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INTRODUCClON 

El virus del mosaico rugoso del frijol <VMRF) es un 

v1rus ds leguminosa$ pert~neciente al grupo de Los Comov1ru9 

< G~mez, l 982> • Al igual que 1 os vi rLtS de! est~ grupo.. por 

tener su g~noma dividido req~i~re de das par-tí c:ul as 
, , 

r-ibonuc:leoproteic:.as par01. iniciar una infeccion. La c:apsíde 

de ambas es idéntic:a an tamaño~ E'strt..1ch1ra y composi c:ibn pero 

las 
, 

p.;)rt1ct.tlas di f.l.eren en su ccmteni do ácido 

ribonucleico <ARN). Sus transmisores n~tur~les son insectos 

. ,, 
m~sticadores de la familia Chrisomelidae ~unque tamb1en puede 

transmitirse mec~ni~amente CG~mez, 1972>. Las plant~s de 

frijol <Phos~oJus vulgaris L.} pueden reaccionar al VMRF, de 

acu~rdo a su genotipo con tr•s tipos dé respuesta; la 

hipersen sible, c¡L.Le se caracteriza por la 
. . ; 

apar1c1on de 

le~iones necrótic:as en las hojas i~fectadas, la suscapt.ible 

en la cu~l la ~l~nta completa presenta las síntoma5 y la 

resistente en la cual no se d&te~tan sfrrtomas. M3chado 

<1973>, utilizando tre~ l{neas de frijol con diferentes tipos 

d~ re~puesta. determínd que al comportamiento de las plantas 

~nte l~ infección viral estaba gobernado por tres alelos óe 

un gen. Esto$ r-esul ta dos abt"'en l. a posí b i 1 i dad Cl. nuevaii 

investi~aciqn~s que permit~n comprender los mecani5mos 

respon~~bles de las di5tintas respuestas del frijol a la 

).nfeccidn por el v irus. 1 La que ~qu1 se oropon~ consiste en 

el estudio d~ la nah1ra.leza de 1 a res1 !5tenc:i c'.l al VMRF a nfvel 
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de protoplastos~ Los protóplastas presentan venta jas sobre 

la pl~nt~ ~ompl~ta para la observación de las procesos de 

replicac i ón viral, ya que pueden infectarse sincrÓnic~mente y 

segtl i rse el curso de tal 
, 

replicacion b~jo condic:iones 

controladas . L~s primé~as inoculaciones dé protoplastos con 

v iru~ $~llevaron a cabo con el virus del mosai co del tabaco 

CTMV> por Otsuki y Takebe (1969), Cocking y Pojnar (1969> y 

Aoki y T~kebe {1969>. A partir de 2se momento, el uso de 
, , 

protopla~tos desperto el inter~s de muchos investigadores que 

nan contribuido a mejor~r las t~cnicas de aisl~miento, 

inoculac:idn, culti vo, y an~lisis de la repli La~iÓn viral. 

Por otra parte, e n anos recierites se han 

multiplicada los esfuer-.:os para estudiar las bases 

moleculares de la resistenci a y la hiper sensibilidad en 

plantas. Para ello~ mucho~ investtgado~~s han recurrido a 

si s temas in ~titro t.:?.les c::omo pr-otcpli.'.st:os, ya. Que permitem un 

, 
control m~s estricto da las variables externas y facilitan el 

estudio del efecto directo de distintas SU5tancia~ y 
, 

condiciones de c~ecimiento sobre la replieacian viral . 

El objetivo general del presente trabajo e-

Lomparar el comport~miento d~ los protoplastos de un~ 

varied~d ~esi ste~te (RAB-79) y de un~ variedad susceptible 

! Me~ -80 R> d~ frijol ~l ser inoculados con el VMRF. 

E:::'l lo fue neces.?.r10, en primer lugar, optirnizG'.r la técnicCt de 

aislamiento y cultiva de protoplastos; an segundo lug~r, 

norm~li=~r l~ t~cnic~ de i n~ecc1on d~ estos con el virus y, 



~ 

en tercer lugar, seleccionar una tecnica ~decuada para 
/ 

detectar el virus en los p~otoplastos. En la revision d~ 

en detalle, lo~ tres a~p~ctos 

, ~ 

basicos relacionados con esta investigacion. 
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REVIStON DE LITERATURA 

1. El viru~ del mosai~o rug dso del frijol. 

1. 1. Propiedade5 biol~gica$ y f{sico El 

virus del mo~ico rugoso del frijol <VMRF> . es u n virus d@ 

legumi nosas que ataca •l friJcl y est~ ~lasi ficado dentro del 

grupo de los Comovirus (Gáme;:, 1962 > • Fue descrito 
,, 

ini~1almente po~ Gamez <1972> a pa~tir de un aislamiento 

costarricense. El VMRF es tr¿\nsmit.ido por inse~tos 

~ , 
crisomelidos d2 los generes Di~órotica y Ct: ro tD ma 

.1 
mec.:al'\ic.amente, estando su rango de hO$pederos limitado~ las 

t ~gr..tmincsas 
, 

\Game.:., 197':.) . Se ~mp l i a.m~m t. E? 

distribuido en el contin~nte americano~ 

Las j:)urificei;;ior.e·~ del VMRF en gradientes dE! 

suerosa muestran 1~ presencia de tres bandas. la si..1peri cr 

correspond~ a c~psid~s v~c!~s mientras que la intermedia y la 

infer-ior contiene p.?.l""tÍculas ribonuc:leoproteicas c:on 26 y 367. 

de ARN resp~ctivamente. L~s p~rtlculas vir~les ti~i&n un 

di;met~o de aproximadamente 29 nm y su punto de inacttvaciÓn 

, , o , 
termie~ esta ~ntre ó5 y 70 C <Gamez, 1982>. Al i ~\.l~l qLu:i e l 

r~5to de lds Comovirus, el VMRF reQuiere de las dos 

i ni e: i ar 

F.,Espinoza,A.N., Fuentes,A.L y 

p1..\bl icados>. Los 
, 

analisis de 

/ 

in.f!:!ccion 

I 
Lean. P. 

<Ramfrez, 

datos na 

l .;\9 proteÍn.<\s por 
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electroforesis en geles de •crilamida, bajo condiciones 

muestran l~ 

presencid de tre$ bandos. La b~nda de migración lenta tiene 

un peso mole~ular de 41 . 000 y las dos de • ' ¡f m1grac1on rápida 

correspontfen a 23. 000 y 21. ooo. Al parecer, la banda de 

23&000 regenera l.;:1. de 21.000 al ser sometida al tratamiento 

con µroteas.a.s. F·or otra par-te. i'l tratar las p1..1rificaciones 

de los .{cides nucleic:os con ribonucleasa pancre.:{tica. estag 

desarrollan una hipercromi c:i dad ul travi el eta~ lo qu-e i i1d i ca 

" que se tr.ata de dos mol ecl1l as de ARN. 

" molec:ulas en gelQS de agarosa can formaldeh(do-for-mamida,. 

aparecen dos bandas con pesos mol ec1~tl a.res de 2.1 y 1, 4 X 106. 

Al igual que el virus del mosaico del caupi lCPMV>. prototipo 

de los Comovirus, las dos ARN ti ~nen un peptido ligado 

coval ent.emente a ~1..1 et{ tremo 5• CR'°'m{rez , P.; Espino~ a. A .M. y 

León~ P •• datos na publicados). 

1.2 Recpuestas de distintas variedades de +rijol a 
, , 

la tnfer::cion con el VMRF: En lF-1 pr:ime-ra desc.r-'ipcion d~¡ VMRF 

,. 
hecha por Gamez (!97~)~ el autor señala q~e dentro de un 

amplio grúpo de V~ri~dades d~ frijol inoculadas me~~nicamente 

se dan tres tipos d~ respuest~ a la i rdecciÓn: la 

en la cual no se la 

tüper-sensible, que ~e carac:tei-i=a por la ap;;lricic5"n de 

F 

l e sione~ necroticas locali~adas en 1~5 hojas ínfe~tad~s, y la 

susceptible en l~ cual ap•r~~en s(ntoma5 como mosaico severo~ 
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1 

abultamie~to y malf ormaclon de las h ojas . Co~ base e n estos 
, 

datas, Mach~do <1973) llevo a cabo un estudio para det~rmi nar 
,, , 

el p~tron de here nc:i<3. de l~s di stint.as reo;;n1..1estüs. Utilizo 

tr~s l(neas pu~as de frijol: RH- 3 <sensible); NH-3 

Ch1persensible> y NH-1 2 (resistente) . Haciendo cruce-$ de las 

distinta5 líneas . dete~minÓ qus la her~ncia de las reacciones 

al virt..ts Ei! S mooogénica y está determinada por tres alelos . 

El alelo que confiere la resistencia e~ dominant@ sobr~ el 

hiper5ensible y e l sehsible. E l alf..tlo la 

hipersen$ibilidad es dom inante sobre el sensible y este 
F , 

ultimo conduce a la re~ccion sen$ible cuando la planta es 

homo;;: i gota. 

z. Aisl~miento d~ l os protoplastos 

" 2 .1. Seleccí on del ma terial vegetal: Las condiciones 

' fisiologicas del t~jido influyen en la est~bilidAd de los 

" protcplastos y 2n su ~apacid~d pdr a sostener la replitacion 

viral ( Takebe ert al . 1968). Los protopl astos l.1t i \ i:: ~dos en 
, 

el estudio del~ replic~cian viral se obtienen ca5i en su 

/' 
total idad del mssofilo de las hojas. F·or lo ger-ieral se 

, 
r~~omienda la utilizacion de l~s primera s Moja• de plantas 

crue han crecido en condit: i cnes con trol .!ldas. De estas se ha 

vist o que son cruciales la intensidad de la luz y la hum~dad 

r elativa CSander y Mertes . 1~84) . Pue5to que las pl~nt~s que 

.r 
crecen en el c~mpo y aun aquellas de invernadero estan 

sometidas a .fh.1c:tL1aciones ambientales di arias y estac: ionales, 
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~ 

es recam~nd~ble utili~ar ~am~ras de t:r'C'H:imi ento. Otr~ 

al tern~ti va \:llle se ha pl a.nteado pcu· ~ obviar estos problemas 

es la prsp~r~cidn de protoplasto~ a part1r de suspensiones 

celular~s CMUhlbach, 1983>. Sin embargo~ no fue sino hasta 

1981 que Nagata ét al. ( 1981) logr~ron producir- protaplastos 

a pci.rti r de sllspenc;i on~s, a la ve4: que Le~ney y t1ur.nl~ i shi 

<1981> logr~ron producir los prolóplastos e tnfectarlos ~ ~" 

virus . A pesar de ~stos av~nces, en gener~l se sigue 
, 

utilíz~ndo protopl~stcs del mesoii~o ~ar~ los estudios de 
, 

repl i cac.ipn viral pues te que en l c:i. 5 suspensiones cel ul ar1¡u1 1"" 

v~r-ia.bilidad genética es .muy gr~nde. 

2 .. z~ f'l'"eparaci dn y di ges ti Ón del fT\~teri al con en;! í mcr,$ 

pr-oteolÍ.ticas: Las primeras prep~racíones de protoplasto~ 

utili~~ndo enzimas proteolÍti~~~ fueron de$~rrollad~s pcr 

T~kebe ~t al (1969) y por Power y Cocking <t969) .. Ambo~ 

grupos coinciden en la importancia de trabajar c:<>n materiBl 

pr~viamente esterilizado~ Para ello utilizaron detergentes 

sLtaves, etanol y varios lavado~ con tii'gua bidest.i la.da estéril • 

Las operaciones las llevaron d cabo en una 
.. 

c:am.ara de ilLtjo 

laminar hori ~ontal y con los cuidados necesarios par~ no 
, 

p~rmitir la contaminacion. La diferencia en los 
, 

metodos da 
I 

produccion de protopl~stos entre estos dos grupos rad!cÓ en 

el proceso d~ díg~stibn. " El metodo de Tak~be et al. 0 968~. 

se desa~rolla en dos etap~s; la prim~~a con5iste en la 

~ 

incubacion del tejido foliar en pe~tinas& pa~a oiso~1ar las 



paga 

c:~lulas y la segunda, en la 
. , 
inc:ubec:ion de las " celulas 

, 
disociadas en celul~sa para removerles la p~red. El metodo de 

Power y Cocking <1969) en réal i dad ~ una 

simplific:..:1.da, puesto que el tejido se somete a la digestión 

. ~ 
s1multan~a por la pectinasa y la celul~sa. 

De estos dos métodos b.{sicos han sido modif icaoos; 

distintos ~spectcs incLuyendo la osmolaridad~ el pH, la 

~omposiciÓn d~l medi o de aisl4miento, 1a conc:entracio"n de las 

. , 
tr "'tatni ~nto 

.. 
~n=im.as y la dUl"atc1on del enzimatico. Estas 

~ 

adapte1c i cines per-mi ten hoy en día el a.isl5.míento de 

protop 1 astos de un~ c:\mpl i a 9a11\a de variedades vegetal es. Sin 

embargo~ deb& se~al~~~~ que a p~sar de la eMistencia de 

i 
muchos metodos astablectdos, cuando s~ inicia el eraba.jo con 

tina liL.teve. ?.specie o variedad de pl.:i.nta._ debe hacerse u na 

aval Llácío'n c:r{t i c:a de los pa.ra~E?tro!3 de aislamiemto. 

3. 
I 

lnoc::ul ".:\c:i on de los pt"'otoplastos 

3.1. Princip~l~s métodos de infecc16n: 

con virus 

" La infeccion 

in Yi vo de los protoplastos por virug de plantas depende de 

dos procesos f und~m~ntales1 

Sl..lficiente de part {c;ul.as vir-ale~ e;\l E?x terior de l~ ~el'tlllrar.a 

plasm~t ic~ y luego $~ entrada a las protopl~stos <Muhlb<?.Chs 

1983 ). 
I' 

El procedimi ento b~si~o a p~rtir del c~~l ~e han 
,, 

hecho trabajos relacionados con la infeccion de protoplasl os 

c on virus dG p lantas fue desarrollado por Takebe y Otsuki 
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ct969) . Ellos in.f~ct8ron ~m 90f. protopl.astos d~ tabaco t:on 

el TMV mezcl:ndolo con poli-~-ornitina C?LO> y maoitol en 

tampÓn citrato. La utiliz~ciÓn de Ja PLO, 
,, 

un pol ic:4'1tion 

m~c~omolecul~r, se ha report~do por la mayor p~rte de 

investigador~s como ~ecesario para mejorar l~ infec~iÓn v iral 

de los protop lasto$ (Sa>.nder 'l Mertes, 1984) • 

m2canismos ~xdctos por loz cu~Jes los policaticnes estimulan 

I 
la infeccion vir~l no s~ conocen, sQ han propuesto varias 

aRplicaciones. El efecto principal de la PLO al parecer s 

basa en·el hecho de que forma c omplej as con las I pa.rt.ir:ulas 

virales c:arg~das negativamente. Puesto que 1~ swper.ficie de 

los pr-otoplastos posee una c::arga neg.ati v~ a pH / 

acido, la 

,. . I 
Tormac~on d9 c:omp1e jos de viralE:is c:on los 

polic.;ttiones, q1..1e n€:;1..1tralizan 1.as car-gas n!?gativas dP. los 

; 

v1rus ~ facllita la adscrcion de los egr~gados a la superficie 

celular . En el caso de virus multip01rtita1S, estos ~gr.s1J4dos 

favorecen una infecciÓh e_fecti va, puesto como 
,, 

concecuencia de la agregacion , un virus rnultipa~tita $e 

convierte en una sola part{cula, Qumentad o la probabilidad d~ 

infecci6n <Watts y King, 1984). 
; 

Por otra parte, aun en los 

ca~os en que l~s partículas virales na ~stán cargadas 

n~gativament~ a pH acÍ d ico, la PLO tiene un efecto positivo 

sobre la infecci~n <Sander y MQrtes , 1984). eur-guess e-t al 

(1973) sugi~ren que este efectn se deb~ a lesíon~s en 1~ 

't · m~mb~ <.na plasma ica , c~usadas po~ la PLO, 

pF:?nt?traciÓn del vi rL\s al pr-otopl asto. 

que permiten l~ 

~ 

Otra explicacict'l 
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posible es qL1~ la PLO promueve l a. pino"Citosis de las 

C~cking y PoJnar C1969>f obs~r-v~rcn 
/ 

partl.CU1i.\S 

de TMV adheridas a 1<1. memllr-~na plasmÍtica" así como otras 

canteni d~a er¡ ves{ e.u 1 as. 
, 

Sin ~mbargo, asta hipote$i~ no es 

muy aceptada ya que en muchos sistemas de p~otoplastos l~ 

inoculación se ll.i!!va a c.:i.bo a o0 e ~ temper·atura a l.a cual un 

pro~e~o ~orno l~ pinocitosís~ 4::JUe requiere 
, 

enerQl. a~ no 

ll~va ~ cábo <S~nder y Merteti~ 1984) . 

Otro pro~edimiento para inocular ~~otopla~tos fue 21 

des~~roll~do por Cas~ells y Barlass <1978> quienes utilizaron 

./ 

poliatilanglico1 1 un agente q ue prom1..teve la ft.\sion celL\lar. 

El los l ogr' aran i noc:ul dr- un 60% de pr ntap las tos de me~Óf i1 o de 

tomate c:on TMV uti liz;:tndo entre u n 1.3 y 7.Sf. PEG. Los 

mecaniEmos por lo~ c u ales el PEG esti.mula 
,, 

la. i nfecci on 

tampoco se conoc"'-'n e~:actamtilnte ~wnque se pl"'"opone qLLe durante 

/ •' 
la fusion de las celulas ~~ produce daño en las membranas~ 

lo que facilit~ la entr~da oel virus <Maule et al . ~ 1990) . 

3.2. Fac:tcr-e-s que influyen en la 
.; 

inieccion de l.as 

protopl.astos ce>n vi rüs: 

Compo~íciÓn del tampó"n d~ 1noculaciÓn y pHl El 

método establecido para l a 
. /' 

ino~v.lacion d e les 

pratoplastas por Tak~be y Ots._1ki <1969) utili-=.a.ba 

citr~to. Sin ~mbar90~ este ha s~da ~ustituido por fosf~tos, 

,,. 
pue~tc que se encontro que era el de 

muc:hos si i:::t.emas vi r1.1s-protopl astos CK'..\bo et ~t. , 1 (f76¡ 

Motoyoshi y Osht m•1~ 1975; Bei l!i!r- y Bruen:i n~ t 1976> • 
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~l. (1976> e~plican a que este efecto podría deberse a la 

difer~ncia en el tama~o de los complejos de virus que ~e 
,, 

forman en unQ y otro caso, ya que ~an el tampon fosfato los 
, 

cou1pl ej.c>s al p~r-ecer- son mas gr andes. Este sin emb~rgo e-s 

. , 
una mera especula~1on, ya que las pruebas generalmente se 

, 
hacén empíricamente h~sta lograr" el má.~imo de infe~cion. 

Por' otra parte~ también ~l pH del 
, 

tampon de 

i noc.ul ac i ó'n i nf 1 uye s obre 1 os ni.yel e5 de i tlf ecc i Ón, debido al 

efecto que tiene sobre la carga de los protoplastoa y del 

virus. Pe1ra la mayor par"te de sistemas viru5-protopla$-tos se 

han utilizado valores d2 pH alrededor de 5,0 (T~kebe, 1977). 

- ; Sin embargo. al prepar~r el ~noculo en otros tampones como 
, 

Tr is-~laruro~ se ha utilizado pH basico con buenos niveles de 

iniec:~idn, probablemente debido a ql.u? la carg~ neta ~e los 

vir~s es di~erent~ (Sandgr y Mertes, 1984). 

Osmolalidad: Ol.:.uno y Furusawa (1978) estudiaron 

el efecto de un choque osm&tico durante l~ 
~ 

i11oc:ulacion y 

concluyeron que un cambio de 0.5 a 0.7 M ~umentab~ la 

la osrnQlalidad la reducía. 
, 

/ 
disminucion en 

Los ~utore;; proponen que debido a 

l~ plasmolisis de lo~ prot~plastos con el aumento en la 

píl'15ió'n osmÓtic~ del medio, la estructura y pr-opiedadss de la 

/ 
m~mbrana su+ren cambios Que f~vorecen 1~ adsorcion y entrada 

de.1 virus. Sin embargo~ los mi"Dmo9 autores reconocen que el 
, 

:hoque o!:.mot1 c:o no si empt"f:~ l"'E!Sul ta conveniente para llevar a 
, 

cabo la in-fec.:cion, ya que P'-'ede tr.?.er otros efecto!D que 



pag12 
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inclugo p~eden ser letales para las celulas. 

3 . 2. 3 .. Concentra.<:i o'n dQ protop l l\stos y óel i nÓcul <:H 

Las concentraciones de protoplastas adecuadas para llevar a 

~Coutt.~ y 

Cocking 1 197~> hasta 1 X 10~ céllml CSander y Me~tes~ 1984>. 

E~ta~ variaciones dependen d~ los tampones ut i li~adcs, det 

/ 
uso de PLO , otros policationes o PEG 11 y de la c:oMcentrac;ion 

del virus. Mayo C1978> h~ discutido las dlstint~~ r~laciones 

d e 
,, 

concentr-acion de pol iccttionEls a 
, 

numero d e protcplastos, 
, I 

Cu1'1.ndo í n-f ec;;c; i Ón ~~gun .el tipo de tampon Ltt i l i z~do . la se 
, 

l leva a i;;;~bo con f'.'L.O. el ~L1mento de la e or"'lce" trac i on del 

inJc:ulo rt~sul t..a en un aumento en la ~ficiencia de l a 
, , , 

infeccíon. La conc9f'ltracion optimA de virus es de 1 ug/ml~ y 

l~ efici~ncia no mejo~a 
, 

despu~s esta f'ÍVCl aunque se 

aLttnt:?nte la cantidad de vi arus, p~obablemente porq12e se 

rec:Lteri r-ii~n mayores cantidades dt:? PLO, lo c:Llc?.l resulte'\ l~tal 

~ , 
p~r~ l~s celul as. Ad&mas d~ e~tos ~actores, 

m~nos estudiados, entre el los ,. la edad d e 1 a planta 

util i z~da para prodt.tci r 1 os protopl as tos. Jo~hi et C\l 

<1983) , observaron que el poreent"'l.i~ pr<::>tnp l <:<.st:os 

in~ectados y e l n i vel de producción de Yirus va ri¿ba segú'n l~ 

edad de l a planta . 
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3.3. Cultivo de los protoplastos i nfectadas: Debido tl 

que lo~ p rotople?.stos del rnesó'filo fijan co2 a 
,; 

traves de l a 

fato~{ ntesi s . no se requiere UJ"I medi t> ~on Ltn~ f uente de 

; ~ 

en~rg1a p~r a ta prod~ccian de viru~ CNishimura y Akazawa, 

197!",i} • E'. l medi a 
;' 

mas utili:=adt:J p a ra el cultivo de 

protopl~stos i nf~c~ajo~ contiene manitol C Q mo e~t~bil~~ador 

, , 
os~oticot varias ~ales inorganie~a y un re~ulador del 

.., 
crecimiGnto, pero no tien2 ningun c4rhohidrato metaboli~able 

les regul adores del crecimiento tn ~luyen 

sobr-e la r~¡.¡lir;;ac:ió'n viral-. y debe probarse su efecto sobre 

c ~da ~istema. <Sander y Mertes, 1984>. 

Ot~o fsctor irnp or t ~nte Fara el culti vo d~ protoplastos 

in+ectadQs ~~ ld luz. En el ceso d e protoplastc~ del 

J .C. . l b "' , mesOTl o, aunque so rev i ven por mas tiempo en la oscuridad, 
/ 

gene~almente se culti van bajo ilumtnacion de 2000-3000 lux, 
/ 

pu~sto que en estas condiciono~ la producelon de vi~us es 

mu~no mayor <Tak~be et al., 1968), e incluso en a l g l\nos C<il'50s 

la luz es e=encial pe.ra 1~ r~pl i cat;iÓn vi ral \Alblas y t<ol, 

1977) . 

4. Mt{todos de dete!:t:io~n de l a replicac:iá'n vir~l eri los 

prctopl~stos inoc ulados 

4. 1 . f.H. oen!5ay o : ~ste método es el Lfnico medi~nt~ el 

se detecta 

<Muh lbach . 1~83> . 

/ 

p~oducc;:ion d e 
/ 

par- t l cu las i n 'f ec:ti vaa 

Se toman alic:uotas de 14 
- ,. 

suspens~on de 



pag14 

, / 
protoplastos a distintos tiempos de~pues de la. inoc:ul~cion, 

. ,, t / d t l i homo9en1z~r¡dolos en un ampon ~decua o par'°' e~ raer e v rus . . 
La infe~tividad de las muestras se prueba inoculando plantas 

/ 

indicadora5 que respond~n con la formacicn de lesiones 

~ 

local~s. lo cual permite una determinacion cuantitati v a d~ la 

infectividcl.d. 

4.2. Métodos s~rolÓgicos par3 1a 
,, 

deteci:: ion de l el 

replic~cibn virali 

4. 2. 1 .. 
/ 

Tincion con ~nti cue~po~ f Luorescentes : El 

método roás común para det:~rmi na,.. l~ e anti dad de protop lastos 

,,; 
infectados es la tinc1;on de les antígeno-;; viralE?s ¿ic1,.Ullt1lados 

en \os protoplastos utili~ando anticu~rpos conjug8dcs con 

isotiocianato de fluoresce{na CFlTC) <Otsuki y T~kebe, 1969>. 

' Este m~todo presenta problemas en algunos casos debido d la 

fluorescencia inespecÍfica de los protap1astos sanos. Par:i. 

superar este problema, Chiu y Tien <1982J, report~ro~ el uso 

de la técnica de ir.mwnoperoxidasa Glle no pres~ntd. tant~ 

!ner;pec íficidad. 

4.2 .. 2. E!LISA nP-cnic.a de ensayo inmur.oadsorbent.a 1:.on 

enzima ligada)~ Esta técnica -fue desarrollada p<ara virus da 

plant~s por CI~rk y Adam~ (1977>. Las plsca~ de micrntftulo 

3e recubren con anticuerpos contra el virus y luego se agrega 

'31 Ícuot.as d~ 1 a~ mL1estraSJ que qi..tieren e;\ aminarse. Las placas 

se incuban y luego se lavan. El sigul~nte paso es el de 

agr~gar anticu&rpos conjugados con una en~ ima y luego agregar-

el sustrato para esa enzim~. 
, 

La rea~cíon ~nzima-sustrQto da 
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como l"""$tJl tado un vi raje en el c:ol or , qLt~ en el caso de la 

fosfat~sa alcalina es puede medirse 

fotome"tr-icamente a 405 nm. 
,,. 

4.3. Ma-todos moleculares: la 
. / 

det.scr::ion de 

i nter-med i arios de la repl i caeió'n vi ra.l pL\ede hacers~ también 

con sondas adecuadas . marcadas c:on i5Ótopos. Par.:\ los virus 

ARN positivo , que son 1.a mayoría en planta~, de 
,, 

1nol écul e.s de sentido negativo '!:'ion una bUt;?na i ndi caci on de l <il 

I' . 

replicac:ion viral . E:;..to p1..lede ef'i!ctL1arse marcando in vitro 

1 " , moleculas de polaridad positiva y usandol~s en hibridacicn 

molecular detectar presencia. 

complementa~ias, d~ polaridad negativa. 

de 
,,,, 

molec:ula'5 
~ 

tambien 

utilizarse secuencias ~lanada~, con pr-ocedimientos que 

permiten detectar picomoles de la5 formas replicatívas <Sela 

et al.,. 1984). 

I' 

4.4. Otros ~etodos; 

4. 4. 1 • 
/ / r 

Determin~~ion por microscopia electronicai La 

c.:onci?ntl""'ac:ic:Ín d~ p~rt(culas virales en un homogeniz.ado de 

protcp lastos i nf eci:ados se puede det~rrni ri,ar rne-z el ando las 

muestra~ con una 
/ 

conc:entrac:ion conocida de de 

l~tex <Coutts y Cocking, 1972) a Tomando muestras de un 

volumen 1;onocido, -=;e observan bajo el microscopio elP.ctr-Óni~o 

y se ustima C?l riÚmero cho> part{c:ul.1u~ virales en relación con 

I / , 
el numero de part1C'.Utas de latex. 

4.4.2. Prueba con gradiente de suerosa: Hotoyosh i et 

al • (i973> desarrollaron este método que consiste 
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~om~genizar y clarifi~ar la muestra de protoplastos y luego 

mont~r las a l {cuotas sobr~ un g~adiente de suerosa de 10 a 

40'l.. La c<\ntl.dad de virus obtenldo se determína 

I . ' fotomstr· 1 e amente comparandol a con muestr-.:.~ de vt rus de 

,1 

concentr~cion conocida, 

5. Investigac i ón de los m~canismos de 

vi~al en los protoplastos: 

Una ve~ sobrepasadas la dif1eultades 

_, 
la replicacion 

,, 
tec~icas de la 

produci::ió'n de protoplastos, estos permiten llevar a. cabo 

/ 
est udio"':. s obr-e los mec:iani$mos de l a. replicacíon de los virus 

bajo condiciones controlad~& . Los primeros t~~bajcs de ~sta 

Cnclole fueron hechos utilizando p r atoplasto$ de 
,1 

mescfi1o de 

tabaco y vi~us del mo-s.aic:o cfel t.abacQ CTM'n; lnic;ialmente !De 

,1 

reporto la curva de incremento vi~al y se idéntiflcaron ARN y 

prote{nas virales pr~duc1dos en los protoplastos CAoki y 

Takebe, 1969¡ Cocking y Pojnar, 1969; Ot suki y Takebe, 19b9>. 

A estos trabajo~ l~ han Seguido ~u~hos de la misma Índole, 

con virus de distintos grupos, por ejemplo con el vi rus del 

cascabelea del. tabaco <TRV>, el virus del 
,, 

moteado clorotico 

/ 
del c.:u .. 1p1 {CCMV> el <CPMV) y el virus del mos,stico del pepino 

<CMV>. Todos estos trabajos fueron revi~ados por Tak~be , 1977 

y MLlh lbach, 1982. 

Un ejemplo del tr~bajo que se ha logrado llevar a 

cQbo para elucid~r los e ventos moleculares que ocurren 

" durante la r~plicacion vi ral util izando protoplastos ea con 
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el CCPMV> . El CPMV tiene un Qenom.a dividido compuesto de das 

I 
móleculas de ARN de hebra simple que ~~ encap~¡dan por 

separado en dos p~rt{culas icosahédricas. Goldoach et- al 

(1990> estud i 8ron la replicaci6n de cada uno de lo5 ARN por 

I 
separado en protoplastas de caup1. Encontraron que el ARN 

del componente inferior <ARN-0> , p1.,1ede replicar-se 

independientemente del ARN del c:omponente intermedia <ARN-M>; 

lo5 protoplastos inoculados con ARÑ-S produJeron mas ARN-9, 

~l ARN-M no se 

replic¿ indep~ndientemente y s¿lo ~e produjo al inocular los 

prctoplasto~ con ambos componentes. Las protop 1 ast:oi; 

,/ 
infectados con las part~culas B y M por separado permitieron 

analizar las prot~fnas producidas en cada uno de los c~$OS. 

De e~tos estt.lCHos~ Goldbach et al, <1982> y Reze1mari et al. 

(1980), pudieron inferir que ~l ARN-B codi fic~ las funciones 

tempr-;mas en el c:i el o de rep l i caci Ón del CF'MV, rni entr.as que 

el ARN-N codifica funciones tard{as> principalmente la 

5Íntesis de las proteínas de la cápside. 

Otros estudios sobre 
,, 

la replicaclan vir~l liPl't 

protopla5tos han permitido ~omparar el c:ompo~tdmiento del 
, 

virus E?t'I celulas proveníent:es de plantas resist~nteg y 

sus~eptibles. Boulton et al <1981>, lograron saguir el cur~~ 

de l~ infección del CMV utilizando dos cultivares, una 

susceptible y otro resistente. Sus estudios demostraron que 

oo h•b{a diTeranciaa en l~ c~rga de la superit~ie d~ los 

prot;oplasto~ de los dos cultivar-es 1 ni en ~u habilidad para 



pagl8 

absorber el virus. Estas observaciones~ Junto con la 

demostración de que la resistencia s~ mantuvo aun después de 

la inoculaci6n con el A~NF llevo"' .-;i.. los a.1..ttor-es a sugerir que 

/ 

la resistencia opera en un punto del ciclo de replicacion 
, 

posterior a la dec~psid~ciqn. Bruening et ~l. ( 197'9> por 

otra parte,. c:omp.ar.:1.ron el r.::omportamiento de los protopla.~tos 

t 
, .; 

de 65 ln~as dé caup1 y encontraron que Úri i c:~ment e una de 

ellas mantenía su resistencia al ser- inoc:ulada con el CPMV. 

Hast4'\ el momento, no hciy ninguna investi9ac;idn qL1e haya 

permitido elucidar por entere un mecanismo de re$istencia~ 
,, 

por lo que m~s ~d~lante se plantearan las di~tintas 

posibilidades par~ expli~ar est~ comportamiento. 

6. Mecanismos de control de la ihfe~~idn viral en 

planta$. 

Las respuestas de las plantas a las infecciones 

se han clasificado en tres tipos, según l~ sintomatolog(a que 

~ ~ 

s~ genera despues de la inocul~cion. En la respuesta llamada 

sensible, se observQn síntomas <que depeMden d~l virus y el 

hospedera> en toda la planta; la respuesta hipersensible ~e 

manifiesta con la ~paríciÓn de lesiQn&s locales <clorÓtic~s o 
/ 

necroticas) en las hoJ~s inoculadas y en la respuesta 

resistente no Aparecen Este c oncepto de 

resistencia, basado ~n la ausencia de s{ntoma9, ha sido 

ampliado debido a los resulta.dos de mi,.ic:has investigaciones en 

!l.ños n~c~ entes 0'1atthews, 1981 >. Se ha encentra.do que 
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muchos ca~os~ a pesar de no pres~nt~r síntomass puede 

detectarse un incremento de antígeno viral en 1as pl~nt~s 

inoculadas. Generalmente en estos casos el virus se replica 

en un n0mero re$tringido de c~lulas, d~ manera similar a le 

que ocu~r~ en la r~accio'n hiper5ensible 1 sin embargo no se 

produce l.tna. lesió'n visible ni se disemina la infección 

<Sul tzinski y Z~itlin, 1982) . 

Los mecanismos que gen~ran tanto la rQsistencia come 

l~ hipersensibilidad no se conocen claramente , 

6?Sta'5 re~puestas pueden atr i bui t"5e a varios fenómenos que se 

presentan a distintos niveles . En primer lugar, debe tQm.!rse 

en cuenta que la 
,, 

mayor1a los virus de planta5 se 

tr~nsmiten por medio de un insecto vector <Matthews, 19.81). 

Estos insectos mantienen una rela~iÓn estrecha con especies 

particulares de plantas, lo que representa llna barrera para 

QLte las virus puedr.n infectar otras e"'7>p~cies n o vi$it.ad~;; por 

el insecto . Además~ exist~n barreras físicas a nivel de la 

epidermis, tales como pelos y tricomas, o bi~n el simpl~ 

hecho de poseer una e~idermis muy grLH~sa, que no permiten le\ 

/ 
transmision del virus por el insecto. Dsbido a la naturaleza 

I ~ 

de la pre~ente invest1gacion, no s~ entrara a discutir los 
,, 

fenomenos ~nteriormP.nte s~nalado~. 
, ,, 

Se har'a un a11al i sís de 

los trabajc5 que se han llevado a cabo para explicar las 

po~ibles causas de la resistencia y/o la hipQrsensíbilid3d 

desde el punto de vista de lo que podría ocur~ir a nivel de 
,, 

l~ p"'red celular, de la int~rcomunicac:\on ceh.1lar y del 
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protoplaüto. 

b.1. Resistenci~ a nivel de la par~d celular: Sander y 

Mertes (1~84> seRalan qu~ la resistencta puede deber~e a 
, 

impedimentos mecanices Que presentA la pl~nta. La por-a d 

celular, al igual qu.e otre.s estruc:tu.-as d e la planta, 

. ; 
c:on5t1tuye una b¿\rrer<il. para etgentes pa.togenos, i ncl uyen do los 

vi,...us. Recientemente. Albe,-sheim y D.arYi 11 < 1985} 

prepusieron un modelo en el cual· les compdn~ntas de l~ matr i z 

de la ~ared celular tienen un papel activo en e l con trol de 

~iQrtas funcione~ tales ~amo el cr~cimiento, des~rrollo, 

, 
reproduccion y la defensa contra enfermedades. Lo~ autor~s 

l l e varon a cabo un estudio con las paredes c:~l 1..tl a r es 

primarias que consisten d~ un. 901. de polisac:.ir-idos y lO'X de 

Mediante el wso de v arias an~ imas log r" a rcn 

l i bera~ y a nalizar palisac~ridos espec {ficos d e la ~atriz . 

Enc:ont.rar"on que 1 a compl ej ii:tad de est.t's mol éc:ul as era mw::ho 

"" . ,,, 
m~yor de l o que esperaban y de all1 surgao la pregunta d el 

po~ qu~ e~iste esta c ompleJidad en lo~ / . 
poli sac:ar1do~ de la 

m<ltr i ::! 1 que apa,-entemenb:! t i. enen muc:;ho mas informacicin d@ l a 

que se requi~re para mantener la / " d r""l g L a l a 

planta . Utili~ando un hongo que ataca el lri j ol de soya, 

Albersh~i m y Dar vill encontraron qu~ l~s plantas raconoc~n la 

presencia dá un oligosacárido libe~~da de la pared del hongo 

y qu~ est~ molecula estimula la 
./ 

produce.ion 

c~tali2an la s{ntesís de antibióticos en 

d e enzimas qua 

plantas. Al 



1 
. I' . 

po 15acarldo, encontraron que se 
, 

requer1a 
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gramos de la fOt'"Jna activa Clla.mada oligosacarina> para 

~ctiv~r l~ síntesis de los ARN mensajeros a parti~ del ADN de 

los genes de las 8n~imaG qua c~tali~an la síntesis de 

antit:li Óticos~ .. 
MC\s ~-del~nté encontraron qua ~l"'l et c::aso de la11 

bacterias. una enzima de los microorganismos promueve q1..1e se 

libere 1.111.a oligosoac.arina de la pared de le pl~nta. El 

ol igosa.Lc.rr ido 1 i berado e5.ti mul~ la prod1..tcci ó'n de anti bi o"ti cos 

en l.as c.:h\l ~s vecinas. A 1~ V§':::, obs~rvaron que c:uarido 
, 

ciertas celul~s da la pl~nta se lesionan, estas lib~ran 

~ ~ 
oligos~carinas qu~ estimulan la prfiduccion d~ antibioticos. 

Ot~·o hal l¿2go importante de estos investigadores fue que e n 

~lgunas plantas ~n l3s qua o~urr~ un "sui~idio celul~r" qua 

/ 

da como n'~~ult.ado l.a !9Sion hip~rs9nsibl2~ est~ "~uicidio" 

/ 
t=sta f"egul.ado por una ol igosaca~ína. 1 iberada de la pared 

_, 
cuando la planta es invadida par u n patogeno. 

La n1.\ava perspectiva que ~ abre <1.l en~antrar1e una 

de resist~nci~, 

permit~ e~pli~ar algunos rasultados qu~ s~ h~n obtenido al 

(1979) encontra~on 

qu~ los pratoplasto& de un gran nJmero de vari~d~des de caup( 

resistentes al ( CPMV>,. pEl"rmi t { illn 1 a r~p l i c.aci Ón oi;;>l vi. r-us 

.. 
Una posible explicacion para e~to~ rssultados es qu~ t a 

rési stenci 21. se ~r:.ct.te~tre a ni ve1 de la p.a.r~d cco-1 ul <J.r'. 
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ó.2. Resistencia debido a la inhibició'n del movimiento 

inter"c:elul~ del vin.,s~ Al inocular una pl~nta con V!rus, 

, . t t / d ya. sea meci\nlcamen ~ o a raves e un insecto vector ? solo 

algun.:\s c~lul.;.~ se infe?c:tan y en ella& ~& repl ic.a el v irus .. 
,,. 

Pa~a que el viru$ replicado pueda invadir otras celulas~ debe 

pasar de U11a o~l ula a otra. 
; 

La inhibiciQn del movimiento 

inter~elul~r es un mec~ní$mO de resistencia demostrado por 

51..ll t z i ns k í y Za i t l i n < 1982) • E5tos autores investigaron la 

difersncia do 5Wsceptibilidad de plantas y protoplastos da 

caup{ al TMV. En las plan t as de c~up[ inoculadas con TMV no 

se presentaron sd ntoma$ y l ~ cantidad de virus r"eKi..tperado d~l 

tejido infect:Clldo .fue mínima. Por otriFL parte, C\l inf~ctar los 

protoplastos d e c;i'l.up{ con THV,. el virus 1 . / b. r-ep J c o 112n . 

Pasteriorment~ inocularen pl antas de c aup{ con TMV, .;iislar-on 

prdtoplastos de las hojas inf ect~das y tiñeron l.as 
/ 

c~l ul .as 

con anticuerpos fluoreücentes. Encontraron Q1..te un 

p~otoplastQ de c~da so.ooo-1so.ooo estab~ infectado; est~ 

, 
numero ·nc 8ument:o áun despµes de 11 dt~s d e h aber ino~Lll~do 

1 ~ s p l antas • Los .autores ~stos 

po~tulando que la5 plantas d~ caup{ no permiten el movimiento 

intercelular, mientras que a niv~l de la c~lula ~n si, l a 
,/ 

replic~r.ion vir a l no s e a fecta. 

Otr~s investigacion~s Que se han l levado a c~bc ~on 

pl a.ntias que dan una respuesta hipersensibl~ .a los virus, han 

permitido establecer Que un rasgo general de este ti po de 
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" respuesta es 1 a i nduc::ci. on de grandes cantidad-es de prtlteí nas 

sol Ltbl es ef"\ } .;;\S lloJas. E3tas prót~Ínas ~~ encuentran en 

cantidades mínimas o no se encue~tran del todo en las hojas 

de plantas san~s. En i nvestigaciones par'alelas llevadas a 

cabo po~ Gianina~~i et al. (1970 ) y van Laon y van V-ammen 

C1970 >, ambos g rupos observaron que en plantas de tabaco 

<Hicottana tab~cum> que respond{an hipersensibl emen te el ser 

incc~iladas con TMV, oc:urrfan cambias e~pec{fico'S en a l patn;n 

de las prote!~as soluble~ de lAs hojas. Ellos encontraron 
~ 

que al inicio de la reaccioh hiparsen5ible ~e formaban varias 

proteínas q\.\e est4\ban iiusenteG en las 

Gianinaz~i et al. <1970) las denominaron 

plantclJs 

; 
p rotetnas b .. Las 

propiedades de e5t~s proteínas, ~sí como l as de otra9 

similares encontradas en otr~s especies da p l anta5 que dan 

~1na. respuesta hipersensible, han sida descritas y anr.\lizadas 

por RedcH f i !1983 > y v a n L oon ( l 985) . La m~yor p~rte s~n de 

/ 
bajo peso mo1 ecL.ll~r (10.000-20.000>) se ~::traen a p H ~cido y 

son altamente res~stentes a la próteÓlisis, A pesar de la 

gran cantidad de proteínas b que ya han sido c~racterizadas, 

s~ desc onoce el que _iuegan 

hi persens ible . Al parecer !I e x i s te una 

en la 

. , 
relac1on 

_, 
re.acc1on 

entre la 

presencia de las prote{nas b y el tamaño y número de lesione» 

l oc.a~ es. En plantas en l~s qu~ se ha estimulado la 

producci~n de esta5 prot~inas antes de infectpr l~s con vi rus, 

I 
se d<>. un menor n umero de lesiones e bien ss redu<:1:! s u tam~ño 

<R~dolfi y Cantis~ni, 1990> . Por o t ra p arte , Parent et al . 



(1985) encon traron qu~ l~~ prote{nas b se hallaban en 

el ~luido intercelular d~ las hojas in~ectadas y no dentro de 

lL<s c:étulds. Est.os investigadores propusieror1 que 14"\ iunciÓn 

de estas prateín~s probübl ernente se E:l"\CLtentre a nivel de las 

; 

interacciones entre celulas o del metabolismo d~ le. pared 

celul~r. ~n el caso de la primer~ pasibilidad, podría 

/ / 

esp~c:ul ar se QLte las prote111as b impiden la transl ocaci on del 

vi rus de l.lna c:él ul a a otra por a l te:raci enes en loi;; 

pl~~mod~srnos o bien por otro tipo de bloqueog en e4 

tf'ci.nsporte . En cuanto a la segunda, las proteínas b / podr1an 

e:=;tar ligadas e\ 1.a l i beración d e las oligosac:arin~s que 

d~senc:~den~n los meeC'tnismos anter-iormentr:? C'tnali<?.3'1dos. Arnbas 

posibilidades son. 5in emb~rga. meramente especulativas , 

Resistencia a nivel de rec~ptores de 1~ membrana 

Tcmto virus ~ni males como para fagos 

/ 

b~cteriano~, se ha d~mostr~d~ que la adhesion e~pe~(fica de 

li!\s p~rtículas viral~s a lm componente de la membrc.na 

c:elular, juega 1..m papel impot"'t.ante en la. d~b:~rrnin..;;ciÓn del 

rango de hosped~ros de los virus. En plantas sin embargo, no 

/ 
se ha encontradc una interaccion espec{i:ca de un virus con 

la membrana celular . Smith et ~l. ( 1983) i nvestigaron l~s 

interacciones del CPMV ~on los protcpla5tos de caup{ . P~ra 

ello utili~a~on 
/ 

l¡neas resi s;b~ntes, hip~rsen5ibles y 
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, 

CPMV inoculandolas c:on virus purificado 

marcado c:.on 1 125 • L.a evidenci~ que eru:::ont~~ron su.gi9r~ que 

¡µ in~eraccío~ inicial del CPMV con los ~rotoplastos d~ caup{ 

es jnespei::Íf ic:::.!i!t ya que la cantidad de virus adher ida a lo!l 

protoplclstos fu~ la misma. pat"'a todas l as 1 {ne.as.. Al agregar 
,,. 

policationes al medto d~ inoculacion . la c~ntidad de CPMV 

adherida a lo5 protoplastos resistentes y 

~ 

a.um~nto en la misma "' proporcion . Maule et al. ( 1980) 

obtuvi~ron ~~~ultad~s ~imilares al ino~ular pro~oplastos de 

pepino con al (CMV). La mi i;;ma c:.a.nt:í t!a.d de virus se adhir-iÓ a 

los protoplastos resistentes y susceptibles. Smi th et al. 

<1983~ s;1..1gi eren qLte l ~ i nter i'.C:Ci Ón i nespec{ f i ca entre 1 os 

pr-otoplastcs y lo-s virus poctr-(a ser resultado de e~i=c:;tos d e 
; 

carga. Aunque no pued2 descartarse un proceso de int~ra~cion 

.... 
alterar la. estructura. del plasmalema, la in-formacion que se 

tiene para sistemas in vitra permite descartar la posibili dad 

de ~ue lá resist~ncia se deba a la iálta d~ receptor~s 

Resistencia debido a la 
; 

irihibí~ion 

replicaci¿n vir~l ~1 interior de la célulaa 

Wilson <1985) ha plantl?'ado una hipótesi~ que abre 

mecanismo de desensamblaje de los virus ARN positivos . Et 
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autor plant~a la posibilidad de que ~l desensamblaJe de la 
,, 

nucleocapside oc:urra in vú10 como consecuencia óe los eventos 

~ 

de traduccion. Para ello, Wilson argumenta que los ARN da 

hebr~ 5imple ~on muy s~nsibles a las ribonucleasas~ pcr lo 

qt.1e no pocir-Í cin C':'lantener<.S~ intact os y funci anal es '1~ntro de 

' .. las celulas, aun por periodos muy cortos. E! desens~rnblaje 

, 
t:'.ampleto o parcial, nec::ei:sario para liber"ac:ian del 

debe~(a entonces, ccurrir poco ~ntes o ~imultáneamente con la 

toma del ARN por 1 os poli ri bosomas '-' ~tras complejos 

ri boriL1c1 eoprotai cos para asegur "11"" l .3 
. .. 

protec:c1on contra el 

..i\traqw~ de l.as nucleasas. La hip~tesis d~ Wilson i1nplic~r{a 

' j que las nücleocapsid~s llggan mas o menos inta~tas al 

/ 
-.itoplasma de las celulas infectadas. Probnblemente o~urra 

, 
al gun e ambi o estruct'-lral como hinchamiento 

/ 
o perdida de 

d.lgunas sub-J .. mi dades protei c as durat"ltE la 
/ 

pe!"le trac::ion, e-amo 

consec:uen.:i a de 311 ~ncuentr-o con medios h i dr-ofÓbi cos, 

receptores pro~eicos, 9radientas d~ ion~s de o 

En esta fase. el 

ARN ern:apsi dado protegido por 

ri bonw:l ~aeas. aunque es de esperarse que haya c:i er-ta 

. ' , ; 
e:: po~1c1on de l as secuenc:i.as 11der del extremo 5 7 del ARN 

p.;;:r a f aci l i t~r los prÓN i mos eventos. 

, / f 
topplogi~a y la iunción biclogica de l.~s 

,,, 
locali ::acion 

,/ 

prot!;.'1nas 

covalentemente al genoma CVPg> en el e~tremo 5~. podr{c'\n 

. ,. 
tener alguna func1on ~n este pro~eso. Cuando los componente~ 

d~ la m•quinari~ de traducci;n de la c~lula encuentran 
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secuencias de iniciaci~n del ARN viral expuestas, eimpezal""Ía 

la síntesis proteica temprana. La translocaci Ón ribosomal 

11 evar (a entonces a l ii! ex tracci Ón del ARN de 1 as part'Í cul C\'5 

/ ; ,. 
isometricas y se dar1a el de:s~nsamblaje de la prate1na de la 

" . ,. 
capstde. Lo atractivo de ~sta hipótesis &s que la expresJ.on 

tempr~n~ y completa del g e n vir"al oc:Ltrrir-Ía. Lfnir:amente en ~l 

momento 2n que la maqui~~~ia t~adu~cional fuera accesible en 
,. 

1~ celula hospedera. 

Con ba~e en e5ta idea~ pod~Íd plantearse la 

posí bi 1 i dad de que ~1 mec.antsrno de r-esi stenci a r-esi dd en q1.\e 

la nucl~ocápsid@ no sufra los c~mbios inici~les que permiten 

/ 

la e xposicion del e xtremo 5' del ARN viral y que! por lo 

tanto no pu~da haber una traduccí~rt temprana y la consecuente 

"salida" del ARN protegido pe~ los poli~ l bosomas. Otra 

alt~rn"1tiva serí'a q1.,1e precisamente ocurra una proteÓliBiS 

temprana de la nvcleocáµside dejando desp~otegido el ARN que 

sería rápidamente degradddo por las ribon~cl~asas. 

Fin~lmente otrQ posibilidad para e~:p licar la 

resi'btencia es que EH? bloquee la rc>pli(:acíÓn y/o la 

tradu~tiÓn del ARN viral. Sel a y Appleba1..1m ( 1962) 

encontr~ron que los sobrenadantes de plantas infectadas 

inhib{an l~ tnfeccic:n viral. De all{ asumieron la ~r2~encia 

de un factor ~ntiviral e iniciaron su estudio. Las 

purific~ciones de este iactor antiviral <denomin~do AVF por 

uanti-viral f~ctor") se hicieron a partir de p lantas de 

tabaco infect~dAs con TMV 1 d~ la variedad hipersensible que 
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lleva el gen N-domin~nte, responsabl@ de la 
,, 

loc:alizacion de 

I / 

la infeccinn. La a=ociac:ion del AVF con el gen N ~e 

esti\blec:í~ 
I 

m~s adf;1lante CAntignus et a.l • , 1977). Los 

resultados tanto de la car~cteri2aciÓn como del mecanismo de 

/ /' 
induccion para la s1ntesis del AVF y lo que s~ conoc~ de u 

actividad antiviral, han relaciónado esta 
,, 

prote1na 

i nt2r-f ~rones producidos 

interf2rones son ~ prote1na.s 

en 
, 

c-elul.;,t$ ani 1t1a.l es. 

a ... g 1 i cgprate{ nas c:on 

c;;on los 

Los 

moleculares ~ntf'e 17-28.0001 que sopor-ta.n t.-atamhmtas tales 

como pH muy ácido y exposición ál Sodio dodecil s1.1l fato 

~ 

<SOS). Sela <1984>, en una revisi~n sobre ~l tema, i;;eñala 

las di+erenci~s y similitudes entre los interferone~ y el 

AVr. El AVF e~ una glicoproteÍna (21 -22.000) que, al igual 

que el ínter f e>ró'n, c:onti nÚ<?. ac:~i va después de tratami ernto<3 a 

pH 2.0 o con SOS. T~nto los interierones ccmo el AVF se 

inducen por" in.fec:ciones virales o por agentes artificiales, 

sobre todo Poli l~C y son ~ctivos en eantidades pico-molares . 

El AVF induce la polimeriz.ac:í~n de ATP a un oligonucleÓtido 

QL.\e tiene Actividad Antiviral .. Este nucleÓtido se .asemeja a 

la 2·-s~ oligoad~nilato <2'-5' A), que se produce por l~ 

' . / / 
inducc1on del tnterfQron ~n tejidos animales y que activa al 

mecanísmo ~ue bloquea la sfnte~is proteica. Una diferencia 

qu~ se ha encont~~do entre interferones y el AVF es el 

; 
proceso de su liber~~icn. 

~ 

Mi~ntras que el 
, 

interferon 1;e 

e~timula po~ la activacion del genoma que lleva directantt:onte 
I' 

á su produccion, la activid~d del AVF, al menos en parte~ sv 



pag29 

/ 

induce por la activa~ion de un precursor pre-existent~ ~n las 
/ 

c~lulas. Reichman et al C1983) han llev~do a c~bo e~tudios 

/ 
para ~ompar~r el e~ecto del inte~feron humano de leucocitos 

sobre las plantas infectadas con virug, eon el efecto del 
/ 

AVF. E~~ontraron que tanto el interferon como al AVF, 

inducen en las plantas, una polimerlz~~iones de ATP 

dependient~ de u n ARN d!:i! doble banda, que produ1=e nucleó'tidos 

con activid~d antiviral. Aunqu~ el mac~nismo por medio del 

c:t..\al ac:t~a el AVF se desconoce, lci$ datos anter iores revelan 

que l .a re.=.í ;,tenci a ~e da por un mecanismo Que b l oq1.tea la 

sf ntesí s protei eta . La ventaja de este modP.l o es que e ¡<i $te 

r~laci~n ehtre el gen N domin~nte r espon5able cie la 
, 

r~at:.cion 

" hipers~nsible, c:on la produccion d2l AVF 11 y qi..te en el caso 

de plant as 5ensibles Que llevan el alelo n 1 est e factor no se 

pr-odL\ce. 



MAT~RIALES Y METODOS 

1.Ai~l8miento de protoplastos 

1.1 Muestra~ del mater-i<ll: Coma fu~ntes de 

protopla$tos se utilizaron las v~r1edades de frijol México 80 

Cinfeccion sist~mica, designada en adelante como "Y~riedad 

sL1sceptible ~l VMRi:-) y RAB-79 (v<iriedad resiSiJtente -l VMRF>. 

L~s semillas se dej~ron germinar en una cámara hÚmeda a 25° C 

dLtrante ll8 horas. Luego s& sembraron en tubos de enstlyo c:on 

~ F 
agar s~lido al l.5Y. y m2dío basico de S$les de Mur~shige y 

Skoog < 1962) (ver c:-uadro l) • 

Cuadro Nº 1 Composicicin del medio de Sale~ de 
M1.tr.ashi ge y Sl:oog 

COMPONENTES CANTIDAD 
MACRO!::L EMEtJTOS: 

mg/l mM 

NH4N03 1.650,0 2t'), 6 
KNO ..... 1. 900, o 18,B . ., 
C.:\Cl? 332,2 2,99 
MgSO:} 180!<7 l, 5 
KHzP04 170 1!'2 

HICROELEMENTOS: 
mg/l uM 

N~'"?EDTA 
..:.. 

37,3 t.00 
F~so4 .7H2C 27,8 100 
H-,.BQ..,. 6,2 100 ·-' ·~ MnS04 .H2D 16,q 100 
2nSo4 . 7H2D B,ó 29t9 
KI 0,83 5 
Na2 Mo04 • 2H2o 0,25 t,O 
CLlS04 • 5H20 o.02s 0,1 
CoCl 2 .óH20 0,025 0,105 

Las plantas se mantuvieron en una cámara de cr~cimiento 

Percival. ~ 2b0c, r.cm c:1clos de lu'= y oscuridad de 12 horas. 
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Despues de 8-14 

dic:otiledonales. 
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58 recolectaron las hojas 

1.2 Este;>rilizac:io'n óe 1~s hoja$~ Las operaciones de 

esterilizaci~n y preparaeió'n del tejido para la - - ,, d1gest.1on 

, ~ 

~n2imatica se llevaron a cabo en un~ camara de flujo laminar 

hori:ont~l. El material se l~v¿ sum~rgi~ndolo en etanol d~ 

10° dur.;;1n te algunos segundos y 1 u ego enJ1.1~géncol o tres veces 

con agua bidestilada est~ril. 

1 .. :s. P . " rep~rac1on de 
I 

la sol w;;i en 
I 

eno:imatica: La 
• , ,. I' -

soluclon enziMatica utilizadas par~ separar celulas y dLgerir 
, 

la pared cel ul a.r, se preparo mi nL\tos antes de emp~zar 1 a 

digesti6n. Las enzimas se disolvieron en 
J 

un.a sa\ucion de 

m~nitol de 0.3M~ pH 5,4 1 a una ~oncentr~ci6n de 0.25 

pectinasa <Sigma> y 0.2 % celulasa (Qna:uko R-10 de Y~koult 

Bio:;hemi cals>. 
/ 

Para 2 gr.amos de materiQ1 se utilizo 100 ml 
,, , ,,, 

de solucion enzimatic~. Antes de su empleo se filtro a 
r , 

t.raves de filt.ras Mil lí por a esteriles de 0.22 u. 

1. 4 Aislamit?nto de los protoplastosc 
,/ 

Sa utili20 141 
; 

te~nic:a. di rec:ta de Power y Coc:king <1969> para el aisla.mi ente 

dg protopl~stos de tabaco. Sin embargo este proc~dimiento 
, 

c=lasic:o tuvo que modificarse de acuerdo e\ los requerimiEmtas 

hojas se cortaron con un bi stur:Í en ~ec:c:i ones 

aproximadamente lmm X 1 mm. Se pusieron a flotar sobre la 
,, ,, 

solucion enzimatic~ e~ platos de petr1 de 100 X 15i dejando 

la epidermis en contacto c:on la enzima. Los platos de petri 
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. ,/ 

se sellaron con papel parafilm y la preparac1on se ~ontuvq an 

una i11c:ubador-a 
,, 

humeda un.a de 30 

oscilacione$ poi"' minuto c:h.lrante 12-15 horas. Al c:abo de este 

' , 
tiempo se fílt~o el ~ateri~\ a traves de filtros de nylon da 

SO y 150 mesh, par~ desnG\c:erse del material vegetal 9rue50 na 

digerido. 
,; . 

con el propos1to de separar los p~otoplastos de 

d~sechos subcelulares Cclcraplastps. elemento~ V~$CUlares, 

c~lulas mal digeridas y protopl•~~cG rotos>, se . ,, 1 utilizo e 

p r ocedimiento de~critc por Larkin <1976). Este ~onsiste en 
, 

hacer flota~ l a solucion d~ protoplastos en un tubo " . con1c;o 

con 15 ml d~ Ficoll (gravedad espec!fica de 1.077 g/ml) y 

centrifugarla a 300 Kg durante ó min. Los prctopl~stos se 

sitúan en 1a ínter~ase entr~ el ficoll 
; 

y la solucion 

J • 1 enzimat1~a y os de·shechos Quedan en el fondo del tubo 

<Fi9.t) . La banda ~en protoplastos s~ saca cuidadosamente 

i;.tti 1 i .:ando uoa pi p.et~ Pastet..tr y se 1. av~ tres vec:es con una 

~olw:::JÓn de manitol 0.3 M, cent rifugando a 100 xg durante 3 

m~n. Como método alterno para la limpieza, lo$ protoplastos 

se lav~ron mediante tre$ centri+ugaciones a 100 g dLtr.:lnte 3 

minutos seguidas de resuspensiones en mani to! 0.3 M y 10 mM 

CciCl, pH 5.4 sin utilizar el gradiente de ficoll. El tf'1timo 
; , , 

botan se resuspendio en las soluciones descritas mas edelante 
, 

segun el trat~miento al que fLleron !5ome-tidos los 

protopl~~tos, 



Fig. 1 P1totop.laf.itof.i en g1ta.cüente de Me.ali. La noto muv.i:t!ta. 
la. -6 epa1ta.u6 n de .ta6 e Uue.a6 del ma.:tvu:.al no dig e.Jt,{.do 
y de to-0 de-0ec.ho-0 -0ub-c.eluta!te-0. La banda de p1to:topla.-O:to-0 ( t ) -0e e.aloe.a en:t!te el Me.ali y la. -0oluu6n enü.máti.c.a. 

33 
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1.5 Pru~bas de viabilidad~ Ld viabilidad de 

protopl as tos se estime;; ~\san do 1 a ti n~ i Ón con az-ul de Evans .. 

Los protcJplastos vivos el'<cluyen e>l azul mientras que el tin~e 

penetra i\ los protopl¡;i,stos mut!trtos, Se llev~ron a c~b.o tres 

muestreos de apro~nmadamente l.00 células por cada mil lÓn de 

protopl a5tos. 

2. Purifica,ción del Virus Mo?aic:o Rugoso del Frijol: 

invernedero en la voriedad 

Mé>! i c:o- 8<) R áe P. vulg~ris. Las hojas dicctiledonales se 
, , / 

inocularon mecanicament~ segun lq desc~ipcion de 

< l 972), y ·se r>.?col ec:taron 15 d( ~s desp1.tés de la 
,, 

inoc:ulacion, 

/ 
~l .apar-ecer los sintom.;)s en 101:> pr-imeros trifolios. El virus 

, , 
<t>e puri.fico segun el metodo d escr-ito par " R~m1 re:z, P. : 

Espina~a~ A.M; Fuen~es, A.L. y 
; 

Leon, p_ (datos no 

publicados>. Las hojas infectada~ se l~varon, cortAron, y se 
; , 

lP.$ agrego tampon fosfato 0.01 M, pH 7 par~ macer~rlas en una 

l icuador¿\. 
; , 

El macerado se paso a traves dB ~na g~sa, se 
, 

clarifi~o para luego agr~garle NaCl 0.3 M y polietilen~licol 

(PEG 800c)) al 8 'l.. Después de 2 horas a 4° C, del vi rus SGt 

, 
~~ resu~pend i o y •e 

e 1 ari f i cÓ. 
, ~ 

El proceso se repitic tres veces y el ultimo 

J ' , , ~ 

boton 5e resuspend10 en 30 ml de tampon fosfato y se separo 

en Ur"l gré\diente di¡!I 10-41) 7. s~c.arosa. La canteotr~c1Ón del 

virus se midiÓ mediant& ~bsorbanci.3 ultrAvioleta en un 
I 

ei>pectro.fotomet,..o Hitachi 200- 21), asumiendo uri coeficiente de 
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ncién EO.l~ a 260 = 7 . 0 para la mezcl~ ~in fr~cc1onar. 

3. Púr"i-fl.<!aciÓn d.el Viru~ R~y~do Finó del MA{~: 

El virug se purif icÓ a partir de plantas de maíz Tíco H4 

de ~cverdo a métodos estAbl~cidos CGáme~, 1980F León y G~me~i 

1901). infectadas 

y molidas en un t~mp~r¡ .fos.fat.a C.01 M,. pH 7. ~&;! l:'.)al"i.fi~Ó por 

, ~ 

c:entrifugacion a 22.000 g por 10 mio. El virus se precipitr.> 

t.re$ ve~e~ utilizandQ P~G 6.000 y N~Cl 0.3 M. D~spue~ de cada 

, . / / 

precipitacion se resu=pend10 ~n tampon ios-fato y 

J' , , 

clarifico. Fi"~lmente s~ centrifugo centra un colchon d~ 

" sacarosa al :;>S'1. Eln t~1npón f Of;".fatc o. OlM, pH7.. ~ 67. 100g por 

una hor.:\ . 
1 

~l virus se cole~to de l~ lnter+~~e y 
, 

se di luyo 

cinco vec.~s p~ra luego pr~cipitarlo c:on PE'G 9000 a.l 8%. La 
, / 

cdncentracion del vi~us se midiQ mediQnte 

ultravioleta en ~ 
espe~trof atometro Hitachi. 200 ..... 20,. 

asumiendo un coeficiente de e~tíncibn E Oal1. ~ 260 = 1.4. 

4 lnoculaciÓn de plantas de fríjol ~en el VMRF para 

pl"odrn:c:lÓn de protopla5tos infectados. 

Las hojas dicotiledona1~~ de planta$ de frijol d~ ld 

variedad Méx-80 R se inocularon mec¿nicQmente . Las hojas se 
, , 

cosecharon T2 Moras de~pueis de la inoct.llac:ion y se prep~raron 

protopla$tos siguiendo el m:todo d~5e~itc anter101mente . Las 
, 

c~1Ul3S se incubar on en el medio mlnimo d~scrito par Takebe 

Cl977; cu~dro 2). Se tomaron muestras ~ l.as O, 24 . 46 y 7?. 
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i noc1.Ai Ó un grupo hores 
,, 

en dos grupos . Se y 24 clespues se 
, 

inoc:ulo el s;egundo 
.. 

grupo .. Desp1..te5 dl:l otras 24 horas !¡Q 

F 
proc;edio a pr~par.:i.f" protop l .:.st.os. La5 muestras s~ tomaron en 

/ 

el ~mento de poner l.as celulas en el medio de cultivQ. 

s. l. F 
Inoculacion con virus y 

, 
tampon• Se ~ 

sigui o el 
, 

aetodo descrito poi' Smith et al ( 1983) c:on algunas 
.. .1 

eod'i~icacion~s. Desp&.H!?G del ultimQ lavado c:of'l ll1~n1tol 0.3M y 
, 

10 mM CaCl, se sed1m~ntaron u.n millon de protoµla$tOs y ee 
, 

resusp~ndieron en 10 ml de manitol en t~mpon de fosf~ta de 

F 
potasio 0.01M, pH S,4 ~on VMRF ~ una concentracicn da 20 

ug/~l o 200 ug/~l. En estas condiciones s~ incuba~an dU~ante 
, 

15 minutos a 25° e, agitandolos una ve':! a. los 7 minutos 

I 

post-inoculacion. Al c~bo de este tiempo, se centrifugaron a 

baja velocidad durant~ tres minutos . LOS botoneJS 

reSL\Spendi eran en maní tol O. 311~ con 10 mM CaCl y se vol vieron 

a centrifugar. 
,, 

Este proceso se rEpitio trs& vec~s p~~a lavar 

el ~xc:e'!so de virus.. Despues del Último lavado la$ c:~lul.a~ se 

re~t.\spendieron en el medio d2 !;;a.les a un01 " ~oncentr~cion de 

cien mil protopl~sto~ oor ml. 

"' 5.~ InoculAcion d~l VMRF con t~LO>: 

Los P rotop 1 astas aisla.dos se cen tri-fu~ &.r-on a baja 

"' /' " velocidaó Y se procedio á inocularlos $egun el metodo de 

Takebe Cl977) para p~otopla~tos o~ t~baco. 
,, 

Se mndifica la 
, 

concentracio~ de manitol óe 0.7 M a 0.3 M. El virus 
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purif1c~do se disolvió hasta una ~oncentraci6n de 2 ug/ml en 

/ 

10 ml de manítol 0.3M, en tam~on cit~ato de potasio 0.01 M, 
I' 

pH 5,..2 y PLO {32.00<:>~ .;Jo 2 uglml . Esta solucion se deJÓ a 25° 

e durante 10 minutos. Pasado este tiempo de incubación, se 

e en tri fu.gÓ a baja velocidad.• el botó'n se resuspendi é en 1 O tnl 
; 

de roarnitol 0.3 M y se l e agreQo lQ ma-~4;;la del vin..15, LU\ 

concent~acl~n f i n a l f ue de 2 X 1 0~ protoplastos con lug d e 

PLO y 1 • ug de VMRF. 
, 

recole~taron los protoplastos por eentri~u9~cio~ y $e lavaron 

con la $Oluc1Ón de manitol para remover e1 virus no 

·adsorbido. F~nalmente,. 
; ¡I 

despues del ul tiro•:> lavado, se 

;esuspendieron en 10 ml del m~dio d e c~l t i vQ. 

, 
5,3 Ino~ulacion con el V~Af" utilizando <PEB): 

,, 
Par4 allo 3e siguio el metodo de Maule et al (19Bó) con 

algunas modificaciones. Se resuspendi.eroo 2 

" protoplastos recien prepar~dos 1 e n 1 ml de manitol y se les 

agregb' 20 ug de 
,,. 

virus resuspendido ~n t~mpan fo5f ato d~ 

" pota.$iO 0.01 M y m.;i.nítol (l.3M a pH 5.2. -filtrado a traves de 

un filtro Millipore de 0.2~ u . 
, 

lnmedia~amente se le agrego 5 

m1 de P(G 0000 (Sigma) al 30% en 0.3 M rnanitol y 3mM CaCl 
I' 

<tambien fíltr~do por Millipora 0 ~ 22u y guardada a -20° CJ . 
,. ,,. 

PL\sC1.dcs 10-20 ~egundo~ se diluyo 13. ~c>lucion c:on 50 ml de 

m~nitol 0.3 H y 1 mH CaCl , agitando suavem~nte. 
,,. 

nespues óe 

transcurridos 5 minutos a las muestras SQ 

, 
conícos de 50 ml. Para remover el ~xcaso de virus~ los 
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botones se resuspendiercn en Manitol 0.3M con 10 mM CaCl y -se 

ceotritvgaron nu~vamente. El lavado se ~epitiÓ tres veces y 

~ ' / el LÜ timo boten iae resu;:::pendi o en el m(;dio de .;;ul ti vo d~dando 

los protoplasto~ ~ un• ccn~entraciÓ~ fin~l de 106 c~lut~s por 

rnl. 

5.4 Inoculación de los protoplastos con el VRFM 

ut.: ¡ l i ;: a ri do PEG : se inoculo 

protopJ..a""-t:.os con el V~FM. Se siguió el mismo métc:ido óe M~l..lle 

et al. < 1980> ccn l ms modi f i c~ci ones descr- ~ t;¿,s antgr i•:wmente 

p~r~ la inocul~ciÓn con ~1 VMRF. Al i Ql\al que CJfl es.te 

virus, VRFl'1 1 El rest:D oper-ac:ionGH 

1uer-on idéntic::as a las descritas anteriormen ta. 

6. In~ubací¿n de protopl&sto~ inoculados y controlea 

~in i r'locul ar: 
~ J 

Despue5 del ultimo lavado, los protoplastos se 

resl~spendi eron el medio fn { n i mo desc.ri ta por Takebe ( 1977) , 

modif1cando la concentraci~n de manitol a 0 . 3 M. La 

- . ,. 
compos1c1on del medio se d~scribe en el Cuadro 2 . 



Cuadro N° 2. Medio de cultivo 

para protoplastos CTa~ebe, 1977> 
, 

Compuer;;t.o Concentr"'ac:ion 

f(H2 F'04 
KN03 
MgSD4 
CaCl.,., 

L. 

KI 
CuSO.q 
2-4-D 
gentamic.ina 
manitol 

0,2 mM 
1,0 mH 
0,1 mN 
0 11 1 mM 
1,.0 uM 
0,.01 L1N 

1 ugl_t!ll 
100 ug/ml 
0,3 M 

pH ~justado a 5.4 con KOH. 
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Los prot.oplastos una ve::: resuspendidos, se 

1 nc1..1ba.ron ba.jo 1 t.tz constante a 25° C e.n 
I 

camara de 

crec;;im~ ento. 

I' 
Deteccion del incremento de virus en los 

protopl.;tstos 

/.1. Bíoansayo: El método de'!ic:r i to por Kl 1,.19e et al 
; ~ 

<1993), se utilizo adaptandolo al VMRF y al trlJol. Se 
,,. 

~edimentaron 10 ml de p~otoplastos (equivalentes a un millon 
; 

de celula5), ü l~s O, 4. 
I' 

12 y 24 horas dtt5PW~!; di? la 

ino~!.J.l<?.ciÓn. 
; 

L~s celulas se re~uspendieron en 0.5 ml de 

tampon fosfato O.C1 M a pH 7 y se homogenizaron con un 

hamogenizador Potter. Luego se congelaron a - :oº C durante 

una hora. Par~ inocul~r se utilizaren plantas de la variedad 
,, 

Orgulloso de frijol <de reaccion hipersensible). Una mi té\d 

; 
de 1~5 hojas dicotiledonales se inoculo con el homogeni~ado 

• I ; 
mientras que la otra se inoculo con una preparación de vi rus 

, 
de concentracion conocid~. Como control se í nocul~on hojas 
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con protoplastos sin inocular. 
,, 

De~pues de una semana se 

,, I l . l h . conto el numero d~ e~iones ~n as oJas. 

7.2 ELISA <Enzime-linl:. ed immunosorbent assay> 
, 

7 .. 2.a. Prep~r ~e: ion de las muestras.a Se tomaron 

ml1estras a distinto~ intervalos utilizando una pipeta de 5 

ml, pre·d~mente esterilizada. Antes de tomar cada muestra, 

el medio de ~u1tivo ~on las protoplastos s~ agit~ suavemente. 

1.-as mHes~ras se coloc:aron en tubos E:ppendorf e ínmediatamente 

se centri il.t(Jaron en una microc::entrt fuga Eppendor-f 5414 

dur~nte ~ s~gundos. Los sobren~dantes ~e recogieron con una 

pipeta Pasteur y se guardaron en viales d@ 2 ml. Los botones 

y los sob~enadantes se cong@laron a -20° C hasta el momento 
/ 

de hacer los analisis p~ra detect~r la presenci~ dal virus. 

7.Z.b. Prepa.r aci Ón de las pl aca.s para LCSA: para 

detectar el incremento de l$S proteína viral en los 

pratoplastos se utilizó ta prueba d~ ELfSA 
, 

la se9un 
, 

adaptacion hecha por" Rivera y Gámez (1983}. Las placas de 

microtítulo (Nunc-immuno Plate IF, Southland Cryogenics, 

Texas)• se recL\brieron ton 10 mo de IgG anti VMRF por ml en 
, 

tampon de carbonato de sodl~ 0.01 M pH 9,6. Luego ~e 

incubaron a 4ó C durante 48 horas, selladas en c~m~~a h~meda. 
~ ,, 

D~spues d~ la incubacion se l~varon tre$ veces en t a mp6n 

fosfato Q.01 M. pH 7,4> NaCl o.15 M y ·rween a\ 0.05~ CP85T), 

y se secaron a tempe~atura ambi~nte . 
/ 

El conJugado se pr-eoaro 

' ili~ando 2 mg d2 fosfatasa alcalina <Sigma Type VII> 

su~lta en 1 mg de IgG anti VMRF 
~ <a una concentracion de 



pci\g41 

1mg/mll -

7.2 .. c . OE'\>téccH~n del arH.(geno vi ral :. Para detec::ts.r el 

~nt(geno viral , se incubaron las placas con las muestras de 

Las primer~s prueb~s se llev~ron a ~abo 

tomand o 106 pr-otopl astos a la~ O~ 24, 48~ 72 y 90 ho~~s 

pos- inocul.ac:iÓn . ~\.lego ~.::;. procediÓ a muest,..ear- a int¡¡¡>rv.alos 

m~s cortos ~orrespondientes a las o. 4, 12, l8? 24y 29. ~2 y 
, 

4S horas post-inoculacion . Cada muestra de 106 protoplastos 

~ 1 ,( • 
s e resV~pendio en e.a ml de Twe~n ~l 5i7 PSST ca.n a~bumina al 

4/. <PBSTA> y SI? sord<:Ó antes d<:: colocarla en los pazos . La 

,. .. 
in~ubacicn duro 24 horas a 4º e en "' I e.amar a httmeda . Al 

termi nar la in~ubací~n, s~ lavaron tres veces con PBST <lween 

al 0.5%) , p~ra luego in~ubar 1 hora ~ 37º e ~on el ~pnjugado, 
/ / 

a una dilucion de 1/500 P8STA <lween al 0.~1.> . Se volvio ~ 

/ 

!avar con en PBST tres veces y se incuba con el sustrato, 
¿ 

p-nit~o-fenilsulfato {Sigma> t mg/ml en tampon de 

dietanolamina 1 mM~ pH 9,6, du~a~te una ho~a a 37º C. Los 

valores de EL!SA se obtuvieron leyendo la absorbancia del 

/ 
sustrato q 405 nm en un espe<:trofotometro 20 de geckman o 

ur10 mi.ero ELISA Auto-r-eader modelo MR 560 Cl>ynatech 

ProdtJcts>. 
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Fig, 2. Curva ele titulocio''r. del VtiRF. <ELISA). 
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~ , 
7.2.d. o~t~rminaeicn de la concentracion del virus: 

.1 
La relacion entre ló~ vAlores de absorbancia a 405 nm 

obtenidos por ELISA c;on la cantida.d de virus1 

, 

, 
se determino 

medi~nte una curva de titul~cion, utilizando diluciones 9n 

" ~erie de la prepa~~cion del virus de concentración conoéida 

\img/ml>. En el Cuadro 3 se $eña1?n las dilu~iones del virus 

~on los valore~ de absorbancia y la cantid~d de virus 

correspondiente: en la fig 2 se da la curva de esto5 valor~s. 

, 
Cuadro Nº 3 Relacio~ entre 

la abscrb~n~ia a 405 nm y la 

cancentr-acién del VMRF 
, 

Dtluctan Absorbancia Conc:entr-aci ó'n 

(de lmg/ml) Ca 405 nm> <ug de virLts> 

1:800 

1:1000 

1: 2000 

113000 

1: 4000 

1:5000 

7.3. 
, 

Detsccion 

0 .. 639 

0.533 

0.380 

0.339 

0.22b 

o.~5e 

de las 

1.25 

1. 00 

o.so 

Q,33 

0.25 

0.20 

t' pr-ote1nas virales 

el~ctroforesis en geles de poliacrilamida1 Las muestras 

por 

prepararon de la misma forma des~rita para EL!SA. Los 
,, 

botone~ ~e resuspendieron en 100 ul de tampon de muestra 
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SDS al l '% y 

.I' 

de poliacrilamid~ ~l !2% segun el metodo de La~mmli (1970). 

' ~ c c..-r ida duro de 4-ó hcras a cor~iente con~tante <30 mA> . 

Las p~atefn~s s~ ttñeron con azul de Coómasie ~ bien sa 

~ran5firieron a papel de nitrocelulosa. 

7.4. "' la c:apside e" 

transier encias a papel óe nitro~elulc~ ~on ~nticuerpos 

Pa~a tran5ferir el gel , se sigui¿ el 
,1 

met odo de 

Ram(rez et ~l. ( t 983> . Los gele~ a e poliacrilamida a & 

transfiriera~ a papel de nitroc~lulosa <Trans-Blot Trans~er 

t1@di. um~ Ri chinond , t:al i far ni~) por 0 horas it 70 mA.. La 

" transferenc i a se hi'o en tampoo t~is 0.025 M, gllcin~ 0.193 

M y met~nol al 20% <vlvl a pH S.3* Para detectar lo5 

~nt{genos d el VMRF con anti-VNRF 125 l, ~e recubrid el papel 

.I' I' 
de nitrocel ulosa con e l tampon d~ r~cub~imiento~ sequn et 

m::todo de Sittenfeld {1985) . Be agFegÓ 300 ul de anti VMRF 

12 5 r diluido en 25 ml de tamp6n de racubrimiento y se incub~ 
~ 

durante 4 horas a temperatura ambiente con a9i taclon . El 

papel .de nitri::u:9lu1osa se lavó tr"es:> v eces dL\r-a.nte 30 roinuto$ 

/ 
c.ada. Ye'l:. en P8S , con suero de albumina bovina (8SA~ al 0.14 y 

r 
Tween al O aOSY. .. Anteg de sec~rlo, s~ lavo c on PSS y luego se 

dejb entre dos papeles de filt~c por 2 horas a 37° C. La 

Autoradi o gr af{a se 
/ 

realizo de acuerdo a la 
/' . 

tecn1ca de 

Sitter'lfeld <tqss>. La película se revelÓ~mpleando placds de 
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rayos X <Kodak). 
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RESUI_ TADOS 

1. 
, !.. , • 

Normalizacion de la ~ecn1ca p~ra la 
. ; 

pr-eparac:ion y 

cultivo de los protoplastcs de frijol de la$ variedades 

MEX-80 y RAB-79. 

1.1. Condiciones ce crecimiQnto de lQ$ plantas~ S~ 

.. 
empezo ~tilizando plantas mantenidas en invernadero, 

sembradas en cubetas plásticas en tierra ~stertlizadg. Las 
_, 

plantas se cose~haron despues de 9 a 5 semanas de sembradas, 

.. 
siguiencto el metodo d~ Pelcher et al. <1974>. Sin embargo, 

este m~toda presenté varios i nconveo ientes. En primer lugar, 

" , ei rendimiento de protoplastos v~r1o segun la edad de la 

planta. Además, las variaciones climáticas 
,. 

tambien 

incidieron negativ~mente en el número de protoplastos viable5 

obtenidos; finalmente, el 807. dQ las preparaciones ~esultaron 

contaminadas con bacterias. En ge~eral, el ~endimiento de 

p~otoplastos ~ partir d~ este material fu~ de alrededor de un 
, 

4<)'l., de cal ul as des;pr-ovi st<O\s de p~redll de las cual es, en el 

mejor de los caso~, 5olamente un 20(. 
/ 

resulto viablE?. Para 

obvi~r esta serie de pro~lem~~, ~e cambiaron las condiciones 

de crecimiento. Las s~millas germin~das se sembraron en 

~ 

tubos de en9ayo es'ter-ilizetdos, llenos cJe aoar solido con el 

medio de s~Le~ de Mu~ashige y Skoog (1962>. La~ plantas se 

m¿\ntuvi eron a rw una ca.mara de c:l""ec: i mi erito con luz y 

tempara~uras contralad~s. 
I 

Se encentro qu~ la edad d9 ld 



pag47 

planta influye de manera decisiva en la viabilidad de 1~~ 

p!""otopl a~tos; ~l me.ior- rendi mi en to g~ obtuvo ~l tomi.\r nCJjas 

de plantas de a a 14 d{as. 

1. 2. tejido 
. , 

obtem;1.cm 

protópl asta!:>: 

la esterilizacion de las Mojas . 
~ 

Se empezo M~ci~ndo lavados 

con Tween 8t) al 0 . 1~ .. , luego etanol- al 70% y finalmente tres 
, 

lavados con Agua bidestilada esteril~ Para evitar las altas 

t~~~s d~ ~o~tamin~~io~ que se presentaron al ini~io~ se hízd 

1.m lia.vado ~dicional con cloro comercial ~ü 19% tal y como lo 

recomiendan Pel~ner ~t al . Cl~74> ~ Este pa~o tuvo que 

elíminarse debido a que la eTiciencia de la enzima s~ redujo 

~ont~mjn~~iÓn »e reduJercn c~~i tot~lrnente a1 mantener las 

plantas ~n la cámara de crecimiento. tl lavado con lween 80 

pudo eliminarse y Jnicamente se lavó con etanol al 70Y. y agua 

bid~stilada estEiril ~ 

Una vez 1 avadas l.as hojas, se ensa}'•aron dos métodos 

~ 

d~ preparacion de1 tejido para ponerlo ~n contacto con la 

en2ima~ El primero conai$tiÓ en remover la epid~~mi$ ti~ las 

hoj~s con la ayuda de pinzas d~ relojero . El se.gundo 
,, 

lile te do 

, - " cons1stio en cortar la~ hoj~5 en sec~iones de 1 X 1 mm antes 

de ponert as Or• la ~oluc1t5n 
, 

enzimatica. AMbos sistema'!! 

resultaron e~activos en cuanto a la prodl..lC:Ci Ón 

una mayor cantidad de m~teri~l en meno r tiempok 
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Coneent~acion de la solucion enzimatic.a y 

condicioné$ de incubación~ Se llevaron a cabo varios 

ensayos l.\tiLizando di!:Stjnta.s con<:(;¡tntr-aciones y tiempos de 

. 
incubacioo con dos enzimas, celulasa y pectinasa (Si grna>. 

Ninguno de los ensayos per-mitiÓ la obtención de protoplastos. 

Por lo general, c;:lespLtés de- vari .as horas de? i nc:ubaci Ón, se 

obten!a un gr~n número de células separad~s pero que aún 

pared i::el u lar. Se 
.. 

procedio a. prt>bar otra 
, 

celulasa COnozuko R-10 de Yokult Chemicals de Japon> que dio 

buenos resultados de$de las primer~s prep~racion~s . Se 
; 

empezo tltili~ando ambas enzimas al 2X en un volumen total de 

.. 
10 ml para di9erir alr~dedor de 2 g de tejido. La díqestion 

duro 4 hcr~s y al cabe de este ~iempo se pudo contar 1 X 106 

protoplostos por c~da 2 gramos de material. 
/ 

Se observo que 

lcñ cantidad de mate,..ial no digerido era muy grande, f)Or lo 
, , 

QL\e se ensayo otra c.onc:entr iáC: ion <.le enz i ms y se varia.ron 1 ó!l 

tiempos de inc:1.1baciÓn . Los resulta.dos obtenidos &e muestr-an 

en el CuC'.dr-o 4 . Se encontr~ que la , ' ma;o.ma ef icienc:ia 
,/ . , 

obten1a al cabo de 12 horas d~ diQest1an a ?aº e - ' con 
/ 

gr arnos óe materia L f- ol i ar en 100 m 1 de ta sol L\CÍ Ón enz i mat i ca 

de Celulasa Onozt..tko R-1Q dl 0.2Y. y per;;;tin~s.a d e Sigma a l 

(). ::?5%. 
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Cu.adr o Nº 4: Efi c:-i snci a de la "' preparacion de 

pl"'(J topl astos t.~ti liz.a.ndo dii»tinta.'ia concentrac:.1-ones de enzlma, 
I , 

volumenes y tiempos de incUbacion. 

fi esnp o de 
i nc1..1bac i Ón 

( l'lon.i. s l 

1 
2 
3 
4 
b o tnP-5 

riempo de_ 
in c:~rb .ac i cin 

(horas) 

/ 

So1ucion # 1 t 

Nº de prato­
p l a.st.05/ 2g 
de hojas 

< 1 x104 

< 1x10; 
1X10 
1x106 
l xto6 

" 

r 

Viabilidad 
(1,.) 

ne se midió 
70-75 
70 
70 

)50 

Solucion 4t 2 ** 

Nº de proto­
P l.i\s tos I 2g 
de hojas 

Viabilidad 
<'1.> 

"' 1 muy poso5 n-=i se m.idia 
< 1 :uo5 5 95 

iú 1x106 95 
1S 2-óXl07 95 
20 2-6X1o7 >50 

* 10 ml dQ solución en%imática, 2~SY. pectina~a y 2Y. 
c:e l utas~. ** 100 ml de $01uciÓn enzimática, 0,25A pectinasa y 0.2h 
!:;121 l.ll a$a. 

E~ cuanta a la Qsmcl~1idad y el pH del medio da 

dige~tiÓn y lavado, se probaron distintas concentraciones de 

manitol , desde 0.3 M <Pelcner et al . 1974> hasta 0 .. 5 M 

CWdtan~ba at ~1 • • 1984) . El mejor rendimiento se obtuvo con 
~ , . 

una com:.entracion de 5. 461., e s d-ectr . O. 3 H. Tambi ari segun el 
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metodo de Pelcher ~tal. (1974> Ge empazo utili~~ndo una 

solucton a un pH de 7.4. En estas ccndício~e$ las enzimas 

/ ·" r,o r-esultaron hmcionclles, por lo Que s~ cambio a. 5.4,. segun 

" e l mstodo original de Tatebe (1977). 

1.4. Limpieza y separación de los protoplastos del 

Se empezo utilizando el mé't:ndo 

los protcplastos por filtros de nylon y luego centrifugar y 
' 

lavar los protoplastos con manitol 0.3 M. Debido a la 
1 

ineficiencia inicial de la digestico. lps pr~parac~ones 

tenían mucho m.at.erial de desecho y organl!las de las 

reventadas. Se 
I 

ensayo el 
I 

metodo de L11.rki n (1976) para 

. I ' obtene~ una preparac1on mas limpia~ separando el material en 
, / 

gradientes de ficoll (FiQ t>, Esta separacion no reeulto 

necesaria al optimizar )3 técnica de d 
. J 

pro UCClOn de 

prepa~acion~~ con celu!asa ~l O.ZX y pectinasa a l 0.25~ en 

100 ml de m"'nitol 0.3M, tenían poco material no digeri do,. 



F.ig 3 Pflepa¡ut<:.(6ti de. pfr.<Jtopia6t06 c:.a:m cel'cda. a :ltto:.wüc R-10 at 
o.2oi y t:i<'ct.c.11Ma. de St~-.m a.fo "5~ e.1·1 100 ml cfa 11c.ni.á1.f.. 
D. 3 M. Pued~ Db~e.ir.vaJt.Se e.a. ~.ánp.l~~a de la f)lt<!.pc.>rO.c.<.6•t _t1 
poco~ dQJ.i'l.c'1N .sufJ-r.íl.f.u.ia1t.e.6 lj poco lfrl.tVIA:.-a( no cú .. ~JC!i,.<.do . 
(aume,i.t.a 400 x 2.41 

S1 
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1.s. Medio de cultivo y v~abilidad de los protoplastoss 

Se ensayaron tres medios de cultivo diferentes. El medio 

recomendado por GamQcurg et al (1981>, compuesto po~ sales 

minerales y complejos vitamlnico~ ademas de un~ fuente de 

energ{~. El medio de Mur-ashi.ge t-< S"oog C 1962) J descri te en 

e:l c:.uc:idro N° t y el 1111ecfio dao T•kebe 1 de$c::ri to en el c:;uadrc Nº 

2. Las pruebas pre~entad$S en é~te traba.Jo se hicieren 

utili~and~ el medio de Takebe C1977) debido a que ~s el 
, 

mas 

simpl~ y p~~mit& mant~ner Qran c~ntid~d de protoplastos 

via.bles dur"ante más de '72 her-as <ver Fig'<J, N° 4 y 5> .. 

/ / / 
2. Optimizacion de las tecnicas de ino~ulacion de los 

pratoplastos con et VMRF .. 

2. 1. 
, 

lnoculac:ion i'n vivo: Los protoplastos prepar-ados 

a partir de frijol M~< 80-R <su6ceptlble> infectado in vivo1 

J 
se c:ul ti vc.i.ron durante: 72 horas$ tomandnse mLtestras a las o, 

24, 48 y 72 horas. Por electroforesis :r geles de 

poliacr i\~mid~ pudo detect~r~e la viral de m~nor 

pe~o molec:1.\lar en los protoplastos cultivados durante 72 

hor~s. C~ig. 6). Se prep~raron p~otoplastos d2 las planta~ 
, 

infectadas 48 y 72 horas ~ntes de la di9~stion y se toma~on 

muestra~ inmed i atamen.te después de ponerlos en el medio de 

cultivo. Los geles de polia.crilamida permitier"on detectar la. 

I' prote1na vir~l de menor pe~o molecular en ambos casos (fi~ 

ó) • 
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F,tg. 4 V,íabilidad de. .to.6 pJW.top.ta-6.to.6 dU:VUnivi.ada poJz. e.xc..tU6i6n. 
de. azul de. Evan.-6. P'1.e.paJz.au6n. re pJz.o.top.ta-6.to.6 ,ín.c_ubadoJ.i 
dUJz.an..te. 50 hoJz.a.6 en. e.t me.dio de. Yak.e.be. ( 7 9 77) • LM c.Uula.6 
mue.Jz..ta.6 p'1.e..6e.n..tan. un.a c.o.toJz.au6n. azul oJ.ic.WZ.o de.bido a .ta 
pe.n.e..tJz.au6 n. du tin..te.. (. ) c.ltulM mue.'1..ta.6 • ( aume.n..to 
400 X 24) 
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Fl9. s. curva de vtaoilídod de protoplostos determinado por 
exclusiún de Azul de Evons, cuJtlvOdos en eJ medto de Tokebe (1977>. 
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- -· ~ 

re~wo6oJt('..6,Ú de ia.h ptto.te,úuu d~ pJwmplíu~o6 
-úz./,e.ctc.doo can VMRF. l.1UJ M-echM .6 efítttai1- IA'> p)lil.tW!M 
v..vta.lu. LC4 CtVVUie.d fW.meNld0-6 CCMe.ópon.den a. w 
6-lguú~.ntUi mu.u.tluu: J, 1 tJ 9, viilw.6 pWli..6.i..co.do; 2, 
pJLot.o pla.M.oli -6..üt .i.tt 6 t.c.talt; 3, 4 ~ 5 _,. y 6 c.oM~ po nden, 
Jt.e.61)e.c..t..l&Jame'1.te a p!Wt.opla.AJ.D¿ .ln~ec.tad.o~ ..&1 v.iuc e 
btc.ubado~ dww.n-te 72. 48, U y O ko'W.6; 8 yJ'D pJwto­
pi.a.41'.Db pti.epcVUUloh 71.. lto!UJ..á po~t:.-hwculaelón .in vivo; 
9 y JJ pll.O.top!ab.tob p!t.epcvtad.o.6 4 B ha.itac pcu~ -.GWciiJAiUfin 
.<:n. vivo 

55 
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Los resultados por ELISA permitieron establ~cer la 

presencia de una m~yor cantidad de antígeno viral en los 

protoplastos de planta~ infecta~as 72 horas ante$ da la 

pr-eparac:idn (Cuadro 5>. Con base en esto~ resultados, $e 

p~ccedid a utiliz~r los protopl~stos de planta infectada in 

vivo 72 no~as ante5 de su preparac~~n, como control positivo 
, 

en los e~perimentos de inoculacion in vitro. 

2. 2 .. 
,,. 

Inoculacion dire~ta con el vi~us en 
, 

tampon 

fosf atoe Se u.ti l i -;:.del 
/ 

metodo descrito por SmítM e t al. 

<1983) con las modificaciones señaladas en materiale5 y 

métodos. En el cuadro 5, se óescriben los valores de las 

, ' ~ dnt1geno viral en el momento despues de l~ inoculacion y los 

tres lavados posteriores. Como ~ observa, al i nocular con 

/ 

tampon fosfato y 20 ug de virus, la abscrbanc::ia en 

protoplastos susceptibles y ~esistentes e~ muy ~imilar. Al 

aumentar la can tidad de v L ru~ en el 
, 

i noc:1..1 lo a. 200 ug, la 

c~ntidad d~ ~~tÍgeno que qu~o~ ~dherido o d~ntro de los 

p r otopl~~tos aumenta en ambas preparaciones de 
I 

c:e l u.ta~ • Al 

seguir el curso de l.a infecc i ón, no s e det~ctd un incremento 

en el ant{geno viral en el transcurs o de 80 horas CFig 11>. 
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Ct.tadr-o Nº 5: Detección del antígeno vtra1 por ELISA, 

present~ en los protoplastos al tiempo O~ utilizando 

~ / 

distintos metodos de inocul~cion. 

Método 
de 

(J de virus 
en inckul o 

r 
inoculacion Cug) 

in ~t.ÍVQ 
t(;)mpefn P04 
t.ampon PO.q 
?EG 301. 
sin inocular 

nd 
20 

200 
20 

Abso,...banc:ia 
a 405 nm * 

o. 12 
0.70 

**0.36 
tS0.01 

P.S2 

ti0w46 
o. 07 
0.71 

**0.49 

*'º·º1 
J prom~dío de dos lecturas par~ cada muestra en Lin mismo 

ensayo ** promedio de tr~$ o mas ensayos dif~rentes. En el c~so 
de PE6, la de-sviacién es+ 0.100~ sin inocu!8r +0.012 ~ inoc. 
in vivo + Q.021. 

1.Protoplastos de planta resistente 
2.Protoplasto~ de planta $USceptible 
n.d.~ no determinada 

2.3. 
, 

Inoc:ul~cion con el VMRF en presencia de 

Poli -L-ornitina <PLO>; Mediante el m~todo de T~keb~ (1977), 

se inocul~ron protoplastos de plant.ls res1ste1'lt.es y 

susceptibles en presencia de PLO y 1 u; de virus. 
,, 

Q~spUE'S de 

20 tninLttos de incubación y tres lavadi;>s~ la viabilidad en 

i\mbas variedades se redujo Q un 15/.,. c:ompar~do c:on 60 y 63% 

de los controles. Oespu~s de 4 horas de 
, 

i ncubac:i on, todos 

los protoplastos t~atados con PlO estaban mu~rtos. Con base 

en los datos reportados sobre la toxicidad de l~ PLO para los 

protoplastos de m~sÓfilo de caup{ <Alblas y Bol. 1977>, 

' / util izo la mitad ó~ la ccncEntracion recomendada por Ta~ebe 
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(197'7>. A~n así~ la mortalidad de l~s células 
Á 

despuei; 

de 4 hor ~~ de i ncuba.c:i Ón fue siempre de Llri 100%. 

2.4. Incx:ul ac:i Ól'l con ei VMRF utilizando 
,, 

poli~tilen9licol CPEG): Para ello se siguio el método de 

Maule et ai. (1980) con las modificaciones des~rit~s en la 

secci¿n de materiales y métodos. 
/ 

Despues de probar ~en 

,, 
distintos lotes de F~~ SOCO de Sigma, se logro mantener la 

viabi l idad al mismo nivel que los cont~oles con el PEG 6000 
.; 

del lote 721="-042~. P~,-a aseg\.1rar la infe~cícn, s~ ª'-'m~ntó 

diez vec~s la c:<l."ntidad de virus en r elación a la l.ltilitat3a 

po~ Maule et alr (1983) para inc~ular protoplastos con el 

virus del mosaico de la coliflor. Al agregar el P6G, los 

pr·otoplci\~to5 se aglutinaron como se ilust_.a en la Fig. 7. 

l)i d ' 1 d · 1 · la solu .... 1· o'n, ez segundos e5pue~, a i u1r - volvieron a 

disgregarse {Fig. B>~ sin ~mbargo, su forma original 1• 

ret:.uperaron en el momento en que se les puso en el medio de 

cultivo <Fig. 9>. Al inocular- en est¿s condí'=io11f;!s. la 

~antidad d~ virus que qued¿ adhe rida o dentro de lo5 

prQtoplastos s~ detec:tÓ por ELlSA . Como pu~de obs~,~-.. -c:\r5e en 

el Cuadro 5$ el promedio de tras ensayos separados par-a l o s 

p rotopl~stos de cada una da 1.3.S no es 

significatjv~ente di f erente. 

2. ~ . Comparaci~n de la viabilidad utili~~ndo distintos 
, , 

metodos de inoculacion: De todos los tratamientos utilizados 

pa~a inocul~r. el ~nico Que resu1t6 letal 
, 

par~ las celulas 

fue el que utili~ab~ PLO. 



Fig. 7 Aglu,Unauo'n de l0.6 pJto:toplM:to.6 ,fooc.tú'..ado.6 c.on PEG. 
En el momeYL:to en que .6e añade el PEG CLt 30% fo.6 
pJto:to plM:to.6 .6 e aglu;t{,nan e.o mo .6 e. . muu :tJta en uta 
6o:to. ( awnen:to 400 X 24). 

5 9 



F-<..g. 8 Se.pa!l.ac.ióri de. lo.ó p!totoplMto,s de_¿,puú de. dilu-<..Jt 
fa .óofuc.i6ri de_ PEG. Af dilu-<..Jt la .óoluc.i6ri 70 x, 
fo¿, pJtotopfMto.ó vuüveri a .óe.pafüUL6e, (aume.rito 400 
X 24) 

fi o 



Ug. 9. P1totc p.f.MtoJ.i e.n el, me.cüo de. c.u.li:,{,vo de.J.i pué6 de .ta 
,(,noc.u.tac..i6n c.on PEG. LM c.Uu.f.M vue.tve.n a p!te.J.ie.ntaJt 
un Mpec.to noJtrna,l ,(,gua.f. aJ. de. lo-6 c.ont!tole.J.i una ve.z que. 
J.ie. pone.n e.n el_ mecüo de c.u.,U,i.vo . (aume.vU:o 400 x 24) 
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En el Cuadro 6 se observ~ como, todos lo~ protoplasto~ 

incluyendo el control sin virus y sin PEG. suf~en u n a 
~ / 

disminucion en la viabílidad despues de los tr~s l~v~do5 par~ 

quitar el ~~c~so de virus. La viabilidad de los prctcplastos 
, 

infect~dos con virus y tampon fosf~to, con vtrus y PEG y al 
, 

control , di•minuye sn funcion del tiempo da mane~a •imilar 

en los tres casos CFig. 10>. 

~ r 
Cuadro N° b~ Comparacion de la vi~bilid~d antas y 

después de los tratamientos de inocul~cíón. 

Tratamiento 

Tampon P04 
VMRF+tampon PD4 
VMRF+F·LD 
VMRF+PEG 

Viabilidad CZJ 
antes del después d~l 

tr.atami en to 

96 
96 
B8 
96 

83 
87 
15 
87 
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. 
"" .. 60 'V .. --... 
• .. 
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'20 

' 

o 

' ' ' 
10 15 20 2 .s 

., 

......,_. troto?l•scoa afs V!fiUP •ia 
poli•cilenal<col (P!~ 301). 

~ ltQC~placto• •'• VHRF •'• 
t-p811 foahto • 

.. • • •rnt:opl-.s to • aoarl!'ol •Í• 
t11•p6n foiifato • 

.. o -
P~uropla&tos •fs VKar •l• 
poli-L-o~~itina. 

30 35 40 

Fl~. 10. Viob1Jldod de tos protoplastos scmetldos o dlsttntos 

trot<JTJlentos de lnoculoci6n. 
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/ 

3. In f ec:c \ o n v~rai en protoplast os su$Ceptibla~ t 

.resist:entes: 

3.1. Curso del~ infección del VMRF ~n pr otoplastos de 

pl~ta-s susceptibles y resistentes ; Para se9uir el c:L\rso de 

Ja in~eccióo se 
, 

util~~o e-1 
/ 

inst ado de ELlSA de.ser i to 

antw-iorm~nte. En el Coadr.o 7 se observan los v~lore$ de 

absorbanc:i~ ~ 405 nm ~1 tomar muestras cada 24 hora~ . En los 

protoplastos de pl~ntQ su~~~ptible inoculadas con virus 
~ 

mas 

PEG, se observa un li~erc inc~e~ento a las 48 horas . Sin 

embargo~ en este e xperimento no pudo dete~taráe vna +4s~ de 

••ec:lipse" ( ~esaparec:e l.;\ prote{n~ vir.;tl) c.ara.cter-{sti i: a d~ la 

/ 
~ep l icucio~ de lo5 vir~s < ve~ Fig 11). Se repitió entonces 

el e~perimentg tom~ndo la$ muestra 5 a l as o. 4 , 12 , 18, 24,. 

28 , 32 y 45 h~ras pos-inoc:ulacic5n . En lst Fi~ 12 . pu2de 

obse~varse como~ tanto en los protoplastos susceptibles como 

~n tos re~istentes , cuatro horas desµue's de la inaculaci~n, 

se produjo un eclips e, es decir, de-sapareciÓ 9r~n perte del 

~nt(geno viral. e:ri el c:aso de los protoplastos sr.lsceptib le5• 

la diferencia entre el t 0 y el t 1 1ue evidente, mientras que 

en los protoplastos de planta resistentes la di.ferencia ~ l.l~ 

proporcionalmente mucho menor- (Cuadro 8) • lo~ 

prot:opl asto~ o~ pla.n ta SJ..~;;.cept i ble ~ -ae ¡jroduJ o 1..111 i nc.rementa 

e~~pooenc:i al del ant{geno viral doce horas 
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y luego entra en una f~s~ est~cionarla <Fig l2>. En los 

protoplastos de plant~ resistente~ no 5e prodLdo un 

incremento exponenci•l a las doce hor~~; ~rnicamente s~ viÓ uo 
, 

aumento despues de 24 horas y a partir de ese punto, los 

valores perman2~ieron constante~ hasta las 45 horas <Fig 12). 

La c:oncent:raciC:n del antíg~no viral se mántuvo s~ niveles 

bajos, inc:rement.andose ligeramente 

pos-inocul~cion (Cuodro e y Fi9. 12>. 

CuAdro Nº 1: Infaccién de protoplasto$ 
susceptibl~s y resistentes. 

Absorbancia a 405 nmi 

tiempo de P.P.S P.P . R P.P.S P . P.R 
i nc:1.~bac:i Ón +VMR+ .f-VMR+ +VMR +VMR 

<hrs) tampón tampón +F'EG +PEG 

o o. 1ó 0.01 0.47 0.32 
:!4 0.10 o. o 1 0 . 45 0.20 
48 o.oe 0.02 0.49 0.21 
72 0,07 0.01 0.39 o. 15 
80 0.07 0.01 0.33 0.15 

las 32 

Absorban~ia de las muestras en el transcur$o da 80 
horas 

*p~omedio de dos r~peti~iones 
P.P.S.= Protoplastos de planta ~uaceptible 
P.P.R.= Protoplastos de planta resistente 
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Cul\dro Nº 
de 

ti l"!mpo de 
1.ricub<'ciÓn 

Chrs> 

o 
4 
12 
J.8 
24 
28 
'."$2 
45 

" 8; Inf eccion de protoplastos 
f~iJol susceptibles y re~istentes 

Aosorbanci~ a 405 nm* 
PPS Sobr. PPR Sobr. 
+VMR PPS+ +V~R PPR+ 
+PEG PEG +PEG PEG 

0.52 o. 11 0.20 o.os 
0 . 12 o.oa 0.15 0.04 
o.~3 o. 10 0.17 0.04 
0.64 o.oe o. 2<) o.os 
O.óa 0.10 0.11 0.05 
o.6a 0.10 0;26 0.06 
0.71 0.13 0.27 0.06 
0.68 Q .. 14 0.27 o. 17 

i promedio d~ dos repeticiones 
PPS~ protopl~sto~ de planta susceptible 
PPR= protoplastos de plant~ resistente 
Sobr.- sobrenadante 

,,. 
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al VMRF 

~ .. 2. Curso de 1 a i nf ecci on del CVRFM> en protop1 as tos 

sensibl es y ~esistentes al VMRF, detectada por (LISA; El 

cu~50 de la in+eccibn del VRFM con PEG se presenta en la Fig 

l3. 
, , j 

Cuatro horas d~spues de la inoculacion, la concentr~cioo 
, 

del antlgeno permanecio igual en los protoplastos de planta 

susceptible~ mientras que en los resi;;tent~s 
I 

se noi:o una 

ligera disminución. " Oespues de doce hora.s. en los 

prctoplastos susceptibl es g@ produjo una fase de eclipse 

mientras aue en los resistentes se m~rituvo la misma ca1ttidad 

I de ant19eno viral. Finalmente, a las 29 hora~, la ~~ntidad 

" de antígeno prese11te en los protoplastos sus~~ptibles aumento 

e!:ponenci almE!nte, mi entras que en los resi stentes 
,, 

~ermane-cio 

igual. Les sobrenadantes de ambas variedAd~s d~ protoplastos 

presentaron altos valores de absorbancia a 405 nm a las O y 4 

/ 

horas pos-inoculacion. Esta tendencia ~e m~ntuvo en los 



protoplastos re~ist2nt~s, no as í e~ los susceptibles, en 

donde el antig~oo desapareció a la~ 12 hor~s p~rd luego 

~vmenta~ 1i9eramente ~ las Z8 ho~as. <Cuadro 9 y Fig 13} 
.;r 

Cuadro Nº 9. Infe~cián de protoplastog 
susceptibles y r~si~t~ntes con el VRFH. 

ti~mQo de 
i nc:ub~(; i ort 

(hr~> 

o 
4 
12 
28 

Absorbanei a a 
PPS sobr. 
+V~F PPS+ 
+F'EG Vfl.F 

0.75 
0.75 
0 .. 07 
0.79 

0.64 
ó.~3 

o. 04 
0 .. 09 

405 nmS 
FPR sobr. 
+VRF PPR 
+PE;G VRF 

O.Se 
o.73 
0.77 
0.75 

o.52 
o. 32 
Q .. 40 
0 .. 36 

* promedie de dos repeticiones 
PPS~ prctopla~to5 plant~ 9usceptible 
PPR~ protoplastos planta resistente 
sobr.~ sobrenaoante 

/ 
3 .. 3. Segul mi en to del curso de la infecc:ion 

utili~~ndo ot.ras 
, 

lec:ní.c:a.s dr detecció'n del virus& 

3. 3. t.. 
, 

Det.ecci<:Jn c::on anticuerpos marcados can 

del 

X 12'5: 

VMRF 

En 

dos muestra<s de ¡:¡rotoplastos infectados iri vivo y un control 

~in infectar. La Úni~a banda que puede detectarse es la de 

mayor peso molecul~~. 
,,,. 

Mediante este m~todo no fue pCJslhl~ 

tiac~r una cuantificación del virus presente en la~ c.;lulas. 
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, 
3. 3. 2t c~1rso de la i rif ec<:i on dete~tado por bi oensayo1 

1)~ v.o1rias pn .. \eba.s llevadas a i:~ba par.a determinar la 

infectividad del virus sinteti~ado en Los protoplast~~ • 
. 

solamenta una dio un resultado positivo. Sin emoargc~ debidQ 

• I l al baJo numero de lesiones locales obtenidas en as pl~ntQs 

inoi:::1..1ladas,los datos no eran confiables <:uando se tr~tó de 

/ 
compar~r tr~tameintos- No obstante la fcrma<:ion d~ le~Lone$ 

loca.les -tué L\n indicador de que estaba ocurriendo en los:. 

protoplasto~ sÍntesi& de virus in~ectivo. 



a 

l 2 3 4 5 6 

tJe.tec.cló•t de mfe.úta.6 v,i,JwJ..u cnn a.r.,t,i,cueJtpQJ. 
r1tlAcada.ts aoM 1 ' , Ltl6 ph.O.t'l .. ÚW.li v-<Aa..!u "6e .• H~.A'Atan 
c.cmo a, b 1 y b2 • ló..h ~-lla.ó J y 6 coJtML>pllndw a.l 
vi.JuJ/!, puJU.&<.cado; la.6 6i.i.ru. 2 y 4 a p11.etcplA.41:04 ¿.,.úi 

.ln6v.ctaJt ~ lM ~ 3 y- 5 a p!t.O.tc~tcA de p~ 

.iYt6e~ ~ vivo . 
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orscustoN 

El próceso de 
. , 

pr oduc:c ion y cultivo de protop 1 astas 

, ~ , 
reqúirio de un~ modific~cion del metodo descríta por Pow~r y 

Cocking (1.969). Esto ~onfi~ma las observaciones de varios 

autores ~n el $ent1do de que para cad~ especi~ de planta las 

condiciones para obtener pratoplastos var{an, y por lo tanto, 

es necesario establece~Las a b~se de ensayo y error CBaJaJ, 

t977¡ Sc;mlter y Croc:nmc. 1979; Muhlbach"' 1983). 

Como se señala en los resultados, en las etapa$ previas 
; , 

a la digestion, el mantenimiento de las plantas en una camara 

de crecimiento baje condiciones de luz, humedad y tempsratura 
, 

controlada~, oeterminc un buen rend1mien~o V viabilidad de 
, 

les celulas. Esto se debe a que, ~omo señala Takebe <19831, 

el estado fisiológico d~ las plantas determina en gran medida 

la estabilidad y vtdbilidad de los protoplastos. En cuanto a 
,/ 

la preparacion del tejido p~rA la digestión, el corte de este 

~ 

en pequenas secciones r~sulto se~ eficaz para el frijol. Por 

lo generral, en muc:ha.s espe-c:ies de ptanta.s debe remover-s~ l~ 

" epider-mts par'a permitir le penetracion dt; la. enzima <Sander y 

Mertes, 
,/ 

1~83)~ probablemente debido al 9rósor de esta. Entra 

las co~dicione5 de dig~stiÓn que tuvie~on que va~i~~se, la 
, 

primera Que probo ser de gran impo~tancia fue 1~ osmolalidad 

de la solución. La concentraci~n de manitol de 0.3 M es la 

I ' mas baja que se ha repcrtado; por lo gen9ral al rango optimo 

se encue~tra entre O.S y 0.7 M (Sajaj~ 1977J. Si I'\ embargo, 
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/ 
al prob~r estas concentraciones con el frijol~ tas celula.s 

~ 

sufrieron un choque hipotónico hasta r-eventarse. La razon 

para ello podr{a residir en que la osmolalidod da las células 

fue menor desde un principio debido a las eondicion~5 dQ 

crecimiento de las plantas. Otrc aspécto fundamental 4ue la 
/ ~ 

concentracion de las en4im~~ y el tiempo de incuba~ion del 
~ / 

tejido en la solucion ~nzimat1ca. Eo el cuadro 4 

describen los resultados al variar estas ~ondicione~. La 

mortalidad observada al utilizar concentraciones del 2Y. en 

las enzimas probaoleme~te se deba que 
/ 

estas son 

t " . ~reparaciones crudas con cgntaminan es qu~ resultan toK1cos a 

altas concentraciones (BajaJ, 1977). 
~ 

Otro ~rocedimiento que cleb i o adaptarse para él 

sistema estudiado en E>l presentr.? trabajo fll9 la inoc:ulació'n 

de los protoplastos con el V~~ y el VRFH. Al 

células con el VMRF en 
., 

tainpon fosf atc. l~s part{culas al 

parecer se adhieren a los prctoplastos o penetrah en ellos ya 

; / 
que despues de tres lavados aun se dete~ta el antigeno viral 

(cuadro 5) • La cantidad d~ ant{genc pre~ente en los 

protoplastos sensibles y r2sistente<s es comparable y aumenta 

en la misma proporción en ~mbas v .ariedades <1.l aumentar la 
,, 

concentra~ian de virus en el 
/ 

inoculo ccu~dro 5). 

resultados coinciden con los obtenido~ por Maule et ~l. C19BO 

con el CMV. Ellos encontraron Qlle le1. cantidad da / 
partu:ulas 

adher~das a los protoplastos de pepino susceptibles ~ra 

comparable con la de los protoplastos resistentes. Smith et 
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~l <1983> obtuvieron resultddos similares al inocular tre!! 

líneas de caupÍ <resistent~, hipersensible y susceptíbl~) con 

el CPMV .. Existen dos d~pectos i m1:mr t at\ t ~s e~tos 

; 
resultados. En primer lug~r, la interaccion inicial entre el 

VMRF y los dos tipos de protoplastos e~~ al parec:~r, 

inespec{+ica y por lo t~nto. no parece det~~minar la 

resistencia o ~usceptibilidad. En· segundo lugar, á p~sar de 

esta int~racció'n inicial , no se 
~ 

detec:to un incremento del 

ant{gena en ninguna de las dos va~iedades en el transcurso da 
,, 

80 horas de incubacion <Fig. 11). Esto signif íca que el 

~ J 

virus no se replic:o, o su replicaci~n no fue detectable por 

los métodos empleados en este trabajo. Cassels y Barlass 

Ct978> obtuvieron los miBmos ,-~5ultados al inccul<ar 

protoplastos de tabaco con TMV en 
, 

tam.pon fosfato,. El 
/ , 

fenomeno lo explicaron ~duciendo qu~ la infe~cion viral se 

lleva ci ~~bo en dos etapas. La primera consiste en l• 
, 

un ion 
J 

inespec1fica del vt~us al plasmalema y ta segunda en la 
I' I 

pen~tracion de las part{culas a la celula p~ra iniciar la 
, 

ínfeccion. E~te segundo p~so, en 
,,,. 

opinion de los autores, 

~eo.uiere que ~e produ~can lesiones en la membrQna. Lo 

anterior es aun motivo de controversia y~ que algunos outores 

plantean que el virU$ penetra a "' la celula. por pinocitosis 
, 

(para revision sobre el t~ma} ve~ Takebe~ 1993) 

/ 
Con el objetivo de optimizar la infec:cion, en este 

I 
tr~b~jo se ensayaron dos metodos. El primer m~todo con PLO, 

/ 
descrito por TQkebe <1977> no r2sulto eficaz puesto qua 
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produjo una alta mortalid~d en los protoplastos <Cuadro 6 y 

Fi.g. 10). No se c:orit i nuó' e:< peri Ment~ndo con la PLO pues.to 

que en d i-f erente"O en~~yos la mortalidad <Si emprEi> fL\e muy al ta-

Es probable que lo anterior se deba al lote de PLQ con el QUe 

/ 
$e t.rabaJo. Se abre-· enton(;e5 la pcsi.bi l i dad de ~~:peri ment.ar 

con distintos µoli~aticnes para encontr~r uno que no resulte 
~ J 

toxico par~ las ceiulas, 
r ; 

Ccn el ~e9undo metodo, el de Maule 

et al. ' , '1980) se logro una infeccion e+ectiva al inocular los 

prctopl asto-s con PEG 90r)ú al 30r.. En fes te (;iaso se tuvo acce-so 

J / 

a distintos lote$ rle PE6 9 s~l~ccionAt'ldose unD que no resulto 

, ' ~ 
tox1~0 par<a l~s ~elula:s. Come s~ cb~ervo. en la -fig. 10, la 

viabilidad de las se reduce por 1 gual eri los 

protoptastos no inoeulados~ los prctoplastos inoculados can 
,, 

tampcn fosfato y los protaplastcs inocularlos con PEG. Maule 

9t al. (1990>~ obtuv12ron una curv~ de vi~bilidad muy simila~ 

y llegA~on ~ la conclu$iÓn de que la tasa de deterioro de las 

prepara~ion~s de protc~lasto5 na es un síntoma determinado 

por el virus sino probablemente refleja la 
. / 

c:onchc:ton 
~ / 

~i$iolQgica de las ~elulas ai51ada5. Por o~ra pa~te~ como 

puede cbservarse en el cuadro 2, la cantid~d de VMRF presente 

en el tie111po O en lo~ protoplastos sensibles y resistentes 

inoculados con F"E.G no es signi-fi~ativamente diferente <C1.tadro 

5). Lo mismo se observa cu~ndo =e inocula con el VRFN 

(Cuadro~). Esto confirma lo ~eñalado anteriormente con 

respecto a " i~t~raccion inicial 
, , 

vi~us-celula. El proceso de inoculacion con PEG~ se ilustra 



p.1g77 
,, 

Mau. le < 1 9B3 > , observo que en 1 os 

c::asos en que el ?EG no índucía la 
, 

a9lutinacion de 

/ 
protoplastost el vi rus se agregaba a l~s ~elul~s p~ro no lag 

b 
. ,. / 

infectaba. Est~s o ~ervaciones tambi~n apoyan la explic~cion 

d~ c~~~~ls y earlaes (L97S) en cuanto a que ~l pro~~so d~ 

~ 

infeccion se lleva a cabo en des et~pas. 
,¡ 

Los resultadc5 d~l curso oe la infeccícn de los 

protopla5tos sen5íbles y r~sistentes inocul~do& ~Qn VMRF y 

PE~, demostraron una dife~encia en el ccmpcrtamiento de cada 

una de las dos variedades. En la Fig. i2t se obsarva como eo 

la variedad sensible hay un~ de eclipse que 

,, 
probablem~nt~ corresponde al desen~cñmbl aje de la capside; 

luego hay un incremento exponenci~l en t 
. / la concen~r~c:ian de 

,, 
ant1geno hasta llegar ~ una fase estacidnaria. 

é5 la misma observada ccn ~uchos vi~us de plantas qu~ s~ 

~~proouc~n en lo~ protoplastos <T~kebe, 1983). E:n el casa de 

la varied..ad resistente, 1<1 fase? de eclipse es mt.1c:ho menos 

pronunciada; el inc:remento del J:)roduce 

a~~ponencialmente y es mucho menor. De ello se pued~ concluir 

que el mecanismo · responsable del~ resistencia al virus sQ 

mantien~ en ios protaplastos de planta resistent~, ya qu~ ~l 

vir-u~ no se r~plic.a o ss replica .a una tasa muy baja. Este 

comportamiento es contrario al observado por Bruening et at. 

<197~) al infectar protoplastos de plantas de ca.up{ 

, 
resistentEs a la intec:cion por el CPMV, pero es similar a los 

r~ultados obtenidos por- Maule et al. C19BO> al inocular 



protopl~stos resistentes al CMV. 

Como puede verse en la Fig_ 13, al infectar los 

protoplastos de las das variadádes con e!l VRFM, ge repite la 

~ 

observacion hecha con el VMRF en los protop1astos 

susceptibles. La fase de eclipse es m~~ tard{a.s~ produce a 

" las 1~ hor~s pos-inoculacion~ mientr~s que con el VM~F ocurre 

a las cuatro horas. 19ualmente la fase de incremento 

exponenctal se retrasa en el caso del VRFM. Al pare~er, la 

~ ~ 

dinamica de r~plicacion es distinta para los dos virus. Sin 
,, 

" embarga. para afirmar lo a~te~io~ con mas propiedad, seria 

necesario continuar la 
,,, 

incubaciori de los protop l. ~stos 
,,, 

inoculados con el VRFM durante un ti~mpo ~~s pío1ongadoa La 

importante para ~ines ~E este trabajo es el hecho que en los 

protoplastos ~usceptibles~ ambos virus ~e replican. En el 

caso de los protoplastas resistentes ing~uL~dos ~on el VRFM> 

~l parecer el virus no se replica y no hay una fase de 

eclipse seguida de un incremento exponencial. Sin embargo. 

1 a C.';\nti dad r;:te 
/ 

ant19eno pre'.5.ente en los protoplastos se 
/ 

mantiene en el transcurso de la incubacion. Con baseen estos 

resultados surgen varias interrogante5 y posibilidades para 

e ::plic.1\r los fen~rneno1;; observados. En primer lugar. el hecho 

de qLt~ se mant~nga la. resistenc:l.a aun en los protoplastos 

aisladas, pcdr!a sugeri~ que el mecanismo no se encuentra a 

niv~l de l~ pared ~elul~r. Sin embargo, aunque se puede 

1 
desechar la hipotesi s de que la r~sisten~ ia se produ zca por 



! 
la ba~rera mecan~ca que representa la par~d para la 

entrada del virus. I podr1a descartarse del todo un 

mec~nismo aetivo inducido por sustan~iaa tales ~omo la5 
, 

oligosacarinas que est~n en la pared. Existe la posibilidad 

de qoe sl p~oc~~o enzimático al qu9 se somete el tejído para 

produci~ los protoplastQ~ l!pe~e ~~ertas oligos~carinas~ las 

que a s~ vez, activen un mecanismo general de resistencia, 

- t 1 como sucede al producirse danos mecs.n¡cos en las celulas de 

las plant~s compl~tas (Alber~haím y D~rvill, 1985) . Con la. 

int~nci~n de dar re~pue$ta a eo:;t.a interrogante~ p.odr1a. 

utilizarse el sob~enad~nte de los protopl~stos resi~tente$ 

,, I _ / , 
desDues d~ la digestion enz1mat1ca, par~ a9reg~rlo ~ 10$ 

protoplastos susceptibles e incubarlos por unas horas. Luego 

nab,-{ a que pro~~gt..ti ,- con i!?l proceso de i nocul aci ó'n. E.n e-1 

t 
caso d~ que la replic~cion vir~l se inhiba en 

prot.oplastos S!i..rscsµt i bles~ se tendr! <l un i ndi el o d.e qua el 

mecanísmo dE resist~ncia se encuent~a regul~do a nivel oe la 

pared. En el caso contrario~ existi,-Ían dos posibilidade~: 

un a , que el mecanismo no se en<:uent.r~ a nivel -je p.c:lred, y la 

atr~, que l a-s 
,, 

ce1ulas no 
I 

r~sponder ~l estimulo de las oligosacarinas. 

r 
Ademas de la posibilidad de que la resistencia 

de 

encuentre • nivel de l~ pared, eKisten otras dos opcianes. 

Una de el l<?-9 ~s QLLe se deba a 1 a imposibi 1 idad d~l v:lrus de 

, 
tr~nslocarse de un a célula a ot~a y que, po~ lo tanto, la 
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" replicacion s~ produzca en un 
, 

numero 1 imita.do 
, 

da celulas, 

como ha sido demostrado por Sultzinski y Zaitlin ( 1982). 

Cuando l~ r~sístencíd está determinada par Un me~~nismo de 

este tipo los protop1astos d2 plantas resistentes se 

comportan igual que los suscE?ptibles pue5to que la infeccidn 

es sincro'nic.a y la.$ células en sí' permiten la rE!pli~ac:ién del 

virus. -En el cdso d~ la variedad RAB-79 <resistante>, los 

resultad~ indic:a.n Que este no e;ii;; el mecanismo respor'Jsable dé 

la resistencift. Oued~ entonces~ la otra ~lternativa, de que 

/ 
la célLtla no permita la replicac::1on del virus por el bloqueo 

de uno de los pr-oce~os involucrados en las etapas poster-iores 

~ 

a la ~ntrada del virus a la ~~lula. E:n l.3 Figur-a 12 ge 

puede observar como los protópl~stos resistentes 

inoculados con VMRF, la cantidad d~ antígeno aue desaparece a 

las 4 horas, momento que c:orresponde a la fase de eclip5e en 

/ . l los ~usc~ptibles, es m1n1ma. Al parec~r, no ~e da un co apso 
/ ,, / 

o prot~olisis d~ la c~pside, ya que el ant1geno se sigue 
, I / 

detectando ~un d~spues de varias horas de incub~cion. En el 

caso de los protoplastos resistentes inoculados con el 

' I VRFM, (Fig 13) el result~do es aun mas ~vidente~ ya que no hay 

I fase de eclipse y la c~ntidad de antigP.no detectado en los 

/ 
protopla~to~ perm~ne~~ practicamente constante. 

Con bc:ts-e en ~sto-s r~~ultadcs y rec:\..1rriendo a la 
, 

hipóte5>is de t~i l i::;on e 19a5> sobre el mecanismo de 

de·;;e.>ns8tr1bla._ie e inicio de la l"epl.icac:iÓn del viru~, surge una 

' nueva posibilidad gara explicar la resistencia. Segl..m la 
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hip6tesís de Wilson (1985), la part(~ula ribonucleoproteica 

entra práctic~m~nte int~cta a la célula. un~ v~z adentro, 
, 

s1,1+r-e:: un ligero C:i<'.mbio estruc:tural que permite 1~ exposl.cion 

Cf~~ ei' tre1T10 5" del ARN que -se 1.1ne a la maQt.U na.r-i a de 

~ ~ ~ 

traduc:c::ion de la c~ll.1la para que ¡;;omierH;e le1 tradu.•;:;cion 

temprana. Esta t~aeria ecmo con$ecuen~ia la extrac~iÓn del 

ARN de 
/ 

las capsü:le!!. , las qu~ entonces sufrir{ &n un 

desensambJ...aje .. El .f ínal estos eventos tempr"anos 
,; 

infeccion de los 

pr-otoplastos susceptible~, a l~ fase de eclipse. Al no 

existir est.a fase en lo·s. pr-ot.opla~tos resistentes. y en vista 

de qua el ant{geno viral i:ontinú'a preser1te durant~ mui;ho 

r 
despues de la 

. t 
i nocul..ac: 1 an,, puede sostenerse la 

hipótesis de qL(e l.a resistencia dependa de l.a no oc:urrenc:ia 

del c:amb i o estruc:tur-al que se requiere pa.ra. e:.:~one,. el 

I' El que no se prodU4ca este c~mbio poór1a deber~c 

e1 l~ <i\u;em:i ,;a de un gradiente ade.c:Ltado de pH o de iones , o 

bien~ a la presencie de un inhibidor de ciertos receptores 

proteicos respons~bles del cambio est,..uctut""al la 

I I' 
part1cula. tJn experimento que podr1a apoyi;\r o descartar esta 

~ 

posibilidad 
,r 

ser1.a la inoculac¡ori 1 os protoplastos 

d1rectam~~te con lo~ Jcidos ribonucleicos viral~s. En el 

caso que l! l vi.-us se replicara los pr"otoplastos 

resistentes , 1 ... . 't - t - t• / a ulPO eSl$ an er1or con 1nuar1a 

vLg~ncia puesto que implicar(a Que 1 a r''?si stenci a 

' 

teniendo 

' esta a. 

niv~l del pr-oc~so de dec~psidacion. Por otra parte~ ~i ~l 
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virus no se replicara~ habr{~ que desechar esta posibilidad, 

puesto que signif icar{a que la resistencia est~ a nivel de la 

traducción o da 1~ r~plicaciÓn. 

En general, los resultados obtenidos en la 

presente investigación, permiten afirmar que el modelo 

escogido <protoplastos de friJol-VMR>, presente grandes 

posibilidades par-a ahondar en l0s conocimientos sobre los 

rnecani.9R'to<S de resistencia. A pesar de habers2 logrado 1..in 

buen domi n l O sobre l <l5 t~Cn i C:a.S de prodLICCi an e Í nf~CCi o"n de 

~ , 
protopldstos, en el futuro sera necesario encontrar metodos 

~ 

~lternativos para la deteccion del virus en el curso de lu 

r 
infecc:icn. Entr~ ellos, el que es probablementQ ~e mayor 

importancia es el bioensayo, puesto que permite cuant1+icar 
/ , 

las part1ct.üa.s infectivas . En E:!~ta inv~.:ttigac:ion. las prueba~ 

hechas utilíJ:ando Ltne variedad hiperse-nsibla a lq¡. 
/ 

infecc:ion 

por el VMRF na permitieron una cuanti+it:ac.iÓn .adecuada del 

incremento dE=l virus~ probab!emente debido a Que se requieren 

gr~Gdes cantidades de virus par~ producir 

local .. Una posibilidad ser{a probar 

indicadoras que han sido ampliament~ 

una sola 

algunas 

t.\ti 1 í z ada~ 

. , 
l es1on 

plantas 

para 

cuantifíc~r el incremento del vir~s del mosaico del caup{, ya 

que es el virus tipo de los Comovirus. Otro aspecto 

importante que daberá completarse en el futuro, es el de 

' estudiar el patron heredit~rio de las variedades utilizadas 

I 

~n esta investigacion> par~ podeY- establecer el 

comportamiento en~~"tr~do par Machado <1973) es igualmente 
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v~lido para otras !{neas de frijol. 
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