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INTRAGDUCCION

El virus del mpsaice rugoso dal frijol (VMRF) &3 un
virus de leguminpsas pertensciente al grupg de los Comavirus
(Gamez, 1982). Al igual que los virus de este drupa, par
tener su genoma dividido reguiera de dos patrticul as
ribonucleaproteicas para iniciar una in%ec:id%. La cépside
d= ambas es identica on tamano, estructura y campnsiciéﬁ pera
las particulas difieren en su contenido de acido
ribonucleico (ARN). Sus transmisores naturales son  insectos
masticadores de la familia Chrisomelidae aungue tambign puade
transmitirse mecanicamente (Gamez, 1972). Las plantas de
frijpl (Phassolus vulgaris L.) pueden reaccioonar al VMRF, de
acugrdo a4 su genotipo con tres tipos dea respuesta; la
hipersensible, que se caracteriza por Lla aparicién de
lesiones necroticas en las hojas infectadas, la susceptible
en la cual la planta completa presenta los sintomas y  1la
resistente en la cual ng se destectan sintomas. Machado
(1973}, utilizande tres lineas de frijol con diferentes tipos
de raspuesta, determind'que el comportamienta de las plantas
ante la infeccidn viral estaba gobernado por tres alelos de
un gen. Estos resultadps sbren 1la posibilidad & nuevas
investigaciones gue permitan comprender log mecani smos
responsables de las distintas respuestas del frijol a 1la
infeccion por el virus. La gue agqui se propone consiste en

el estudiag de la naturaleza de la resistencia al VMRF a nivel
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de protoplastos. Los protoplastos presentan ventajas sobre
la planta completa para la observacion de 10s procesos de
replicacidn viral, ya que pueden infectarse sincrdnicamente ¥
seguirss ©1 curso de tal replicaci&h baie condiciones
controladas. Las primeras inoculacliones de protagplastos con
virus se llevaron a cabo con el virus del mosaico del tabaco
(THMV) por Otsuki y Takebe (1%6%), Cocking y Polnar (L94%) vy
Aoki y Takebe (1969). A partir de ese momentn, g1 wusc de
pratoplastos desperté =34 interés de muchas investigadores gue
han contribuido a mejorar las técnicas de aiglamiento,
incaulacidh, cultiva, vy analisis de la replicacién viral.

Por otra parte, en afos recientes se han
miltiplicado los esfuerzos para estudiar las bases
moleculares de la resistencia y la hipersensibilidad en
plantas. Para ello, muchos investigadores han recurride a
sistemas in vitre tales como protoplastos, yva gque permiten un
cantrol mas estricto de las variables extérnas y facilitan el
estudio del easfecto directo de distintas sustancias y
condicionas de crecimiento sobre la replicacién viral.

El obietive general del presente trabaio es
comparar @l comportamiznto de los protoplastos de una&
variedad resistente (RAB-7%) v de wna variedad susceptible
(Mex-80 R) de friiol al ser inocculados con el VMRF, Fara
ello fue necesario, en primer- lugar, optimizar la tdcnica de
aislamiento v cultiva de pratoplastos: en segundo lugar,

Fd -
normalizar la tecnica de infeccion de estos con el wvirus v,
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en tercer lugar, seleccionar una té&ni:a adecuada para
detectar el wirus en los protoplastos. En la revision ds
literaturs se analizaran, en detalle, los *tres aspsctos

£ _ - o
basicos relacronados con esta ipvestigacion,
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REVISION DE LITERATURA

1. El wvirus del mosaico rugosc del fridol.

i.1. Propiedades biclégicas y fisico guimicas: = |
virus del mosaico rugoso del frijol (VMRF), &s un virus de
leguminosas gue ataca el frije] y estd clasificado dentra del
grupo de lps Comovirus (Gamez, 1982). Fue  descrito
inicialmente por Gamez {(1972) a partir de un aislamiento
costarricense, El  VMRF es transmitido por insectos
crisomélidos de los géheros Diabrotica Y Cerotons v
mecékicamente, estandg su rango de hospedercs limitado a las
lequminosas {Eémez, 1972) .Se encuentra ampliamente
distribuido en =1 continente americano.

Las purificacionss del VMRF #n gradientes de
sucrosa muestran la presencia de tres bandas, la superior
corresponda a :épsides vacias mientras que la intermedia vy la
inferiar contiene part{culas ribonucleoproteicas con 26 y 3&%
de ARN respectivamente. Las particulas virales tiersn un
diametro de aproximadamente 2% nm y su punto de inactivacion
térmica esta entre 65 y 70° © (Gamez, 1982). Al igual que el
resta de laos Comovirus, el WVMRF requiere de las dos
particulas para iniciar una infeccion (Ramfre:,
F.,Espinoza,A.M., Fuentes,A.L y Led%. F. datos ne

publicados), Los analisis de las proteinas por
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electroforesis en geles de acrilamida, bajo condiciones
desnaturalizgantes y no desnaturalizantes, muestran la
presencia de tres bandas. La banda de migracion lenta tiene
un peso molecular de 41.000 y las dos de migracidn rapida
corresponden a 23.000 v 21.000, Al  parecer, la banda de
23.000 regenera la de 21.000 al ser sometida al tratamiento
con proteasas. For otra parte, al tratar las purificaciones
de 1os 5&1605 nucleicos con ribonucleasa pancra&tica. estas
desarrollan una hipercromicidad ultravioleta, le gue indica
gue se trata de dos mnléculas de ARN. Al correr estas
maléculag en geles de agarasa con formaldehfdo-formamida,
aparecen dos bandas con pesos moleculares de 2.1 y 1.4 X 105,
Al igual que e)] virus del mosaico del caupi (CPMV), prototipe
de los Comovirus, los dos ARN tignen un peptido ligada
covalenkemente a su extremo %' (Ramirez ,F.; Espinaza, A.M. W

Lecn, F.. datos no publicados),

1.2 FRespuestas de distintas var:edades de frijol a
la infeccion con el VMRF: En la primera descripcién del VMRF
hecha por Games (E972), el autor sefiala que dentro de un
amplio grupo de variesdades de frijol inoculadas mecanicamente
se dan tres tipos de respuesta a la infecciaon: ia
resistente, en la cual ps se detectan sintomas; la
hipersensible, gque se caractegriza por 1la apariciéﬁ de
losiones necroticas localizadas en las hojas infectadas, y la

susceptible en 1a cual apsrecen sintomas como mosaico severo,



pagb
abultamiento vy malfurmacia% de las hojas. Con base sn estos

datos, Machado (1973) 1lev5 a cabo un estudio para determinar

’ -’
2l patron de herencia de las distintas respuestas. Utilizo
tres lineas puras de frijol: RH=3 (sensiblel; NH-3
(hipersensible) y NH=-12 (resistentel). Haciendo cruces ds las

distintas lineas, determino que la herencia de las reacciones
al virus es monogénica vy esta determinada por tres alelos.
El aleleo aue configre la reaistencia ez dominante scobre el
hipersensible v el sehsible, £1 alelo para la
hipersensibilidad es dominante s=cbre el sensible y este
Gltima conduce a la reaccion sensible cuands la planta es

homgzigptia.

2. Aislamiento de los protaplastos

o FY, 8 SEIECCiﬁh del material vegetal: Las candiciones
fisiclﬁgicas del tejido influyen en la estabilidad de los
protoplastos y en su capacidad para sastener la replicaciéﬁ
viral (Takebe et al. 1924B),. Los protoplastos wtilizados en
2l estudio de 1a replicacion viral se obtienen cazi en su
totalidad del mesofilo de las hojas. For lo general se
recomienda la utilizacion de las primeras Molias de plantas
gue han crecido en condicianes controladas. De estas sg  ha
visto que son cruciales la intensidad de la luz y la humedad
relativa (Sander y Mertes, 1984). Fuesto que las plantas que
crecen en el campo oy adn aguellas de invernaderg estan

sometidas a fluctuaciones ambientales diarias y gstacicnales,
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es recomendable utilirar camaras cde crecimienta. Otra
alternativa gque se ha planteado para nobviar estos problemas
es la preparacion de protoplastes a partir de suspensiones
celul ares (Mihlbach, 1983). Sin embargo, no fue sino hasta
1981 que Nagata =t al. (1981) lograran producir protoplastaos
a partir de suspensiones, a la vez que Lesney Yy Murakishi
(1981) lograron praducir los protoplastos e infectarlos can
virus. A pesar de estos avances, en geEneral s sigue
utilizando protoplastos del mesofilo para los estudios de
replicatiﬁh viral puesto que &n las suspensiones celulares la

variabilidad gené%ica 25 .MUy grande.

2.2. Freparacion Y digestion del material con enzimas
prateoliticas: Las primeras preparaciones de protoplastos
utilizando enzimas proteclfticas Ffueron desarrolladas per
Takeba et al (1968) y por Faower y Cocking (1969). fAmhos
grupos coinciden en la importancia de trabajar con material
previamente esterilizado,. Para ellg utilizaron detergentes
saves, etancl y varioes lavados con agua bidestil ada esteril,
Las operaciones las llevaron a cabeo en una camara de flujo
laminar horizontal y con 1lps cuidados necesarios para no
permitir la contaminacidn. La diferencia en los metodos da
producci&ﬁ de protoplastos entre estos dos grupos radico en
el proceso de digestién. El metodo de Takebe et al, (12481,
se desarrolla en dos etapas; la primera cansiste &0 1a

Fs
incubacion del tejido foliar en pectinasa para disociar las
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celulas vy la segunda, en la incubacion de las células
disociadas en celulasa para removerles la pared. El metodo de
Fower y Cocking (1969) eau en realidad, una versian
simplificada, puesto que el teiido se gomete a 1a digestiéﬁ
simultéhea por la pectinasa v la celulasa.

De estos dos métodos basicos han sido modificados
distintos aspectas incluyvendo la osmolaridad, 21 pH, la
campnsiciéh del medio de aislamiento, la cancentracid% de las
enzimas y la duracian del tratamiento enzimatica. Estas
adaptaciones permiten hoy en dia el aislamiento de
protoplastos de una amplia gama de variedades vegetales. §in
embargu, debe senalarse que a pesar de la existencia de
muchos mektodos sstablecidas, cuando se inicia el trabaja con
UnNa nueva sspecis o variedad da planta, debe hacerse2 una

P 5 L £
evaluacion critica de las parametros de aislamienta.

3 Inoculacién de los protoplastos coan virus
uriflicado:
3.1. Principales métodos de infeccidn: La infeccion
In vivo de los protoplastos por virus da plantas depends de
dos proceses fundamentales: la adhesion de una ecantidad
suficiente de particulas virales al exterior de la mambrana
plasmética y luege su entrada a los protoplastes (Muhlbach,
1983). El procedimiento basica a parkir del cual se han
hecho trabalios relacianados con la infecciéﬁ de protoplastos

con virus de plantas fue desarrollada paor Takshe y DOtsuki
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(196%), Ellos infectaron un 99% protoplastos de tabaco can
el THV mezclandolo con poli-t—-ornitina (PLO) y manitol en
tampén citrato. La utilizacidn de 1a £LO, un pulicatién
macromolecular, =2 ha reportado por 1la mayor parte de
investigadores como necesaria para meiorar la infeccidn viral
de las protoplasteos (Sander y Mertes, 1984). Aunque 1los
mecanismogs exactos por los cudles los policationes estimulan
la infeccidn viral no se conocen, s& Hhan prepugsto varias
grplicaciones. El sfecto principal de la PLO al parecer se
hasa en-el hecho de que forma compleios con las particulas
virales cargadas negativamante. Fuesto que la superficie de
lcs protoplastos poses una carga nepativa a pH é&idc, la
tormacidn de complejos de particulas virales con los
policationes, que neutralizan las cargas negativas de los
virus, facilita la adsorcion de los agragados a la superficie
celular. En el caso de virus multipartitas, estes agr=gados
favorecen una infeccidn efectiva, puesto que Como
concecuencia de a3 agregacién, tn  virus multipartita se
canvierte en una sola particula, aumentado la probahilidad de
infeccion (Watts y King, L984). Por otra parte, ain en los
casos en ygue las particulas virales no estan cargadas
negativamente a pH acidico, 1a FLD tiene un efecto paositive
=obre la infe:ciéﬁ (Sander y Mertes, 1984). PBurguess et al
(1973) sugieren que este efecto ce debe a lesiones en la
manbrana plaemética, causadas por la FPLO, que permsiten 1la

" ’
penstracion del wvirus &l protoplasto. Gtra explicacion
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posible s que l1a PLO promueve la pinpcitosis da 1las
part{iculas. Coeking y Fojnar (19693, observaron particulas
de THMY adheridas a la memhrana plasmdtica, as{ como otras
contenidas en vesiculas. Sin embargo, esta hipdiesis no es
muy aceptada ya gue en muchos sistemas de protoplastos 1la
inuculacion se lleva a cabg a O° €, temperatura a la cual wuwn
proceso comt la pinocitosis; Qgue requiere Energfa, no se
lleva a cabo (Sander y Mertes, 1984).

Otro procedimiento para inocular grotoplaztns fue e]
desarrollado por Cassells vy Barlass (1973) guienes utilizaran
polistilenglicol, un agente que promuieve la fusion celular.
Ellos lograron inocular un &0% de protaplastos de mesdfilo de
famate con THY utilizando entre un 1.3 y 7.8% PEG. Los
mecarismos par los cuales &1 PEG estimule la in-Fa:t:ian
tamposn s Cenoocen eractamsntis aunque se groponeg que durante
la fusian de las céﬁulaa a= produce dafo en las  membranas,
1o gue facilita la entrada del virus (Maule et al.. 19B0).

3.2. Factares que influyen en la infeccion de los
profoplastos con virus:

3.2.1. Composicion del tampen de incculacian y pHa El
primer métoda ostablecido para la inutulaaién de los
protoglastos por Takshe y Ofsuki {1%4%9) uwtilizaba tampdﬁ
titrato. Sin embargo, sste ha sida Sustituido por Fosfatos,
pusz=to que se encnntrﬁ-que era mas eficaz en el case de
muchos sistemas virps—praotoplastos (Kubo et al., 19744

Motoyoshi y DOshrimas 1975; Beier y Bruening, 1976&). Kubo et
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al. {(197&) explican a que este gfectg podria deberse a la
diferencia en el tamano de los complejos de virus que se
forman en ung y otra caso, ya gque can el tampéﬁ fasfata los
comnplejos al parecer son mas grandes. Esto sin embargo es
urna mera Especulacién, ya que las pruebas generalmente se
hacen empiricamente hasta lograr el makimo de infeccion.

Far otra parte, tambign o1 pH del tampon de
inocul scidn influye spbre los niveles de infecc1éh, debido al
efecto que tiene sobres 1a carga de 1os protoplastos y del
virus. 'Para 1z mayor parte de sistemas virus—prokboplastos se
han utilizado valores de pH alrededor de 5,0 (Takebe, 1977).
S8in embargo, al preparar gl indeulo en otras tampaones comao
Tris~¢laorura, se ha utilizado gH bé%icu con buengs nivelss de
in%eccid%, propablemente debido a8 qua 1a carga neta de 1gs
virus es diferente (Sander y Mertes, 1984).

3.2.2., Dsmolalidad: Okuno vy Furusawa (1978) estudiaron
gl efecto de un choque gsmotico durante la inaculacidﬁ y
concluyeron gue un cambio de 0.8 a 0.7 M aumentaba la
eficiencia de la infeccidn, mientras que una disminucion en
la osmelalidad la reducria. L.os autores proponen gue debido a
l= plaﬁmuﬁisis de los protoplastas con 21 aumento en la
praﬁidh psmotica del medio, 1a es}ructura y propiedades de la
m=obrana sufren cambios que favorecen la sdsarcion y entrada
del virus. Sin embargo, los mismos autores reconoccen gue el
-hoque gsmoticn no siempre resulta conveniente para llevar a

cebo la infeccion, ya& que puede trasr otros efectos Qgue
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incluso pueden ser letales para las celulas.
%.2.3. Concentracion de protoplastos y del indculet
l.az concentraciones gde protoplastos adecuadas para llevar a
cabo la in{ecciéh varian desde 2 X 105 cél /ml ICoutts vy
Cocking, 19723 hasta 1 X 107 cél/ml (Sander y Mertes, 1934).
Estas variaciones dependen de las tampones utilizades, del
usp de PLO, otros policationes o FEB, v de 1la cnncentracidg
del virus. Mayao (1978) bha discutido las distintas relaciones
de concentracidﬁ de pnlicatinnés a nlmero de protoplastios,
segun &1 tipo de tampd% utilizado. Cuando la infeccicon se
lleva a csho con FLO. el aumento de 1la econcentracion del
indcule resulta en un aumento en la eficiencia de la
infecciéﬁ. La concentracion 6ptima d2 virus s de 1 ug/ml, vy
lg gficiencia o mejora degpuéﬁ de este nivel aunque se
aumente la cantidad de virus, probablemente Sorgue s
r2queririan mayores cantidades de PLO, lo cual resulta 1skal
para las celulas. Ademas de estos factores, existen otros
menos estudiados, entre elleos , la edad de la planta

utilizada para gproducir 1los protoplastos. Joshi et al

|

(1983), observaron que el porcentsise ds protoplastos
infactados y el nivel de produccion de virus varieha EegdH la

edad de la planta.
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3.5, Cultivo de los protoplastos infectados: Dehido a
que los protoplastos del mesgfilo filian L0z a traves de la
fotosintesis, no se requiere un media gon una fuente de
energia para la produccinﬁ de wvirus (Nighimura vy Akazaws,
LT El medic mas utilizado para el cultivo de
protoplastos infectados contieng manitol como estabilizador
Gsmética, varias sales inorgéﬁicaa y un reyul ador del
crecimienta, pero no tiens ningJﬁ carbghidrato metabolizable
tTakebe, 1277}, Los rgguladores del crecimiente 1nfluyen
sobre la replicacidn viral, y debe prcobarse su efecto sohre
cada =istema,. (Sander y Meries, 1984),

tro fasctor importants gara el cultive de protoplastos
infectados s la luz. En el caso de protoplastos del
meséiila, aunoue sobreviven por mas tiempo en la oscuridad,
generzimente se cultivan baldo iluminaciﬁh de Z000-3000Q lux,
puesto gue =n =2stas condiciones la produc:id& de virus es
mucho mayor {(Takebe et al., 19468), & incluso en algunos casns
la luz es esencial para la2 replicacidn viral (Alblas vy Eol,

1977 %

4. Metodos de detercion de la replicacidn viral =n 1o0s
protoplastos inocul ados

4,1, Bicensayo: Este mdtodo es el ihicc mediante el
cual se detscta la pruducci&h de part{culaﬁ infecztivas

iMuehlbachk, 19B8Z), Se toman alicuotas de 1a guspenﬁ;éh de
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protoplastos a distintas tiempos despue; de la incculacidﬁ,
hmmqgenizéndalog en un tampén adecuada para extraer el virus.
La infectividad de las muestrap se prueba ineculando plantas
indicadoras que responden con la formacion de lesiones
locales, 1o cual permite una determinacion cuantitativa de la
infectividad.

5.2, Mdtodos seroldgicos para la deteccion de la
replicacién virals

B, 21 Tincion cen anticuerpos fluorescentes: El
st odo méﬁ comun para determinar la cantidad de protoplastas
infectados es la tincion de los antigenos virales acumulados
ern los protoplastos utilirando anticuerpos conjugados ©on
isotiocianata de fluoresceina (FITC) (Qfsuki y Taksbe, 1%69).
Este metodo presenta problemas en algunos casos debilido a la
fluorescencia inespecifica de los protoplastns sanos. Fara
superar este problema, Chiu v Tien (1282), reportaron 21 uso
de la téenica de inmunoperoxidasa gue no presenta tanta
inespecificidad.

4.2.2. ELISA (Tecnica de ensaya inmurcadsorbente con
enzima ligada): sta técnica fue desarrollada para virus de
plantas por Clark y Adams (1977). Las placas de microtitulo
=& recubren con anticuerpgas contra el virus y luege se agrega
alicuotas de las muestras gue quieren examinarse. Las placas
se incuban y luega s2 lavan. El siguiente paso es el de
agregar anticuerpos conjugados con una entima y luego agregar

rd
21 sustrato para esa enzima. La reagcion enzima-sustratao da
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coma resultado un viraje 2n el cplor, gque &n el casg de la
fosfatasa alcalina es amarillo ¥ puede medirse
¥Dtoméiricamente a 403 nm.

4. 3. Matodos molecul ares: la detec:ioﬁ de
intermediarios de la replicacida viral puesde hacerse tambi én
ton sondas adecuadas, marcadas con isotopos. Para les virus
ARN positivo, que son la mayoria en plantas, la detatciéa de
moléculas de sentido negativeo son uha buena indicacion de la
replicacion viral., Esto puede efectuarse marcando in  vitro
mnlé&ulas de polaridad positiva y usé%dalas en hibridaciﬁa
mal ecul ar para detectar la presencia de melecul as
complementarias, de polaridad negativa, Pusden también
utilizarse secuencias ¢lonadas, coen procedimientos que
permiten detectar picombles de las formas replicativas (Sela
et al., 1984).

4,4. Otraos metodos:

4.4.1. Determina:ioa por micrnscnp{a electronicas La
concentracicn de particulas virales en un homagenizado de
protaoplastos infectados se puede detzrminar mezclando 1las
muestrag can una cnncentraciéh conocida de partf&ulas de
latex (Coutts y Cocking, 1972). Tamando muestras de un
volumen conocido, se cbservan bajo el microscopio electronica
y se estima el nuimero de part{eulas virales en relacidn con
2l ndmero de partfculas de latex.

4.4.2. Frueba con gradients de sucrosa: Motoyashi et

al. (i973) desarrollaron este método que cansiste an
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homogenizar y clarificar la muestra de protoplastos y lus=go
montar las alicuotas sobre un gradiente de sucrosa de 10 a
407%. La cantidad de virus obtenido se determina
fntométricamente cnmparaﬁdola con muestras de virus de

Fl
concentracion conocida,

G Investigacién de los mecanismbs de 1a replicacida
viral en los protaoplastos:

Una vez sobrepasadas 1a dificultades tecnicas de la
producciéb de protoplastos, estos permiten 1llevar a cabo
acstudios sobie los mecanismos e la replicaciéh de los wvirus
b3ajo condiciones controladas. Los primeros trabadics de esta
indole fueron hechos utilizando protoplastos de messfilo de
tabaca y virus del mosaitco del tabaco (THMY); inicialments se
reporté 1a curva de incremento viral y se identificaron ARN y
proteinas virales producidos en las protoplastos (Bokl vy
Takebe, 19693 Cocking y Foinar, 196%; Otsuki y Takebe, 19469).
A estos trabajos l= han seguida muchos de la misma 1{ndole,
con virus de distintos grupos, por siemplo con 8l wvirus del
cascabelea del tabaco (TRV), el virus del moteado cloratica
del caupf (ECMV) el (CFMV) y el virus del mosaico del pepino
(CMV) . Todos estos trabajos fueron revisados por Taksbe, 1977
y Muhlbach, 198Z2.

Un =iemplo del trabajo gue se Ma logrado llevar a
cabo para elucidar Llos eventos moleculares gues ocurren

durante la repli:acién viral utilizando protoplastos es con
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el (CPMV). El CPMV tiens un genpma dividido compuesto de dos
mnlé&ulaﬁ de ARN de hebra simple que =& encapsidan por
separado en dos particulas icosahedricas. Goldbach et al
(1980) estudiaron la replicacion de cada uno de las ARN por
separadao en protaoplastos de caup{. Encontraran gue =21 ARN
del componente inferiar (ARN-B) |, pusde replicarse
independientemente del ARN del componente intermedia (ARN-M);
los protaplastos inoculados con ARN-B produjeron mas ARN-B,
aungue no.se formaron garticulas virales. El ARN=M no se
replicd'indepEndientemente vy s0lp se produio al inocular los
protoplastos caon  ambos componentes. Los protoplastas
infectados con las part{culas B y M por ssparadoc permitieron
analizar las proteinas producidas en cada uno de las casos.
De estos estudios, Goldbach et al. (1982} y Rezelman et al.
(1980) , pudieron inferir gua =1 ARN-E codifica las funciones
tempranas en el ciclo de rep!icacidﬁ del CFMVY, mientras que
2l ARN-M codifica funciones tardfas, principalmentea 1la
sintesis de las proteinas de la cdpside.

Otros estudios sabre la repli:acida viral 2n
protoplastos han permitido comparar el comportamiento del
virus en :élulas pravenientes de plantas resistentes vy
susceptibles. Poulton et al (1981), legraron seguir el curso
de 14 infeccion del CMV utilizandn dos cultivares, una
susceptible vy otro resistente. Sus estudios demostraron que
no habia diferencias en la carga de la superficie de los

protoplastos de los dos cultivares, ni en su habilidad para
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absorbter el wvirus. Estas cbservaciones, Juntao can la
democstracion de que la resistencia se mantuve aun despugs de
l1a inoculacidn con el ARN, llevn!a los autores a sugeriyr que
la resistencia opera en un punto del ciclo de replicaciéﬁ
posteriar a la decapsidacién. Bruening et al. (19729 por
gtra parte, compararon el comportamiento de los protopltastos
de &5 lineas de caupi y encontraron gue uJnicaments una de
ellas mantenia su resistencia al ser inoculada con el CPMV.
Hasta 21 momento, no hay ninguna iNVestigacidﬁ que havya
permitido elucidar por entero un mecanismo de resistencia,
par lo que mas adelante se plantearan las distintas

posibilidades para explicar este comportamiento,.

6. Mecanismos de control de la infeccidn viral en
plantas.

Las respuestas de las plantas a las infecciones
se han clasificado en kres tipos, segdh 1a 5intumatalogfa que
se genera después de la inoculacion. En la respuesta l1lamada
sensible, =e gbservan sintomas {que dependen d=l1 virus vy al
hospedero) en toda 1la planta; 1a respuesta hipersensible se
manifiesta con la aparicidn de lesicnes locales (clordticas o
necraticas! en las hajas inoculattas y en la respuesta
resistente no  aparecen sintomas. Este concepto de
resistencia, basado en 1la ausencia de sintomas, ha sido
ampliado debido a los resul tados de muchas investigaciones en

anos recientes (Matthews, 1981). Se ha encontrado que &n
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muchos casos, a pesar de no presentar sintomas, puede
detectarse un incremento de antigeno viral en las plantas
inoculadas. Generalmente en estos casos el viruds se replica
en un numero restringido de células, de manera similar a 1lo
que ocurre en la reaccidﬁ hiparsensible, sin emdargo nao se
produce una lesion visible ni se disemina la infeccion
(Sultzinski y Zaitlin, 1982).

Los mecanismos Que gensran tanto la resistencia come
la hiparsensibilidad no se conocen claramente, sin embarga
estas respuestas pueden atribuirse a varios fenomenas que se
nresantan a distintos niveles. En primer lugar, debe tamarse
an cuenta gque 1la mavoria de los virus de plantas se
transmiten por medio de un insecto vector (Matthews, 1981).
Estos insectos mantienen una relacidn estrecha con especies
particulares de plantas, lo que representa una barrera para
que los virus puedan infectar otras especies no visitadas por
el insecto. Ademas. existen barreras ff{sicas a nivel de 1la
epidermis, tales como peleos vy triceomas, o bipn el simple
thecho de poseer uwna epidermis muy grussa, gque no permiten la
transmisiéh dz2l virus por el insecto. Debido a ls naturaleza
de la pressnte invegtigacid%, no sa entraré a discutir los
fenomenos anteriormente sehalados. Se hara un  analisis de
ios trabajos que se han llevada a cabo para explicar las
posibles causas de la resistencia y/o la hipersensibilidad
desde 1 punto de vista de lo que podr{a ccurrir & nivel de

&
la pared celular, de la intercomunicacion celular y del
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protoplasta.

5.1. Resistencla a nivel de la pared celular; Sander y
Mertes (1984) senalan gque la resistencia puede daberse a
impedimentos mecanicos gue presenta 1a planta. La pared
celular, al jigusl gue atras estructuras de la planta,
constituye una barrera para agentes patégenos, inciuyendo laos
virus. Recientemente, Albersheim Y Darvill {19835}
propusieron un modeic en el cual los componentes de l1a matriz
g2 la pared celular tien=n un papel activo en &1 control de
ciertas funcjones tales comp el crecimiento, desarrocllo,
reprmduccidh v la defensa contra enfermedades. Los autares
llevaron & cabo un estudia con las paredes c=lulares
primarias gque consisten de un 207 de polisacgridcs y 10%  de
prutefnas. Mediante el uwso de wvarias enzimas legraron
liberar v analizar pcliﬁacéridus sspecificos de la matriz.
Encontrarcn que la complejidad de estas moleculas Bra mucho
mayar de lo que esperaban y de alli surgid’ la pregunta del
por nue pyiste ssta compleijidad en los polisacaridos de 1a
matriz, que aparentements tiensn mucho mas infnrmacid; de la
que s& requiere para mantenegr la estructura r{gida de 1a
planta. Utilizandeo un hongo gue ataca el frijol d& sova,
Albersheim vy Darvill encontraron que las plantas reconccen la
presencia de un oligosacdrida liberada de la pared del hongo
y que esta moletula estimula la produccion de enzimas que

catalizan la sintesis de antibidticos en las plantas. Al
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purificar el pulisaai;idn, encontraran gque se regueria 107
gramps de la forma a&activa (llamada oligesacarina) para
activar la sintesis de los ARN mensaieros a partiyr del ADN de
los genes de las enzimas que catalizan la sintesis de
antibhidticos. Mas adzlante encontraron qua e el caso de las
bacterigs, una enzima de lps microorganismos promueve que se
libere una nligosacarina de la epared de la planta. E1l
nlign5ac5fidn liberado eztimulx 1a pruducciﬁh de antibidticos
en las céﬁulas vaecipas. & l& vz, observaron gue cuando
clertas Células de la planta se lesionan, estas liberan
cligosacarinags que Sstimulan 1a pruduccién e antibiéticns.
Ntro hallazgo importante de estos investigadores fue gue  =n
dlgunas plantas en las que ocurre un "sdicidia celular"™ gue
da comn resultade 1a leston hipersensible, este "soicidio”
Estéfreguladc por una eligosacarina liberada de la pared
cuandg la planta es invadida por un patdbenn.

La nuzva perspectiva gue =2 abre al encaontrarle una
funcicn activa a la pared 2n l10os macanismos de resisteEncia,
permite #uplicar algunos resultadoas que 32 han abtenido al
infectar pratoplasteos. PBruening st al. (1279) encontraron
gue los protoplastas de un gran nUmero de varisdades de caupf
resistentes al (CPMY), permitfan l= replicacidh del virus .
lina posible explicacién para estos resultados es que la

raesistencia se encuentre a nivel de ta pared celular.
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4.2. Resistencia debido a 1a inhibicidn del wmavimiento
intercelular del virus: Al 1pocular una planta con virusg
ya sea ma:éhicamente o a travé% de un insecto wvector, solo
algunas células se infectan y mn Bllas s& replica el virus.
Fara que 21 virus ¢replicado pueda invadir otras células, dehe
pasar ge una célula a otra. Lé  inbibiciat Hel movimisnts
intercelular gs un mecanismo de resistencia demostrado por
Sultzinski y Zaitlip (1982). Estos autores investigaron 1a
difersncia de susceptibilidad de plantas y protoplastos de
caupi al TMV. En las plantas de caup{ ineculadas con TMY no
ce presentaron si{intamas y l1a cantidad de virus recuperado del
tejido infectade fue minima, Por otra parte, al infectar los
protoplastos de caupl con TMY, el vierus =e replicd’ bian,
Pasteriormenteg inocularon plantas de caupf con TMY, aislaran
protoplastos de las hojas infectadas y tifderon las cdlulas
con anticuerpos fluorescentes. Encontraron que U
protoplastg de cada S0.000-150.000 estaba infectado: o=ste
nimero no aumento aun despues de 11 dias de haber inoculado
las plantas. Los autores explican astos resul tados
postulande gue las pilantas de caup{ no permiten &1 movimiento
intercelular, mientras gue a nivel de la celula en 131, 18
replicacida viral no se afecta.

Odtras investigaciones gue se han llevado a tabo con
plantas que dan una respuesta hipersensible a laos virus, han

permitido establecer que un rasgo general de este tipo de



pag23
respuesta es la induccidh de grandes cantidades de proteinas
solubles en las hojas. Estas protefnas == encuentran en
cantidades minimas o nao se encuentran del todo en las hojas
de plantas sanas. En investigaciones paralelas llevadas a
cabo por Gianinarzi et al. {(1970) y vamn Loon y van Kammen
(1970), ambos grupos observaron que en plantas de tabaco
(Nicotizna tabacum) gue respondian hipers=ansiblemente al ser
inoculadas con TMV, ocurrfan cambios especificos en el patron
de las prqﬁefnas solubl=ss de las hojas. £llos encontraron
que &l inicip de la reaccion hipercensible =& formaban varias
pratefﬂaa que estaban ausentes en las plantas sanas.
Giaminazzi et 21. (1970) las denopminaron prote{nas By Las
propiedades de estas proteinas, asi comoc las de otras
similares encontradas en piras especies de plantas que dan
wna respuesta hipersensicle, han sida descritas v analizadas
por Redolfi 41283) y van Loon (1985). La mayor parte son de
bajo peso molecular (10,.000-20.000}, se euntraen a pH &Eido y
son altamente resistentes a la protedlisis, A pesar de 1la
gran cantidad de proteinas b gue ya han sida caracterizadas,
s& desconoce el papel que Jjuegan 20 la reaccign
hipersensible. Al parecer, eaxiste una relacion entre la
presencia de las protefnas b y el tamafio y numerc de lesiones
locales. En plantas en las que e ha estimulada 1a
produccion de estas prateinas antes de infectarlas con virus,
se da un menor ndmero de l=2signes ¢ bien s& reduce su tamano

(Redolfi y Cantisani, 19B0Y. For otra parte, Farent et al.
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(1983) encantraron que las prctefhas b s¢ hallaban en
21 fluido intercelular de las holjas infectadas y no dentro de
las celulas. Estos investigadores prapusieron que la funecion
de mstas pratefnas probablesmente se encuentre a nivel de las
interacciones entre colulas o del metabalismo de la pared
celular. En el caso de la primera posibilidad, podria
ecspacul arse gue las protefnas b impiden la tranalmcaci&ﬁ del
virus de una celula a otra por alteraciones f2n loa
pla;mudeg%us @ bien por otro tipe de bloqueos en 21
transporte. £n cuanto a la segunda, tas protefnas b podrian
=ster ligadas & la literacidn de las gligosacarinas gue
desencadenasn las mecanismos anteriarmente analizados. Ambas

posibilidadss son, 2in emberga. meramente especulativas,

6.7. FResistengia a nivel de receptores de 13 membrana
calular:

Tanto para virus animales como para fagos
bacteriancz, s& ha domostrade que la adhesion eupecifica de
las particulas virales a un componente de 1a membrana
calular, juega un papel importante en la determinacion del
rango de hospederos de los virus. En plantas sin smbarge, na
s2 ha encontrade una interacciéﬁ gspacf{fica de un virus con
la membrana celular. Smith et al. (1983) investigaron 1las
interacciones del CFMY con los pratcoplastos de caupi. Para

% & ra 2 = i
2llo wutilizaron lineas recsistentes, hiparsensibles ]
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ausceptibles al CPMVY inoculandolas con  virus purificado
marcado con 1125, La evidencia gue encontraron sugiers gue
la interacciuﬁ fnicial del CFPMY con los protoplastos de caupf
ps inespecifica, va que la cantidad de& virus adherida a 1los
protoplastos fus la misma para todas las 1{neas. Al agregar
pelicationses al medio de inocuiacion, 1la cantidad de CFMY
adherida a las preteplastos regsistentes v gusceptibles
auments en la misma prnparcidﬁ. Haule ot al. (1980}
ohtuvieron rasultadas similares al inocular protopliastos de
pepino Ean el {CMV). La misma cantidad de virus se= adhirid a
las protoplastos resistentes y suscaptibles. Smith et al.
(I983) sugieren que 1a interaccion inespecifica entre 1los
protoplastos y las wvirus pudr{a sar resultado de efectos de
carga. Aungque ne puede descartarse un proceso de interaccion
pEpecifica in vivo debido & que para producir protoplastos
las telulas se someten & tratamienktos enzimaticos que padrian
alterar la estructura del plasmalema, la informacicn aue ae
tiene para sistemas Z» y#ifrc permite descartar la posibilidad
tde que la resistenclia se deba a la falta de recsptares

ﬁspecfficng en 1a membrana,

&4.4. Resistencia debido a la inhibicien de 14
repiicacidﬁ viral al interior de la células

Wilsom (1985) ha planteado una hipotesis que abre

una nueva perspectiva en relatidh a la localizacidn vy &l

mecanismo de desensamblalie de lgs virus ARN positivos. El
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autor plantea la posibilidad de que el dosensamblaie de 13
nucleucéﬁside ocurra in vive como consecuencia e los eventos
de traduccion. Para ellg, Wilson argumenta que los ARN de
hebra simple son muy sensibles a las ribonucleasas, por 1o
que no pndr{an mantenerse intactos y  funcianales dAentro de
las :élulas, aun por pericdos muy cortos. El desensamblaje
campleto o parcial, necesario para la liberacion del ARN,
deberia entonces, acurrir poco antes O simultaneamente con la
toma del ARM por las poliribosomas u  gtros compleios
ribonuc] ecproteicos para asegurar 1a proteccion contra el
ataque de las nucleasas. La hipétesis de Wilson implicaria
que las nu:leocébsides 1l=gan més © menos intactas al
citoplasma de las celulas infectadas. Frobablemente ocurra
algdh cambio estructural como hinchamiento o pé}dida de
algunas sub—unidades proteicas durante la penetraciéh, coing
consecuencia de =u encuentro con medios  hidrofobicos,
receptores proteicos, gradientes de iones de ca*? o
compartimentos sub-—celularzss de bajo pH, En esta fase, @1
ARN  encapsidado permanscoria proteqido del ataque  por
ribonucleazas, aungue es de pspeErarse pue haya cierta
enposicion de las secuencias lider del extremo S° del ARN

»

. - ”
para facilitar los proximos eventos. La locallzacion

-

o ’ ’
topeologica y la funcion biologica de las proteinas ligadas
covalentemente al genama (YFg) =n el estremo 57, podrian
tener alguna funcidn en este procesn. Cuando los componantes

de la maquinaria de traduccion de la celula encuentran
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secuencias de inicia:ién del ARN viral expuestas, empszaria
1a sintesis proteica temprana. La translocacidn ribosomal
llevar{a entonces a la extraccidn del ARN de las particulas
isnméiricas y se daria el desensamblaje de la proteina de la
cépside. La atractivo de esta hipdtesis e@s gue la E:qpresic.fn
temprana y completa del gen viral ocurriria JUnicamente en el
momento en que la magulinaria traduccional fuera accesible en
12 célula hospedara.

Con base en esta 'idea, podria plantearse la
pusihilidad de que el mecanismo de resistencia resida en que
la nucleacdpside no sufra los cambios iniciales que permiten
1a éxpwsi:iéﬁ del extremag S’ de! ARN viral y que, par lo
tanto no pueda haber una traduccion temprana v la consecuente
"salida" del ARN protegido por 1los poliribpsomas. Otra
alternativa serfa gque precisamente ocurra una proteclisis
temprana de la nucleocapside dejando desprotegida 1 ARN que
seria rapidamente degradado por las ribonucleasas.

Finalmente otra pasibilidad para explicar la
resistencia es gque s bloguee 1la replicaclén y/o la
traduccican del ARN viral, Sela vy Applebaum  (1962)
encontraron gue los sobrenadantes de plantas infectadas
inhib{an la infeccidﬁ viral. De all{ asumieran la presencia
de un factor antiviralt e iniciaron su estudio. Las
purificaciones de este factor antiviral (denominado AVF par
“anti-viral factor") se hicieron a partir de plantas de

tabaco infectadas con TMV, de la variedad hipersensible que
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lleva @l gen N-dominante, responsable de la localizacion de
la infeccian, La asociacion ldel AVF con el gen N se
establecid mds adelante (Antignus et al., 1277}, Los
resultados tanto de 1a cararcterizacidn como del mecanismo de
indUCcién gara la sintesis del AVF y lo gque se conoce de su
actividad antiviral, han relacienado esta proteina con los
intertferones producidos en cilulas animales. Los
interfercnes son proteinas o. glicoproteinas con peseas
molecul ares entre 17=28,000, que saoportan tratamientoz tales
como pﬁ mity acido v exposiciﬁh al Sodio dodecil sulfato
(8DS). Sela (1984), en una revision sobre el tema, senala
1as diferencias y similitudes entre los interfercnes y el
AVF, El AVF es una glicoproteina {21-22.000) gue, al igual
que &1 interferdh, continda activa despuss de tratamientos a
pH Z.0 0 con SNS. Tanto los interferones como 81 AVF se
inducen por infeccionss virales o por agentes artificiales,
sobre tode Poli 1:€ y san activos en cantidades pico-mol ares.
El AVF induce ia pnlimerizaciéh de ATP a2 un oligonucledtido
gque tiene actividad antiviral. E£ste nucledtido se asemeja 3
la 27-57 oligoadenilato (2°-5° A), que se produce por la
induccion del interferon en tejidos animales y gue activa 1
mecanismo que bloquea la sintesis proteica. Una diferencia
que se ha encontrado entre interferones y el AVF ps &l
proceso de su 1ibera:id;. Mientras que el interferdn se
estimula par la activacidﬁ del genoma que lleva directamente

7
a su production, la actividad del AVF, al menos en parte, se
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induce por la activacion de un precursor pre-existenta 2n las
células. Reichman et al (1983) han llevade a cabo estudics
para camparar el efecta del interferon humano de leucocitos
sobre las plantas infectadas con virus, con el efecto del
AVEF. Eptontraran que tanta el interferon como el AVF,
inducen en las plantas, una palimerizaciones de ATP
dependiente de un ARN d2 doble banda, que produce nucledtidos
con actividad antiviral. Aungque el mecanismo por medio del
cual actua el AVF se descanace, los datos anteriocres revelan
gue la resistencia se da por un mecanismo gue bloguea 1la
sintesis proteica. La ventaijas de este modelo es que existe
relacion entre el gen N dominante responsable de ls reaccion
hipersensible, con 1la prudu:cin';-t del AVF, v gque en el caso
de plantas sensibles gue llevan =21 alelo n, este factor no se

produce.
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MATERIALES Y METODGS

I.Ahislamiente de protoplastos
1.1 Muestras del material; Coma fuentes de
protoplastos se utilizaron las variedades de friiol Mexico 80
linfeccion sistemica, designada en adelante como "variedad
susceptible al VMRF) v RAEB-77 (variedad resistente al VMRF),
Las semillas se dejaron germinar en una camara humeda a 239 C
durantz 48 horas. Luego se sembraron en tubos de ensayo con
agar Sélido al 1.3%4 v madia bé%icu de sales de Murashige vy

Skoog (1%463) (ver tuadro 1).

Cuadro N® 1 Composicion del medio de Sales de
Murashige y Skoog

CCHFONENTES EANTIDAD
MACROELEMENTOS:
mg/l mM
NH4NO- 1,630,0 20,6
MO~ 1.200,0 13,8
farCl ST242 2,99
MgS, 180,7 ¥,
KHAFO, 170 1.2
MICROELEMENTOS:
mg/1 uM
MNa-EDTA Bl yD 1090
Fagﬂq.?HED 27,8 100
H=~BO bH,2 100
ZnSDq.T’HzD B, & 29, 9
KI 0,82 o
NaEHuD4.2H20 0,25 1,0
CuS04.5H,0 0,025 0,1
CaCl 5. &Ha0 0,025 a,105

Las plantas se mantuvieron en una camara de crecimiento

Fercival, = 26°C, con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas.
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Despué; de g-14 dias 58 recalectaron las haojas
dicotiledonales.

1.2 Esterilizacion de las hojas: Las operaciones de
esterilizaciéﬁ v prEparacidh del teliido para la digeatiéﬁ
enzimatica se llevaron & cabo en una camara de flujo laminar
horizontal. &1 material se lavd‘sumergiéndnlo en etanol ds
70° durante algunos segundos y lusgo enJuagéndato tres veces
con agua bidestilada estéril.

1n 3. Freparaciﬁh de 1la salucién enzimética: La
acluciéh enzimatica utilizadas para separar células v digerir
la pared celular, se preparé minutos antes de empezar 1la
digestion, Las enzimas se disolvieron en una salucion de
manitol de ©0.3M, pH 5,4, a3 una concentracidn de 0.25
pectinasa (Sigma) y 0.2 % celulasa (Ono-uko R—-10 de Yakoult
Bigzhemicals). FPara 2 gramos de material se utilizd 100 mi
de solucion enzimatica. Antes de su emplea se filtro a
traves de filtros Millipora esteriles de Q.28 Wi

1.4 Aislamiento de los protoplastgs: Se utilizd’ la
téknica directa de Fower y Cocking (194%9) para el aislamiento
de protoplastos de tabaco. Sin embargo este procedimiente
clasico tuvo que modificarse de acuerdo a 1os requerimientos
particulares de las variedades de frijot wutilizadas. Las
hojas se cortaron can un bisturi en secciones de
aproximadamente 1mm X {| mm. Se pusieron a Flotar sobre la
solucion enzimatica en platos de petri de 100 X 15, deijando

la epidermis en contacto cen 1a enzima. Los platos de opetri
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62 sellaron con papel parafilm y la DreparaCiéH sa mantuvo en
una incubadora himeda a 28°C con una agitacidh de 30
oscilaciones por minuto durante 12-185 haras. Al cabo de este
tiempao se filtro el material a trave% de filtros de nylon de
50 y 130 mesh, para deshacerse del material vegetal grueso na
digerida. con el prnpésito de separar 1los protoplastas de
desechos subcelulares (cloroplastps, elementos vasculares,
células mal digaeridas y protoplastos rotos), se utilizg el
procedimiento descrito por Larkin (1978). Este consiste en
hacer fiotar la solucion de protoplastos en un  tubo conico
ron 18 ml de Ficoll {(gravedad especffi:a de 1.077 g/ml) vy
centrifugarla a 300 xé durante & min. Los protoplastos se
sitdan en la interfase entre =1 ficoll y 1la solucian
enzimética vy log deshechos quedan en 1 fondo del tubo
{Fig.1). La banda con protoplastos se saca cuidadosamente
utilizanda una pipeta Pasteur vy se lava tres veces con una
salucion de manitol 0.3 M, centrifugando a 100 xg durante =
mirn, Coma metodo alterno para la limpieza, 1ops protoplastas
se lavaron mediante tres centrifugaciones a 109 g durante 3
minutas seguidas de resuspensiones n manitol 0.3 My 1O mM
CaCl, pH 5.4 sin utilizar el gradiente de ficoll. E1 ultimo
botdn se reauspEndié en las soluciones descritas mas adelante
5egdn el tratamiento al gque fueron sometidos los

protapl astos,



Fig. 1

Protoplastos en gradiente de fdcoll. La foto muestra
La separacibn de Las células del maternial no digernido
y de Los desechos sub-celulanres. La banda de protoplasitos
( . ] se coloca entrne el ficoll y La solucibn enzimdtica.

33
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1.5 Prusbas de viabilidad: La wviabilidad de las
protoplastos se estimo usanda la tincion con azul de Evans.
Los protaplastos vivos excluyen el azul mientras que 21 tinte
penetra a los protoplastos muertos, Se llevaron & cabo tres
muestreas de aproximadamente 100 células por cada millon de

protoplastos,

2. Purificacidn del Virus Mosaico Rugoso del Frijols:

£1 VHMRF se prnpag& en =1 invernaderc en la variedad
Mexico-B0 R de P. wvulgaris. Las holas dicctiledonales se
inocul aran mecsnicamente segdh ia deacriﬁcién de Gamez
(1972), v se recolectaron 15 df as después de la inoculaciéﬁ,

al aparecer los sintomas en los primeros trifolios. El virus

GE purificé segun el método descrito por Ram{rez,P.:
’

Espinnza, A.M; Fuentes, A.L. vy Leon, P. (datos no

publicades!. Las hojas infectadas se lavaron, cortaron, y s

les agr996 tampdﬁ fosfatao Q0,01 M, pH 7 para macerarlas en una
licuadora. El macerado se pasé & travéé de wna gasa, e
clarifico para luego agragarle MaCl 0.3 M vy polietilenglicol
(FEG 80DG)Y al 8 %. Despues de 2 horas a 42 €, del virus se
grecipitgd a 10 Krpm durante 15 wmin. == resuspendié y se
clarifica. El prrocesn se repitié tres veces Yy el Jltimu
boton se resuspendié en 30 ml de tampén fosfato v se senaré
en Uk gradiente de 10~40 % sacarocsa. La concentracidn del
virus se midid mediante absorbancia ultravigleta en  un

4 . : e\
espectraofotonetro Hitachi 200-20, asumisndo un coeficiente de
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noign €9 1% 5 240 = 7.0 para la mezcla sin fraccionar,

< 9% Purificacion del Virus Rayatlo Finop del Maisz:

El virud se purificd a partir de plantas de maiz Tico H4
de acuerdo a metodos establecidos (Géhez, 1980; Leon v Géhez,
1981). Someramente, =21 extracto de hojas de mafz infectadas
vy molidas en un tampén fasfata 0.0L M, pH 7, =@ =larifica por
cantrifugaciéh a 22.000 g por 10 min. El virus se precipitd’
tres veces utilizando PEG B.OCD y NaCl 0.X M. Despué% de cada
precinitacién se resuspendis en tampéﬁ fosfato ¥ €e
clarificé. Finalmente sa centrifugé cantra un cqlchdh de
sacarcsa al 38% en teapon fosfato 0.01M, pH7, & B87.100g4 por
una hora. El virus se colectd de la interfase y se diluyé
cincp veces para luego precipitarlo con FEG BRGD al 8%, La
concentracion del virus se midlu’ mediante absorkancia
mliravioleta en un  espectrofotdmetro  Hitachi  200-20,

ssumiende wn coeficiente de estincion £ 1% & 280 = 1.4,

4 tpecularcion de plantas de +rijol con el VYMRF para
produccidﬁ de protopiastos infectados.

Las hojas dicotiladonales de plankas de frijol de 1a
variedad Mex-80 R se inacularon mecanicamente. Las heojas se
cosecharon 72 horas despué& de 1a inoculacion Yy S8 prepararon
prataoplastos sigujiendo =1 metodo deserito anterlormente. Las
céiuias se incubaron en el medio minimo descrito por Takehe

(1977; cuadro 2). Se tomaron muestras a las O, 24, 48 y 72
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boras. Alternativamente se separaron las plantas de Mex-BO R
= dos prupos. Se inoculd un grupo vy 24 horas despuss se
inaculé el segundo grupa. Daﬁpuéa ge otras 24 horas sa
procediJ a preparar protoplastos. Las muestras se tomaron en
el momento de gonsr las celulas =n 2] medio de culkivg.
5. Inocuwlacign de los protoplastos con el VYMRF in vifro
- P B Innculaci&h con virus ¥ tampén: Se siguld’ (=51
metnda descrito por Swmith et al  (1983) con algunas
eodificaciones, Despue; gel Jltimq lavado can manitol 0.3M y
10 M £aCl, se sedim=antaron un millon de protoplastos y se
resuspendieran en 1¢ ml de manital en tampén de fostata de
potasio ©.0IM, pH 5,4 con VMRF a una cancentraciﬁa dae 20
ug/mt a 200 ug/ml. En pstas condiciones s2 incubharan durante
1% minutes a 28% ©, agitéﬁdnlcﬁ una wver a los 7 minutps
postrinoculaciéh. Al cabo de este tiempo, se centrifugaron a
Baja wvealptidad durante trese minutes. Los botcnes a3
resuspendieran en manitol Q0.3M, con 10 M CalCll y se volvieron
a centrifugar, Este proceso se repitié'tras veces para lavar
el excess de virus. Despues del ultimo lavado las cé&ulaa =a
resuspendieron sn 8l medic de sales a2 una rconcentracion de
cien mil protoplastos poar ml.
5.2 Ineculacion del VMRF con (PLO):
Los protoglastos aislados se ceptrifugaren a  baja
velocidad v se procedic a  inocularlos segﬁn Pl  metade de
Takabe (1977) para protoplastos de tabaco. Se madifica ia

cnncentracid% de manitol! de 0.7 M a O3 M, El virus
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purificado se disalvia hasta una concentracitn de 2 ug/ml  en
10 m1 de manitol O.3M, en tampin clirato de potasio 0.01 ¥,
pH 5,2 y PLO {32.900 a 2 uéiml. Esta saluciéh se dejo a 25°
C durante 10 minutos. Pasado este tiempo de incubacicn, se
centrifuga a baja veloridad,el baton se resuspendia =n 10 ml
de mamitol 0.3 M ¥y se le agreqé la mezcla del virus, La
concentracion f£inal fue de 2 X 105'protnplasta5 con  ilug de
PLO ¥ 1-ug de VMRF. Despues de 10 min a 259 C se
recolectaron logs protaplastos por centrifugacién y s lavaron
con la salucidn de manitol para remover el virus no
- adsorbida. Finalmente, despué; del ﬁltima lavado, Se
resuspendieron en 10 ml del medio de cultivo.

5.2 Inaculacion con el VHRF utilizando (PEG):

Fara =l1a =@ siguié'el metodo de Maule et al (1986) con
algunas medificaciones. Se resyspendisraon 2 . 107
protopl astos recien preparados, en 1 ml de manitol y s=2 les
agregd 20 ug de virus resuspendicgo en tampén fosfato de
potasio 0,01 M vy manitel 0.3M a pH 5.2, filtrado a travég de
un filtro Millipore de 9.22 u. Lnmediatamente se le aqregglﬁ
ml de FEG BOOO (Sigma}) al 30% en 0.Z M manitol v ZImM CaCl
(también filtrado por Millipors 0.22u y guardada a -20% C).
Pasados 10-20 segundos se diluvé la suluci&h can 32 ml de
manitol 9.3 M y 1 mM CaCl, agitanda suavemente. Despuss da
transcurridos S minutos a 259 G, las ouestras se
centrifugaron a bajla velocidad durante tres minutos; en tubbps

3
conicos de SC ml. Parz remover el excesag de wvirus, los
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boatones se resuspendieron ea Manitol 0.2M com 10 mM CaCl v se
centrifugaran nuevamente. El lavado se repitié tres veces g
el Ultims boton se reau5pendié gn 2] medio de cultiva deianda
lgs protoplastaos a una concentracion final de 109 células por
ml.

S.4 Inoculacian de los protoplastos con el VRFH
utilizande FEG: Como control exeerimental, =13 inocule
protopl axtos con el VRFM. Se ﬁiguié el mismo metado de Maule
et al, {1980) can las modificaciones descritas antarisemente
para 1a inoculacion con el VMRF. Al igual gqua con este
virus, se aqr&gd’?ﬂ ug de  YRFM. Ei resto de operaciongs
fuzron identicas a las descritas antericrmentz.

&. Incubacian de protoplastos inoculados y controles

sin inocular:

D25pué5 del ultimo lavado. los protoplastos sE
resuspendieron el medic minimo descrito par Takebe (1977),
modificands la concentracion de manitol a ©.3 M. La

camposicion del medio ss describe en el Cuadro 2.
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Cuadro N° 2. Medio de cultive

para protoplastaos (Takebe, 1977)

-
Compuesto Concentracion
KHoFO,4 0,2 mM
KNO= 1,0 oM
Cally 0,1 mM
K1 1,0 uM
CuS0, 0,01 uM
2-4-D 1 ug/ml
gentamicina 100 ug/ml

mani tol 0,3 M

pH ajustado a 5.4 zmon KOH,

Los protoplastos wuna ve: resuspendidos, sSeé
’
incubaron bajo luz constante a 25° £ en camara de

crecimiento.

’
Fos Deteccion deg2l incremento de virus En 105
protoplastos
7.1, Hipensayo! El método descrito por Kluge et al

(1983). se& utilizo adaptandale al VMRF y al frijol. Se
sedimentaraon 10 ml de protoplastos (equivalentes a un millon
de célulaa), a las 0, 4, 12 y 24 horas despué% de 1la
inoculacion. Las celulas se resuspendieron en ©.5 ml de
tampon fosfato 0.0l Ma pH 7 y se hamogenizaron con un
homogenizador Faotter. Luego se congelaron a -20° € durante
una hera. Para inocular se utilizaron plantas de la variedad
Orgulloso de frijol (de reaccién hipersensible!. Una mitad
de las hojas dicotiledonales se inoculd con el homogenizado
mientras que la otra sa incculé con una preparaciéﬁ de wvirus

de concentracion cenocida. Como contrel se inocul aron hojas
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con protoplastos sin inocular. Después de una semana se
contd el pumero de lesiones en las hojas.

7.2 ELISA (Enzime—linked immunosorbent assay)

Taded3, Preparacién de las muestras: Se tamaron
muestras a distintos intervalos utilizando una pipets de 5
ml, previamente esterilizada. Antes de tomar cada muestra,
el medio de cultivo con los praotoplastos se aqitd suavemente.
Las muestras se calocaron en tubos Eppendorf e inmediatamente
se centrifugaron en una microcentrifuga Eppendorf 5414
durante T segundos. Los sobrenadantes se recogieron coh  Lna
pipeta Pasteur y se guardaron en viales de 2 ml. Los botones
y los sobrenadantes se congelaron a ~20% C hasta el momento
de hacer los analisis para detectar la presencia del virus.

7.2.b. Preparacion de las olacas para LISA: para
detectar el! incremento de lsas proteina viral en los
pratoplastos se utilizd ta prusba de ELISA segdh la
adaptacidﬁ hecha por Rivera y Gamez (1583). Las placas de
microt{tulo (Nunc—immuno #flate IF, Southland Cryaogenics,
Texas), se& recubrieron con 10 mg de Ig6 anti VMRF por ml en
tampéﬁ de carbonata de sodig 0.01 M pH 9,6. Luega =e
incubaron a 4° C durante 48 horas, selladas =n cAmara humeda.
Después de la incubacion se lavaron tres veces en rampan
fosfato .71 M. pH 7,4, NaCl 0.15 M v Twaen al 0.05%4 (PBSTY,
y S8 secaran a temperatura ambiente. E! conjugado se preparof

*ilizando 2 mg de Ffosfatasa alcalina (Sigma Type VII)

’
suelta en | mg de Igk anti VMRF (a wuna concentracian de
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img/ml) .

7.2.c. Deteccién del antigana viral: Para detectar el
antfgena viral, se incubaren las placas con las muestras de
protopl astos. Las praimeras pruebas se llevaron a ©a&abo
tomanda 10° protoplastos a las O, 24, 48, 72 vy 80 horss
pos—inmcula:iéh. Luego s= prﬂcedid’a muestrear a intervalaos
mas cortos correspondisntes a las @ 4, 12, 18, 24, 28, 32 ¥
45 haras Eagt—inuculacidh. Cada muestra de 109 priotoplastaos
se FESUEPEndiS'Eﬂ 0.8 ml de Twz=en al 5S4, PBST con albumina al
4% (PFBSTA) v == sonico antes de tolocsrla en los pozaos. La
incubacion duro 24 horas a 49 © en camara himeda. Al
terminar lz incubacion, s& lavaron tres veces con FPEST (Tween
al 0.5%), para luego incubar 1 hora a 37° C con =1 c¢oniugado,
a una diluciéa de L/500 PHEHSTA {(Tween a! 0.3%). Se valvic} a
lavar con en FPBET tres veces y s incuba con =l sustyrata,
p-nitro—fanilsul fate (Sigmal a img/ml en tampon de
diestanolamina 1 mM, pH 9,8, durante una hora a 379 C. Laos
valares da ELIZA se obtuvieron leyendo la absorbancia del
sustrato a 49085 nm &n un Espectrafntémetru 20 de Beckman o en
una micro ELISA Auto-reader mnodelo MR B0 {(Dynatech

F‘r‘GdUCtE) -
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Fig. 2. Curva de titulacicn del VMRF. (ELISA),
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7+ 2vds Eeterminaciu; de 1a concentracion del virus:
La relacidﬁ entrg los valores de absorbancia a 4035 nnm
obtenidos por ELISA con la cantidad de virus, se determiné
mediante una curva de titulacién, wtilizando diluciones en
serie de la preparacion del virus de concentracidn conocida
timg/ml). En el Cuadro 3 se senalan las dilucicnes del virus
ton los valores de absorbancia y 1a cantidad de virus

carrespondienta; en la fig 2 se da la curva de estons valaores.

Cuadro N® % Relacion entre
la absaorbancia a 495 nm y la
concentracicon del VMRF

Dilucian Absorbancia Concentracion

(de img/ml} {a 405 nm) (ug de virus)

1:800 0.46379 1.23
1: 1000 0.533 1.00
122000 0.384 0.50
113000 0.339 0.33
1: 4000 0.224 0.29
12 5000 25 0.20
4 Detecciéh de las prote{nas virales por

electroforesis en geles de poliacrilamidar Las muestras se
prepararon de la misma forma descrita para ELIGA. LLos

i
hotones =e resuspendiercon en 100 wl de tampon de muestra
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(tris-base, pH &.8, gliceral al 23%, SDS al L% ¥
mercaptoetanol al 5%). Estas muestras se corrieron en geles
de poliacrilamida al 12% segun el metods de Lasmali  (1970).
La corrida duro de 4-& haras a cerriente constante (30 mA}.
Las proteinas se tideron con azul de Coomasie o bien se

transfirieron a papel de nitrocslulosa.

7.4, Deteccion de las protefanas de 1la capside en
transferencias a papel de nitreceluloasa con anticuerpoes
marcados ¢ Fara transferir el gel, se siguié 21 metodo de
Ramirez et al. (1983}, Les geles de poliacrilamida o
transfirieran a papel de nitrocelulosa (Trans-Blot Transfer
Medium, Richmond, California) por 8 horas a 70 ﬁﬁ. La
transferencia se hizo en tampén tris 0.Q23 M, glicina Q.1%3
M v metanol al Z0% (vw/v) a pH B.3. Para detectar 1los
antigenos del WMRF con anti-VYMRF 123 1, se recubria el papel
de nitrocelulosa con =1 tampon de recubrimients, segin el
nétodu de Sittenfeld (¥98BO). Be aqregé 3200 ul de anti VMRF
125; diluideo en 2% mi de tampén de recubrimiegnto vy se i ncubd
durante 4 boras a temperatura ambiente con agibaci&h. El
papel de nitrocelulpsa se 1avd tres veces durante 20 minutos
cada wvez en PBS, con suero de albdmina bovina (BSA) al G 1% y
Tween al 0.05%. Antes de secarlao, se lavdrcnn PBS y lusgn se
dejd entre dos papeles de filtra por 2 horas a 372 . La
autaradingraf{a se realizd, de acuerdo a la tecnica de

Sittenfeld (I985). La pelicula se reveld’empleando placag de
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ravos X (Kodak).
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RESUILLTADOS

1. Normalizacion de 1a técnica para la preparacion vy
cultiva de los gprotoplastos de frijol de las variedades
MEX-80 y RAB-77.

1.1. Condiciones de crecimiento de las plantas: Se
empezﬁ utilizando plantas mantenidas en invernadera,
sembradas en cubetas plasticas en tierra esterilizada. Lasg
plantas <& cosecharon dESpuéE de 9 a 5 semanas de sembradas,
siguiendo el metodo de Pelcher et al. (1974). Sin embarga,
este metodo presentd varios inconvenientes, En primer lugar,
el rendimiento de protoplastos varid segun la edad de 1ia
planta, Ademds, las variaciones climdttcas tambien
incidieron negativamente en e! pumero de protoplastos viables
obtenidos; finalmente, el BOZ de las greparacionss resul taraon
contaminadas con bacterias. En general, el rendimiento de
protoplastos a partir de este material fus de alredsdor de un
40% de célulag desprovistas de pared, de las cuales, en el
mejor de 1os casos, solamente un 207 resulto viable. Para
obviar esta serie de problemas, se cambiaron 1as condiciones
de crecimiento. Las semillas germinadas se sembraron en
tubps de gnsayo esterilirados; llenos de agar salida con el
nedic de sales de Murashige y Skoog (1%62). Las plantas se
mantuvieron @n una camara de crecimiento con luz Y4

temparaturas cantraladas. Ses encontro que la edad de 1la
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planta influye de manera decisiva enm la viabilidad de laos
protuplastos; =1 mejor rendimiento se obtuvea al tomar hojas
de plantas de B a 14 dias.

1.2. Preparacich del tejide pera la obtencion de
praotopl astas: El primer pasa en la preparaciuﬁ del tejida as
la esterilizacion de las hojas. Se empezd haciendo lavadas
con Tween 80 al 0.1%, luego stancl al 70U y finslmente tres
lavadas con agua bidestilada estéril. Para evitar las altas
tasas de contaminacion gu2 s2 presentaron a3l inicio, s hiza
un lavedo adiciocnal con cloro comercial al 194 tal v camo lo
reconiendan Pelcher et al. (1974). Este gpaso tuvo gque
sliminarze debido a gue la eficiencia de la enzima sz redujo
y sl 17Z de las celulas perdian su pared. Los problemas de
contaminacion se redujeron casi totalmente al mantener las
nlantas =n la camara de crecimienta. £1 lavado con Tween 80
pudo eliminarse y unicamente se lavd con etanol al 70% y agua
hidestilada esteril.

Una vez lavadas las hojas, se ensayaron dos metodos
de preparacion del tejido para ponerla en contacto con  la
gnzima. El primero consistic en remover la epidermlis de  lag
hojas con la ayuda de pinzas de relajerc. El segundo matads
consistid en cortar las hojias en secciones de 1 X § mm antes
de panerias en la salucidn enzimatica. fAmbas sistemas
resultaron efsctivos en ruanto & la produccion de
grotopl astos, sin embargo, el segundo permitic trabaiar con

una mayor cantidad de material en menor tiempo.
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, Concentra:iaa de la Enlucléh enziméﬁi:a y
condicionsgs de incubacian: Se llevaron a cabo varios
ensayos wtilizando distintas concentraciones y tiempos de
incubacion cen des enzimas, celulasa y pectinasa (Sigma).
Ninguno de los ensayas permitic la obtencicn de protaplastos.
For lo general, despues de varias horas de incubacion, se
obtenfa un gran ndmero de ceélulas separadas pero que adn
mantznian la pared celular. Se procedio a probar otra
celulasa (Onozuko R-10 de Yokult Chemicals de Japon) gque dio
buenos resultados desde las primeras preparacianes. Se
empezo utilizanda ambas enzimas al 2% en un volumen total de
10 ml para digerir alrededor de T g de tejido. La digestidh
duro 4 haras y al cabo de este tiempo se pudo contar 1 X 108
protoplastos por cada 2 gramos de material. Se ohsarva que
la cantidad de material no digerido era muy grande, par lo
gue se Ensay5'otra concentracion de enzima vy se variaron las
tismpos de incubacion. Los resultados obtenidos se muestran
en el Cuadro 4, Se encontro gue 1a maxima eficiencia se
obtenia al cabo de 12 haras de digestidn a 28° &y ¢Con 2
gremps de material foliar en 100 ml de la solucien enzimé@ica
de Celulasa Onogzuko R-10 &l 0,2% y pectinasa de Sigma al

0.25%.,



pag49

d

Cuadro N° 4: Efiviencia de ia preparacian de
pratopl astos utilizanda distintas concentracionss de enzima,

volumenes v tiempos de incubacion.
v
Solucion # 1 X

Tismpo tle NP dz proto- Viabilidad

incubacidn plastos/ 2g ¢
(Boras) de hoias
1 < 1x104 no se midio
2 < 1X109 70-75
3 1X109 70
4 1%109 70
& o mas iX10° »50

Solucion # 2 X%

Tiempo de N de proto- Viabilidad
incubacion plastos/ 2g {7
(horas) e hojas
1 muy pOcos no se midida
5 4 1X10° %5
10 1X109 75
15 bR 107 P53
20 2-a¥%107 >50

¥ 10 ml de solucicn enziméti:a, 2,5% pectinasa y 2%
celulasa, g
¥x 100 ml de sclucion enzimatica, 0,25% pectinasa vy 0.2%
celulasa.
En cuanto & la osmolalidad y el pH del medie de
digestidﬁ y lavado, se probaron distintas concentraciones de
manitel, desde D.3 M (FPelcher et al. 1274) hasta 0.5 M

iWatanabse gt al., 1984}. El mejor rendimiento se obtuvo con

- # -
una cencentracion de 5, 46%, & decir, 0.2 M. Tambizn segun &t
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méindu de Pelcher gt al. (L1974} ge empezé ubkilizando una
solucion a un pH de 7.4. En estazs condiciones las enzimas
no resultaron funcionales, por la que se cambidra Sa s Eeg&h
gl metode original de Takebe (1977).

1.4. Limpieza y separacidn de 1los protoplastos del
material no digeridos: Se empez5 untilizando g1 métoda
convencional de Takebe st al. (194B), que congiste an filtrar
las prntgplastus por filtros de nylon v luege centrifugar vy
lavar los protoplastos con manitol 0.3 M. Debido a 1la
ineficiencia inicial de 1la ﬁigestidh. las preparacioneg
tenian mucho material de desecha y organelas de las celul as
reventadas. ESe Enﬁayé' e]1 metodo de Larkin (1978) para
aobtener uWna preparacid% maS limpia, separando el material en
gradientes de ficoll (Fig 1), Esta aeparaciﬁh na resulté
necesaria al optimizar 13 técnica de produccidn de
protoplastos, ya que como puede verse en 1la Fig 3, las
preparaciones can celuiasa al 2,.2% y pectinasa al 9.28% en

100 mi de manitol ©.3M, tenian poco material no digeride.
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[

V2 ™

¢ came al 0.2
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pocos agsechns sub-pefulanes § poes melenind no digendcdo,
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#.20% y pectinasa de S '
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1,5. Hedic de cultive y viabilidad de los pratoplastos:

Se ensayarcn tres medios de cultive diferentes. El medio
recomendada por Gambourg et al (1981}, compuesto por sales
minerales y complejos vitaminicos ademas de wuma fuente de
en=rgia. £l media de Murashige % Skoog (1962), descrita en
el cuadro N? 1 vy el medic de Takebe, descrito en =1 cusdro NP
2. Las prusbas presentadas en @&ste trabaje se& hicieron
utilizando el mediop de Takebe (1977} debida 2 que = el mas
simple vy permite mantener gran cantidad de proltoplastes

viables durante mas de 72 horas (ver Figs. N© 4 y 5).

e A Gptimizaci&h de las tecnicas de inoculacidﬁ de lps
protoplastes con al VMRF.

2wk Inaculacid% in vive: Los protoplastos preparadaos
a2 partir de frijol Mex BO-R {susceptible) infectade in wvivo,
se cultivaron durante 72 hotas, tomandnse muestras a las Gy
24, 43 vy T2 nhoras. Paor electroforesis =n geles de
paliacrilamida pudo deteciarse la proteina viral de& menor
pesa molecular en 1los protoplastos cultivades durante 72
horas., (fig. &Y. Sg& prepararon protoplastos de las plantas
infectadas 48 yv 72 horas antes de la digeatid% v sa@ tomaron
muestras inmediatamente despugs de ponerlps 2en el medio de
cultivo., Los geles de poliacrilamida permitisron detectar la
proteina viral da menor peso molecular en ambos casos (Fig

(-3
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Fig. 4 Viabilidad de Los protoplastos deteruminada por exclusidn
de azul de Evans. Preparacibnde protoplastos incubados

durante 50 honas en el medio de Takebe (1977). Las células
muertas presentan una coloracién azul oscuro debido a La
penetrhacidn del tinte. (‘) células muentas. {aumento

400 x 24)



2 viobilidad.

94

1009 —#— Frotoplescaoe variwdad
HExico 80 (Susceprible).
: —0— pProtoplasctos variedad
RAZ-79 {lezistente}
a0+
604
404
20+
L . L] v L] L4 LS
0 10 20 30 £0 ag 40 74 80

Horas de iacubacidn.

Fig, S. Curva de viabilidod de protoplastos determinada por
exclusidn de Azul de Evans, cultivados en el medio de Takebe (1977).
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Fig, & Electroforesis de fas profeinas de puoloplasios
infectados con UMRF. [las §fechas seviafan fas proteinas
wirales. Loa canniled numerados corrgsponden a fasb
siguientes mueatmas: 1, 7 y 9, viws pundficade; £,
protopfastos sin in fectan; 3, 4, 5, y & conresponden,
nespectivamente a profoplasitos njectadas in vive 2
incubados dunante 72, 46, 24 y 0 honas; § ¢ 10 prodo-
plastos paepanados 72 honos post-Anoculaeifin £n vivo;

9 g 1] profoplastps preparados 48 horaa pes-inocufacibn
An vive



paaSsé

Los resul tados por ELISA permitieron establecer la
presencia de una mayor cantidad de antigena viral en los
protoplastos de plantas infectadas 72 horas antes de la
prepara:iéﬂ {Cuadro 5). Con base en estos resultados, se
precedig a utilizar los protoplastos de planta infectada in
rivo 72 horas antes de su preparacién, como control positive
en los exparimentos de inoculacion in vitro.

2.2, Inoculacion directa con el virus en tampon
fosfato: He utilizé'el metoda descrito por Smith et al.
(1982) con las modificaciones senaladas en materiales vy
métodos. En el cuadro S5, se describen los valores de las
lacturas de las muestras para detectar 1a cantidad de
ant{geno viral en el momento después de la inoculacion y las
tres lavadas posteriores. Como s2 observas al  inccular con
tampdh fosfato vy 20 wg de virus, 1la absarbancia en
protoplastos susceptibles y resistentes es muy =similar. Al
aumentar la cantidad de virus en el inocula a 200 ug, la
cantidad de antigeno que gueda adherido o dentro de los
pt-otoplastos aumenta en ambas preparacionss de celulas. Al
seguir el curso de la in%ecci&n, no s& detecto un incremento

en el ant{genu viral en el transcurso de 80 hagras (Fig {1).
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Cuadro N2 S: Deteccidn del antfgena viral por ELISA,
presente en los protoplastas al tiempa O, utilizando

" I A -
distintos metodos de inoculacion.

Absorbancia

a 405 nm ¥

M&todo (1 de virus P.RL p.g<
dm . & inoculo

incculacion {ug}

in wive nd — ¥xOQ, 48
tampan POy 20 0.12 0. 07
tampon POg 200 0.70 D.71
FPELG 0% 20 ¥£0.34 £%0,49
sin inocular - ¥%0.01 ¥x0,01

¥ promedio de dos lecturas para cada muestra en un mismo
E£nsayo

¥X¥ praomedio de tres o mas ensayos diferentes, En el caso
de PEG, la desviacion s + 0.100, sin inocular +0.012 & inoc.
in vivo + 0,021,

i.Frotoplastos de planta resistente

Z.Frotoplastos de plants susceptible

n.d.= no determinada

23 Inocula;ién con el VHMRF S presenci a de
Poli-L-ornitina (FLO): Mediante 2! metodo de Takebe (1977),
s&@ inpcularon protoplastos de plantas resistantes Y
susceptibles en presencia de PLO yv | ug de virus. Qespueé de
20 minutos de incubactdn y tres lavadps, la viabilidad en
amhas variedades s& redujo a un 154, comparado con &0 y &3L
de los controles. Despuéﬁ de 4 horas de incubaciéh, todas
los protoplastos tratados con FLO estaban muertos. Con base
en los datos reportados sobre la toxicidad de 1a PLO para los
protopiastos de mesdfilo de caupi (Alblas y Bal., 19773, se

utilizd la mitad de la cuncentracién recomendsda por Takebe
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(1977). Aun as{, la mortalidad de las células despues
de 4 horas de incubacion fue siempre de un 100%.

2.4. Inoculacidn can el VMRF utilizanda
polietilenglicol (FEBG): Para ella se siguic el mdtode de
Maule et al. (1980) con las modificaciones descrites en la
seccion de materiales y métodos, Da5pué% de preobar con
distintaos lates de FEG B000O de Sigma, se lcgré mantener la
viabilidad al mismo nivel que los controles con 21 PEG 8000
del lote 72F-0423, Para asegurar la infeccidn, se asumentd
diez veces la cantidad de virus en relacion a 1la utilizada
por Maules et al. (1983) para inocular protoplastos con el
virus del mosaico de la coliflor. Al agregar el FEG, 1bps
protopl astos s aglutinaron comn se ilustra en la Fig. 7.
Diez segundos despué%, al diluir 1a snluciﬁn, volvisron a
disgregarse (Fig. 8), sin embargo, su forma original 1la
recuperaren en 21 momento en gue se les pusao en 21 medio de
cultive (Fig. ). ' Al inoccular en estas condicionses, la
cantidad de virus que guedo adherida o dentro de los
pratoplastos se detects par ELISA. Coma puede pbhsesrvyarsa  en
el Cuadro S, el promedic de tres ensayos sseparados para los
protoplastos de cada uwna de las variedades na 2s
significativamente diferente.

2.5. Comparacidn de la viabilidad utilizando distintos
mé%udus de inoculacion: De todos los tratamientos utilizados
para inocular, el dnico que resultd ietal para las celulas

fue 2l que utilizabg PLO.
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Fig. 7 Aglutinacion de Los protoplastos inoculados con PEG.
En ol momento en que se anade el PEG al 30% Los
protoplastos se aglutinan como se . muestra en esia
foto. lawnento 400 X 24).
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Fig. & Separacidn de Los protoplastos despubs de dluirn
La solucdidn de PEG. AL dluin La solucidn 10 x,
Los protoplastos vuelven a separanse (aumento 400
X 74)



Fig. 9.

61

Proteplastos en el medio de cultivo despuls de fa

‘noculacién con PEG. Las células vuelven a phesentar
un aspecto noamal Lgual al de Los controfes una vez que
se ponen en e medio de cultivo. (aumento 400 x 24)
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En el Cuadro 5 se observa coma, todos los protoplastos
incluyendo 21 control sin wvirus vy sin FEG, sufren wuna
disminucioa en la viabilidad degpue; de los tres lavados para
quitar el exceso de virus. La viahilidad de los protoplastos
infectados con virus y tampén fosfato, can virus v PEG vy el
control , disainuye &n funcion del tiempo de manera wsimilar

en los tres casos (Fig. 10).

Chadro N° &2 Comparacion de 1la wviabilidad antes v
despuds de los tratamientos de inoculacidn.

Viabilidad }z)
Tratamiento antes del despues del
tratamienta

Tampon FOg4 P& 83
VMRF+tampon FDg 2?6 a7
VMRF+FLD 88 15

VMRF+FEG 76 87



2 visbiridad.

L3

~@— FProtoplasces mds YMRF adsz
poliscilenglicol (PEC 361).

—O— Proutoplavtos ufs YMRF eds
tampfin foafato.

“® = pracaplastos conerol afs
tampSn foafato.

100+ = Protoplastes miis UMAF nis
poli=L-ognicins.
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~
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Horas iscubacién,

Flg, 10. Vigbilidod de los protoplastos sometidos o distintoes
trotamientos de !noculacidn.
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3. Infeccion wviral en praotoplastas susceptibles vy

resistentes:

3.1. Durso de la infeccion del VMRF en protoplastos de
plantas susceptibles y tesistantes ; Para seguir el curso de
fa infeccidn =e wtilizo el wmétado de ELISA  descrito
anterinﬁmente. En el Cuadro 7 =e ohservan los valares de
absorbancia a 40% nm al tomar muestras cada 24 horas. En los
protoplastos de planta susceptible ingguladas can virus mas
FPEG, se obhserva un ligere incremento a las 48 horas. Sin
embargo, en =2ste experimento no pude detectarse una Fass de
“eclipse" (desaparsce la proteins viral) caracteristica de la
replicaciéﬁ de los virws (ver Fig 11)., 8a repitié entonces
el experimento tomando las muestras a las €, 4, 12, 18, 24,
28, I2 v 45 horas po5—ina:u1aciéﬁ. En la Fig 12, pusds
acbservarse como, tanto en los protoplastos susceptibles como
en les rezistentes, custro horas desaué% dg la inmculacidh,
s pdeUjD un eclipse, es decir, dEﬁﬂPGFEC16 gran parte del
antigens viral. En @l casa de los protoplastos susceptibles,
la diferencis entre el ¢, y €1 ty fue evidente, miantras que
g los protoplastios de plapta resistentes la diferencia Fue
proporcionalmente muchao MEnor {Cuadra 8. En los
protoplastos de planta susceptible, 32 praduioc un  incremente
exponencial del antigeno wviral a las doce horas

. i o . . L]
pog-inpculacion; 2ste incremento continua hasts las 24 horas
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y luego entra &n una fase estacionaria (Fig L2). En los
protoplastos de planta resistente, no s produjo wun
incremento exponencial a las doce haras; unicamenite s= vié un
aumentao dESpuéé de 24 horas ¥y a partir de ese punto, 1las
valores permanecieran constantes hasta las 45 horas (Fig 12).
La concentracidH del antigeno viral se2 mantuvo en niveles
bajas, incrementandase ligeramente a las 32 horas

pos-innculacion (Cuadro 8 y Fig. 12).

Cuadro N2 7: Infeccidn de protoplastos
susceptibles y resistentes.

Absorbancia a 405 rfmi

tienmpo de P:P.8 #.PaR P.RPS PF.P.B

incubacidn +VMR+ +VMR+  +VMR +VMR
{thrs) tampdn tampdn +FPEG +PEG

o} 0,16 DO B.A7 0,32

24 5,10 Q.01 0.4% 0,29
ag 0.08 2,02 0.49 0.21
72 0,07 .01 0.39 0,15
80 0.07 0.04 0.33 ©0.15

Absorbancia de las muestras en el transcursa de 80
haras
¥promadin de dos respeticiones
F.P.S5.= Protoplastos de planta susceptible
P.P.R.= Frotoplastos de planta resistente



Abporbancia 405 am.

—8— Pratoplasces sengibles
mis VHRF mis PEG,

=i Prataplastos seasibles
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Fig. 11, CIn€tlca de infeccich de protoplostos sensibies y resistentes
infectados con VMRF utillizendo polietilenglicol (PEG). O tompon fosfato,
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Fig, 12 CIn€tica de Infeccldn de protoplastes sensibles v resistentes
Insculudos con el VHRF utllizando polietilenglicol (PEGY,
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Cuadro N@ 8; Infeccion de protoplastaos
de frijol susceptibles v resistentes al WMRF
Absorbancia a 40% nmX

tiempa de PPS Sobr. FPR Sobr.
incubacion +VMR  PPS+ +UMR  FPR+
thrs) +PEG PEG +FEG FEG

0 0.52 Q.1 0.28 ©0.05

4 Q.12 0.08 0.15 0.04

12 0.5 030 0.17 0,04

L8 0.&64 0.0B 20 0.08

z4 0.68 0.10 0.27 0.05

28 0,68 0,10 0.26 0.06

32 .7t Ol 027 .0

45 0.68 0.14 0,27 0.17

% promedic de dos repeticiones

FFS= protoplastas de planta susceptible

PPR= protoplastos de planta resistente

Sabr.— scbrenadante

3.2. Curso de la infeccion del (VRFM) en protoplastos
sensibles y resistentes al VWMRF, detectada por ELISA: ElL
cursa de la in+ecciéﬁ del VRFM con PES se presenta en la Fig
1Z. Cuatro horas después de la inoculacidﬁ, la concentracian
del antigeno permaneciﬁ igual en los protoplastos de planta
susceptible, mientras que en las resistentes se notd  una
ligera disminucion. Después de doce horas, an los
pratoplastos susceptibles 22 produjo una fase de eclipse
mientras gue &n los resistentes se mantuvoe la misma cantidad
de antfgenu viral. Finalmente, a las 28 horas, la cantidad
de antigeno presente en los protoplastos susceptibles aumentao
exponenclialmente, mientras que en las resistentes permanecié
igual. Los sobrenadantes de ambas varisdades de protoplastos

presentaron altos valores de absorbancia a 403 nm & las QO y 4

o«
horas pos—inoculacion. Esta tendencia 2 mantuvo en los
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pratopl astos resistentes, no as{ en ios susceptibles, en
donde el antigene desaparecid a las 12 horas para luegn
aynentar ligeramente a las 28 horas. (Cuadro 9 y Fig 13}

Cuadra N® 9. Infeccion de protoplastos
susceptibles y resistentes con el VRFHM.

Absorbanclia a 405 nmX

tiempo de PFPS sobr. FPR sabr.

incubacion +VRF FFS+ +VURF  PPR
thres) +FER VRF +PEE VRF
Q 0,75 0. 44 0.B& Q.92
4 0.75 0.4 G773 0.32
12 Q.07 Q.04 Q.77 0,40
28 0.78 0.09 0,75 0.34

* promedio de dos repsticiones

FFS= protoplastos planta susceptible
PFR= protoplastos planta resistente
s0br .= sabrenadante

3.3. Seguimiento del curso de 1s& 1n+ecciﬁh del VMRF
utilizanda otras tecnicas de deteccicn del virus:

FeTr'ls Deteccidﬁ con anticusrpos marcados can 1125;  En
la Fig., 14 se muestra el resultado de una auvtoradicgraf{a con
dos muestras de protoplastos infectados Iin viva vy un contiol
sin infectar. La tnica banda gue puede detectarse es la de
mayor peso malecular. Mediante este métndc o {fue posible

o s B . 5
hacer una cuantificacion del virus presente en las celulas.
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3.3,2t Curso de la infegcian detectado por bioensayal

De wvarias prusbas llevadas a caba para determinar la
infectividad del virus sintetizado en los gprotaoplastos
solamente una dio un resultado positivo. Sin embargo. debidg
al baig nﬁmern de lesiones locales gbtanidas en las plantas
inocul adas, los datos no eran confiables cuande se trato de
comparar tratameintos. No obstanke la fnrmaci&h de lesianes
locales fue un indicador de que estaba ocurriende en los

protoplastos sfntesis de virus infective.
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Defecoibn de "?ﬁf“‘m wirales con anticuerpos
muncados con 1747, las profeinas vinales se seralan
comp @, by y by . Los fifas 1 ¢ 6 cornesponden al
vinna m&maéo £as g<fas 2 y 4 a profoplastos sdn
infectan y £ay fifas 3y 5 a profopfostos de plantas
infeckadns n vivo.
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DISCUSION

El procesn de prndu:cidh y cultivo de protoplastos
requirlé.de una modificacion del método descritao por Power vy
Cocking (196%). Esta confirma las aobservaciones de varios
autores en el sentido de que para cada especie de planta las
condiciones para ohtener protoplastogs varfan, y por lo tanto,
s necesaric establecerlas a base de ensayo v error (Bajai,
1?77; Boulter y Crocomo, 192795 Muhlbach. 1983).

Como se sanala en log resultados, en las gtapas previas
als digestiéﬁ, el mantenimiento de las plantas 2n una camara
de crecimiento baijo condiciones de luz, humedad y temperatura
contral adas, determiné un buen rendimiento vy vwviabilidad de
las células. Esto se debe a que, camo senala Takebe (1783),
el estado fisioldgico de las plantas determina £n gran medida
la estabilidad y viabilidad de los protoplastos. En cuanto a
1a preparacidﬁ del tejido para la digestidﬁ, el corte de este
en peguenas seccianes resulto ser eficaz para el frijol. Por
1o general, en muchas especies de plantas debe removerse 1la
epidermis pars permitir 1a penetraciéh de la enzima (Sander vy
Mertes, 1°98BZ), probablemente debido al grosor de ésta. Entre
las condiciones de digestion gue tuvieron gque variarse, la
primera gue prabé ser de gran importancia fue la osmolalidad
de la solucion. La concentracicn de manitol de O.T M es 1la
még bajia que se ha reportado; por lo general el ranngao ébtima

se encuentra entre 0.5 y 0.7 M (Baijaij, 1977). Sin embargo,
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al probar estas concentraciones con el frijol, las células
sufrieron un chogue hipoténi:n hasta reventarse. La razon
para ello podria residir en que la osmolalidad de las células
fue menor desde un principio dehbidos a las condicliones de
crecimiento de las plantas. O0Otro aspectg fundamental fue 1a
cun:entraciéﬁ de las enzimas y el tiempo de incubacion del
tejido en 1la snluciﬁn Enzimé&ica. En el cuadro 4 =i
describan 1los resultados al variar estas condiciones. La
mortalidad observada al utilizar concentraciones del 2% en
las enzimas prebablemente se  deha - que sstas s0n0
preperacionss crudas con contaminantes gue resultan t&&icns &
altas concentraciones {(Bajai, 19777.

Otro procedimientg gque debié adaptarse para el
sistema estudiado en el presente trabajo fus 1a inoculacion
de los protoplastos con el VMRF v el VRFM. A1 inocular las
células con el VMRF en tampén fosfato, las particulas al
parecer se adhieren a los protoplastos o penetran &n ellos ya
que despues de tres lavados aun se detecta el antigeno viral
(cuadro S). l.a cantidad de antigenoc presente en los
protoplastos sensibles y resistentss @s comparable y aumenta
=n la misma prupurcidh en ambas variedades al aumentar la
concentracion de virus en el inoculo (Cuadra 5). Estos
resultados coinciden con los aobhtenidos por Maule st al. (1980
con el CMY., Ellgs encontrarcon que la cantidad de particulas
adheridas a laos protoplastos de pepino susceptibles era

camparable con la de los protoplastos resistentes. Smith et
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al (1983%) ohtuvieron resultados similares al inocular trea
1ineas de caupf (resistents, hipersensible y susceptibla) con
el CPMV, Existen dos aspectos importantes =2n estos
rosul tadeps. En primer lugar, la intaracciéﬁ inicial entre el
VMRF v las dos tipos de protoplastas es, al parecer,
inespecifica y por lg tanto, no parece determinar la
resistencla o susceptibilidad. En segundo lugar, a péesar de
esta 1nteractidﬁ inicial, no se detectd um incremento dal
antigeno en ninguna de las dos variedades en el transcurso da
80 horas de incubacion (Fige 11). Esto significa que el
virug no se replicé; o su replicaciéﬁ no fue detectabls por
los metodos empleados 2n este trabajo. Cassels vy Barlass
t1278) abtuvieron los mismos resul tados al inacul ar
pratoplastos de tabacp con TMV en tampon Fosfato. El
fenéﬁenu lo explicaron aduciendo Que la in?eccidﬁ viral sa
lleva a cabo en dos etapas. La primera cansiste en la union
inespecifica del virus al plasmalema y la seguada en la
penetracion de las partfculas a la celula para iniciar la
infeccion. Este segunda pasa, en opiniéh de los autcres,
regulere que =se groduzcan lesiones en la membrana, Lo
anterior es aﬁn motivo de rontroversia ya gue algunos autores
plantean gque el virus penetra a la célula paor pinocitosis
{para revision scbre el tema, ver Taksbhe, 1983)
Con el objistivo de optimizar la infec:id%. en este
trabajo se ensavaron dos mékodos. El primer métcdo con FLO,

F
descrite por Takebe (1977) no resulto eficaz: pueste qua
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produjo una alta mortalidad en los prateplastos {({Cuadra & ¥
Fig. 1¢). No se centinuo experimentando can la PLD puesto
que en diferentes ensavos la mortalidad siempre fue muy alta.
Es probable que lo anterior se deba al lote de PLO con el gue
se trabajd. Se abre sntonces la pasibilidad de euperimentar
con distintos policetiones para encontrar wuno gue Ao resulte
toxico para las celulas. Con el “segunde métodso, el de Maule
et al. (19B0) se logrd una infeccidn efectiva al inocular los
pratoplastas can FEG 8000 al 30Q%. En este ¢asa se tuvo acceso
a distintos lotes de PEDG, seleccinniﬁddae LUNC Que no resultd’
toxica para las celulas. Como se ohserva en la fig. 1€, 1a
viabilidad de 1as células se reduce por igual en los
protoplastos na inocculados, los protoplastos ingculados can
tampén fesfato y los greotaoplastos inoculades mon FEG. Maule
et al. (1928G), gbtuvieron una curva de viabilidad muy simitar
y llegaron a la cmncluﬁiéh de gue la tasa de deteriors de las
preparacianes de protoglastos na es un sintama determinado
por 21 wirus sino probablemente refleja la cnndicidﬁ
fiﬁinléﬁi:a de las :élulas al4gladas. PFPor otra parte, como
puede abservarse 2n €l cuadro 2, la cantidad de YMRF presente
en el tiempg © en los protoplastos sensibles y resistentes
inocutados con FEG no es signiticativamente diferente (Cuadro
S). Lo mismo se observa cuando se ianocula can el VRFM
(Cuadro 9). Esto confirma 1o senalado anteriormente con
respecto a la inespecificidad de la interaccicn iaicial

virus-celula. £l praceso de—inoculaciéh con PEG, se 1lustra
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en las figuras 7; 2 y 9. Maule {19B3), observa que en las
casos en que el PEG no inducfa 1la aglutina:ién de los
protoplastas, el virus se agregaba a las células pera na las
infectaba. Estas vbeervaciones tambiéh apoyan la explica:iéﬁ
de Cassels y Barlass (1278) en cuanto a que g1 progcesa de
infeccién se llgva a cabo en dos etspas.

Los resultados del cursc de la infeccion de los
protoplastos sensibles y resistentes incculados con VMRF v
PEG, demastraron una diferencia en €l comportamientoc de cada
una de las dos variedades. En la Fig. 12, se cbssrva camd en
la wvariedad sensible bhay una fase de eclipse gue
praobablemente corresponde al desensamblaje de la cébsidE;
luego hay un incremento exponencial en la concentracidan de
antfgenc hasta llegar & una fase estacianaria. Esta din;hica
s la misma obaservada can muchos virus de plantas que se
reproducen en los protoplastos (Takebe, 1983). En el casc de
la variedad resistente, la fase de eclipse es mucht menos
pronunciada; el incremento del antigeno ne se produce
arponsncialmente y es mucho menor. Ds =110 se pueds concliuir
gue el mecanismo responsable de la resistencia al virus se
mantiene en los pratoplastos de planta resistente, ya gue g1
VIrws no se replica o s replica 2 una tasa muy baja. Este
compartamiento es contrario al observado por Bruening st al,
{(1979) al infectar protoplastos de plantas de caupi
resistentes a la infeccioa por i CPMY, perno es similar a los

resultados obtenidos por Maule et zl. (1980 a1l inocular
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pratoplastos resistentes al ChV,

Como puede verse n la Fig. 13, al infectar 1laos
pratoplastos de las dos variedades con el VRFM, se repite la
pbservacion hecha con el UMRF en los protoplastas
zusceptibles., La fase de eclipse es ma% tardia.Se produce a
las 12 horas pnﬁﬂinnculacidh, mientras que con 1 UMRF ocurre
3 las cuatro horas. Igualmenée La fase de incremento
exppnencial se retrasa en el caso del VRFM. Al parecer, 1la
din;mica de replicaciéﬁ es distinta para los dos virus. gin
embargo. para afirmar lo anterior con mas propiedad, seria
necesaria continuar la incubacion de los protoplastos
ineculados con 21 VRFM durante un tiempo mé; prolongado. Lo
importante para fines de este trabaio es el hecho que en los
protoplastos susceptibles, ambas virus se replican. En el
casa de los protoplastas resistentes inoculados con el VRFM,
al parecer el virus no se replica vy ne hay una fase de
erlipse seguida de un incremento expeonencial. Sin embargo,
la cantidad de ant{geno presente en los protoplastos se
mantiane en el transcurso de la incubacion. Con baseen estaos
resultados surgen varias interrogantes y posibilidades para
eiplicar los fenomenos observados. En primer lugar., el hecho
de que se mantenga la resistencia aun en los gprotoplastaos
aisl ados, podria sugerir que 2l mecanismg no se encuentra a
nivel de la pared celular. Sin embargo, aungue se puede

r ! "
desechar la hipotesis de que la resistencia s= praduzca par
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la barrera mecénlca Que Fepresenta la pared gpara la
entrada del virus, no podria descartarse del toda un
mecanigmo activeo inducido por- sustancias tales comag las
ol igosacarinas que estan en la pared. Existe la posibilidad
d= que =21 procesqg enziméticq al que se somete el tejido para
producir l1os protoplasios libere ciertas cligosacarinas, 1as
que a su ve&z, activen un mecantsmo general de resistencla,
como sucede sl producirss dafos mecﬁkicus en las celulas de
las plantas completas (Albersheim y Darvill, 1%983). gon  la
intenciéﬁ de dar respuepsta a esta interrogante, audr{a
utilizarse 2l sogbrenadante de los protoplastos resistentes
despué; de la digestiaa enzimética, para agregarlo & los
protoplastos susceptibles B incubarles por unas horas. Luego
habria gue proseguir con 21 procesa de inocul acion. En =1
caso de gue la replicacion wviral se inhiba en ios
protoplastos susceptibles, se tendria un indicio de quas el
mecanismo de Fesistancia s2 encuantra regulado a nivel de la
pared. En gl caso ceontrario. existirian dos posibilidades:
una, que el mecanismo no se ancuentre a nivel de pared, y la
aotra, gue las cdlulas susceptibles no sean capacesz  de
responder- al estimulo de las oligosacarinas.
ﬁdeméa de la posibilidad de que la resiztencia sa
encuentre a nivel de la pared, existen otras dos apociones.
Ura de ellas s aue se deba a la imposibilidad del wvarus de

transiocarse de una celula a otra y que, por lo tanto, la
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replicacidn se produzca en un numero limitada de células,
como ha sido demostrado por Sultzinski y Zaitlin (1982).
Cuando la resistencia estd determinada par un mecanismo de
este tipo , 1los protoplastos de plantas resistentes se
comportan igual gque los susceptibles puesto que la infeccidﬁ
es sincronica y las c@lulas en si permiten la replicacidn del
virus, -En el casa de la variedad RAB-79 (rasistaentel, las
resul tados indican que este no es5 el mecanismo responsable de
la resistencia. Oueda entoncezs, la otra altermnativa, de Qque
1a célula no permita la replicacion del virus por 2! bloqueo
de uno de los proecesos invalucrados en las etapas pusteriores
3 la entrada del virus a la cé!ula. En 1z Figura i2 se
pueds ohservar como an los protoplastos resistentes
inoculados con VMRF, 1a cantidad de antigeno que desaparece a3
las 4 horas, momento gque corresponde a la fase de eclipse en
los susceptibles, es minima. Al parecesr, nc =e da un colapso
o protedlisis d= la capside, ya gue el antigens se sigue
detectando aun daspués de varias horas de incuhacid;. En el
casa de los gparotoplastas resistentes incculados con el
YRFM, (Fig 13) el resultado es aun mas evidente, ya gue no hay
fase de eclipse y la cantidad de ant{genn detectado en los
protoplastos permanece pré&ticamente canstante.
Coan Basas en eostos resultados y recurrienda a la
hipétesis de Wilson (19895} sobre el mecanismo de
desensamblaie & 1nicio de la replica::én del virus, surge una

¢
nueva posibilidad para gxplicar la resistencia. Segun 1a
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hip5£esis de Wilson (:98%), la particula ribonucleoproteica
entra practicamente intacta & la celula, Una wvez adentro,
sufre un ligerc cambio sstructural que permite ls expoﬁicién
del extremo 5 del ARN gue s une a la maquinaria de
traﬁucciéh de la celula pgara qQue comience ita tradUcCida
temprana. Esta traeria como consecuencia la extraccion del
ARN de las cibsides, las que entonces sufrir{an un
desensamblaig. €1 “Ffinal de estos eventos tempranos
corresponderfa, en ©1 cursa de la  infeccion de las
protaplastos susceptibles, a la +fase de eclipse. Al no
existir =sta fase en los pretoplastos resistentes, y en vista
de gque el antigeng viral continda presente durante mucho
tiampa despuéﬁ de 1a inc:ulaciﬂh, ouede sostenerse la
hipGtesis de gue la resistencia dependz de la no ocurrencia
del cambio estructural gue s reguiere para esponer el
extremo 5. El gue no se produzca este cambio pudrfa deberse
3 la ausencia de un gradiente adecuado de pH @ de iones, o
bien, a la presencia de wvn inhibidor de ciertos receptores
proteieda responsables del cambin estructural de la
part{cula. Un euperimento gque nqﬁrfa apovar o descartar esta
posibilidad serfa la incculacién de los rotoplastos
directamente con los acidos ribonucleicos virales. En el
caso que 21 wvirws se replicara an los protaplastos
resistentes, la hipéte5i5 anterior continuar{a teniando
vigencis puesto gue implicarfa que la resistencia esta a

[}
nivyel del proceso de decapsidacion. For otra parte, =i el
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virus na se replicara, haérfa gue desechar esta posibilidad,
puesto que significaria que la resistencia est a nivel de 1a
traduccidn o de la replicacian.

En general, 1los regsultados obtenidos en la
presente investigacidn, permiten afirmar que el nodelan
escogido (protoplastos de frijoi-vMR), presenta gr andes
posibilidades para ahondar en 1los conocimientos sobre loa
mecanigsmos de resistencia. A pesar de haberse logrado un
buen dominio sobre las tecnicas de produccian e infeccion de
protoplastos, en el futuro sera necesarioc encontrar metados
alternativos para la detecciéﬁ del virus en el curso de la
infeccion. Entre ellos, =1 gue es prokablemente de mayor
importancia es el biognsayo, puesto que permite cuantificar
las particulas infectivas, En esta inveatiga:idﬁ. las pruebas
hechas utilizando una variedad hipersensible a la infeccion
por &1 VMRF ra permitieron una cuantificacion adecuada del
incramento del virus, probablemente debido a que s2 requieren
grandes cantidades de virus para praoducir una sola IEEidﬁ
local. Una posibilidad serfa probar algunas plantas
indicadoras gue han sido ampliamente uwtilizadas para
cuantificar el incremento del virus del mosaico del caupi, va
que es el wvirus ¢tipo de los Comavirus, Otro aspecto
importante que deherilcumpletarse en el Ffuturo, es el de
estudiar el patrén hereditario de las wvariedades wutilizadas

'
en esta investigaciaon, para podeyr establecer 51 el

compartamiento encontrado gor Machado (19730 es igualmente
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fy o 4 o =g
validao para otras lineas de frijol.
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