca, fue-
'ron sometmdas previamente a pur1f1cacaon parcial del virus por Ta tecnx-
;ca ut111zaaa por Bar-Joseph, (1970) esta metodologia segiin repnrtes del
»mwsmo tiene como incaven:ente‘pr1nc1pal 1a fnrmac1on de agregados vira-
les, en este trabaJG se comprobn to antEVTGT al- ser ebse?deos acumu}osf
'aparentemente de naturaTeza viral. Foto {11 y 12) sin embargc la efw-e‘
ciencia del método esAdemostrada por la presencia de particulas de pro-
'p?edades f1s1cqu1chas semnjantes a las del virus de la tristeza aunan
dO»]a pre01p7f66160 dewdos t1pss de fagos de peso molecular ¥ coefzc1en
te de sed1m1entat1on menores a los de las part1cu1as asocxadas 2 la en-
fermedad de 1a tP]StGZ&. |

- 1.~ Microscopia electrémica.

Posteriormente a Ta purificacibn parcial se~prdcédiévaf\an51is%s5
de las muestras por medioc del microscopio electrGnico en el cual fueron
Gbservadas part1cu1as filamentosas, rigidas, de un didmetro aproximado
de 6 a 9 nm y de longitud variable, correspondientes a estructuras vegg“

tales; lo cual coincide con lo reportado par Kitajima en 1964,

_ En solo 4 muestras que representa un 2.6% del total, se enconira-

ron particulas flexuosas, aparentemente con una estructura helicoidal, -
cuyas caracter1st1cas concuerdan con las publicadas por Loebenstein, --
Cohen y Bar-Joseph (1972). '

Con el objeto de obt tener més datos sobre estas particulas se re=
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Virus de la papaya; 25,000x comparese aspecto v tipo da ~ . -
agiomeracion con respecto a la Totwgrafia anterior. '
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recuryi6 a realizar comparaciones tante de aspectos como de magnitud de
las mismas, tomando como marce de referencia virus de dimensiones cono-
cidas. ' |

Con este pro§0’?tﬁ se comtd con el virus de la papaya que txene
un didmetro.de 12 nm y una longitud de 800 nm, ademis del virus del mo-
saico del tabaco cuyas dimensiones son de 300 nm de longitud y 17 nm de
didmetro, la Tongitd de Ta particula sospechosa se tomd poco en cuenta
 debido a que por la purifﬁtaciﬁﬁ'a‘que fueron sometidas las muestras --
con frecuencia 1legan a romperse, ebservanéase en la mayorTa de Tos ca-
sos solo fracciones de las. m1smas.

Las preparaciones tanto de 1imén mexicano como Tas del wirus de
papaya y tabaco fueron examinadas y fotografvadas a 25, DOO X {(didmetros)
ampixfwcandolas,posterwormente a 333,000 X. Foto hls}, (14) y (15).

Como puede verse en las fotografias el virus de la papaya a ---
333,000 X tiene una magnitud de 3.33 mm de diametro.

El virus del mosaico‘del,taba¢0~a?'mjsmo‘auméﬁtﬁwmide 4.66 gm =
de diametro cuya extrapolacién corresponde a 17 nm. | |

Las part?cuias encontradas en efextracto del 1imon mexicano al-
canzan un didmetro de 3 mm; por Yo tanto extrapolando dichas magnitudes
con el virus de1fmosa1c9 del tabaco; los 3.33 mm de didmetro del wvirus
de la papaya corresponden a 12 nm;ccmpa?aﬁdb»1a;médida‘deT dismetro de
las fibras sospechosas con las de ambos virus esta Gltima cae dentro --
del intervalo de 10 a 12 nm; la cual coincide con la reportada por Kita
jima en 1964. | |

Las evidencias anteriores, asi mismo las caracteristicas de fle
xuosidad y la aparente subestructura helicoidadl de las particulas en--
contradas; hacen suponer que estas perﬁeneeen,a1 virus relacionado con
1a enfermedad de la tristeza.

En un 90% de las huertas examinadas se encontraren por 1o menos
dos tipos de fagos de la serie T, diferenciados entre si por su tamafio.
Foto {9) y (10}, evidencias %ales como la observacidn de bacterias fla-
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geladas lisadas, conteniendo gran cantidad de bacteridéfagds, hacen supo-
- wer que estos son pardsites de las mismas. |

2.- Otra técsmice usada con el propSsito de poner de manifiesto la presen
- cte del vires de Ta tristeza’ en los extractos parcialments purificades,
fué el anﬁiis%s~espectrﬂf@tamé%rigﬁ en 1a z&na:ée] ultravioleta.

Se esaeraba obuener par esk ﬂetodo umia curva caraﬁaerxst1ca éﬁ.
"nuc1eoprouezras con un valor max1mm 260 am, dado por 1a gresenc1a de
'tribtofano ¥ un nitnime & 245 nm. ﬁasau, Pr1n9 {10?3)

- La grafi ca obtenida a aartzr de los extractos correspande a pro-
~ teinas, con wn valor méximo & 280 mm y un minmme a 258 nm. Fsce meﬁsﬁﬂ
~aparentemente revela la ausenc1a de ﬁuecleaprete1nas, sin :mbargo con
tales resuliades no debe descarﬁars 1a presen61a del virus, ya ‘que en-
tre otras causss pudaera suceder lg S1gU?enL2‘ ﬁ

“Una'substaneia_daré el espeatra‘esperadnfsiémpré y cuando 8sta, se en~
cuentre homegSneamente distribuida en fada,la;suspensiﬁn?;»ahowa‘bieﬁ,'
~consideranda gue la técnica de purificacidn parcial 1levada a cabo, tie
- ne el Tﬁccveﬁiéﬁ%efdeffﬁrWaﬁ-aaﬁmu?@s virales, por lo que puede peﬂsarw_
se que éstos debido & su gﬁsa t19ndan a precipitar y en canaecuencma -
1a luz incidents no iagra coincidir con dichos grumos; por lo tanto al

no ﬂetegtaﬁ’iaa‘ﬁugiecgratéiﬂas ﬂﬁ;ge’puedefaség&rar 1a ?n&xisteﬁéﬁé ot

dal virus.

Dtro factor importante que se toma en cuenta en esta metodologia
a5 la cantidac y pureza de la substancia ana?izada.

S La mis paa slactrénica pone de manifiesto una aita concentrz
cidn de estructuras contaminantes como sor; bacterias ; fligelos, mate
rial pacterisro producto de lisis, E&ateriﬁfaggg y particulas vegetales
¥ i3 poca cantidad de fibras sospechosas las cuales pueden sger ermasca~
radas por las anigriores y obtener asi una gré&fica de proteinas.

| 3.~ Les cortes histoldgices de geduncuiﬁ ¥ peciolo & nivel de te
1:dm floemdtico tefiidos con azur-A, colorente daferanﬁia} Hue poneg e -
marifiesto e floeme do uwn color v&?sﬁ ~1aro ¥ &l Xitems de azul, te--



niende g?&ﬁ afinidad por las inclusiones vwaTeS3 formados por virus ve
geta?ea, ias cuales se twnen de magenta. ‘

En esta fase del trabajo se~esperaba‘9bservar desdrdenes celula-
res, como zonas de mecrosis o inclusiones virales causadas por el virus

de la triste#a»~qae~debﬁdo a la agrupacion y‘céﬁtﬁdad»da‘TES-mﬁsm&s m——
,absorbeﬁ una concentracwan mayor da colorante que &} resto de Tas estrucn

turas celulares sanas,Garnsey (1980)

« -

?ar éste metoda ‘RO s€ Tograron Tos resultados esperados, sin em-

Vba?aa cabe pensar gue 1as técnicas tienen ciertas limitaciones, tomanao

en cuenta la proporcién de tejido ana11zaéo>(aproxaquamente 5a 6 mm )

con respecto al drea total del arbel, lofquevrepercutiré en la baja pro

babilidad de encontrar dichas inclusiones. Por otra lado, las inclusio
nes tefitdas aTcanzan una magnitud de 1 a 5 micras x 5 a 20 micras, por
10 que al microsapwo optico, estas pueden ser confundidas con estrcutu~

ras ce?u?ares o precmpvtacvones del m1smo colorante.

Por To tanto esta metade%agia debe<apiicarse en el diagndstico de

~&rboles atacados por razas o cepas fulminantes y rioderadas, donde el vi-

rus estd diseminado en Ta totalidad del tejido floemdtico y que por me-

dio de comparaciones entre magnitudes de aclimulos de colorante, coinci--

den de lag mismas al ratzfnrarsa con la gbservacifn en el microscopio --

e]ectranwco.

Sin embargo, la técnica seguida tiene varias ventajas, siendo -
Tas principales, la rapidez de diagndstice, el uso de aparatos no muy -
safmstWﬁaée;_cemo son: el microscopio dptico, cridstate y microtomo; --
aunande Eefeﬂsaémieaﬁente'acc&sib12~y la relativa facilidad del mansjo

de los mismos.
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- CONCLUSIQRES,

1).- La presencia de bacterias, hongos e insectos con manifestaciones -

patoldgicas en un aito porcentaje de Yos Srboles revisados, demiesiran -
la poca actividad de Tes productos quimicos asperjados en las huerta,

sin embargo los sintomas de clcrosws y de?eI1ac70n no se acrwbuyen tow—
ta?mente a d1ch@s agentes. ) ' '

' 2).- La eficacia de la técnica de pﬂ?ﬁfiaagién parcial, se confirma al
“lograr sedimentar o exfrﬁer'Xaﬁ particulas correspondientes a estructu-
ras vegetales muy similares en sus caracteristicas quimicas y morfoldgi
cas a Jas del virus de 1a tristeza; ademds fueron precipitadas fibras -
aparentemente virales en forma ﬁe‘agfegaéﬁs, To cual ratifica el incove

n1anﬁe rﬁprotado por el autor de la mEtﬁﬁﬁlﬂg]H con eT propos1to de -
d1sgregar dichos acunu?os Genza?ez (1078} recem:anéa EDTA.

3).- Con respecto a Tas bacterias ‘1age1adas observadas agnt1nua el tra
bajo de identificacién de ias mismas. Sim embargc s1 se asegura aque los

bacter1efagos de Ta serie T enﬁnnhﬁadosg parasitan a las bacterias antes
aftadas,'sEgﬁn cbséﬁ?aﬁfuhés hechas, donde 5é~éncuentrﬁﬂ-taﬂtiﬁades con-

siderables de fagos dentro de Tos m1c"acrganismos y entre productns pro-
fednntns de lisis ba&:erzanq; |

flexuosq v ?a aparenbe‘suhastructura hyqeﬁﬁqéax,de,las fibras encan;ra~

das; asi mismo Ta agrupacidn tan semejante de Bstas, respecto al virus

de la papaya, y las magn:tudes ﬁbtenxdas a través de 1« extrapa?ac10n -
con el vivus deT mosaico del tabaco y el de la papaya, se ETEQa g la ~=
conjetura de que las particulas sospechosas pueden pertenecer al virus
de la tristeza; a pesar de lo antes dicho no se afirma la naturaleza de
las mismas, hasta haber realizado un estudio mds intenso con el objeto
d& Tiegar & Ja caracterizacidn com gieta de las mismas, en tal caso es ~
necesario 1levar a cabo técnicas de purificacidn por ulﬁraceatv;‘ugac1on
en gradiente de densidad y pvugbas serologicas.

5}.- La espectrofotomedria en 3 UV y las técnicas his @1agncas no aporty
datos favorables nue confivmen la presencia del viruss sin ewbargo se -
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hace incapié de introducir a la purificacidn parcial, una segunda puri-
ficacidn con el fin de eliminar las estructuras contaminantes.

€}.- Por toda lo antes mencionado y principalmente lo exptesto en el in
- eiso 4 de este capituloy cabe suponer-gue st las particulas sospechosas
corresponden al virus de 1a tristeza, @ste, se estd presentando en cam-
plejos débiles debido a gue en nuestro pais no se ha manifestado la en-
fermedad con resultados devastadores; sin embargo, s7 la suposicidn re-
suTta positiva, es impéftante estab}ecer-1a,rutaaderentrada de estos ~-
complejos, el tiempo en que lo hicieron y de ser posible 1a variedad de
¢citricos quefusaron como portador, previendo Ta'posibi1idadfdé que con
éstas, se hayan introducido cepas moderadas o fulminantes en huéspedes
tolerantes & ellas, que posteriormente se manifiesten al propagar masi-
vamente el empleo de injertos, esencialmente si se utiliza el Timdn me-_
xjcano sobre naranjo agrio, combinacion altamente susceptible a Ta efi-m
fermedad de Ta fristeza. |

7).- Los beneficios que pueden ofrecer los complejos débiles, som: la -
~ proteccién cruzada en los drboles contra cepas mis agresivas, ademds de
Ta obtencidn de sueros especificos como medio de diagndstico para Ta en
fermedad de la tristeza.- | T
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1 ESQUEMA DE_PURIFICACION PARCIAL
pulverizado de Corteza ?ui@erizada:de‘ﬁajas
pH 7.4 Suspenéar en amart@g frio ce~tr1s (h1erX1met11) 1 pHHé;4 _
| amino ametano-Hel 8.05 M (12 ml/gr). Filtrar a tra o
vés de algoddn, centrifugar el filtrado a haja ve-
1oc1daé 5@00 g por 10 m1natos, rotor usada GSA.
Sedimento Sobren o | | Sobren Sedimento

a lOﬁ n% afiadir 4 ¢ PEG y Q-m} NaCl 2 0% centrifugar

15 min. a 13, 606 a Retor usado GSA.

v | , Vi
Sobren - Sédimentﬁ

| mminutos, rotor usado 35-34

T ™
Sedin. o Sobrenadante

MaCl al 20%
| $5-34.

o — |
Sobren. Sedinr,

| fato 0.15 pH 8.2

| usado S§5-34

T T
Sedim. - Sobren.
~ » ¥ v ¥

Resuspender en aﬂarz1guador-da fosfato G. gqm l
-] pH 8.2 8 1/4 del volumen original (25 ml).
| Centrifugar a baja velocidad, 4,400 g pur'10j

f Por cada 25 ml afiedir 0.5 g de P;G y 6.6 ml

f Centrifugar 15 min a 20,000 g. rofor usado

| Resuspender en 3-4 ml de amort. de f05~\

ﬁ Centrifugar 10 min. a 5,000 g. rotor --

{Susp. de part1cu1as ga?31a}m nur1f )
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MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Tincidn negativa de 1os virus con dcido fosfotdingsiico.

e Uy JEONSY

I Pregarac10n de fas- reJTziaa -cubtertas con pe’xcgla de formvar. .
Soiucion de formvar (0.2 g de Formvar + 86 ml de 1-2 Di- CLORO

ETANO} Filtrar la solucidn antes de usarla.

- Preparacitn de pelicula de Formvar:

a) Lavar con jabén de tocador cuatro portaobjetos, secarlos con -
k]aenex termxnar de secar en el horno a 40°C.

. b} Una vez secos, limpiar Ies p@?taobjetas con papel que no des-

prenda pelusa;.‘Maﬁipgiar'Ios portaobjetos por Tos bordes.

¢) Introducir el portaobieto en un vaso kouplin que contenga--
la solucion de formvar, secarlo y dejar secar a temperatura-
ambiente. |

d} Una vez que se ha secado la solucidn de-fermyaﬁﬁ,tortar~1a pe
Ticula formada por los lados y extremos del portacbjeto.

e) Tener listo el cristalizador con agua bidestilada hasta los -
bordes, sumergir Tentamente &1 portaobjieto, observande que ia
peticula se desprenda por la tensién superficial del agua.

) Una vez desprendida Ta pelicula depositar sobre ella las reji
1las y despugs, recogerias con un papel filtro.

g) Poner a secar, de preferencia en el horno a 40°C.

2) Sombreado de rejillas con carbdn evaporado.
a) Prender evaporadora hasta que alcance un vacio de lofs:mmaﬁg,
b} Colocar barras de carbén en los electrodos.

¢} Colocar rejillas en el disco giratorio, de tal forma que el -
carbbn se deposite sobre Ta pelicula de formvar.



: d)

a9

Aplicar caorriente eléctrica: de 10-30 amperes.

e) Los carbones se observaran incandescentes y desprenderdn carbén

el cual caerd sobre Tas rejillas.

3} Aplicacién de la muestra y tincion.

a)

d)

En una caja petri con papel filtro, humedecido previamente con

1-2 Di-cToroetano, colocar las rejiltlas y dejarlas durante 10~

. 15 mlnutos, para disolver la capa de xg?mvar

Someter las rejillas a un'arco voltaico {120 volt. x 30 ségan—
dos en el vacxo)& para hacer?as h1dref111cas y tener una mejor

zdxstr1bucwan de 1a muestra.

Poner 5-10 ml de una muestra sobre la rejilla, dejar un minu-

to y secar coh aapeT Filtro tanxende cuidado que Ta muestra ~

continue himeda.

Poner una pequefia gota de &cido fosfotiingstico al 2%, neutra
Tizado con KOH 1% inmediatamente antes de dusar.

Dejar un‘minute«y'secar csﬁ papel Tiltro CUIDANDO QUE LA REJI-

LLA NO SE SEQUE TOTALMENTE.

e} Observar en el microscopio electrénico.

*Puede reemplazarse con alcohol absoluio.



- B0 -

IV) TECNICA DE INCLHSIGN‘EN’PHRRFINAM

Las

da un tarafio aproxi

-ml
%]
th
h .
;
&
53)
i

!

muestras de pec1010 y pedincu

mado de 1 cm.

l "

Fijacion: Los cortes fueron fijados en sofucidn FTPA (Formol-

'AC. propidnico-Alcohel} durante 24 a 48 horas. Posterjormen-

te se lavan en 2 cambios de etanol al 50% por dos horas; Tos

‘cortes se transfieren a una solucidn de dcido fluorhidrico -

al 25% (solucidn ablandadora) durante 3 semanas.

Deshidratacidn: Los cortes se pasan por alcoholes porcentua-
les empezando por etanol al 50%, 70% y 96% y absoluto duran-

“te 15 minutos cada una.

.- Los cortes se transfieren a una solucidn aclaradora de xilol

al 70% posteriormente en una al 100% durante 15 minutos en -
cada una. |

- Infiltracidn: En parafinas porcentuales empezando por una al

 30% a 29-32°C durante 24 horas, después al 50% a 35°- 40°C,

durante 24 horas, por $ltimo en parafina pura a 56-58°C du--

rante 24 horas.

.~ Inclusibn: E1 material impregnado, se coloca en un molde con

teniendo parafima pura fundida a 58°C.

- Recorte de las muesiras: Se ilevaa cabo conm unmicrotomo de ro

tacion o de Minot, hacienuo cortes de 16, 15 y <U

.~ Montaje de las cintas: En portacbjeto, wtilizando el adhesi-

vo de Houp se pone una pelicula de adhesivo en el portaocbje-

to, se depositan las tiras cortadas y se pasa momentdneamen-

te a la flama de un mechere de alcohol.

Se remueve 1a parafina por medio de 2 cambios en xileno 15 -
minutos cada uno, después se pasa por cambios de alcohol.
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absoluto -- 10 minutos
96% ~~ 10 minutos
- 80%
. 70% -~ 10 minutos
50%

TECNICA DE CORTES EN CRIOSTATQ.

1.- Las muestras se cortan en trozos de 1 cm aproximadamente.

Z.- Los cortes se colocanen Ta platima del erifstato.

3.~ Se realizan los cortes a un espesor de 5 a &+ , 8stos se de-

positan en agua destilada para practicar la tincion.

TINCION.

1.~ Los cortes se pasan & un amortiguador de fosfatos 0.2 ¥ --
pH=7.2, se prosique 1a tincidn usando para cortes incluidos

en parafina.

V1) TINCION Y MONTAJE DE LOS CORTES.

Los cortes ya fijades en ¢l portagbjeto se tifien con Azur-A al

1% en 2 metoxietanol, durante 24 horas, posteriormente se destifien con
etanol al 96% duranie 1 minuio y por Uliimo se montan en resina sinté-

tica 0 suparal.
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