TE5IS CON -
FALLA DE ORIGEN

TESIS CON
FALIA DE ORIGEN

OO =]

) A
—

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

ESTUDIO CITOQUIMICO E INMUNOMICROSCOPIA
ELECTRONICA DEL VIRUS DE LA MANCHA
ANULAR DE LA PAPAYA (PRV).

TRABAJO

QUE PARA OBTENER EL DIPLOMA DE LA

ESPECIALIDAD EN MICROSCOPIA ELECTRONICA
APLICADA A LAS CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:

FAGALTAD B
ROGELIO JAIME FRAGOSO SORIANO 5

““{2" EPe

MEXICO, D. F.

DIY. EST. POSGRADD



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
[E MEIXD

FACULTAD DE CIENCIAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

ESTUDIO CITOQUIMICO E INMUNOMICROS -
COPIA ELECTRONICA DEL VIRUS DE LA
MANCHA ANULAR DE LA PAPAYA (PRV).

TRABAJO

QUE PARA OBTENER EL DIPLOMA DE LA

ESPECIALIDAD EN MICROSCOPIA ELECTRONICA

APLICADA A LAS CIENCIAS BIOLOGICAS

P R E S E N T A
ROGELIO JAIME FRAGOSO SORIANO

DIRECTOR DE TESIS: DR. LUIS FELIPE JIMENEZ GARCIA




A mis padres.

Luciano y Esther.

Que me han apoyado con
su carifio y bondad en todas
mis metas emprendidas.

A mis hermanos.

Sergio, Francisco, Guillermo y Efrain.
Quienes juntos tratamos de
caracterizar el buen ejemplo

en la lucha que nos ofrece la vida.

A mi familia,

Silvia, Ulises y Tania Lizbeth.
Que son el motivo esencial

en todos mis proyectos, para

ellos mi mas sincero sentimiento y
gratitud.



Este trabajo se realizé en la Unidad de Microscopia Electrénica del
Colegio de Postgraduados y en Laboratorio de Microscopia Electronica
de la Facultad de Ciencias de la U.N.A.M. bajo la direccion y asesoria

del Dr. Luis Felipe Jiménez Garcia.



AGRADECIMIENTOS
Quiero expresar mis m4s sinceros agradecimientos al Dr, Luis Felipe Jiménez Garcia por la
direccion y apoyo del presente estudio y la cuidadosa revision del manuserito.
A la Dra. Olga Margarita Echeverria M, por sus comentarios y sugerencias al Presente.
También a la Dra. Lourdes Segura V., Dra. Clara Egquivel H,, Espec. en M.E, Lourdes
Agredano por la revision critica y sugerencias de este trabajo y por formar parte del comigé

de sinodales.

A Ia Biéloga Susana Paniagua por haberme proporcionado la cepa del virus ¥ las semillas
de papaya utilizadas en esta investigacion,

A la Universidad Auténoma de Chapingo por 1as facilidades prestadas en el uso de
invernaderos.

A la Srta. Secretaria Adriana Santoyo del Centro de Botdnica del C.P, por su apoyo y
colaboracion en la realizacion de este trabajo.

A los bidlogos Marcos Jiménez, Rosa Maria Romero por su ayuda desinteresada en la
realizacion del presente trabajo.

A todos, los que de alguna manera me ayudaron y apoyaron en la realizacion del presente
trabajo, mi mis sincero y afectuoso agradecimiento.



INDICE

RESUMEN ...,
INTRODUCCION........ccoeommmrirnieierieenerenieeeenns 3
I. CLASIFICACION ......cccovvimieriinieiiec e 4
IL HISTOLOGIA.......ccoosvvinriienincieierie,
) MeSOlo..........oocovviireriiiicc
b) Sistema Vascular..............cccoevrereniiivennnenn, 5
III. MANCHA ANULAR DEL PAPAYO............ 8
a) Enfermedad ............cooooivviiviii, 8
b) Sintomatologia................ccrvrrrenriiiiierrrnnnnn, 8
IV. VIRUS DE LA MANCHA ANULAR ........
DE LA PAPAYA.......ccooiviriicnceinirceiens 9
a) Caracteristicas ..............coveerrireveceriveireernnns 9
b) Variantes...........ccoovevveiivererieeronese e 10
V. INCLUSIONES...........ccoesvrimmeieriensneenennn,
CITOPLASMATICAS...........ccocvvveirrieninnne 11
) Caracteristicas .............ocververvrverereeieriresiens o 11
b) Tipos de inclusiones............oooveeriverrneniennns 11

VL OBJETIVOS........cooviiiivciicns 13



INDICE

VII. MATERIALES Y METODOS.......... 14
a) Microscopia Electronica................

de Transmision ................... 14

b) Técnica Regresiva EDTA.................... 16

¢) Técnica de Inmunolocalizacion .......... 18
VIIL RESULTADOS .........coovivirerirrennenen,
Y DISCUSION.......ccocovviriniirerriereenne, 20
IX. CONCLUSIONES .........ccoooovvrvvinnne. 22

X.REFERENCIAS...........ccoconvniirnnn, 23



RESUMEN

La enfermedad mancha anular del papayo es causada por un virus (PRV, papaya
risngspot virus) de la familia de los potyvirus de plantas. Causa destruccion y representa un
factor limitante para la produccion de la papaya en varios paises de América, Europa y
Asia, En México, esta enfermedad ha adquirido gran importancia econémica en la costa
del Golfo de México y en la costa del pacifico. La evidencia de este virus en la planta es
caracterizada por la presencia de gran cantidad de proteinas no estructurales que se
aglomeran en el citoplasma, presentando diferentes arreglos en estructuras llamadas
inclusiones; cilindricas, amorfas, e inclusiones citoplismicas o "pinwheel".

Con la finalidad de conocer la composicion molecular de las inclusiones virales y
determinar si éstas contienen ribonucleoproteinas (RNP) se realizaron la técnica regresiva
del EDTA para RNP y la técnica de inmunolocalizacién ultraestructural para localizar
DNA en las inclusiones, Se obtuvieron plintulas de papayo de un mes de crecimiento, que
fueron inoculadas con savia infectada con el PRV.  Se tomaron muestras de hoja con
sintomatologia caracteristica de la enfermedad como clorosis, acortamiento de peciolos y

manchas en tallo. Cada muestra fue procesada para microscopia electrénica de transmision
(MET) de acuerdo a procedimientos convencionales. Otras muestras se incluyeron en LR
White y los cortes de 60 a 90 nm se montaron en rejillas de niquel o de oro. Se trataron con

el anticuerpo contra DNA diluido 1:40 en PBS, Posteriormente se utilizaron anticuerpos



secundarios acoplados con oro coloidal diluido 1:30 de 10 nm de didametro. Se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo.

Con la técnica de EDTA con inclusion en polybed, se observé, 1) que las inclusiones
virales cilindricas, son ligeramente positivas al EDTA y se observa en forma de contraste
grisaceo y 2) que hay filamentos EDTA positivos asociados a las inclusiones.

Estos resultados sugieren la presencia de RNP aparentemente de naturaleza viral asociadas
a las inclusiones. Con la técnica de inmunomicroscopia Anti-DNA, se observé un marcado
asociado con las inclusiones citopldsmicas con una distribucién similar a las RNP
mencionadas anteriormente, Estos resultados sugieren en conjunto que el drea donde se
encuentran las inclusiones citoplasmicas cilindricas en células foliares, es un drea donde

existe la presencia de intermediarios de replicacion del PRV,
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INTRODUCCION

El cultivo de la papaya es uno de los mis importantes y redituables en trépicos y
subtrépicos (Gonzalez 1984, Yeh et al., 1988). Ademds es uno de los mas desarrollados y
con mayor valor econémico en estas zonas, La papaya se cultiva en Hawaii, Malaya,
Burna, Ceylan, India, Sudafrica, Tangailika, Kenia, Filipinas, Malaysia, Cuba, Jamaica,
Puerto Rico, Panama, Trinidad y México (Yeh et al,, 1988),

México es uno de los principales productores de papaya en el mundo, Se produce en los
estados de Baja California, Campeche, Colima, Chiapas, Guerrero, Jalisco, Morelos,
Nayarit, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco, Veracruz y Yucatin. Veracruz
es el estado con mayor produccién (CAECOT, 1979). En un estudio realizado en 1983 en el
campo experimental Cotaxtla (CAECOT, 1983), se menciona que el 80% de la superficie
total se encuentra en los estados de Veracruz, Guerrero y Jalisco. En 1988, La Comision
Nacional de Fruticultura (CONAFRUT) registrd que el 82.3 % de 1a superficie total de

cultivo correspondia a Veracruz, Guerrero y Oaxaca,
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Carica papava L. Es originaria de América Tropical, probablemente del sur de México o
de América Central, sin que se conozca aiin en estado silvestre (Storey 1976., Gonzalez
1984), La papaya es una dicotiledonea que se ubica taxonémicamente en la familia

Caricaceae. Su clasificacion taxonémica segin Cronquist (1988) es la siguiente:

I, Clasificacion:
Divisién: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Orden: Violales
Familia: Caricaceae

Género: Carica

Especie: Carica papaya L.

La planta es un arbusto o drbol, monoico o dioico, con el follaje densamente concentrado
en el dpice. La papaya cultivada presenta frecuentemente una gran variedad de tipos
florales hermafroditas, ademds de las flores femeninas y masculinas tipicas. El fruto es una
baya, amarilla o anaranjada, variablemente ovoide, con semillas elipsoides y numerosas

que presentan sarcotesta mucilaginosa y endotesta morena y arrugada (Moreno, 1980).
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II, Histologia de la Hoja.
Mesdfilo.
El limbo de la hoja de las angiospermas presenta epidermis superior e inferior (adaxial y
abaxial), el mesofilo (tejido fundamental) y el sistema vascular formando los nervios
(Cortés, 1986),

Normalmente la epidermis de la hoja es uniestratificada, en donde se encuentran varios
tipos celulares como células epidérmicas, células oclusivas de los estomas (con sus células
anexas normalmente) y diversos tipos de tricomas. Frecuentemente las células epidérmicas
de 1a hoja no presentan cloroplastos bien desarrollados y no hay entre ellas espacios
intercelulares, a excepcion de las células oclusivas de los estomas, Por ello es muy eficaz la
proteccion que brinda la epidermis contra la pérdida de agua por parte de los tejidos
subyacentes (Cortés 1986).

En la mayoria de las dicotiledoneas se presenta en el mesofilo dos tipos de parénquima
bien diferenciados: el parénquima en empalizada y el parénquima esponjoso.

En el parénquima en empalizada, generalmente en el haz del limbo, las células son
normalmente alargadas, contienen muchos cloroplastos y se disponen regularmente en una
o mds capas. Este parénquima es el mas especializado. Durante la fotosintesis los
cloroplastos se disponen junto a la pared, de manera que van realizando un movimiento
mas o menos circular a lo largo de la misma debido a corrientes citoplasmaticas (ciclosis)

(Cortés 1986).
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El parénquima esponjoso estd constituido por células irregulares, ramificadas, de formas
muy variadas separadas entre Si por grandes espacios intercelulares, los cuales ocupan
mayor volumen en el tejido que las mismas células. Estas células contienen cloroplastos en
menor nimero que las del parénquima en empalizada. La estructura esponjosa o lagunar
del mesdéfilo permite un gran intercambio de gases entre tejido fotosintético y el medio
ambiente, ya que existe una continuidad entre los espacios intercelulares y las cimaras
subestomaticas de los estomas, la superficie de las células del meséfilo se llama por ello
superficie interna de la hoja. Las células que rodean a los haces vasculares de la hoja se
diferencian de las células vecinas del meséfilo debido a que son normalmente mayores,
presentan unos cloroplastos y a veces se observa en ellas almidon; asi mismo, pueden
presentar paredes similares mas engrosadas llamadas vainas de los haces, los cuales pueden
considerarse como una endodermis de la hoja, ya que se observan a veces las bandas de

Caspary tipicas de las células endodérmicas de la raiz (Cortés, 1986).

Sistema vascular.

En la mayoria de las dicotiledoneas existe un nervio medio y una serie de nervios laterales,
formando una red vascular en la cual el didmetro de los nervios va disminuyendo conforme
se ramifican los mismos (nervacion reticulada). Los nervios pueden estar formados por un
solo haz vascular o por un conjunto de haces. Si los haces vasculares son colaterales, se
encuentran generalmente en el xilema en el lado adaxial y el floema en el abaxial. En el
caso de que los haces sean bicolaterales, puede faltar el floema adaxial en los nervios

pequeiios (Cortés 1986).
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En cortes trasversales de los nervios se observan los haces vasculares que los componen,
formando un circulo o semicirculo o bién distribuirse de forma irregular. Cuando el nervio
esta formado por un solo haz vascular, puede el mismo ser de forma circular o de media
luna.

Mientras los nervios mayores en las dicotiledoneas pueden presentar tejidos primarios
secundarios, en los nervios menores se observa inicamente tejido primario. Por otra parte,
mientras que los nervios de mayor tamailo se observan vasos y tubos cribosos, en los
nervios pequeiios no existen vasos. En ellos, los tinicos elementos traqueales son las
traqueidas, con engrosamiento de pared secundaria anulares o helicoidales. En la parte
final de las ramificaciones mds pequeias de los nervios puede haber, como tinicos elementos
del floema, células parenquimidticas. En dicha regién final cuando hay elementos, las
células acompaiantes de los mismos suelen ser de gran tamailo (Cortés, 1986).

Existe una relacion muy estrecha entre el sistema vascular de la hoja y el meséfilo de la
misma, por lo que se observan en este iltimo muy pocos espacios que no presentan nervios.
Al parecer hay una relacion directa entre el desarrollo de los tejidos fotosintéticos de la

hoja y el desarrollo de sus tejidos conductores (Cortés, 1986).
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I11. La enfermedad mancha anular del papayo.

Esta enfermedad es causada por el virus de la mancha anular de la papaya (PRY, papaya
ringspot virus), la cual es destructiva y representa uno de los problemas para realizar
plantaciones a gran escala. De hecho, este virus se ha mencionado como un factor limitante
para la produccion de la papaya en Hawaii, Florida, Caribe, algunos paises de Sud
América, Africa, Australia y el lejano Oriente (Story and Halliwel, 1969; Yeh et al., 1988),

En México, esta enfermedad se presentd en Veracruz en 1964, disemindndose rdapidamente
por todas las zonas papayeras del pais. La presencia del PRV se confirmé por los sintomas
que se presentan al transmitirse por el vector Myzus persicae y por la observacion con
microscopia electrénica (Ochoa y Galindo, 1976).

En 1974, diez aiios después de su aparicion, la enfermedad adquirié importancia
economica en la costa del Golfo de México y un aio antes en la costa del pacifico
(Mosqueda, 1983).

El virus infecta a varias especies de cucurbiticeas; sin embargo, aislamientos de Veracruz
sélo infectaron a Cucumis sativus (Ochoa y Galindo, 1975).

La sintomatologia de esta enfermedad es variable; depende de factores propios de la
planta y del medio ambiente, como son el vigor de la planta, su tamaiio, la temperatura,
cepa del virus, En general, presentan sintomas caracteristicos como la presencia de
manchas clordticas en forma de mosaico en hojas, acortamiento de peciolos, presencia de
manchas de aspecto aceitoso o acuoso de forma alargada en peciolos y tallo principalmente
por la presencia de manchas en forma de anillos concéntricos de color verde o café oscuro

sobre el fruto, lo que le da el nombre a la enfermedad (Fariiias, 1983).




RFS 9

IV. El virus de la mancha anular de la papaya.

El virus de la mancha anular de la papaya o papaya ringspot virus (PRV) es miembro del
grupo de potyvirus de plantas. Es un virus que se presenta como particulas filamentosas
flexibles de dimensiones aproximadas de 780 x 12 nm. Este virus contiene una sola cadena
de RNA (De la Rosa and Lastra, 1983) y un sélo tipo de proteina de la cipside la cual tiene
una masa molecular aparentemente de 36 K (Purcifull y Hiebert, 1979; Gonzalves and
Ishii, 1980) EI PRV induce tanto inclusiones cilindricas "pinwheel" (Purcifull, 1967) como
inclusiones amorfas (Martelli y Russo, 1976) en el citoplasma de las células hospederas.

Las proteinas de Ia cipside, las proteinas de inclusiones cilindricas y las proteinas de las
inclusiones amorfas, corresponden aproximadamente a la mitad de la capacidad maxima de
traduccion del genoma viral.,

Las particulas del virus tienen un $% de nucleoproteinas y 95% de proteinas
aproximadamente (Maramorosch, 1977). El acido nucleico es una sola cadena de RNA que
sedimenta a 39S , parecido a los otros potyvirus. La parte proteica presenta una subunidad
con peso molecular de 3.6 a 3.65 x 10' y 2,6 a 2.7 x 10* daltones respectivamente. Se cree
que las partes mas pequeilas se originan por degradacién proteolitica (Purcifull et al.,
1984). El genéma del PRV publicado, se basa en el analisis de traduccién in vitro y su
similitud con el de tabaco (Yeh and Gonzalves, 1985). A continuacién se muestra el mapa
genético, Los niimeros indican Kilodaltones.

§$+112+ 2 + 40 + 70 + 57 +36+ 3

Inclusién amorfa Inclusion Cilindrica Capside
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A pesar de que los viriones siempre han sido observados en el citoplasma y que podria ser
el lugar de replicacion para la formacién de las particulas virales, Maramorosch (1977)
sugiere que el sitio de replicacion del ARN viral es en o cerca de los cloroplastos.
Previamente, Mayhew and Ford (1974) aportaron evidencias que implican a los
cloroplastos como sitios de sintesis. Ellos consideran mds importante el descubriento de
una especie de RNA resistente a Ribonucleasa pancréatica (rr-RNA) en los cloroplastos de
células de tejido infectado, el cual no fue encontrado en los cloroplastos de células de tejido
sano, esto sugiere que el rr-RNA es de tipo viral,

El PRV tiene tres variantes, que se identifican por el rango de hospederos, Ia
sintomatologia, propiedades y traduccion in vitro y serologia. (Purcifull, et al., 1984 .,
Buchen-Osmod, et al., 1988). La variante tipo P se aislo de papaya. Fue descrita por vez
primera en Hawaii por Linder et al. en 1945 (Jensen, 1949). Infecta a 1S especies de
dicotiledoneas comprendidas dentro de la familia Caricaceae, Cucurbitaceae y
Chenopodiaceae (Purcifull et al., 1984).

La variante tipo W se aislé de Citrillus lunatus y fué descrita por Webb y Scott (1965).
(Citado por Purcifull et al., 1984). Infecta 33 especies comprendidas en 11 géneros de
Cucurbitaceas y 2 especies de Chenopodium : Ch, amaranticolor Ch. guinoa .

La variante tipo T, presenta caracteristicas biologicas semejantes al tipo W pero
serologicamente es diferente, se aislé de Cucurbita pepo y fue descrita por Quiot-Duoine, et

al. (1986).

10
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V. Inclusiones citoplismicas.

Existe 1a evidencia de una asociacién de gran cantidad de proteinas no estructurales tras
la infeccion por potyvirus. Las proteinas se aglomeran en el citoplasma y presentan
diferentes arreglos en estructuras morfolégicas llamadas inclusiones. En papaya, estas se
observan tanto en células de las hojas como en las del fruto subyacente a la mancha en
forma de anillo (Segura y Jiménez, 1992),

Las inclusiones cilindricas o inclusiones citoplismicas o "pinwheel" se han observado en
todos los hospederos infectados por potyvirus. Se ha demostrado que las inclusiones
cilindricas son especificas para el potyvirus de que se trate y su estructura es independiente
de la planta hospedera (Dougherty and Hiebert; 1980). Estas inclusiones pueden ser
aisladas y parcialmente purificadas. En estudios sobre la sintesis in vitro del RNA del virus
de las venas moteadas del tabaco (TEV), se ha demostrado que en el genoma viral existe la
informacion para la codificacion de estas proteinas no estructurales que forman las
inclusiones en células infectadas (Dourgherty and Hiebert, 1980., Mattews, 1982).

Purcifull y Edwardson en 1967 mencionan como un dato importante que las pavticulas del
virus podrian estar asociadas todo el tiempo a los "brazos" de las inclusiones pero
particularmente en las etapas tempranas de infeccién,

En ocasiones, las inclusiones se han encontrado en fuerte asociacion con el reticulo
endoplismico. Sin embargo, no se les ha asociado con las particulas virales. Cerca de estas
se ha observado la presencia de vesiculas de varios tamafios asociadas con el aparato de

Golgi (Kim and Fulton, 1969).

11
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En este trabajo se pretende estudiar el tipo de moléculas virales existentes en las
estructuras citopldsmicas cilindricas o “pinwheel” 'y amorfas, para determinar la
presencia de RNA viral o intermediarios de replicacion en forma de DNA en estas

estructuras,

12
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VI, OBJETIVOS

1)Conocer la composicion molecular de las inclusiones virales por citoquimica
ultraestructural e inmunomicroscopia electrénica,

2)Determinar la presencia de ribonucleoproteinas en las inclusiones cilindricas o
“pinwheel” y amorfas mediante la técnica de EDTA.

3)Determinar el contenido de DNA en estas estructuras mediante técnicas

inmunocitoquimicas.

13
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VII. MATERIALES Y METODOS

Se sembraron semillas de papaya en bolsas de propagacion. Estas se mantuvieron en
condiciones controladas de invernadero, La temperatura minima fue de 12°C y la mixima
de 30°C; Ia humedad relativa fue de 80 %,

Una vez obtenidas las plintulas de papayo, cuya edad era de un mes apréximado de
crecimiento, la plintula contaba con 3 o 4 hojas trilobuladas, se inoculé con savia infectada
con el PRV, Este inoculo se obtuvo de material enfermo proveniente del municipio de
Manlio Fablio Altamirano del ejido del cerro Guzmdn Veracruz, Ver. Elinoculo se llevo a

cabo con carborundun e hisopos conteniendo el estracto de material infectado,

Microscopia Electrénica de Trasmision,

Se tomaron muestras de hoja con sintomatologia caracteristica de la enfermedad como
manchas clordticas en forma de mosaico, acortamiento de peciolos y presencia de manchas
de aspecto aceitoso o acuoso en tallo,

El tamaiio de las muestras, tanto de tejido sano como enfermo fue de 1 mm’
aproximadamente,

Cada muestra fue procesada para microscopia electrénica de transmision (MET) de
acuerdo a procedimientos convencionales, que consisten en fijar el material con
Glutaraldehido al 3 % amortiguado en fosfatos 0.16 Ma pH 7.2 durante 3 horas a 4°C,
seguida de una postfijacion con tetraéxido de osmio al 1 % amortiguado también en

fosfatos, durante 3 horas a 4°C.

14
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Posteriormente se prosiguié con el procesamiento habitual para MET de acuerdo con el
siguiente diagrama;

Fijacion. Glutaraldehido al 3% durante 3 horas a 4°C
v

Enjuague. Fosfatos 0.16 M pH 7.2 tres cambios de 20 min c\u,
v
Postfijacion. Tetroxido de osmio 1% en fosfatos 0.16 M pH 7.2 por 3 hrs.

v

Enjuague. Fosfatos 0,16 pH 7.2 tres cambios de 20 min c\u.
\Z

Deshidratacion en alcoholes graduales 30%, 50%, 60%, 70%,

80%, 90%, 100% (absoluto) de 1S min c\u y dos cambios en absoluto.

2

Oxido de propileno. Dos cambios de 1S min c\u.
v

Preinclusion en Polybed 812 + oxido de propileno 1:1 24 hrs,
\/

Inclusion en polybed a 60°C por 24 hrs,
N7

Corte y contraste.

2

Contraste. Acetato de Uranilo al 5% y citrato de plomo al 0.5%

2

Observacion y microfotografias.

15
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Técnica regresiva del EDTA para ribonucleoproteinas (Bernhard, 1969).
Consiste en contrastar cortes ultrafinos con acetato de uranilo-EDTA-citrato de plomo.
Técnica de inmunolocalizacién ultraestructural para localizar DNA en las inclusiones.
Las muestras se incluyen en LR White y se montan en rejillas de niquel o de oro. Se tratan
con el anticuerpo contra DNA diluido a 1:40 en PBS. Se utiliza el anticuerpo secundario**
acoplado a oro coloidal de 10 nm de didmetro. Se contrastan con acetato de uranilo y
citrato de plomo,
En los siguientes diagramas se presentan los procedimientos realizados para ambas
técnicas,

Técnica regresiva del EDTA para ribonucleoproteinas (Bernhard, 1969).

Fijacién. Glutaraldehido al 3% 3 hrs,
v

Enjuague. Buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.2 tres cambios 20 min. c/u.
Vv

Deshidratacion. Alcohol etilico 30%, 50%, 60%, 70%,

80%, 90%, 1 cambio ¢/u y 100% (absoluto) dos cambios de 15 min. c/u,
v
Oxido de propileno. dos cambios 15 min. ¢/u.

v

Preinclusion, Resina epoxica (Polybed) 812 + Oxido de propileno 1:1 24 hs.
N2
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Inclusion. Resina 100% a 60 °C por 24 hrs,
v
Cortes ultrafinos de 60 a 90 nm en rejillas cobre.

v

Tincion de Bernhard, 1969,

Acetato de uranilo 3 min,

v

Enjuague. Agua desionizada.
v

EDTA 18 min.

v

Enjuague. Agua desionizada,

\Z

Citrato de plomo 2 min.

v
Enjuiigue. Agua desionizada.
v

Observacion al MET.

17
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Técnica para inmunomicroscopia electronica.

Fijacion, Glutaraldehido 3% y Paraformaldehido 4 % durante 3 hrs a 4 °C,
v
Deshidratacion en alcoholes graduales 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 15 min ¢/u y
100%, (absoluto) dos cambios de 15 min ¢/u.
v

Inclusion en LRW
¥

Cortes ultrafinos de 60 a 90 nm puestos
en rejillas de oro cubiertas con formvar,

\

Se colocaron en cimara humeda con PBS.

Vv
Flotacion de rejillas en TBS 20 min, temp. amb.

v

Flotacion en anticuerpo primario diluido en PBS 1:40. Toda la noche. 4 °C

v

Flotacién TBS por 15 min,
Vv

Flotacion de las rejillas en el anticuerpo secundario. ** Dilucion 1:30 1 hr.

2

18
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Flotacién en PBS 10 min.

\Z

Enjuague en agua destilada 3 veces.

\Z

Contraste, Acetato de uranilo 8§ min,

v
Citrato de plomo 2 min.
v

Observacion al MET.

* Anticuerpo primario. Anticuerpo monoclonal en ratén contra DNA mca. Progen.
*» Anticuerpo secundario. Goat anti-mouse (GAM) Anti-ratén hecho en cabra marcado

con oro coloidal de 10 nm de didmetro.

19 Cin
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VIll, RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de la inoculacién se obtuvieron pléntulas infectadas con el PRV

aproximadamente a los 26 dias de inéculo. Las hojas infectadas fueron procesadas para
microscopia eléctronica de trasmision estandard con tetradxido de osmio. Se observaron
inclusiones en forma de rehilete, cilindricas y tubulares que corresponden a estructuras
diagnésticas de la infeccion a nivel de microscopia electronica, (Jensen, 1949).
En cuanto a los resultados con la técnica de EDTA con inclusién en epén, el cual visualiza
los diferentes tipos de particulas ribonucleoproteicas de forma preferencial, se observa en
las inclusiones virales cilindricas clara positividad a EDTA en forma de contraste grisaceo
y de ciertos filamentos asociados a las inclusiones ( Fig. 1 y 2 ) lo cual sugiere la presencia
de ribonucleoproteinas aparentemente de naturaleza viral .

Al realizar cortes ultrafinos en resina LRW ( fijacién con glutaraldehido al 3 % y
paraformaldehido al 4% ) para la técnica de inmunomicroscopia, se obtuvieron cortes poco
compactos, puesto que al contacto con el agua se dispersaba el tejido de la resina y al
observarlos al MET se observan muy rasgados y con poco contraste, por ese motivo se optd

por realizar la técnica con muestras incluidas en epén.
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Posteriormente, con la técnica de inmunomicroscopia Anti-DNA, se observé un marcado
asociado con las inclusiones citopldsmicas con wuna distribucion similar a las
ribonucleoproteinas mencionadas anteriormente ( Fig. 3 y 4 ). De esto se desprende Ia
interpretacion de que exista la presencia de intermediarios de replicacion en esta zona.

Estos resultados sugieren en conjunto que el area donde se encuentran las inclusiones
citoplasmicas cilindricas es una area de replicacién del PRV, Aunque otros autores como
Maramorosch (1977), Mayhew y Ford (1974) sugieren que el sitio de replicacion de ARN
viral es en los cloroplastos,

En estudios realizados sobre la sintesis in vitro del RNA del virus de las venas moteadas
del tabaco (TEV) por Dourgherty y Hiebert en 1980, se demostro que en el genoma viral
existe la informacion para la codificacién de estas proteinas no estructurales que forman las
inclusiones en células infectadas, lo cual sugiere que existe una relacion estrecha del virus
con las inclusiones citoplismicas producidas por el PRV, De hecho, Purcifull y Edwarson en
1967 mencionan que las particulas del virus podrian estar asociados todo el tiempo a los
brazos de las inclusiones en etapas tempranas de infeccion, el cual es un dato importante
para los hallazgos obtenidos en el presente trabajo.

Cabe mencionar que si se obtienen los anticuerpos del PRV se puede continuar esta
investigacion mds alla de lo logrado en el presente, es decir que se determinaria el tipo de
molécula viral en las zonas de las inclusiones y se utilizaria otro tipo de técnicas como

hibridacion " in situ " que nos da mas informacion de la replicacion del PRV.
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FIG. 1 .- RNP en células de mesofilo infectadas con PRV, La cromatina se observa
gris (C) en el nucleo (N). Pared Celular (PC). Cloroplasto (CL) . Las flechas
indican RNP asociadas a las inclusiones virales ( i ). Aprox. 59,000X






FIG 2.- RNP en células de mesofilo infectadas con PRV, Cloroplasto (Cl) y pared
celular (Pc). Las flechas indican RNP asociadas a las inclusiones virales
(i). Aprox. 59,000X.









FIG. 3.- Inmunolocalizacion de DNA en células del mesofilo infectadas con PRV.
La marca es abundante en el nucleo (N) . Se observa marca (flechas )
asociadas con las inclusiones cilindricas (i ). Aprox. 153,000X.






FIG. 4 Inmunolocalizacion de DNA en células del mesofilo infectadas con PRV. Se
observa marca (flechas ) asociada con las inclusiones cilindricas (i, en 4a) o
en forma de rehilete (pw, en 4b). 4a ). Aprox. 90,000X; 4b) Aprox. 107,000X.
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IX. CONCLUSIONES

La replicacion del virus de PRV se asocia con las inclusiones citopldsmicas producidas en
células foliares durante la infeccién del PRV, por lo tanto estos resultados sugieren que la
region citopldsmica, es una zona en donde se lleva a cabo al menos parte de la biogénesis

de este virus.
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