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INTRODUCCION



El jitomate cultivado en los estados de México y Morelos
presenta una enfermedad que localmente se conoce como "plaﬁ
ta macho", la que ocasionalmente ha causado pérdidas consi-—
derables. Belalcazar, C.S. ('1974) y Belalcézar, C.S.y Ga
lindo, J. (1974), reportaron que el agente que causa la erferme
dad es un virus, el gue aparentemente no esta descrito en la i
teratura.

El objeto de éste trabajo es encontrar un sistema en que se
pueda reproducir el virus en condiciones dptimas para purifi —
cario y posteriormente hacer estudios de los mecanismecs mo
leculares involucrados durante la infeccidn.

Para lograr éste objetivo, inicialmente se hicieron extrac
ciones a partir de hojas y de frutos infectados con el virus ya
que se tenfan evidencias de que en arnbos tejidos se encontra-
ba presente el virus, y dadc que los resultados no fueron satis
factorios, se bu-scé otro sistema que permitiera, en condicio—
nes de laboratorio, obtener el virus.

En el caso‘del virus del mosaico del tabaco, Murakishi, H.

H. (1968), Murakishi, H.H. et al (1970), Murakishi, H. H. et

al (1971) y Beachy , R.N. & Murakishi, H.H. (1971), han repor

tado la inoculacidn de callos y células en suspensidn con buenos

resultados. Los rendimientos que ellos obtuvieron fueron, en



el caso de callos, de 2.2 + 0.33 y 1.27 + 0.45 mg de virus / g
de tejido con una corncentracidn de indculo de 83/49 de virus/ ml
y de 12/Ag de virus/ ml respectivamente, y en el caso de hojas,
de 2.13 +0.35 y de 1.25 + 0.40 para las mismas concentracio-
nes de virus.

Para lograr éste Ultimo sistema con el virus de jitomate -
"planta macho'", se comet;wzé el estudio del cultivo de callos de
hoja de jitomate, ios cuales después de inoculados con el virus
"planta macho'", se resembraron y posteriormente se extrajeron.
Este sistema permitid la obtencidn de un material con absorban—
cia a 260 y 280nm, lo que s ugiere Jue se trata de una nucleopro
tefna, que puede ser el agente causante de la enfermedad en el
jitomate. Con éste método se tiene un mejor control de las con

diciones en que va a desarrollarse el virus.



GENERALIDADES



Los virus son particulas que estan constituidas por &cido nu
cléico, ADN 6 ARN, cubierto de proteinas. A ésta cubierta; se —
le denomina también cips ide o envoltura. Algunos virus tienen
ademas, lipidos y carbchidratos.

Otra caracteristica de los virus, es gue no tienen la magui_
naria necesaria para su replicacidn, por lo que es necesario que
usen la del huésped para poder sintetizar sus componentes y en
samblarlos , Davis, B.D. (1971).

Caspar et al (1962), describen que la cédpside es una superfi-
cie cristalina, en forma de concha cerrada o de tubo, cons titul
da de unidades estructurales que son pequefas unidades funcio—
nales equivalentes y que el arreglo de éstas puede ser equiva—-
lente o casi equivalente. En una capside icosahédrica las uni —
dades estructurales sdlo pueden asociarse formando grupos -
geométricos; a éstos se les denomina capsdmeros y son peque-—
Aas unidades que pueden verse al microscopio electronico. A
la estructura que forma la cdpside con el acido nucléico se le
llama nucleocipside. Dentro de la cépside, ademés del acido
nucléico, puede haber otras substancias como poliaminas, pro
tefnas y algunos metales. En algunas nicleocépsides se encuen

tra;. ademas una envoltura lipidica.

De acuerdo con el tipo de célula en que se replican los virus,



Knight, C.A. (1975), se han dividido en:
a) virus animales,
b) virus bacter‘ir;mos o bacteriéfagos.y
c) virus de plantas.

Se han hecho varias clasificaciones de los virus en general,
baséndose en el tipo de &cido nucléico que contienen, forma de
las particulas, reacciones serolbgicas, etc.

Una de ellas es la de Lwoff, A. et al (1962), enla que la pri_
mera divisidn estd dada por el tipo de &cido nucléico presente
en la particula viral madura, sea ADN 6 ARN, la segunda esta
dada por la simetria que presenta y que puede ser: a) helicoidal ,
b) clbica y c) para algunos bacteriéfagos, binaria. La tercera
es la presencia o ausencia de una envoltura lipidica de la cépsi_
de.

Otra clasificacidn es la sugerida por Matthews,R .E.F .(1975),
en la que toma como base el peso molecular del acido nucléico
y relaciona éste con el peso seco de la particula o bien con su =
volUmen.

Fenner, F. (1976), publica una serie de reglas para clasifi-

car los diferentes tipos de virus, por medio de las cuales se pre

tende establecer una nomenclatura que pueda utilizarse univer=

salmente.



VIRUS DE PLANTAS. La mayoria de los virus vegetales repor
tados son de ARN, sin embargo, existen algunos virus vegetales
que contienen ADN, eritre ellos se éncuentran el virus del mosai_
co de la coliflor, Shepherd, R.J. et al (1968), el virus del mosai_
co de la dalia, Brunt, A.A. (1971), y recientemente, el virus del
grabado en forma de anillo del clavel, el virus de la vena bandea
da de la fresa, el virus de mirabilis, Shepherd, R.J. (1976) y -
el virus del enrollamiento de ia hoja de la papa, Sarkar, S.(1976).
De éstos virus, los que estdn mejor estudiados, son el virus del
mosaico de la dalia y el virus del mosaico de la coliflor, que son
particulas esféricas de aproximadamente 50 nm de di&metro. -
Una de las caracteristicas de éstos virus, es gue pueden ser trans
mitidos por Afidos, pero casi nunca por transmisidn .mecénica.
La transmisidén de los virus de plantas puede llevarse a cabo
en diferentes formas: A través de la semilla por propagacidn ve
getativa, por medio de injertos y por otro tipo de organismas co-
mo son los hongos , nematodos, artrdpodos, entre las cuales encon
tramos a los hombpteros de las familias aphididae y cicadellidae
que son los méas importantes como transmisores de virus de plan

tas o vectores. Matthews, R.E.F. (1970).

Otra forma de trarsmisibn de los virus de plantas, es por ino

culacidn mecéanica, en la que se dafan algunas células para que el



virus pueda penetrar y se replique dentro de l'a planta.

En 1886, Mayer describe una enfermedad en tabaco, y demues
tra que ésta puede transmitirse de plantas erfermas a plantas sa—
nas por inoculacién con extractos de las primeras. En 1892, Iwa-
nowski demuestra que el extracto sigue siendo infectivo aln después
de pasarlo por un filtro a través del cual no pasan bacterias . Bie-
jerrick repite los experimentos efectuados por Iwanowski y com -
prueba los resultados obtenidos por él. Baur en 1904, demuestra
que la infeccidn del jaspeado del abutilon puede transmitirse por
injertos, pero no por inoculacidn mecénica. Biejernick y Baur -
llaman a éstos agentes causantes de enfermedades en plantas "vi-
rus", para distinguirlos de las bacterias. Matthews, R.E.F.(1970).

Un paso importante en el estudio de los virus de plantas, fué
el conocimiento de que algunos virus pueden ser transmitidos de pla
planta a planta par insectos, por ejemplo, Smith y Bocquet en=—
1915, corfirmaron que la enfermedad del enrollamiento superior
de la remolacha azucarera puede ser transmitida de plantas enfer

mas a plantas sanas por el cicadélido Eutettix.tenella.

En el periodo comprendido entre los afios 1900 y 1935, el estu

dio de las enfermedades se enfocd a la descripcidén de las mismas

por sus s{ntomas macroscopicos y anormalidades citologicas, -

Holmes en 1929, demostrd que las lesiones locales en algunos =



huéspedes después de la inoculacidén mecénica, puede usarse co
Mo un ensayo cuantitativo répide de un virus infectivo. Smith

en 1931, da un paso importante al usar una planta diferente al —
huésped original , como indicador‘ar de la enfermedad. Bearle en
1928, reconoce que las plantas infectadas con el virus del mosai
co del tabaco contien un antigeno especifico, Matthews, R.E.F.
(1970).

Chester, K.S. (1935) demuestra que diferentes lineas del vi
rus del mosaico del tabaco y del virus X de la papa, pueden dis—
tinguirse serolbgicamente, y en 1937, da la primera clasificaciéon
seroldgica de virus de plantas Matthews ,R.E.F. (1970).

Stanley sugiere gue el agente infeccioso del virus del mosai -
co del tabaco (VMT), puede ser de naturaleza protéica y descri-
be el aislamiento de una proteina con las propiedades del virus,
Stanley, W.M. (1935)

En cuanto a la exploracidn de la arquitectura, tamafo y forma
ae los virus, ha sido de gran imgortancia el desarrollo de técni-
cas como los rayos X y la microscopia electrbnica, ya que actual
mente, una buena parte del trabajo para la caracterizacion de las
particulas virales se basa en éstas técnicas.

Como ya se dijo, los virus pueden ser de AON & de ARN.

Entre los virus de ARN podemas encontrar unos que son de doble
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banda y otros que son de simple banda. Entre éstos Gltimos, -
estén el virus del mosaico del tabaco, el virus X de la papa, el
virus Y de la papa, etc., que tienen forma de varilla. Entre —
los virus de ARN doble banda, encontramos al virus del tumor
en forma de llaga, reportado por Tomita y Rich en1964. Stra-
zielle, C. et al (1965), hacen un estudio comparativo entre el -
ARN presente en el VMT y él encontrado en el virus del mosai_
co amarillo del nabo, y sugieren que puede ser de simple banda
circular. Mientras que todos los virus de ADN conocidos estan
constituidos de una sbla molécula de &cido nucléico de doble ban
da, existen algunos virus de ARN que muestran su informacién
genética distribuida en dos & méas moléculas. A éstos virus se
les ha denominado virus con genoma dividido o multipartitas, —
Jaspars, E.M. (1974). Entre ellos encontramos al virus del mo
saico de la alfalfa, Bancroft,J.B.y Kaesberg, P. (1958), al vi-
rus del cascabel del tabaco, Harrison, y Nixon, (1959), al virus
del mosaico del pepino silvestre, Yamazaki y Kaesberg (1961) y
algunos otros. La infectividad se puede asociar a una o varias
de las particulas, sin embargo, se ha demostrado que la presen

cia de todas ellas es necesaria para la produccidn del virus com

pleto.

Un problema que se tiene en el estudio de la biologia molecu-



lar de los virus de plantas, es que la irfeccién de las células de .
la planta completa no es sincrodnica, es decir, que no todas las
células son infectadas simultidneamente y por ésta razdn se han
buscado otras alternativas para la_infeccién de tejidos de las -
mismas.

Zaitlin, M (1959), ensayd la inoculacidn de hojas de taba—
con con el VMT y el aislamiento posterior de las células por di
gestidn con pectinasa comercial y pudo demostrar la incorpora-
cidn de aminoacidos marcados en el virus aunque el nivel de in-
corporacidn fué bajo.

Cocking, E.C. (966), inoculfé protoplastos de jitomate con
VMT y de sus resultados sugirid que el virus entra a los proto-
plastos por un proceso de pinocitosis. Takebe, I., Otsuki, Y.
y Aocki, S. (1968), lcgran el aislamiento de protoplastos de hoja
de tabaco metabdlicamente activos, y en 1969, describen la
infeccidn de los mismos con el virus del mosaico del tabaco y -
ARN del mismo virus, Takebe, I. y Otsuki , Y. (1969) y Aoki,S.
y Takebe, I. (1969).

Murakishi, H.H. (1968), log: 6 la inoculacidén de callos de jr

tomate con ARN de VMT, y Otsuki, Y. y Takebe, I. hicieron i-

noculaciones de protoplastos de tabaco con virus X de la papa.

En éstos trabajos se observa que es posible la inoculacién de

11



células separadas y protoplastos de diferentes tejidos, pero que
el rendimiento de virus fué bajo.

Murakishi, H.H. et al ('1970 ), reporta un método de inocula
cidn de callos de tabaco y cultivo de células en suspensidn de ta—
baco en el que la infeccidn de las células se efectla por vibra —
cidn en un medio en donde se encuentra el VMT, sus resultados
concuerdan con los encontrados cuando se usan plantas comple-
tas.

Se han hecho estudios para conocer los mecanismos molecu
lares que siguen los virus durante la irfeccidn y se ha reportado

que es posible, en ciertas condiciones, obtener infeccidn sisté -

mica en plantas , Nilsson=Tillgren, T. (1969 ) y Nilsson-Tillgren

et al (1969 ), sin embargo, el trabajar con plantas completas =
alin presenta muchos inconvenientes para éste tipo de investiga—
ciones.

Por otro lado, utilizando sistemas de cultivo de tejidos, se
han obtenido datos de los mecanismos moleculares involucrados
durante la replicacidn del virus del mosaico deltabaco, Jackson,
A.O. et al (1971 ); Jackson, A.O. et al (1972 ) y Paterson, R.y
Knight, G. A. (1975 ).

Con todo la anteriormente expues to, puede decirse, que los

virus - de plantas han'sido poco estudiados, por & ta razdn y por

12



el hecho de que el virus de jitomate "planta macho' afecta a una
zona productora de jitomate en el pais, se decidid hacer el estu
dio de éste virus.
El primer problema planteado, fué el de la obtencidn de un
sistema adecuadc para la propagacidn y purificacidn del virus.
Para la obtencibén de éste sistema, se hicieron investigaciones
en extractos de diferentes tejidos de la planta y de cultivo de

tejido vegetal no diferenciado ( callos ), inoculados con el virus.

13
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MATERIAL BIOLOGICO.

Semillas de jitomate Lycopersicon sculentum var Homstead 24.
(Ferry Morse y Pronase).

REACTIVOS.

Todas las sales inorgéanicas usadas fueron de grado RA.
Ac. 2,4—dicloro fenoxi acético 82045l (Sintesis) Merck.
Acido 1-naftalén acético 29298 BDH Chemical LTD.
Acido nicotinico R.A. N 4126 Sigma.

Bacto agar Difco 0140-0l.

5-Bencil adenina B6750 Sigma.

Kinetina K2875 Sigma.

Piridoxina-HCl 7527 Merck.

Sacarosa 7651 Merck.

Tiamina-HCl Matheson-Coleman and Bell. 5421.

SOLUCIONES BLFFER EMPLEADAS.

A) Fosfatos 0.05M pH 7.6 con 0.1 % de Acido tioglicdlico.

B) Tris 0.0lM NaCl 0.05M pH 7.6

C) Tris 0.0lM NaCl 0.05M pH 7.6 con 0.1 % de acido tioglicdlico.
D) Tris 0.00lM NaCl 0.05M pH 7.6 con NapS03 0.0lM

E) Fosfatos 0.05M pH 7.6 con Na2503 0.01M.
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EQUIPO:

Las corridas de centr;ifugacién a baja velocidad se hicieron
en la centrifuga MSE modelo LR -6.

Las de alta velocidad, en las centrifugas J- 21 , usando los
rotores 14 y JA = 20 y la centrifuga preparativa modelo L (Be
Beckman en los rotores 30, SW-25.1 y SW=56.

LLas determinaciones de absorbancia se hicieron en un espectro
fotdmetro Zeiss modelo M4 Q III.

Para la inoculacidn de los callos se usd un vortex mixer Jr.
modelo K-=500-J. (Sci. Industries, N.Y.).

Las observaciones al microscopio electrdnico se hicieron en
un Mmicroscopio modelo JEM 100B.

Las soluciongs se esterilizaron a través de membranas mi-

-~ llipore GS WP 025 00 de 0.22/1 de poro.
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EXTRACCION DEL VIRUS A PARTIR DE HOJUA.

El método que se siguid originalmente para la purificacidén -
del virus fuéel reportado por Belalcazar, S. (1974 ), con algu -
nas modificaciones, como se muestra en el es quema No. 1.

Se colectaron aproximadamente 100 g de hojas y se congela=-
ron en mezcla de hielo seco—etanol, se molieron en un mortero
hasta obtener un polvo fino, manteniendo s iempre una tempera-—
tura baja.

LLas hojas molidas se transfirieron a un matraz erlenmeyer
y se agregaron 200 ml del buffer A, se dejd que la mezcla al -
canzara la temperatura ambiente y se filtrd a través de 4 capas
de gasa estéril. Al filtrado se le agregd 8.5 % de n—butanol y
se dejb reposando durante toda la noche en el cuarto frio.

Se hizo una centrifugacidn a 2,750 X g durante 5 minutos,
para eliminar células enteras y res tos celulares, después se
hizo una centrifugecidn a 68,000 X g durante 4 horas, de donde
se obtuvieron una pastilla ( Fraccidn A ) y un sobrenadante. A

éste sobrenadante se le agregd Na I-H:’O4 hasta saturacidn y se

2
obtuvo un precipitado, el cual se colectd por centrifugacidn a

4,200 X g durante 5 minutos. La pastilla obtenida se resuspen

dib en el buffer B y se centrifugd a 19,000 X g durante | hora.

Al sobrenadante asi obtenido se le denomind Fraccidon C. La =
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g de hojas congeladas

Moler hasta pulverizar

+ 200 ml de bBuffer A

Alcanzar temperatura ambiente
Filtrar (4 capas de gasa estéril)

Filtrado

Reposar durante la noche (cuarto frio)
con 8.5 % de n-butanol
Centrifugar a 2,750 X g (5 min.)

v
Pastilla

Sobr*e*nadante
‘ Centrifugar a 68,000 X g (4 h.)

F’astilla
FRACCION A
Gradientes de

sacarosa
Centrifugar a

Colectar frac—
ciones

Leer a 260y
280 nm

Dializar

4 Concentrar

ANALISIS AL
MICROSCOPIO
ELECTRONICO

Esquema No. 1.

54,000 X g (6 h)

Sobr*enadante
+ NagHPO, a saturacidn
Centrifugar a 4,200 X g (6 min.)

Sogr'enadante Pas!illa
FRACCION B Resuspender en
Gradientes de buffer E

sacarosa Centrifugar a
Centrifugar a 19,000 X g
54,000 X g (6+h) (5 min.)

Colectar fraccio- %
nes Sobrenadante Pastilla

Dializar FRACCION C

Concentrar Gradientes de

sacarosa

ANALISIS AL
MICROSCOPIO
ELECTRONICO

Centrifugar a
54,000 X g (6 h)
Colectar frac-
ciones
L.eer a 260 v
280 nm.
Dializar
Concentrar

ANALISIS AL
MICROSCOPIO
ELECTRONICO

Se describe el proceso de extraccidn del vi-
rus de jitomate "planta macho" a partir de hojas de jitomate.
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Fraccidn B fué el sobrenadante de la centrifugacién a 4,200 X g.
Se hicieron gradientes de sacarosa de 15 a 50 % en agua y se co-—
locaron las siguientes muestras:

1) Fraccidn A,

2) Fraccidén B vy

3) Fraccién C.

Los gradientes se corrieron a 54,000 X g durante 6 horas, al
cabo de las cuales se colectaron las fracciones haciendo una per
foracidn en el fondo del tubo con una aguja hipodérmica estéril.
Estas fracciones se leyeron a 260 y 280nm, ya que a éstas longi—
tudes de onda tienen su méaxima absorcidén los acidos nucléicos vy
las proteinas respectivamente. Las fracciones se dializaron con
tra buffer B, se concentraron y se observaron al microscopio elec
trénico. Con éstas muestras se hicieron pruebas de infectividad
en plantas. Este procedimiento se siguid tanto para las hojas sa-

nas como para las hojas enfermas.

EXTRACCION DEL VIRUS A PARTIR DE FRUTO. (Esquema No.2).
| Se homogeneizaron 200 g de fruto en licuadora con 100 ml de

buffer C. El homogenado se filtrd a través de 4 capas de gasa esté

ril, se agregd 8 % de n-butanol y se dejbd reposando durante toda la

noche en el cuarto frio.
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Fraccién B fué el sobrenadante de la centrifugacidn a 4,200 X g.
Se hicieron gradientes de sacarosa de 15 a 50 % en agua y se co—
locaron las siguientes muestras:

1) Fraccidn A,

2) Fraccién B vy

3) Fraccidn C.

Los gradientes se corrieron a 54,000 X g durante 6 horas, al
cabo de las cuales se colectaron las fracciones haciendo una per
foracidn en el fondo del tubo con una aguja hipodérmica estéril .
Estas fracciones se leyeron a 260 y 280nm, ya que a éstas longi-
tudes de onda tienen su méxima absorcidn los &cidos nucléicos y
las proteinas respectivamente. Las fracciones se dializaron con
tra buffer B, se concentraron y se observaron al microscopio elec
trénico. Con éstas muestras se hicieron pruebas de infectividad
en plantas. Este procedimiento se siguid tanto para las hojas sa—

nas como para las hojas enfermas.

EXTRACCION DEL VIRUS A PARTIR DE FRUTO. (Esquema No.2).
Se homogeneizaron 200 g de fruto en licuadora con 100 ml de
buffer C. El homogenado se filtrd a través de 4 capas de gasa esté

ril, se agregd 8 % de n-butanol y se dejd reposando durante toda la

noche en el cuarto frio.
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200 g de fruto

Fi

+ 100 ml de buffer C
Homogeneizar en licuadora

Filtrar (4 capas de gasa estéril)
ltrado

Reposar durante la noche (cuarto frio)

con 8 % de n-hutanol

Centrifugar a 4,200 X g (80 min.)

F"as*tm.a Sobr?enadante
Centrifugar a 68,000 X g (6 h.)
v ¥
Pastilla Sobrenadante
Resuspender en ' + (NH4)2 SO4 a saturacidon
buffer B
Centrifugar a Fase g.cuosa Fase grgénica
8,000 Xg FRACCION C Evaporar a sequedad
15 min.) Resuspender en
v buffer B
Sobrenadante Centrifugar a 3,200 Xg
FRACCION A (10 min.)
Gradientes de ¥ v
sacarosa Pastilla Sobrenadante

Centrifugar a

Colectar frac—

ciones

Leer a 260 y
280 nm

Dializar

‘ Concentrar

ANALISIS AL .
MICROSCOPIO
ELECTRONICO

Esquema No. 2.

54,000 X g (6 h)

FRACCION B
CGradientes de
sacarosa
Centrifugar a
54,000 X g
6 h)
Coleccidn de
fracciones
Leer a 260y
280 nm
Dializar
Concentrar

ANALISIS AL
MICROSCOPIO
ELECTRONICO

Se describe el proceso de extraccion del

virus de jitomate "planta machc'a partir de fruto de jitomate.
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Se hizo una ceintrifugacidn a 4,200 X g durante 30 minutos y
se obtuvo un sobrenadante y una pastilla. El sobrenadante se cen
trifugd a 68,000 X g durante 6 horas y de ésta corrida se obtuvie
ron un sobre nadante y una pastilla. La pastilla se resuspendid —
en el buffer B y se volvid a centrifugar a 8,000 X g durante 15 mi—
nutos. El sobrenadante obtenido de ésta Gitima centrifugacidn se
denomind Fraccidon A. Al sobrenadante de 68,000 Xg se le agre-
gb sulfato de amonio hasta s aturacidn, forméandose dos fases: -
a) una orgénica que se evapord a sequedad y cuyo residuo se re -
suspendid en buffer B y se centrifugd a 3,200 X g durante 10 minu
tos y que constituyd la fraccidn B. y b) una fase acuosa a la que
se le 1llambd fraccidn C.

Se corrieron gradientes de sacarosa de las fracciones Ay B
a 54,000 X g durante 6 horas. (Los gradientes de sacarosa se pre
pararon de la mis_ma forma que los empleados en la extraccidn a -
partir de hoja). Se colectaron las fracciones, se leyeron a 260 y
280nm, se diali_zaron contra buffer B, se concentraron y se obser
varon al micros copio electrdnico. Este pr*ocedimiehto se siguid

tanto para fruto enfermo como para el control.

EXTRACCION DEL VIRUS A PARTIR DE CALLCS.{Esquema No.3).

Se homogeneizaron 8 g de callos con 20 ml del buffer E usando



8 g de callos
+ 20 ml de buffer E
Homogeneizar (potter)
Filtrar (4 capas de gasa estéril)

Filtrado
Centrifugar ‘a 3,500 X g (15 min.)

Pastilla Sobrenadante

Gradientes de sacarosa

Centrifugar a 54,000 X g
® hs)

Colectar fracciones

Leer a 260 y 280 nm

Dializar
Corcentrar
v v
Concentrado ANALISIS AL
Gradientes de MICROSCOPIO
CsCl ELECTRONICO
Centrifugar a
157,000 X g
(20 min.)
Colectar banda
Dialisis
Concentrar

v

ANALISIS AL
MICROSCOPIO
ELECTRONICO

Esquema No. 3. Diagrama para la extraccidn del virus
de jitomate "planta macho' a partir de callos de hoja de ji-
tomate.
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un homogeneizador potter. El homogenzado se filtrd a través de
4 capas de gasa estéril, sé centrifugd a 3,500 X g durante 15 mi_
nutos y el sobrenadante se colocd sobre gradientes de sacarosa
de 15 a 50% en el buffer E. Se corrieron a 54,000 X g durante

6 horas, se colectaron las fracciones y se leyeron a 260 y 280 nm
se dializaron contra buffer E, se concentraron y se colocaron so
bre gradientes de cloruro de cesio, que se prepararon colocan -
do 0.5 ml de cada una de las soluciones de las siguientes densi=-
dades: 1.7, 1.6 1.5 1.4 1.3 yl1.2 g/ ml. Se corrierona una
velocidad de 157,000 X g durante 20 minutos,al cabo de los cua-
les se colectd la banda y se dializd inmediatamente contra el bu
ffer E para eliminar el cloruro de cesio, posteriormente se hi-
ZO0 una seg;mda didlisis contra el buffer D. Por Gltimo, se eva-
~poraron a sequedad y se observaron al microscopio electrdnico.
Estas observaciormes se hicieron tanto de la banda obtenida de los
gradientes de sacarosa como de la obtenida de los de cloruro de

cesio.

COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.
Murashige, T. y Skoog, F. (1962), prepararon un medio de
cultivo para la generacidn y mantenimiento de callos de tabaco,

cuya composicidn es la siguiente:
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ELEMENTOS MAYORES mg/ |
MgSO 4. 7H,0 370
CaCl,.2H,0 1900
NH,NO | 1650
KH,PO,, 170

Na ~EDTA 37.3
FeSO,.7H,0 7.8
ELEMENTOS MENORES ma/ 1
HyBO, 6.2
MnSO,, .4H,0 0.3
ZnS0,.7H,0 8.6
KT 0.83
Na,MoO, .2H,0 0.25
CuS0,.5H,0 0.025
CoCl, .6H,0 0.025

Estas sales se usaron para los medios Murashige y Skooa
MS (1), y MS (II), la diferencia entre ellos esta en la composi_
cibn de las substancias orgénicas y la concentracidén de hormo-
nas. Para laformacidn o generacidn de callos son necesarias

éstas (ltimas a las que también se les conoce con el nombre de

substancias reguladcras del crecimiento. Entre ellas juegan un

papel muy importante las auxinas, gque son necesarias para indu



cir la divisidn celula~. Las auxinas méas usadas con éste fin son
el acido 2,4~dicloro fenoxi acético, (2,4-D) y el acido 1-naftalén—
acético, que conjuntamente con las citocininas, como la cinetina
y la 6-bencil adenina, a concentraciones adecuadas, dan como re-
sultado la obtencidn de callos suaves y facilmente disgregables,
que es lo deseado. Gamborg, O.L. (1975).

COMPONENTES ORGANICOS

Medio MS (1) mg/ 1
Glicina 2.0
Inositol 100.0
Tiamina—-HC1 0.1
Piridoxina 0.5
Acido nicotinico 0.8
Sacarosa 30g/1
HORMON'AS mg/1
2.4-D 1.0
Cinetina 0.5

Medio MS (II)
COMPONENTES ORGANICOS mg/ 1
Tiamina-HC1 0.1

Inositol 10C.0
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sacarosa 30g/1
HORMONAS mg/ 1
2,4-D 5.0
Cinetina 0.5

Los medios MS (1) y MS (II), se ajustaron a un pH de 5.8
usando KOH 0.1M.,

El otro medic que se usd originalmente, fué el reportado -
por Takebe y Nagata (1971), al que se denocmind TMS (1), su

composicidn es la siguiente:

ELEMENTOS MAYORES mg/ 1
NH ,NQy 825
KNQ4 950
CaCl, .2H,0 220
MgSO ,.7H0 1233
KH PO 4 680
Na £EDTA 33.7
FeSO,.7H,0 578
ELEMENTOS MENORES mg/ 1
H4BO4 6.2

ZnSO4.4H20 8.6
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ELEMENTOS MENORES mg/'1
(continuacidn)

KI 0.83
Na2M004 .2H20 0.25
CuSO4.5H20 0.025
COSO4.7H2O 0.03
COMPONENTES ORGANICOS mg/1
Inositol 100.0
Tiamina-HCl 1.0
Sacarosa 10g/ 1
HORMONAS ma/ 1
Acido l1-naftalén acético (ANA) 3.0
6-Bencil adenina (6-BA) 1.0

El pH del medio se ajustd a 5.8 con KOH 0.1M.

Para la preparacidén de los medios sdlidos se agregd 0.6 %
de bacto agar, se colocaron en tubos (8 ml / tubo) o en matra-
ces erlenmeyer y se esterilizaron a una temperatura de 120

2
y @ una presidn de 1.1Kg/cm durante 15 minutos.

CULTIVO DE CALLOS DE HOJA DE JITOMATE.

Se tomaron hojas de jitomate (Lycopersicon esculentum -

var Homstead 24), de la parte superior de la planta, de 8 a 12

semanas de edad, y se esterilizaron pas&ndolas durante 15 se -
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gundos por una solucidn vde etanol al 70% y después a una solu-—
cidn de hipoclorito de calcio al 1 % y se enjuagaron 4 veces con
agua destilada estéril.
Las hojas asf tratadas, se cortaron sobre papel filtro esté—
ril y se sembraron en los tubos que contenian el medio.
Posteriormente se hicieron algunas modificacioines al medio
TMS (1), que fueron varia€iones en las concentraciones de hor-

monas, ccmo se indica en seguida:

t

MEDIO CONCENTRACION DE HORMCNAS
TMS 6-BA ANA
ppm moles/ 1 ppm  moles /1
- -5
I 1.6 4.4X10 3.0 1.6 X 10
I 0.1 4.4X10 3.0 1.6x107°
I 0.5 2.2X10° 3.0 1.6 X102
v 1.0 4.4x107° 3.0 1.6><10—5
. -
v’ 2.0 s.8x10° 3.0 1.6><1o5
VI 5.0 2.2X107° 3.0 LERia
-7 -5
VII  0.05 2.2 X10 3.0 1.6 X 10
-7 =7
VIII 0.1 4.4X10 0.05 2.7X10
IX 0. 4.4X%10°7 0.5 2_7><1o—6
<7
X 0. 4.4X10 1.0 5.4 X 10
-7

XI 0.1 4.4X10 0.1 5.4 X10



MEDIO CONCENTRACION DE HORMONAS
™S 6-BA ANA
ppm  moles /1 ppm moles /1
XII 0.5 2.2 X10° 0.05 2.7X1077
XII 0.5 2.2X10° 0.1 5.4 X 1077
XIV 0.5 2.2 X10° 0.5 2.7X10°
XV 0.5 2.2X%107° 1.0 5.4%10°

* +1% de manitol.

PREPARACION DEL INOCULO.

14 mg de hojas infectadas con el virus de jitomate "planta ma
cho, se homogeneizaron en un homogeneizador potter con 8 mlL —
de buffer E. La suspensidn que se obtuvo se pasbd a través de —
una membrana millipore de 0.22 de poro.

INOCULACION DE LOS CALLOS.

Call‘os cr‘ecid:)s en medio TMS (1) sélido, se transfirieron a
matraces erlenmeyer con 33 ml de medio TMS (1) liquide y se in
cubaron en un Baﬁo con agitacién a 120rpm y 20°C durante cinco

dias. Estos callos se colocaron en un tubo que contenia 4 ml del

indculo, se agitaron en un vortex durante 20 segundos siguiendo -

el método descrito por Murakishi, H.H. et al (1971), Los callos

30

se resembraron en matraces erlenmeyer de 50 ml con 25ml de me
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dio sdlido TMS (1) y se incubaron en una cdmara de crecimien—

to a 21°C y con fotoperiodo de 12 horas.

INOCULACION DE PLANTAS.

E<ta se hizo frotando las hojas de plantas sanas con carbo —
rundum fino y aplicando después el virus en una suspensidn con
un agitador de vidrio o con un hisopo de algoddn estéril .
PREPARACION DE LAS MEMBRANAS PARA LA OBSERVACION
DE LAS MUESTRAS AL MICROSCOPIO ELLECTRONICO.

1) las rejillas de cobre se colocan sobre un soporte que esta
dentro de una cuba con agua, con la cara que presenta los orifi-
cios més pequefios hacia arriba (el agua debe cubrir las rejillas).

2) se deja caer sobre la s uperficie del agua una gota de ace&-
tato de isoamilo al 2 %, formandose una membrana muy delgada
al ponerse en contacto con el agua.

3) Esperar de 4 a 5 minutos.

4) Dejar salir el agua por unz 1lave que se encuentra en la par
te irferior de la cuba. Al bajar el nivel del agua, la membrana
se adhiere a la superficie de las reiillas.

5) El soporte con las rejillas se deja secar sobre una hoja de

papel filtro.



PREPARACION DE LA MUESTRA.

La tincidn que se usd fué negativa con acido fosfotlingstico al
2% en aguja. El pH se ajustd a 7.0 con NaOH 1N.

Como las muestras estaban totalmente secas, se disolvieron
en la solucidn de acido fosfotlngstico y con la rejilla se tomd di
rectamente de la solucidn y se secd el exceso con una hoja de pa
pel filtro.

Todas las observaciones al micros copio electrdnico las efec

tud el Dr. Hisashi Matsushima.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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EXTRACCIONES A PARTIR DE HOJUA.

De éstas se obtuvo un sobrenadante de color amarillo &mbar
des pués de la centrifugacidn a 2,750 X g (Esquema No. 1), éste
sobrenadarite se iba obscureciendo conforme pasaba el tiempo -
hasta quedar de un color café obscuro. Esto interfirid con las
determinaciones de las absorbancias a 260 y 280 nm, ya que los
extractos obscurecidos presentaban una fuerte absorcidn a éstas
longitudes de onda.

En los gradientes correspondientes al sobrenadante de 4,200
X g y ala pastilla de 4,200 Xg, fracciones B y C respectivamen
te, se encontraron tres bandas en el extracto de plantas inocu-
ladas con el virus, de las cuales las 2 superiores se encontra -
ban fuertemente marcadas y la tercera muy tenue. Estas bandas
se colectaron y se leyeron a 260 y 280nm. La absorbancia pre-—
sentada por la fraccibn B fué de 1.099 a 260 nm y de 0.991 a 280,
siendo la relacién 260 /280 =1.109.

Des pués de dializar y concentrar las muestras, se llevaron
al microscopio electrdnico en el que se obser‘Qar‘on particulas de
apariencia polihédrica, muy irregulares en tamafio. Esto hizo -
pensar que la preparacidn no estaba lo suficientemente pura y -

que posiblemente se encontraban algunos componentes de la plan

ta, por lo que seria necesario hacer otra purificacidn. Se hicie
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ron inoculaciones de plantas sanas con el extracto obtenido y és—
tas presentaron los sintomas de la enfermedad después de 30 dias

aproximadamente.

EXTRACCIONES A PARTIR DE FRUTO.

Como se tenfa la evidencia de que el fruto era infectivo, Be-
lalcazar, S. (1974), se hizo una extraccidn de frutos inoculados
con el virus y lo que se observd fué lo siguiente:

En los gradientes de sacarosa de la fraccidn B, se observa-
ron bandas similares a las obtenidas en el caso de los extractos
de hoja. Estas bandas presentaron absorbancia a 260 de 3.897
y a 280 de 3,67, dando una relacidn de 260/280 =1.061.

Las bandas se dializaron contra buffer B, se concentraron y
se observaron al microscopio electrdnico.

En éstas muestras se encontraron estructuras en forma de -
varillas semejantes a las del virus del mosaico del tabaco, lo -
que hizo pensar que podria haber alguna contaminacidn con éste
virus, sin embargo, en éste experimento se usaron plantas que
presentaban los sintomas de la enfermedad muy claramente.

Los extractas obtenidos de frutos también presentaban el obs
curecimiento que se observd en los de hoja, aunque éste fué en

menor grado.
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Debido a éste problema y a las dificultades que representa
crecer plantas en el laboratorio, sin las instalaciones adecuadas
para el control de temperatura, intensidad de luz, humedad re-
lativa, etc., se pensd en la posibilidad de usar otro sistema pa
ra la propagacidén y aislamiento del virus. Este sistema podria
ser el cultivo de callos de hoja de jitomate (cultivos de células

no diferenciadas).

CULTIVO DE CALLOS DE HOJUA DE JITOMATE.

En la literatura estan descritos métodos en que se inoculan
cultivos de tejidos con virus, as{ encontramos keportes como el
de Kassanis, B. et al (1958), en donde se usan varias técnicas -
para la inoculacidn de callos de tabaco con el virus del mosaico
del tabaco. Los resultados obtenidos al tratar el tejido en dife-
rentes formas, son variables y en todos ellos el rendimiento de
virus fué bajo. )

Murakishi, H.H. (1968 ), describe la inoculacidn de callos -
de jitomate con ARN de VMT. Los callos crecidos en medio so-

lido, se incubaron previamente en medio liquido y se dispersaron

por vibracidn, encontrando una mejor infeccidon cuando las células

fueron disociadas momentos antes de la infeccion.

Posteriormente Murakishi, H.H. et al 1971 ), Murakishi, H.



H. et al (1970), y Beachy, R.N. y Murakishi, H.H. (1971), re-
portan que han logrado obtener rendimientos similares usando —
callos inoculados con el virus. En el caso de callos que se ino-
culargn con una suspensidon de virus y después se crecieron en
agar, encontraron rendimientos de 1.27 + 0.45 mg de virus / g
de tejido, mientras que para plantas fué de 1.25 + 0.40. En -
cuanto al nimero de particulas virales por célula, se tuvieron —
1 X lO7 tanto para callos como para plantas cuando el infbculo u
sado tenfa una concentracidn de 12 g/ ml. Cuando ésta concen-—
tracion se aumentd a 83 g/ ml, los resultados obtenidos fueron:
2.2+0.33 y2.183+ 0.35 mgde virus/ g de tejido para callos y
hojas respectivamente y de 1.7 ><107 particulas por célula en el
caso de células de callos y de 1.8 X 107 para las de hoja. Tam
bién tratan el tejido con poli-l-ornitina, encontrando que no hay
un incremento de la cantidad de virus que entra a las células -
como en el caso de los protoplastos.
Con éstos antecedentes se decidid a comenzar el cultivo de

callos de hoja de jitomate, como medio para la propagacidn del
virus "planta macho'. Trabajando en ésta forma, se tiene la -

ventaja adicional de que la posibilidad de contaminacién con otro

virus del medio ambiente se reduce considerablemente, ya que

los callos se cultivan en condiciones estériles.

37



38

Para la generacidn de callos se usaron inicialmente tres me=-
dios, dos MS, y uno TMS.

En el medio MS (I ), en muy pocos casos se tuvo la inicia-
cion de callos, pero casi ninguno de ellos lograba desarrollarse,
ademéas presentaban un color café obscuro. Esto no era conve-
niente pues uno de los principales problemas que se tenia en la
extraccidn a partir de hojas y frutos, era que los extractos se -
ponfan de un color café obscuro, debido a compuestos que ademés
presentaban absorbancia a 260 y 280nm, posiblemente debida a —
oxidacidn de productos, lo que interferia con las determinaciones
espectrofotométricas de acidos nucléicos y proteinas.

En el caso del medio MS (Il ), no se logré inducir callos. -
Los fragmentos de hojas sembrados morian.

Con el medio TMS (I ) se pudieron inducir callos, aunque su
consistencia resultd ser demasiado dura, lo que causaba dificul—
tades durante la homogeneizacidn del tejido para la extraccidn del
virus.

En los segmentos de hoja sembrados en éste medio, se podian
ver pequefas regiones de crecimiento a simple vista entrel y 2 -
semanas después de haberlos sembrado, a las cuatro s emanas el

tejido estaba casi totalmente desdiferenciado.

Después de 4 2 6 semanas de incubacic’)né, es necesario resem
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brar el tejido, ya que si se deja por periodos mas largos, detie—
ne su crecimiento y muere.

La razdn por la que no se obtuvieron callos en los medios -
MS (1) Y MS (11 ), probablemente es que las concentraciones —
de acido 2,4 —dicloro fenoxi acético usadas, son muy elevadas,
pues éste compuesto a altas concentraciones tiene efecto de her-
bicida.

Como se puede observar en los resultados de la tabla I, el me
dio TMS (I ), fué el mejor de ellos, aunque los callos producidos
no eran totalmente satisfactorio, por lo cual se decidid hacer ex
perimentos en los que la variable fuera la concentracidn de las —
hormonas vy asi obtener un medio. mas adecuado, optimizando el
sistema de cultivo./

Los resultados de los medios probados se encuentran en la ta
bla No. 2, de ellos se puede deducir que los que mejor resultado
dieron para la produccidn de callos a las 6 semanas de incubacidn
fueron los medios TMS (XI) y TMS (VII).

En la fotografia No. 1 se muestra una secuencia del crecimien
to de callos a diferentes tiempos de incubacidn en medio TMS (XI).

Los callos que se consideran como mejores son aguéllos que

cas i no presentan pigmentacidon y que son blandos, como se mues

tra en la fotografia No. 2. También se generaron callos en otros



TABLA No. 1.

GENERACION DE CALLOS A PARTIR DE
HOJUAS DE JITOMATE.

MEDIO HORMONAS CRECI- DIFEREN

(moles /1) MIENTO  CIACION
MS Kinetina  2,4-D

I 2.4 X100 2.05 x10° - =
11 2.4X10% 1.12 x10° - -
TMS 6-BA ANA

I 4.4%X10% 1.6x10% + =

40

ASPECTO

muy malo

la hoja muere

Bueno

Fragmentos pequefios de hojas de jitomate de aproximadamen-—
te 8 a10 semanas, se esterilizaron en la forma descrita en méto_
dos y se sembraron en los medios indicados. Se incubaron duran
te 4 semanas a 21°C en una camara con luz. Al cabo de éste tiem
po se observd su desarrollo y aspecto. El crecimiento relativo -
se indica por los simbolos (+) y (=) , de la misma forma se indica
si hubo (+) o no (=) diferenciacidén de los cultivos (generacidn de
raices). Para cada experimento se sembr‘ar‘on 15 tubos de cada

medio y ésto se repitid 4 veces.



TABLA No. 2. 41

OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO
PARA EL DESARROLLO DE
CALLOS DE JUITOMATE.

MEDIO HORMONAS CRECI- DIFEREN ASPECTO
(moles /1) MIENTO CIACION
T™MS  6-BA ANA
I 4.4x10° L.ex107° ++ - Bueno
7 —~5
I 4.4X107 1.6X10 T - Bueno
I 2.6X10° 1.6 X10° +H - Bueno
IV 4.4X10° 1.6 X107 5 - Re gular
VF  8.8X10° 1.6 X107° % = Regular
-5 ~5
VI 2.2X10° 1.6X10 - - Malo
-7 -5
VII  2.2X107 1.6 X 10 = $ Malo
o -7
VIII  4.4X10 2.7X10 S . Bueno
X 4.4%10°F 2.7x10° + - Malo
X 4.4%107 5.4%X10° R + Regular
Xl  4.4x107 5.4x107 R - Bueno
X1 2.2X10° 2.7 %157 + i Regular
-6 <7
XIT 2.2 X10° 5.4 X 10 ++ +H Regular
XV 2.2X10° 2.7%x10° + + Regular
XV 2.2X10° 5.4%x16° +4 + Regular

* +1% de manitol .

Los fragmentos de hoja de jitomate se sembraron en los medios
anteriores y se incubaron durante 4 semanas en las mismas condi-

ciones que las indicadas en ta tabla No. L.

En ella se indican el

crecimiento relativo de los callos por medio cel simbolo (+), sien

do mayor el nimero de ellos cuando el crecimiento relativo del
Pl . . . .

callo fué mayor, de la misma forma se indica si hubo o no dife~

renciacion.



Fotografia No. 1. Se muestra el crecimiento ce callos
cultivados en medio TS ( X1), de O a 6 semanas.

Fotografia No. 2. Callo de jitomate d= 6 semaras
crecido en medio TVMS (XI).
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medios, y aunque algunos presentaban un gran crecimiento, se
podia observar en ellos zonas diferenciadas (crecimiento de raf —
ces), por lo que no s e consideran como buenos .

Una vez obtenido un buen lote dg callos, crecidos en medio —
TMS (1) durante 6 semanas, se hizo la inoculacibn seglin el mé-
todo reportado por Murakishi, H.H. et al (1971 ), como se descri_
bid en métodos . Después de la inoculacidn, los callos se transfi
rieron a medio TMS (I ) sdlido y se incubaron durante 4 semanas

a 21°C y con un fotoperiodo de 12 horas.

EXTRACCIONES A PARTIR DE CALLOS.

De éstas se obtuvo un sobrenadante que se colocd sobre gra=-
dientes de sacarosa, en los que se observd una banda en el caso
de los callos inoculados y ninguna en el del control. Fotografia
No. 3.

La fraccidn correspondiente a ésta banda se dializd contra bu
ffer E, se concentrd y posteriormente se colocd sobre gradientes
de CsCl para efectuar una segunda purificacion. De ellos se obtu
vO nuevamente, una sdla banda en el caso de los callos inoculados

y ninguna en los callos control. Esta banda se colectd, se dializd

contra buffer E vy después contra buffer D. La razdn para efectuar

éste cambio es que el primero interfiere con las observaciones al
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Fotografia No. 8. Gradientes de sacarosa de 15 a

dos a 54,000 X g duran
te 8 horas. L.os tubos de los extremos contienen
extracto de callos inoculados con el virus de jito-
mate’planta macho® v el del centro, extracto de
callos sanos.

50 % en buffer E centrify




microscopio electrbnico.

De otro experimento se tomd la banda obtenida de los gradien
tes de sacarosa, se dializd contra buffer D, se evapord a seque-
dad y también se observd al microscopio electrdnico. La absor-—
bancia que presentd la fraccidn correspondiente a ésta banda es
a2601.92 ya280nm 1.5, lo que da una retacidn del1.28.

Las observaciones al microscopio electronico revelaron 3 ti—
pos de particulas como se muestra en ias fotografias Nos. 4, 5,
6y 7. Lafotografia No. 8 corresponde al control. Es importan
te hacer notar que éstas preparaciones vistas al microscopio e~
lectrdnico, aparentemente estaban puras, pues en ellas no se lo
graron ver fragmentos celulares.

En la fotografia No. 4, se puede observar una particula que
mide, de acuerdo a célculos efectuados, 243.7nm de largo y -
34.5nm de ancho. Esta particula podria corresponder por sus
dimensiones , ’al virus del mosaico del tabaco, pero no presenta
las caracteristicas tipicas de una particula de VMT.

Enla fotbgr‘affa No. 5, se encucntran particulas alargadas, -

que también recuerdan a las del VMT, aunque sus dimensiones -
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varian tanto longitudinal mente como transversalmente. Se podria

pensar que las variaciones en cuanto a su longitud son debidas a

polimerizacidn lineal del virus, &sto no afectaria grandemente -



Fotograffa No. 4 Observacidn al microscopio electrdnico de
la banda del gradiente de sacarosa del extracto de callos ino-
culados con el virus "planta macho" X 150,000.
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Fotograffa No. 5. Observacidn al microscopio electrdnico de
la banda del gradiente de CsCl de callos inocculados con el vi=
rus de jitomate "planta macho' X 20, 000.



Fotografia No. 8. Observacidn al microscopio electrdnico de
la banda del gradiente de sacarosa del extracto de callos ino=
culados con el virus de jitomate "planta macho" X 50,000,

A



g

Fotografifa No. 7. Observacién al microscopio electrdnico de
la banda del gradiente de CsCl de callos inoculados con el vi-
rus de jitomate "planta macho' X 50,000,
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Fotografia No. 8. Observacidn al microscopio electrdnico
del extracto de callos sanos X 50,000.
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las propiedades de sedimentacidn del virus y se localizarfa en la
misma regidn del gradiente, Markham, R. (1962). En una misma
particula pueden observarse zonas de diferente ancho, lo que no
se ha reportado que ocurra con preparaciones de virus, que gene-
ralmente son muy homogéneas. Se hizo el calculo de lo gque podria
ser una particula completa, ya que como se observa en la fotogra-
fia las particulas son muy heterogéneas . El resultado de éste céal
culo fué 293 nm de largo y 60 nm de ancho.

En la fotografia No. 6 se pueden observar particulas que di—
fieren mucho en cuanto a su tamafio. Se efectuaron célculos de
ellas , encontrando una gran variedad de tamafios que van desde
60 X 34.5nm hasta 260 X 83 nm.

En la fotograffa No. 7, se pueden observar particulas de ta-
mafios muy diferentes, que van de 34.5 a 50 nm de didmetro apro
ximadamente. De éstas estructuras no se puede decir que corres
pondan a particulas virales.

En la fotografia No. 8 (control), no se observa ninguna de las
formas de particulas que se encuentran en las fotografias Nos. 4,
5, 6% 7.

De éstos resultados nc se puede concluir que algura de las es_
tructuras observadas corresponda al virus de jitomate "planta -

macho", ya que en ninguna de las preparaciones fué homogénea.
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Una pos ible exolicacidn a ésto es gque el método utilizado para
la preparacidn de la muestra para su estudio al microscopio elec—
trdnico no haya sido la adecuada y lo que se tenga en las fotogra-
fifas sea debido a artefactos del método y no a particulas virales,
o bien, que las particulas hayan sido dafiadas durante el proceso
de extraccidn.

Por otro lado, de las inoculaciones de plantas que se hicieron
con las fracciones que se obtuvieron de las bandas de los gradien
tes de sacarosa y de CsCl, no presentaron los sintomas que pro-
duce en el jitomate el virus 'planta macho", pero tampoco, los —
que produce el virus del mosaico del tabaco. La posibilidad de -
contaminacidn con otro virus del medio ambiente es muy baja cuan_
do se usan los cultivos de tejidos. Se conéider*a lejana la posibili
dad de gue el indculo original pudiera estar contaminado, pues el
material usado presentaba marcadamente los sintomas de la "plan
ta macho".

En experimentos posteriores se seguira investigandc acerca de
la naturaleza de ésta fraccidn nucleoprotéica, para determinar su
caracterizacidén morfolbgica (si se trata de un virus), utilizando -

probablemente otras técnicas de microscopia electrdnica que pue-—

dan proporcionar datos concluyentes.
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I ) Cultivo de callos. Se encontraron las condiciones ade-—
cuadas para la generacidn de callos de jitomate, 1o que permite la
inoculacidn de los mismos con una suspensidn del virus "planta -
macho".

II ) En las extracciones que se hicieron de los callos inocu-
lados con la suspensidn del virus, se observd una banda que presen
td absorbancia a 260 y 280 nm, tanto en los gradientes de sacarosa
como en tos de CsCl. Esta banda no se encontrd en los experimen-—
tos control, lo que hace suponer gue se trata de una nuclgopr‘otefna.

Este método ha permitido la obtencidn de un material méas puro
en condiciones mas controladas, que partiendo directamente de la
planta, con la ventaja adicional de eliminar una buena proporcidn
de los pigmentos.

III ) Dela invéstigacién gue se hizo al microscopio electrd—
nico, no se puede concluir que ahi se encuentre una i particula vi-
ral tipica. De los tres tipos encontrados, la Unica que mas se acer_
ca a unvirus, es la que tiene forma de varilla.

En el futuro se seguird el estudio de éste virus para hacer su

caracterizacion bioguimica y morfoldgica.
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