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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccion

El desarrollo de métodos de cultivo de células animales ha contribuido en
forma determinante a esclarecer los conocimientos acerca de la penetra-
cién, la reduplicacién y, en general; las propiedades de los virus que
afectan los animales.

La investigacién virol6gica en plantas empez6 a utilizar las técnicas de
cultivo de tejidos vegetales mucho después de que lo hiciera la investiga-
cién en virologia animal, debido a que la infeccién de células vegetales en
suspensién resulta muy ineficiente; ello se debe a la naturaleza del meca-
nismao de penetraciénde los virus en las células vegetales y ala presenciade
la pared celular en ellas. Una alternativa para obviar esa barrera fue la de
utilizar protoplastos cultivados en un medio isosmético que garantice su
estabilidad.

Después de la introduccién de un método quimico para producir proto-
plastos en gran escala mediante el uso de enzimas del tipo de las celulasas y
pectoliasas (Cocking, 1960), varios investigadores lograron simultdnea-
mente inocular protoplastos con el virus del mosaico del tabaco (TMYV)
(Aokiy Takebe, 1969; Cocking y Pojnar, 1969; Otsuki y Takebe, 1969). A
partir de ese momento, muchos investigadores empezaron a interesarse en
el uso de los protoplastos y han contribuido a mejorar las técnicas para la
preparacién y el cultivo de los mismos y las técnicas de inoculacién y
anilisis de la reduplicacién viral. De esa manera, hoy en dia los virélogos
de plantas disponen de un sistema que permite inocular un gran nimero de
células con virus, e inclusive con los 4cidos nucleicos virales purificados, lo
que no es posible trabajando con plantas completas.

Las etapas de la reduplicacién viral, sincronizadas a partir de la penetra-
cién del virus, se pueden seguir mediante distintas técnicas de marcacién
que permiten detectar la produccién de proteinas y acidos nucleicos. El
perfeccionamiento de estas técnicas ha permitido, ademas, estudiar las
bases moleculares de la resistencia, la hipersensibilidad y la susceptibilidad
a las infecciones virales.

En el presente capitulo se revisaran los métodos para la preparacion,
infeccién y cultivo de protoplastos y para la deteccién de particulas virales
en ellos. Se esbozarin también algunos modelos que permitan explicar la
resistencia que, a nivel celular, presentan las plantas a los virus.
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Protoplastos para la investigacion de los virus...

Aislamiento de los Protoplastos
Séleccién del material vegetal

Las condiciones fisiolégicas del tejido influyen en la estabilidad de los
protoplastos .y .en su capacidad para sostener la reduplicacién viral
(Takebe et al., 1968).

Los protoplastos que se utilizan! en el estudio de lareduplicacion viral se
obtienen casi en su totalidad del meséfilo de las hojas. Por lo general se
recomienda utilizar hojas jévenes de plantas que hayan crecido en condi-
ciones controladas; entre estas condiciones se con_sideran cruciales la
intensidad de laluz y lahumedad ;elativa (Sander y Mertes, 1984). Puesto
que las plantas que crecen en €l campo, y aun las que crecen en el
invernadero, estdn sometidas a fluctuaciones ambientales diarias y esta-
cionales, es recomendable utilizar cimaras de crecimiento.

Otra alternativa que se ha planteado para obviar esos problemas es la
preparacion de protoplastos a partir de suspensiones celulares (Muhlbach,
1983). Sin embargo, s6loen 1981 Nagata et al. lograron producir consis-
tentémente protoplastos-a partir de suspensiones, a la vez que Lesney y
Murakishi (1981) lograron producirlos ¢ infectarlos con virus. A pesar de
estos avances, se siguen utilizando en general protoplastos del meséfilo
para los estudios de reduplicacién viral, puesto que en las suspensiones
celulares la variabilidad genética es muy grande.

Preparaclén y digestién con enznmas proteolmcas

Después de Cocking (1960), Takebe et al. (1968) y Power y Cocking
(1969) desarrollaron las primeras preparaciones de protoplastos utili-
zando enzimas proteoliticas. Ambos-grupos-coinciden en la importancia
de trabajar con material previamente esterilizado, para lo cual utilizaron
detergentes suaves, etanol y varios lavados con agua bidestilada estéril.
Las operaciones se llevaron a cabo en una cidmara de flujo laminar hori-
zontal, y con los cuidados necesarios para evitar la contaminacién.

La diferencia en los métodos de produccidn de protoplastos entre estos
dos grupos radicé en el proceso de digestion. El método de Takebe et al.
(1968) se desarrolla en dos etapas, la pljimera de las cuales consiste en la

1. El método general para el aislamiento de protoplagtos se describe detalladamente en el Capitulo 10.
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incubacién del tejido foliar en.pectinasa para disociar las:células; la
segunda etapa consiste en incubar en celulasa las células disociadas para
remover la pared. El método de Power y Cocking (1969) es, en realidad,
una versién simplificada del primero, puesto que el tejido se somete a la
digestion simulténea por la pectinasa y la celulasa.

En estos dos métodos basicos se han ‘modificado distintos aspectos
incluyendo la osmolaridad, el pH, la composicién del medio de aisla-
miento, la concentracién de las enzimas y la duracién del tratamiento
enzimaético; estas adaptaciones permiten hoy en dia aislar protoplastos de
una amplia gama de variedades vegetales. No obstante lo anterior, debe
sefialarse que a pesar de la existencia de muchos métodos establecidos,
cuando se inicia el trabajo con una nueva especie o variedad de planta,
debe hacerse una eyaluacion critica de los parametros de aislamiento.

Inoculacion de los Protoplastoé con Virus Purificado

La infeccion in vivo de los protoplastos por los virus depende de dos
procesos fundamentales: la adhesién de una cantidad suficiente de particu-
las virales al exterior de la membrana plasmatica, y la entrada de los virus a
los protoplastos (Mithlbach, 1983) Se pueden adoptar los procedlmxentos‘
siguientes:

Método de infeccion con PLO

El procedimiento bésico a partir del cual se han hecho trabajos relacio-
nados con la infeccion de protoplastos con virus fue desarrollado por
Takebe y Otsuki (1969); estos investigadores infectaron con el TMV un
90% de protoplastos de tabaco, mezclandolo con poli-L-ornitina (PLO) y
manitol en el tamp6n citrato.

La PLO es un policatién macromolecular, considerado por la mayor
parte de los investigadores como necesario para mejorar la infeccion viral
de los protoplastos (Sander y Mertes, 1984). Aunque los mecanismos
exactos por los cuales los policationes estimulan la infeccién viral no se
conocen, s¢ han propuesto varias explicaciones,

El efecto principal de la PLO es, al parecer, la formacién de complejos
con las particulas virales cargadas negativamente. Puesto que la superficie
de los protoplastos posee una carga negativa a pH 4cido, la formacién de
complejos de particulas virales con los policationes, que neutralizan las

804




Protoplastos para la investigacién de los virus...

cargas negativas de los virus, facilita la adsorcién de los agregados a la
superficie celular. En el caso de virus multiparticulados (multipartite
virus), esos agregados favorecen una: infeccion efectiva puesto que la
agregacion hace que el virus multiparticulado se convierta en una sola
particula,-aumentando asf la probabilidad de infeccién.

Por otra parte, ain en los casos en que las particulas virales no estdn
cargadas negativamente a pH 4cido, la PLO tiene un efecto positivo sobre
la infeccién (Sander y Mertes, 1984). Burguess et al. (1973) sugieren que
este efecto se debe a lesiones en la membrana plasmética causadas por la
PLO, lesiones que permltet__l la penetracion del virus al protoplasto.

Otra explicaci6n posible es que la PLO promueve la pinocitosis de las
particulas virales; Cockingy Pojnar (1969) observaron particulas de TMV
adheridas a la membrana plasmatica, asi como otras contenidas en vesicu-
las. Sin embargo, esta hipotesis tiene poca aceptacién ya que en muchos
sistemas de protoplastos la inoculacién se realiza a 0 °C, y a esta tempera-
tura un proceso que requiere energfa, como es la pinocitosis, no se lleva a
cabo (Sander y Mertes, 1984). '

Meétodo de infeccion con PEG

Otro procedimiento para inocular protoplastos fue el desarrollado por
Cassells y Barlass (1978) quienes utilizaron polietilenglicol (PEG), un
agente que promueve la fusién celular. Utilizando entre 1.3% y 7.8% de
PEG, ellos lograron inocular con TMV un 60% de protoplastos de mes6-
filo de tomate. ,

Los mecanismOS por los cuales el PEG estimula la infeccion tampoco se
conocen exactamerte; sin embargo, se propone que durante la fusién de
las células se produceun dafio en las membranas, lo cual facilita laentrada
del virus (Maule et al., 1980). Maule (1983) también observé que en los
casos en que €l PEG no inducia la aglutinacién de las células, el virus se
agregaba a los protoplastos pero no los infectaba. El efecto del PEG se
puede observar en las Figuras 35.1, 35.2 y 35.3 que corresponden a las
infeccion de protoplastos de frijol (Phaseolus vulgarisy con el virus del
mosaico rugoso del frijol (Fuentes, 1986).

Factores que influyen en la inféccién de los protoplastos

Composicion del tampén de inoculacién y pH. El primer método
establecido por Takebe y Otsuki (1969) para la inoculacién de los proto-
plastos utilizaba el tampén citrato. Sin embargo, el citrato se ha sustituido
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e

Figura 35.1. Aghitinacién de los protoplastos de P. vulgaris, inducida y promovida por
PEG al 30% (aumento de 400 X 24).

o

Figura 35.2. Al diluir la solucién de PEG 10X, los protoplastos vuelven a separarse
(aumento de 400 X 24).
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Figura 35.3. Protoplastos en ¢l medio de cullivo después de la adicion de PEG; Jas células
vuelven a presentar un aspecto normal, igual que los testigos (aumento de
400 X 24),

por fosfato porque éste ha resultado mas eficaz en muchos sistemas de
virus-protoplastos (Kubo et al., 1976; Motoyoshi y Oshima, 1975; Beiery
Bruening, 1976). Kubo et al. (1976) explican que este efectose deberiaala
diferencia en ¢l tamafie de los complejos de virus que se forman en cada
caso, complejos que al parecer son mas grandes con el tampdn fosfato; sin
embargo, esto es mera especulacién, ya que las pruebas de infeceion se
hacen generalniente de manera empirica hasta lograr el méximo de
infeccion.

Por otra parte, el pH del tampoén de inoculacion influye también en los
niveles de infeccion porel efecto que ejerce en las cargas de los protoplastos
v del virus. Para la mayor parte de los sistemas virus-protoplastos se han
utilizado valores de pH alrededor de 5.0 (Takebe, 1977); sin embargo, al
preparar ¢l inéculo en otros tampones como Tris-cloruro, s¢ ha utilizado
un pH basico y se han obtenido buenos niveles de infeccion debide,
probablemente, a que la carga neta de los virus es diferente (Sander y
Mertes, 1984).

Osmolaridad. Okuno y Furusawa (1978) estudiaron el electo de un
choque osmotico durante la inoculacion; concluyeron que un cambio de
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0. 5 a 0.7 M aumentaba la eficiencia de la infeccién mientras que una
disminucién en la osmolaridad la reducia. Los autores proponen que,
debido ala plasmélisis de los protoplastos ocurrida al aumentarla presién
osmética del medio, laestructura y las propiedades de la membrana sufren
cambios que favorecen la adsorcién y la’entrada del virus; sin embargo, los
mismos autores reconocen que el choque osmético no siempre resulta
conveniente para llevar a cabo la infeccién, ya que. puede traer otros
efectos e incluso ser letal para las células.

Concentraciones de los protoplastos y del inéculo. La concentracién
adecuadade protoplastos parallevara cabolainfeccion varia desde 1 x 103
célula/ml (Sander y Mertes, 1984) hasta 2 x 106 célula/ml (Coutts y
Cocking, 1972). Estas variaciones dependen de los tampones utilizados,
del uso de PLO, de PEG o de otros pollcatlones y de la concentracion del
virus.

Mayo (1978) ha discutido las distintas relaciones entre la concentracioén
de policationes y el numero de protoplastos, segin el tipo de tampén
utilizado. Cuando la infeccidn se lleva a cabo con PLLO, un aumentoen la
concentracién del indculo da como resultado un aumento en la eficiencia
de la infeccién. La concentracién 6ptima de virus es de 1 ug/ml; por
encima de esta cantidad de virus la eficiencia no mejora, probablemente
porque se requerirfan mayores cantidades de PLO y esto resultaria letal
para las células.

Otros factores. Ademis de los factores sefialados existen otros menos
estudiados, entre los cuales estéd la edad de la planta utilizada para producir
los protoplastos. Joshi et al. (1983) observaron que el porcentaje de
protoplastos infectados y el nivel de produccién de virus variaban segin la
edad de la planta.

Inoculacion de los Protoplastos con
Acidos Nucleicos Virales

Lainfeccidn de los protoplastos con acidos nucleicos virales y con viroides
ha sido mucho menos efectiva que la inoculacién con particulas virales
completas (Takebe, 1983). Las dificultades en la inoculacién se atribuyen
al estimulo de la produccién de nucleasa durante la preparacion de los
protoplastos y a la liberacién de los mismos al medio (Lurquin y Hotta,
1975); por lo tanto, este hecho se ha tomado en cuenta para desarrollar
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métodos de inoculacién que permitan reducir la cantidad o la actividad de
las nucleasas en el sistema de inoculacién. Algunos de los métodos que se
utilizan hoy en dia'se describen a continuacién:

Estimulacién con policationes

Lainfeccién de los protoplastos con 4cido nucleico viral no depende de
la presencia de policationes aunque, de acuerdo con varios investigadores,
los pollcatlones son agentes estimuladores del proceso de infeccion lo
mismo que los cationes divalentes (Beler y Bruening, 1976; Okuno 'y
Furusawa, 1978). Al parecer, ambos agentes forman complejos con las
moléculas de acido nucleico, las cuales son pohamones fuertes, ddndoles
estabilidad ante los ataques de las nucleasas '

Infeccion bajo condicio\nes‘ inhibidoraé de las nucleasas

Con el objetivo de inhibir la actividad de las nucleasas, se han variado la
temperatura, el pH y la concentracion de sales del sistema. Practicamente,
en todos los sistemas de infeccion las temperaturas entre 0 y 10 °C han
permitido una mayor eficiencia, porque a estas ‘bajas:temperaturas la
actividad enzimética se reduce y asi sobreviven mejor.los dcidos nucleicos.

Otro método se basa en condiciones que inactivan las nucleasas: es la
inoculacién en condiciones de pH muy alcalino (pH 9) y de alta concentra-
cién de sal (Sarkar et al., 1974). Sin embargo, la alta eficiencia que los
informes atribuyen a este método ha sido dificil de reproducir.con otros
sistemas, probablemente porque los protoplastos se deterioran bajo con-
diciones de alta concentracién de sal (Muhlbach; 1983). '

Uso de liposomas

Recientemente se ha recurrido al uso de liposomas para encapsular los
dcidos nucleicos y protegerlos contra el ataque de las nucleasas (Fukunaga
et al.,, 1983). Este métoda, que ha resultado uno de los mas eficientes,
presenta varias ventajas para la inoculaci6n con 4cidos nucleicos; ademés
de la proteccién que ofrece contra la degradacn’)n por las nucleasas, se
puede utilizar con una gran variedad de especies vegetales, ya que los
liposomas son de baja toxicidad para las células (Mithlbach, 1983).

El mecanismo de la infeccién a través de los liposomas no se entiende
completamente aun, aunque se han ofrecido algunas hipétesis. Se ha
propuesto que los liposomas y los protoplastos se fusionan permitiendo la
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entrada del acido nucleico en la célula huésped; esta hipotesis se sustenta
en el hecho de que la inoculaci6n se lleva a cabo en presencia de agentes que
promueven la fusién (Fukunaga et al., 1983). Como alternativa, los mis-
mos autores proponen la hip6tesis de que los liposomas penetran en la
célula por un proceso de pinocitosis.

Cultivo de Protoplastos Infectados

Debido a que los protoplastqs del meséfilo ﬁjan COz mediante la fotosin-
tesis, para la producci6n de virus no se requiere un medio con una fuente de
energia (Nishimura y Akazawa, 1975). El medio que més se utiliza para el
cultivo de protoplastos infectados contiene manitol como estabilizador
osmotico, varias sales inorganicas y un regulador del crecimiento, pero no
tiene ningun carbohidrato metabolizable (Takebe 1977). Los reguladores
del crecimiento influyen’en la reduphcamén v1ra1 y su efecto sobre cada
sistema debe probarse (Sander y Mertes 1984).

Otro factor importante para el cultlvo de protoplastos infectados es la
luz. Los protoplastos del meséfilo sobreviven durante mas tiempoen la os-
curidad, pero generalmente se cultivan bajo iluminacién de 2000 a 3000 lux.
En estas condiciones, la produccién de virus es mucho mayor (Takebe et
al., 1968); en algunos casos, laluzes mcluso esenc1al para lareduplicacién
viral (Alblas y Bol, 1977) '

Deteccion de la Redupllcaclon Vlral en los
Protoplastos Inoculados

El bioensayo es la tinica forma de detectar la produccién de particulas
infectivas (Milhlbach, 1983). Para el efecto se toman alicuotas ‘de la
suspension de protoplastos a distintos periodos después de la inoculacién,
y se homogeneizan en un tampén ‘adecuado para extraer €l virus. La
infectividad de las muestras se prueba inoculando plantas indicadoras; las
lesiones locales que se observen en estas plantas permlten una determma-
ci6n cuantxtatlva dela mfectmdad ‘ ,

Para la detecci6n de la reduplicacién viral en los protoplastos inocula-
dos se pueden usar diferentes métodos, especialmente de tipo serolégicoy
molecular.?

2. Enlos Capitulos 30 y 38 se presentan en detn.lle lns técnicas més importantes para la deteccion dc vn-us
en las plantas.
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Métodos serolégicos

Tincién con anticuerpos fluorescentes. El método més comin para
determinar la cantidad de protoplastos infectados es la tincién de los
antigenos virales que se acumulan en los protoplastos; para la tincién se
utilizan anticuerpos conjugados con isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Otsukiy Takebe, 1969). En algunos casos, este método presenta proble-
mas debido a la fluorescencia inespecifica de los protoplastos sanos, y para
superarlos Chiu y Tien (1982) proponen usar la técnica de i 1nmunoperox1—
dasa, la cual no presenta tanta inespecificidad.

Técnica ELISA. Esta técnica (ELISA = ensayo de inmunoadsorcién
con conjugados enzimaticos) fue desarrollada por Clark y Adams (1977)
para virus de plantas. En ella las placas de microtitulo se recubren con
anticuerpos contra el virus, luego se les agregan alicuotas de las muestras
que se van a examinar, y se incuban; después se lavan.

El siguiente paso consiste en agregar anticuerpos:conjugados con una
enzima, y el sustrato para esa enzima. La reaccién enzima-sustrato da
como resultado un viraje en el color, que en el caso de la fosfatasa alcalina
es amarillo y puede medirse fotométricamente a 405 nm.

Métodos moleculares

La detecci6én de intermediarios de la reduplicacion viral puede hacerse
también con sondas adecuadas, marcadas con isétopos. Para el grupo de
virus ARN positivos, al que pertenecen la mayoria de los virus vegetales, la
deteccion de moléculas de sentido negativo es una buena indicacion de la
reduplicacion viral; ésta puede efectuarse marcando in vitro moléculas de
polaridad positiva o hibridando 4cidos nucleicos para detectar la presencia
de moléculas complementarias, de polaridad negativa. También se utilizan
secuencias clonadas, con procedimientos que permiten detectar picomoles
de las formas reduplicativas (Sela et al., 1984).

Otros métodos

Determinacién por microscopia electrénica. La concentracion de parti-
culas virales en un-homogeneizado de protoplastos infectados se puede
determinar mezclando las muestras con una concentracién conocida de
particulas de latex (Coutts y Cocking, 1972). Se toman muestras de un .
volumen conocido para observarlas bajo el microscopio electrénico y
estimar asi el nimero de particulas v1rales en relacion con el nimero de
particulas de latex.
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Prueba con un gradiente de sacarosa. Motoyoshiy Oshima (1975) desa-
rrollaron este método que consiste en homogeneizar y clarificar la muestra
de protoplastos y montar luego las alicuotas sobré un gradiente de saca-
rosa de 109% a 40%. La cantidad de virus obtenida se determina fotomé-
tricamente por compa.rac16n con muestras de v1rus de concentracién
conocida.

Mecanismos de Reduplicacién Viral en
los Protoplastos

Una vez superadas las dificultades técnicas de su produccidn, los proto-
plastos permiten llevar a cabo estudios sobre los mecanismos de la redupli-
cacion de virus bajo. condiciones controladas.

Los primeros trabajos de esta indole se hicieron con el virus del mosaico
del tabaco (TMY), utilizando protoplastos de mesé6filo de esa planta;
inicialmente se observé la curva de incremento viral, y se identificaron
proteinas y ARN virales producidos en los protoplastos (Aoki y Takebe,
1969; Cocking y Pojnar, 1969; Otsuki y Takebe, 1969). A los trabajos
mencionados han seguido muchos de la misma indole, con virus de distin-
tos grupos, como el virus cascabel del tabaco (TRV), el virus del moteado
clorético del caupi (CCMYV), el virus del mosaico del caupi (CPMV), y el
virus del mosaico del pepino (CMV) Todos estos trabajos fueron revisa-
dos por Takebe, 1977, y Mithlbach, 1983.

Un ejemplo del trabajo llevado a cabo para elucidar los eventos molecu-
lares que ocurren ‘durante la reduplicacién viral en protoplastos es el
realizado con el CPMV. El CPMYV tiene un genoma compuesto de dos
moléculas de ARN de cadena simple, que se encapsulan por separado en
dos particulas icosahédricas.

Goldbach et al. (1980) estudiaron la reduplicacién de cada uno de esos
ARN por separado, en los protoplastos de caupi. Encontraron que el
componente inferior, ARN-B, puede reduplicarse independientemente del
componente intermedio, ARN-M, y que los protoplastos inoculados con
éste producen mis ARN-B, aunque no se forman particulas virales. El
ARN-M, por suparte, no se replicé independientemente y s6lo se produjo
al inocular los protoplastos con ambos componentes. Los protoplastos
infectados por separado con las particulas B y M permitieron analizar las
proteinas producidas en cada uno de estos casos. De estos estudios,
Goldbach et al. (1982) y Rezelman et al. (1980) indujeron que ¢l ARN-B
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codifica las funciones tempranas en el ciclo de reduplicacién del CPMYV,
mientras que el ARN-M codifica funciones tardias, principalmente la
sintesis de las proteinas de la capsula.

Otros estudios sobre la reduplicacién viral en protoplastos han pefmi-
tido comparar el comportamiento del.virus en células provenientes de
plantas resistentes y de plantas susceptibles. Boulton et al. (1981) lograron
seguir el curso de la infeccién del CMV utilizando dos cultivares de pepino,
uno susceptible y 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 absorber el virus. Estas observaciones,
junto con la demostracién de que la resistencia se mantiene después de la
inoculacién con el ARN, llevé a los autores a sugerir que la resistencia
opera en un punto del ciclo de la reduplicacién posterior a la decapsula-
cién.

Bruening et al. (1979), por otra parte, compararon ¢l comportamiento
de los protoplastos de 65 lineas de caupi y encontraron que tinicamente
una de ellas mantenia su resistencia al ser inoculada con el CPMV.

Hasta el momento, no hay ninguna investigacién que haya permitido
elucidar por entero esa resistencia. En la siguiente seccién se plantean
distintos mecanismos que podrian explicar este comportamiento.

Mecanismos de Control de la Infeccién Viral

Las respuestas de las plantas a las infecciones se han clasificado segtin la
sintomatologia que se genera en ellas después de la inoculacién, en tres
tipos: 1) la respuesta sensible, cuando en toda la planta se observan los
sintomas, los cuales dependen del virus y del hospedante; 2) la respuesta
hipersensible, que se manifiesta en forma de lesiones locales (cloréticas o
necréticas) en las hojas inoculadas; y 3) la respuesta resistente, cuando no
aparecen sintomas.

El concepto de resistencia basado en la ausencia de sintomas se ha
ampliado gracias a los resultados de muchas investigaciones realizadas en
afios recientes (Matthews, 1981). Asi, se han encontrado muchos casos de
plantas inoculadas que, a pesar de no presentar sintomas, pueden presen-
tar un incremento del antigeno viral; en estos casos, el virus se reduplica
—-generalmente, en una cantidad restringida de células de manera similar a
como ocurre en la reaccién hipersensible— pero sin que se produzca una
lesién visible ni se disemine la infeccidn (Sulzinski y Zaitlin, 1982).
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Aunque no sé conocen claramente los mecanismos que generan la
resistencia ni la hipersensibilidad, estas respuestas se pueden atribuir a
varios fenémenos que se presentan a distintos niveles.

En primer lugar, debe tenerse en cuenta que la mayorfa de los virus de
plantas se trasmiten por medio de un insecto vector (Matthews, 1981), el
cual mantiene una relacién estrecha con'su hospedante; este hecho repre-
senta una barrera para’ que los' virus puedan infectar otras especies no
visitadas por el insecto. Por otra parte, a nivel de la epidermis existen
barreras fisicas, como pelos, tricomas, o la misma epidermis cuando es
muy- gruesa; estas barreras no permlten la trasm1s16n del virus por el
insecto. , '

Los. fendmenos sefialados se han estudiado generalmente en plantas
completas. Sin embargo, en muchos casos las causas de la resistencia o de
la hipersensibilidad se encuentran a nivel de la pared celular, de la interco-
municacién celular, o del protoplasto. Mas adelante se analizarén algunos
mecanismos ya estudiados y otros se pueden estudiar mediante la utiliza-
ci6én de protoplastos.

Resistencia al nivel de la pared celular

Sander y Mertes (1984) sefialaron que la resistencia se puede deber a
impedimentos mecéanicos que presenta la planta. La pared celular, al igual
que otras estructuras de la planta, constituye una barrera para los agentes
patogenos, incluyendo los virus. Recientemente, Albersheim y Darvill
(1985) propusieron un modelo en el cual los componentes de la matriz de la
pared celular tienen un papel activo en el control de ciertas funciones como
el crecimiento, el desarrollo, la reproduccién y la defensa contra las
enfermedades.

Estos autores llevaron a cabo un estudio con las paredes celulares
primarias, las cuales estan constituidas en un 90% por polisacéridos y en
un 10% por proteinas. Empleando varias enzimas, lograron aislar y anali-
zar polisacaridos especificos de la matriz y encontraron que la complejidad
de sus moléculas era mucho mayor de lo esperado. Se preguntaron,
obviamente:; jA qué se debe la complejldad de los polisaciridos, siendo su
funcién aparente mantener la estructura rigida de la planta”

Utilizando un hongo que ataca a la soya; Albersheim y Darvill (1985)
encontraron un oligosacarido liberado de la pared de aquél, el cual esti-
mula la produccién de las enzimas que catalizan la sintesis de antibi6ticos
en las plantas. Al purificar el polisacarido encontraron que se requerian
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10-9 g de su forma activa (llamada oligosacarina) para activar la produc-
cién de las enzimas que catalizan la sintesis de antibioticos.

Mis adelante, los mismos 1nvest1gadores encontraron, trabajando con-
bacterias, que una enzima de éstas promuyeve la liberacién de una oligosa-
carina de la pared celular de la planta, y esta sustancia estimulala produc-
ci6n de antibibticos en las células vecinas. A lavez observaron que, cuando
ciertas células de 1a planta se lesionan, liberan oligosacarinas que estimu-
lan la produccién de antibioticos. V o

Otro hallazgo importante de estos investigadores fue que el “suicidio
celular’, que ocurre en algunas plantas como resultado de la lesién hiper-
sensible, estd regulado por una oligosacarina liberada de la pared cuando
la planta es invadida por un patégeno

Alencontrar que la pared tiene una funcion activa en los mecanismos de
resistencia, se abre una nueva perspectiva que permite explicar algunos
resultados obtenidos al infectar protoplastos. Bruening et al. (1979)encon-
traron que los protoplastos de un gran nimero de variedades de caupi
resistentes al CPMV permitian la reduplicacion del virus; una posible
explicacion de este hecho es que la resistencia se encuentra a nivel de la
pared celular.

Resistencia por inhibicién del movimiento intercelular
del virus | '

Alinocular una planta con virus, yasea mecénicamente o por medio de
un insecto vector, sélo se infectan algunas células, y enellas se reduplica el
virus. Para que el virus reduplicado pueda invadir otras células, debe pasar
generalmente de una célula a otra.

La inhibicién del movimiento intercelular es un mecanismo de resisten-
cia demostrado por Sulzinski y Zaitlin (1982), quienes investigaron la
diferencia de susceptibilidad al TMV en plantas completas y en protoplas-
tos de caupi. En las plantas inoculadas no se presentaron sintomas de
TMV, y la cantidad de virus recuperado del tejido infectado fue minima;
por otra parte, el virus se reduplico bien en los protoplastos con TMV.
Posteriormente, estos investigadores inocularon plantas de caupi con
TMYV, aislaron protoplastos de las hojas infectadas, y tifieron las células
con anticuerpos fluorescentes; encontraron que por cada grupo de 50,000 a
150,000 protoplastos, uno estaba infectado, y que ese nimero no aumento
aun después de 11 dias de haber inoculado las plantas. Los autores explica-
ron estos resultados asf: las plantas de caupi{ no permiten el movimiento
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intercelular, pero al nivel de cada célula la reduplicacién viral no se
modifica. SRR

Otras 1nvest1gac10nes hechas con plantas que dan una respuesta hlper-
sensible a los v1rus han permmdo establecer que un rasgo general de este
tipo de respuesta es la induccién, en las hojas, de grandes cantldades de
proteinas solubles; estas proteinas se encuentran en cantidades minimas o
no se encuentran en las hojas ‘de las plantas sanas. En mvestlgacmnes
paralelas llevadas a cabo por Gianinazzi et al. (1970) y por van Loon y van
Kammen (1970), se observé que en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum),
que respondian hipersensiblemente a la inoculacién con el TMV, ocurrian
cambios especificos en el patrén de las proteinas solubles de las hojas. Ellos
encontraron que al inicio de la reaccidn hipersensible se formaban varias
proteinas que estaban ausentes en las plantas sanas. Gianinazzi et al.
(1970) las denominaron ‘proteinas b’ :

Las propiedades de las proteinas b, asi como las de protefnas similares
encontradas en otras especies de plantas que dan respuesta hipersensible,
han sido descritas y analizadas ‘por Redolfi (1983) ¥ van Loon'y van
Kammen (1970). La mayor parte son de bajo peso molecular (10,000 a
20,000 dalton), se extraen a pH 4acido, y son altamente resistentes ala
protedlisis. A pesar de la gran cantidad de proteinas b que ya han sido
caracterizadas, se desconooe el papel que ellas juegan en la reaccxén
hipersensible; al parecer, existe una relacién entre la presenc1a de las
proteinas b y el tamafio y nimero de las lesiones locales. En las plantas en
que se ha estimulado la produccidn de estas proteinas antes de infectarlas
con virus, se da un namero menor de lesiones o bien se reduce su tamafio
(Redolfi y Cantlsam 1984) ‘

Por otra parte, Parent et al. (1985) encontraron que las proteinas'b se
hallaban en el fluido intercelular de las hO_]aS infectadas y no dentro de las
células. Estos mvestlgadores propus1eron que lafuncién de estas proteinas
se encuentra probablemente al nivel de las interacciones entre células o del
metabolismo de la pared celular. En el primer caso, podria especularse que
las protefnas b impiden la traslocacién del virus de una célula a otra por
alteraciones en los plasmodesmos o bien por otro tipo de bloqueos en el
trasporte. Encuantoala segunda posibilidad, las proteinas b podrian estar
ligadas a la liberacién de las oligosacarinas que desencadenan los meca-
nismos anteriormente analizados. Ambas pos1b111dades son, sin emba.rgo
meramente especulativas.
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- Resistencia al nivel de los receptores de
la membrana celular ‘

No se haencontrado en las plantas, cuando se investigan los hospedan-
tes de los virus, una interaccién especifica entre un virus y la membrana
celular. Smith et al. (1983) investigaron las interacciones del CPMV con
los protoplastos de caupi. Para ello utilizaron lineas resistentes, hipersen-
sibles y susceptibles al CPMV, inoculéndolas con virus purlﬁcado mar-
cado con !251. La evidencia qué encontraron sugiere que Ia interaccién
inicial del CPMYV con los protoplastos de caupi es inespecifica, ya que la
cantidad de virus adherlda alos protoplastos fue la misma para todas las
lineas. Al agregar pohcatlones al medio de inoculacién, la cantidad de
CPMYV adherida a los protoplastos resistentes y susceptibles aument6 enla
misma proporcion. Maule et al. (1980) obtuvieron resultados similares al
inocular protoplastos de pepino conel CMV: lamisma cantidad de virus se
adhirié a los protoplastos resistentes v a los susceptibles.

Smith et al. (1983) sugirieron que la interaccion inespecifica entre los
protoplastos y los virus podria ser el resultado de efectos de carga. No
puede descartarse un proceso de interaccién especifica in vivo puesto que,
para producir protoplastos, las células se someten a tratamientos enzima-
ticos y estos tratamientos podrian alterar laestructura del plasmalema Sin
embargo, lainformacién que se posee sobre los sistemas in vitro sugiere la
posibilidad de quela reslstencxa se deba a la faltade receptores espec1f1cos
en la membrana.

Resistencia por inhibicion de la reduplicacion viral
dentro de la célula ‘

Wilson (1985) ha planteadd una hipo6tesis que abre una nueva perspec- .
tiva en relacién con la locallzac16n y el mecanismo de ‘desensamblaje’ de
los virus ARN positivos. Este autor plantea la p081b111dad de que el
desensamblaje de la cépsula (cépsida) del nucleo v1ral ocurrain vivo como
consecuencia de Jos eventos de traduccién; para ello argum¢nta que los
ARN de cadena simple son muy sensibles a las r1bonucleasas y que por
ello no podrian mantenerse intactos y funcionales dentro de las células,
aun en periodos muy cortos. El dcsensamblaje completo o parc1al necesa-
rio para la liberacion del ARN deberia ocurrir entonces poco antes de la’
toma del ARN por los poliribosomas u otros complejos ribonucleoprotei-
cos, o simultdneamente con ella, para asegurar la proteccién contra el
ataque de las nucleasas. S
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La hip6tesis de Wilson implicaria que las capsidas nucleares llegan més
o menos intactas al citoplasma de las células infectadas. Probablemente
ocurra en aquéllas algiin cambio estructural, como el aumento de volumen
o la pérdida de algunas subunidades proteicas durante la penetracién,
debido a que se encuentran con medios hidrofébicos, receptores proteicos,
gradientes de iones de Ca++ o compartimentos subcelulares de bajo pH.
Enestafase,e]l ARN, dentro de lacapsida, estaria protegido del ataque de
las ribonucleasas, aunque es de esperarse que haya cierta exposicién de sus
secuencias lider del extremo 5’ que facilitaria los préximos eventos.

Lalocalizaci6én topdlégica y lafuncién biolégica de las proteinas ligadas
covalentemente al genoma en el extremo 5° podrian tener alguna funcién
en este proceso, Cuando los componentes de la maquinaria de traduccién
de la célula encuentran expuestas las secuencias de iniciacién del ARN
viral, empezaria la sintesis proteica temprana. La traslocacién ribosomal
llevaria entonces a la extraccién del ARN de las particulas isométricas y se
daria el desensamblaje de 1a proteina de la capsida. Lo atractivo de esta
hipétesis es que la expresion temprana y compleja del gene viral ocurriria
tinicamente en el momento en que la maquinaria traduccional fuera acce-
sible en la célula hospedante.

Partiendo de esta idea podria plantearse la posibilidad de que el meca-
nismo de resistencia resida en que la cdpsida del nticleo viral no sufre
cambios iniciales que permitan la exposicion del extremo § *del ARN viral,
y en que no haya por tanto una traduccién temprana ni la consecuente
‘salida’ del ARN protegido por los poliribosomas. Otra alternativa seria
que ocurriera precisamente una proteélisis temprana de la cdpsida nuclear
que dejara desprotegido el. ARN: éste serfa entonces degradado rapida-
mente por las ribonucleasas.

Finalmente, otra posible explicacién de la resistencia es que se bloquee
la reduphcac16n olatraduccion, del ARN viral. Selay Applebaum (1962)
encontraron que 1os sobrenadantes de plantas infectadas inhibfan la infec-
cién viral, y supusieron la presencia de un factor antiviral (AVF, en inglés)
e iniciaron suestudio. Las purificaciones de este factor se hicieron a partir
de plantas de tabaco infectadas con TMV; estas plantas eran de una
variedad hipersensible que lleva el gen dominante N, responsable de la
localizacién de la infeccién. La asociacién del AVF con el gen N se
establecié mas adelante (Antignus et al., 1977).

Los resultados, tanto de la caracterizacién del AVF como del meca-
nismo de induccién de su sintesis, y los conocimientos actuales sobre su
actividad antiviral han relacionado esta proteina con los interferones
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producidos en células-animales. Los interferones son proteinas o glucopro-
teinas que soportan tratamientos tales como pH muy 4cido y la exposiciéon
al dodecilsulfato de sodio (SDS), y cuyos pesos moleculares estan entre
17,000 y 28,000 dalton.

Sela (1984), en una revisién sobre el tema, sefiala las diferencias y
similitudes que hay entre los interferones y el AVF. El AVF es una
glucoproteina (21,000 a 22 ,000) que, al igual que el mterferén continia
activa después de recibir tratamientos a pH 2.0 o con SDS; tanto los
interferones como el AVF son inducidos por infecciones virales ¢ por:
agentes artificiales,:y son activos en cantidades picomolares. El AVF
induce la polimerizacién del ATP para formar un oligonucleStido que
tiene actividad antiviral. Este nucle6tido se asemeja al 2°,5°-oligoadenilato
(2°,5-A), que se produce por la induccién del interferén en tejidos animales
y que tiene la funcién de activar el mecanismo que bloquea la sintesis
proteica celular. ' ' '

Una diferencia que se ha encontrado entre los mterferones ye el AVF esel
activacién del genoma que lleva dlrectamenté‘a su producclén la act1v1dad
del AVF, al menos en parte, se mduce por la: act1vac1én de un precursor
preexistente en las células. , ~

Reichman et al. (1983) han llevadu-acabo-éstudios en que comparan los
efectos que tienen, en las plantas infectadas con virus, tanto-el interfer6n
humano de los leucocitos como €l AVF. Encontraron que uno y otro
inducen en las plantas una polxmerxzacxén del ATP. dependlente de un
ARN de doble cadena, y que esta polxmerlzacmn produce nucleétidos con
actividad antiviral.

Aunque no se conoce a cabalidad el mecanismo por medio delcual actia
el AVF, los datos anteriores sugieren que la resistencia resulta de un
bloqueo de la sintesis proteica. La ventaja de este modelo es que existe
relacién entre el gen dominante N, responsable de la reaccion hipersensi-
ble, y la produccién del AVF, y que en las plantas sen51bles que llevan el
alelo n, este factor no se produce
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