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I. INTRODUCCION Y OBJETIVO



Uno de los problemas que máis arectan la productividad agrícola

es el daño causado a las plantas económicamente importantes por agentes

infecciosos, los cuales unas veces causan la pérdida de la cosecha y otras

la depreciación del producto. El segundo tipo de daño es producido ` recuen

temente por enfermedades de naturaleza viral, cuyo proceso infectivo y de

reproducción es difícil de estudiar y como consecuencia casi imposible de

evitar en la mayoría de los casos. Hasta ahora las únicas soluciones son

de tipo preventivo, ya sea matando al vector que los trasmite o a tra -- 

vés de la prcpagación vegetativa de plantas libres de virus obtenidas de

cultivos in vitro de células meristemáticas de la planta ( 27, 52, 55, 79, 

60 ). No obstante que estas soluciones resuelven parcialmente el proble- 

ma, las técnicas utilizadas para ello de ninguna manera aportan eviden— 

cias dei proceso molecular involucrado al producirse la enfermedad. Si

se conociera el proceso a este nivel, se abrirla la posibilidad de contro- 

larla cuando ésta se inicia o bien, evitarla. 

La dificultad de realizar estudios con esta profundidad es debida

a dos factores prircipales : ( a) la infección y reproducián de la partkcula

viral no es sincrónica ( 119, 147 ) y (b) hay una estricta dependencia del

medio ambiente de la planta sobre su metabolismo ( 21 , 63, 107 ); ambos

factores impiden que los resultados hasta ahora obtenidos de trapajos con

la planta entara sean considerados completamente válidos ( 119, 147 ). 

Con el avance de las técnicas de microcultivo vegetal se señaló

como una de sus aplicaciones- la posibilidad del uso de protoplastos co - 
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mo :un sistema potencialmente ideal para realizar ese tipo de investiga -- 

ciones ( 12- 14 ) ya que permitiría realizar y observar el proceso en for- 

ma más sencilla y adecuada que con la planta completa. 

Como parte inicial de un proyecto destinado a realizar estudios

sobre el mecanismo de replicación de un virus que produce una enferme- 

dad del jitomate llamada " enfermedad del pinto " ( 61 ), surgió la necesi

dad de establecer un sistema con protoplastos para lograrlo. De esta ma

nera, el objetivo de esta Tesis fue encontrar algunas condiciones necesa

rias para el aislamiento de protoplastos a partir de células de jitomate

cultivadas in vitro ( callos ) Asimismo se reportarán la metodología y

condiciones utilizadas para la inducción y proragación de los altivos. 
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II. GENERALIDADES



Como se mencionó antes, el avance de las tecnicas de cultivo de

células vegetales constituyó un paso decisivo para el astudio de dUeren--- 

tes campos de la Biología Vegetal ( algunos de ellos sólo posibles median

te éstas ); uno de ellos es el de la virología, la cual con el uso de los pro

toplastos se está desarrollando rápidamente. 

Ya. que tanto la metodología empleada para la inducción y propa- 

gación de cultivos vegetales corno la utilizada para el aislamiento de los - 
41

protoplastos han sido reportadas para una gran variedad de plantas ( ver

79, 83 ), en este capitulo sólo las describiré brevemente. 

Cultivo de tejidos vegetales

El término adecuado que describa a los cultivos de tejidos vege- 

tales aún no se ha unificado; algunos los siguen llamando " callos " debi- 

do a su semejanza con la proliferación celular que ocurre cuando una par

te de la planta es dañada o infectada ( particularmente por la bacteria ( - 

Agrobacterium turnefaciens ); otros lo llaman " cultivo de tejidos " apo-- 

yandose en el hecho de que son obtenidos a partir de un tejido; a veces - 

es utilizado el titulo de " cultivo celular " puesto que lo que se tiene es - 

un grupo de celulas no organizadas y desdiferenciadas, sin importar que

la mayoría de las veces se encuentran en agregados en los que ya existe

comunicacion intercelular ( vía plasmodesmata ) que es característica de

un tejido ( 114 ). Por esta razón en la presente Tesis usaré indistin-Lamen

te los términos descritos anteriormente así como el de " células cultiva -- 
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das in vitro " ; todos ellos deberán diferenciarse de " cultivo en suspen- 

sión " que consiste de un cultivo en medio líquido del mismo tipo de cálu- 

las.( 115 ). 

LOs antecedentes del cultivo de células vegetales se inician en - 

1838- 1839 con la teoría celular propuesta por Schleiden y Schwan en la - 

cual se señaló la posibilidad de formar un ente completo a partir de una - 

sola célula, es decir, la existencia de una totipotencialidad celular. En el

campo de la Botánica la teoría comenzó a tener evidencias hasta 1878 — 

cuando V¿chting logró mantener vivós durante algunos días a fragmentos

cortados de una planta al colocarlos en soluciones minerales; el mecanis

mo por el cual pudieran mantenerse vivos indefinidamente los cultivos y - 

además inducirlos a dividirse como requisito indispensable para la demos

tración de la teoría fue propuesto por Haberlandt en 1902. Sin embargo, 

El no utilizó el material biológico adecuado y transcurrieron 30 años has

ta que White en 1934 ( 134 ) logró el primer cultivo de células con creci - 

miento indefinido. Casi simuttaneamente Gautheret y unos años después

Nobecourt ( 1937 ) lograron lo mismo con diferentes plantas. A partir de

ese momento el cultivo de células vegetales fue abordado por muchos in — 

vestigadores tratando no sólo de demostrar la totipotencialidad celular, 

sino aplicando esa nueva técnica en otras ramas de la Biología Vegetal. 

Actualmente la totipotencialidad celular ha sida demostrada ;para

varis células y protopl astos de algunas plantas ( 16, 72, 127, 128 ) y el tra

bajo con cultivo de tejidos vegetates ha avanzado considerablemente tanto
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en estudios para conocimiento básico como de aplicación económica. El - 

primer tipo de estudios incluyen patología vegetal ( 6- 8, 20, 38, 48, 60, 73- 

75, 100, 113

8, 20, 38, 48, 60, 73- 

75, 100, 113 ), mecanismos de acción hormonales ( 132, 138 ), mecanismos

de diferenciación y desdiferenci.ación celular ( 5, 33, 36, 37, 40, 43, 60, 103, 

109- 111, 121, 123, 127, 142, 145 ), metabolismo ( 3, 4, 9, 24, 35, 39, 49, 59, 

62, 94, 102, 103, 108, 124, 129, 136, 137, 144 ), genética ( 20, 77 ) y aislamie i

to de protoplastos '( 91 , 104, 125, 126, 139 ). Los estudios de aplicación eco

nomica comprenden dos aspectos; uno de ellos es la producción de farma- 

cos y hormonas o sus precursores ( 23, 65, 145 ) y el otro es el mejora -- 

miento de cultivares de importancia para el hombre, ya sea por la obten - 

cion de mutantes con las características deseadas ( 6- 8, 29, 89, 94 ), de - 

plantas libres de virus ( 29, 55, 79, 80, 141 ) o a través del manejo de culti

vos con diferente grado de ploidía al de las plantas normales con las cua

les se pueden hacer las cruzas deseadas ( 41 , 83, 84, 109, 112, 1 16, 146 ). 

Inducción y cultivo de los callos. 

La inducción de los callos a partir de una parte de la planta. ( ex

plante ) ocurre cuando ésta - previamente esterilizada- es puesta en con— 

tacto con un medio nutriante que es conocido como favorable para inducir

y mantener su división celular- ( 143 ). La parte de la planta que general- 

mente se utiliza es un tejido joven, aunque para plantas monocotiledonas

es preferible utilizar la semilla o partes de ella ( 143 ); hay también mu- 

chos reportes que muestran o describen la generación de callos a partir, 
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de anteras o polen ( 33, 41 , 110, 112, 116 ). La razón para esta elección con

siste básicamente en que al hacerlo se tienen piezas de tejido compuestas

de un solo tipo de células, lo cual facilita la inducción del callo. 

Por lo que se refiere a los requerimientos nutricionales de las ce

lulas por cultivar, éstos pueden ser divididos en tres principales clases : 

a) sales inorgánicas, ( b) constituyentes orgánicos y (c) complejos natura-. 

les de composición indefinida ( ejem. agua de coco, extraxto de levadura ). 

De los tres tipos de componentes, únicamente las sales inorgánicas pueden

utilizarse casi indistintamente para cualquier planta ( una misma formula

cién ); en contraste, la composición orgánica del medio de cultivo varia

mucho dependiendo de las capacidades biosinteticas - de las células- para

muchos compuestos, habiendo incluso diferentes requerimientos entre las

variedades de una misma planta ( 33, 58 ). Entre los compuestos orgánicos

quizá el papel más importante para ta inducción del callo lo tienen los re- 

guladores dei crecimiento presentes en el medio ( hormonas ); general-- 

mente son una auxina y una citocinina que deben conservar una relación de

concentraciones particular para cada planta ( 78, 127 ). El tercer tipo de

componentes suelen ser utilizados en el medio de cultivo como último re -- 

curso para establecer el cultivo celular. 

Durante la indución dei callo las células del explante pasan por - 

varias fases características ( 145 ). Primero por una de " inducción " , 

durante la cual las células se preparan para dividirse; la duración de es- 

ta fase depende del estado fisiológico de las células del tejido utilizado y



de las condiciones de cultivo empleadas ( composición del medio, factores

ambientales, etc. ). Esta fase es seguida por otra de sintesis activa y dis

minucion del volumen celular producido por la ocurrencia de divisiones en

las capas celulares periféricas del explante; durante este periodo hay un

cambio celular regresivo ( morfo y metabólico ) a un estado meristemáti- 

co ( desdiferenci.ación ). Durante estas fases se han logrado observar al- 

gunos cambios citológicos entre los cuales destacan: disminución del vo- 

lumen celular; ircremento en el número de dictiosomas, microtubulos, es

ferosomas , polisomas y ribosomas unidos a membrana; movimiento del - 

núcleo hacia el centro de la célula ( 144 ). Paralelamente se han detecta -- 

do también algunos cambios metabólicos , siendo los más estudiados el au

mento en la respiración, en la síntesis de RNA y proteínas ( 145 ). 

Una vez terminados y mantenidos constantes esos cambios, se ~ 

produce el callo, cuyas caracterfstícas macroscópicas varian dependien- 

do del tejido y medio utilizados para su inducción. Per razzones prácticas

la corsideración de lo que es un buen callo se basa sólarnenta en la mor- 

fologia que presenta una vezque- se ha inducido, así como de la persisten

cia de su estado desdiferenciado. Las principales características a con— 

siderarse son. 

a) menor cantidad de partes diferenciadas ( raíz, tallos, etc. ) y su cons

tancia en este estado. 

b) ausencia de pigmentación ( no la debida a clorofila o pigmentos metabó

1 icamente funcionales ) . Generalmente algunos callos se tornan oscuros
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debido a que tienen hiperactivación de los procesos oxidativos; indudable -- 

mente esta actividad interfiere cuando se trabaja con fracciones celulares

ejem.. 30, 35, 94, 103 ). 

c) suavidad. Representa ausencia considerable de ligninas y favorece su - 

manejo; este factor es indispensable para establecer un cultivo en suspen

sión ( 54 ) ya que los callos serán fácilmente disgregables, asimismo, mien

tras más suave sea el cultivo celular, se podran aislar sus protoplastos - 

más rápidamente. 

d) los callos obtenidos deberán mantener constantes las características - 

descritas en los incisos anteriores después de varias transferencias ( 3 - 

como mínimo ) ya que los cultivos pueden degenerar o morirse ( se obser

va un ennegrecirniento del callo que es seguido por la pérdida de su consis

tercia, dando lugar a una masa amorfa tanto macro como microscopíca— 

mente ). 

Una vez que se ha obtenido el callo con las características desea

das, éste puede ser mantenido en un estado de crecimiento activo ( por di

visión ) transfiriendo ragmentos de ál a medio de cultivo nuevo de una ma

nera periódica o haciendolo en medio líquido en el cual las células tendrán

un crecimiento más activo y uniforme. Actualmente las cultivos en medio

1 fquido son los que se utilizan para la mayor parte de los trabajos, mien -- 

tras que los crecidos en medio sólido ( callos ) , sólo para mantenimiento

de la linea celular y estudios de rediferenciacion ( organogenesis a partir

de callo ); la razón más importante es la diferente homogeneidad morfo y
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metabólica que existe entre las células del cultivo, dicha heterogeneidad - 

es mayor en el caso de callos.( 145 ). 

Generalmente para poder trabajar adecuadamente con un cultivo - 

de células vegetales, es necesario o recomendable esperar que el cultivo

tenga al menos un año de haberse inducido, ya que es frecuente encontrar

que los cultivos presentan mosaicos cromosómicos antes de este lapso ( - 

77, 145 ), lo cual inevitablemente influirá - aunque no drásticamente- en - 

la evaluación de los resultados. 

Una vez estabilizada la linea celular se puede determinar de una

manera confiable la cinética de su crecimiento. Al igual que los cultivos - 

bacterianos, el crecimiento de los cultivos vegetales sigue una secuencia

de fases características ( denominadas fase lag o preparativa, de crecí— 

miento exponencial y una fase estacionaria ) cuya duración depende de la

cantidad de medio de cultivo, de Ínóculo, de la velocidad de absorción de

los nutrientes y de las condiciones de cultivo empleadas ( temperatura, i- 

luminación, humedad relativa, etc. ); la variación de alguno de los facto -- 

res mencionados ocasiona la reducción o alargamiento de cualquiera de las

fases. Actualmente es común encontrar reportes en que los cultivos son - 

realizados de una manera sincrónica ( 106, 146 ) o continuos en los que el

estado estable de los cultivos puede ser mantenido quimioestática o turbi- 

dostáticamente ( 49, 53, 136 ). Con estos últimos tipos de cultivo es de es- 

perarse una mayor coneiabilidad de los resultados. Tambián se ha logrado

evitar o disminuir la cantidad de algunos componentes orgánicos usando - 
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cultivos celulares con actividad fotosintética ( 17) o infectandolos con la - 

bacteria Agrobacterium tumefeciens ( 113 ). 

Los criterios más comunes para medir el crecimiento del cultivo

son determinaciones de peso seco y fresco ( 4, 9, 22, 24, 49 , 76, 145 ), incre

mento relativo de la masa celular ( 94 ), número de células ( 9,- 49, 76, 129, 

1- 45 ) y en el caso de cultivos en suspensión, además de los antes mencio- 

nados, se ha determinado el volumen del paquete celular ( 9, 49 ), volumen

celular ( 9 ); en algunos trabajos donde se ha tratado de hacer una determi

nación más rápida y que indique- la fase del ciclo celular, se ha logrado co

rrelacionar el pH del medio ( liquido ) con la fase que presenta el cultivo

2 ) y Hahlbrock ( 33 ) lo logró en base a la conductividad del medio. 

Aislamiento de protoplastos

El término protoplasto es actualmente utilizado para designar a - 

la parte de la célula vegetal que se encuentra dentro de la pared celular , 

es decir, el producto resultante - bajo ciertas condiciones- de la remoción

de la pared celular de una célula vegetal. Hasta la fecha se han logrado - 

aislar protoplastos de diferentes fuentes dependiendo del tipo de trabajo - 

que se pretendía realizar con ellos; así, se han aislado de pétalos ( 139 ), 

de tallos( 26, 101 ), de raiz ( 10, 11, 4-3, 44 ), fruto ( 12, 312, 103, 135 ), de

hoja ( 1, 7, 15, 28, 44, 68- 70, 81, 82, 86, 88, 90, 96, 97, 99, 105, 110, 133 ) y de- 

cultivos

e

cultivos en suspensión ( 104, 125, 126, 139 ). 

Aunque los protoplastos al ser aislados pierden algunas caracte- 
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rísticas que joseían antes de ser desprovistos de su pared celular ( 25, - 

87 ), presentan ciertas ventajas que los hacen adecuados para realizar con

ellos varios tipos de investigaciones. Los principales estudios- a los que - 

se les ha destinado son los siguientes : hibr¡dizaci6n somática ( 16, 44, 46, 

95, 139 ); arsorción de virus ( 1 , 12, 47, 68- 70, 86, 90, 117> 1 18 ) , de bacte- 

rias ( 18) , de organelos ( 19 ); transformación genética ( 38, 85 ); estudíos

membranales y de síntesis de pared celular ( 66, 31, 93, 101, 120 ); fisiolo- 

gía y bioquímica comparativa de los protoplastosaislados con los de la cá

luta in situ ( 25, 57, 68, 70, 37, 101 ). 

Ya que en la líteratura se encuentran an -Plias revisiones sobre la

metodologí= utilizada para el aislamiento y cultivo de orotoplastos ( ejem. 

2, 14 ), así como de su utilización en un campo determinado ( 119, 147 ), 

en este caoí —do sólo mencionaré los métodos más utilizados para la de -- 

mostración de la viabilidad de los protoplastos aislados, que es sin duda, 

el factor Más importante de determinar cuando se pretende trabajar con

este tipo de sistemas, ya que al no hacerlo cualquier estudio que se real¡ 

ce con elles sería inútil o inválido. Los criterios más usados para esta de

terminación son los siguientes : 

a) observaci5n de cíclosis intracelular con micrwc6pio de contrasle de fa

ses ( 92, 98 ) 

b) variación del tamaño celular el cambiar el medio osmótico en que se en

cuentran suspendidos ( 45 ) 

c) exclusión del colorante Azul de Evans por membranas intactas ( 45 ) 
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d) reducción de " colorantes vitales " como indicativo de transporte de e- 
t

1 ectrones ( 2 ) 

e) acumulación da rl.uoresceina dentro del protoplasto como indicativo de

actividad hiarolftica, ya que se introduce en ellos el diacetato de luores

cefna ( 56 ) 

f) corsumo de O9 o CO2 dependiendo de las células empleadas ( 45, 120 ) 

g) actividad membranal medida como su capacidad de intercambiar iones

del protoplasto con el medio externo( 120 ) 

h) síntesis de proteínas o ácidos nucléicos ( 90 ) 

i) regeneración de pared celular y/ o división celular ( 12, 64, 81 , 82, 91 , 

101, 125, 126, 135 ) 

Antecedentes a asta Tesis

Al principio de este capítulo se rrencionó que los primeros culti-- 

vos vegetales con crecimiento indefinido =ueron obtenidos por White ( 134 ). 

Para lograrlo uti'tizó raíces de plantulas de jitomate crecidas en condicio

nes asépticas, que colocó en un medio liquido de composición no bien defi

nida. Nasta la fecha existen varios reportes es los que se utilizan cultivos

de tejidos de jitomate ( haploides y diploides ) para diversas investigacio

nes ( 4, 33, 74, 13,4, 109, 110 ) y aunque el medio de cultivo utilizado es de

composición conocida, no hay uniformidad en cuanto a los requerimientos

hormorales, ni datos reverentes a las condiciones i.rilizadas para su induc
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ción y propagación. 

En cuanto a protoplastos debe señalarse que los primeros aísla-- 

mientos de ellos a partir de plantas superiores fueron realizados con fru- 

tos y raíces de jitomate ( 10- 13, 31, 32, 66, 93 ), que el primer aislamiento

de protoplastos por métodos completamente enzimáticos se realizó con ra

ices de esta planta y que la primera infección de protoplastos con un virus. 

se logró con los aislados del fruto de esta planta ( 12 ) ( Cocking utilizó - 

iMV para este propósito ). Recientemente han aparecido reportes de su - 

aislamiento a partir de células del mesofilo y palisada ( 68- 71, 36, 148 ) 

con el objetivo de utilizarlos para investigaciones de virología. La prefe- 

rencia de utilizar los protoplastos de esta planta es debida a que la planta

completa es muy suceptible a infecciones de naturaleza viral, lo cual faci

lita este tipo de estudios. 

El aislamiento de protoplastos a partir de hoja y fruto de esta - 

planta ya se ha logrado en este laboratorio ( 2 ) y puesto que la metodolo- 

gía para lograrlo es muy tardada y laboriosa, además de que las cordicio

nes de cultivo de las plantas es inadecuada ( por posibilidades técnicas ), 

se realizó el trabajo descrito en esta tesis con el objeto de tener una alter

nativa más sencilla y fácil. Las ventajas o desventajas que existen cuan- 

do se utiliza un cultivo de tejidos como fuente de protoplastos serán discu

tidas en -los siguientes capítulos. 
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III. MATERIALES Y METODOS

to



R eactivos

Todas las sales inorganicas usadas fueron de grado R. A. 

Acído 2, 4- dicloro fenoxiacetico (2, 4- D) MEP,CK

Acido 1- naftalen acético ( ANA) BHD Chemical LtD

Acido indol- 3- acético ( AIA) SIGMA

Acido indol- 3- butirico ( AIB) SIGMA

6- 9encil adenina ( BA) SIGMA

D ( - ) Manitol MERCK

Celulasa " onozuca " R 10 KINKI YAKULT MFG Co. LtD

P,,'. acerozima ( pectinasa ) R 10 KINKI YAKULT MiFG Co. LtD

Semillas de jitomate ( Lycopersicon

esculentum Var. HOMSTÍ_AD ) PRONASE

Equipo

Baño maría con agitación

Campana de flujo laminar

Centrifuga. clinica HNS

Hemacitómetro

Incubadora

Microscopio 6pticp modelo BHB

Equipo de filtrac.i6n
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Inducción de los callos

Un lote de semillas ( 500 ) de jitomate rue lavado primero con

agua y después durante 30 seg con etanol al 70/ 0, al alcohol decantado curn

pletamente y las semillas colocadas en 100 ml de hipoclorito de calcio al

p/ v) durante 10 min; transcurrido ese lapso se colocaron nuevamente

en etanol al 70% durante 30 seg y fueron lavadas con suficiente agua este-- 

ril ( 2 litros ) hasta eliminar todo el hipoclorito. 

Las semillas esterilizadas fueron colocadas en matracas de 125

r..l que contenían agar solidificado estéril al 1% ( 50 semillas en cada ma

traz ) y éstos colocados en una incubadora a 25 * durante 6 días. 

Transcurrido ese tiempo de incubación, las plantulas de jitomate

que habían crecido de 4--6 cm de algara-- fueron sacadas de los matra - 

ces y colocadas en una caja petri en donde fueron cortadas en pedazos de

1 cm de longitud; de 7 a 10 fragmentos fueron depositados en un frasco de

cultivo y éste colocado nuevamente en. incubación a 25Todas las mani- 

uulaciones se realizaron en condiciones asépticas. 

El medio de cultivo utilizado ( sólido ) fue básicamente el diseña

do por Murashige & Skoog ( 76 ) al que sólo se le variaron tos contenidos

hormonales ( Taula I ). Para cada medio sa inocularon 30 frascos. 

Propagación de los callos

Los mejores callos obtenidos de los medios descritos en la Ta - 
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TABLA i

Medios utilizados para la inducción de callos de jitomate

NIEDIO No. AUXINAS ( M) CITOCININAS ( M) NOMENCLATURA

UTILIZADA

i

1 AIA 10 BA 10 IA568

5 8

2 AIE3 10 BA 10 IB5l38

3 ANA 10 BA 10 N5B8

5 8

4 2, 4- D 10 BA 10 D5B8

6 8
5 2, 4- D 10 BA 10 D6B8 i

Todos los meciios - tenían los demás- componentes oT,,1- ánicos t sales mi - 
tie -ales- del medio de N,z- ashij; e & Skoog ( 75 ). El pq dei -,ied¡ o de cul+i

vo se ajustó a . o antes de ag?-ear el aizar.. 

bla I ( el criterio de selección se basó en su aspecto, textura, grado de di

ferenciaci.ón y crecimiento relativo ) fueron transferidos a frascos de cul

tivo con medio nuevo cada 20 días antes de determinar la cinética de su - 

crecimiento. Las condiciones de incubación utilizadas fueron las mismas

que se emplearon para su inducción. 

Determinación del crecimiento

Para esta determinación se utilizaron callos que tenían una edad

relativa de 18 días ( tiempo de haber sido transferidos ). Se pesó el Eras
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co con medio de cultivo antes y después de haber colocado el inoculo; la - 

diferencia de peso obtenida se consideró ser la del callo ( generalmente el

inoculo inicial fue de 3 a 4 g en cada Frasco ). Vada dos días subsecuentes

al de inoculación se determinó el peso del callo contenido en tres frascos

por separado ) y un gramo de cada recipiente se utilizó para el experi— 

mento No. 1 concerniente al aislamiento de protoplastos ( Tabla II ). 

El crecimiento está reportado como el número de veces que se in

cremento el peso Fresco con respecto al del inoculo inicial ( 94 ) de acuer- 

do con la siguiente relaci.on : 

No. de veces de peso fresco el día de la determinación ( final ) 

incremento del = -' 1

peso fresco peso fresco el dfa de la inoculación ( inicial ) 

L05 valores descritos en la sección de resultados corresponden

al promedio de las tres determinaciones. 

Aislamiento de protoplastos

A continuación se describirá el método general que se siguió pa- 

ra el aislamiento de los protoplastos a partir de callos de jitomate; las --- 

condiciones variadas para cada experimento están descritas en la Tabla II

En el capítulo de resultados se encontrará reportado cada experimento co

mo el promedio de las determinaciones realizadas ( de 2 en el experimento

No. 4 y de tres en los demás ). 

Los callos que se utilizaron fueron cultivados en el medio No. 5

de la tabla I con las condiciones de incubación descritas anteriormente. 
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Antes de su uso, el cultivo celular fue colocado en una caja petri y frag- 

mentado cuidadosamente para evitar un mayor daño celular; los pequeños

agregados resultantes se mezclaron hasta que la muestra fuera visibiemen

te homogénea, de la cual se tomó un gramo para cada determinación ( 0. 8

gramos en el experimento 3 ). 

Cada porción de tejido se colocó en un matraz de 125 ml qua con

tenia la solución enzimática ( disolución en buffer de fosfatos 0. 1 M a pH

de 5. 6 ), cuyo volumen, concentración de manitol, celulasa y pectinasa

están descritos en la Tabla II para cad experimento en particular. El ma

traz se colocó en un baño maría a 27' y fue agitado a 120 rpm durante un

tiempo que fue variable en el experimento 6 y de tres horas en los demás. 

Transcurrido ese lapso la suspensión se filtró; primero a través

de una malla de nylon con un poro de 148p y después por otra con uno de

62p , ambas sostenidas por un equipo de filtración MILLIPORE. E-1 ftItra

do se centrifugó entre 700 y 800 rpm durante 10 minutos; el sobrenadan

te se descartó y el sedimento se resuspendió con una solución que tenía - 

la misma concentración de manitol que la solución enzimática ( solución

de resuspensión ). La suspensión resultante fue nuevamente centrifugada

a 500 rpm 10 minutos y el sedimento resuspendido ( este paso se repitió

una vez más ). La suspensión obtenida fue entonces centrifugada aproxi- 

madamente a 400 rpm 10 minutos, obteniendose un sedimento constitu - 

ido casi exclusivamente de protoplastos, que se re -suspendió con 1 ó 2

mililitros de la solución de resuspension. 
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Determi.nación del número de protoplastoa

Los protoplastos por contar se mezclaros primero con una solu- 

ción de Azul de tripano al 0. 5 % ( p/ v ) a una relación de una gota del co- 

lorante por cada mililitro de suspensión de protoplastos. Se. dejó pene---- 

trar el colorante durante 5 minutos y una alícuota de esta mezcla fue co- 

locada en el hemacitómetro antes de poner el cubreobjetos. La cuenta se

realizó en 10 áreas de 1

mm2, 
considerandose sólo aquellos protoplas— 

tos que tenían forma esférica y que no estaban teñidos de azul ( 2 ). El

número de protoplastos por gramo de tejido fresco se calculó con la reía

ción siguiente: 

No. de protoplas ( protoplastos contados)( 1 000)( vol . última suspensión) 

tos viables por^ _ 

gramo de callo peso del callo utilizado en gramos

22



N
co

TABLA II

PAFZAMETROS EVALUADOS PARA EL AISLAMIENTO DE Pf. OTOPLASTOS A PAIS -I - IR
DE CALLOS DE JITOMATE ( LYCOPEI-ZSICON ESCULENTUM Var, HOMSTEAD ). 

Experimento Edad del cul
Sol u ion e i á t i Tiempo de

No. tivo días ) 
c n z m c a* 

incubación

hrs ) Concentración Concentración de Concentración de Volumen

de manitol ( M) celulasa ( % ) pectínasa ( % ) ml) 

1 Variable
a

0. 6 2. 5 0. 5 25 3

i

o
2 10 Var iablú 2. 5 0.552

3 10 0. 6 Variable
c

0. 5 20 3

4 10 0. 6 3. 0 Variable
d

25 3

5 10 0. 6 3. 0 0. 5 Var i abl e
e

3

p

6 10 0. 6 3. 0 0. 5 25 Var iabl e , 

la solución enzimatica tenía un pH de 5. 6 regulado por un buffer de fosfatos 0. 1 M; ( a) tejidos con dos días

de edad de diferencia (durante 16 días); ( b) 0. 3, 0. 4, 0. 5, 0. G, 0. 7 y 0. 8 M ; ( c) 1. 5, 2. 0, 2. 5, 3. 0. 3. 5y 4. 0 % 

p/ v) ; ( d) 0. 25, 0. 5, 0. 75, 1 . 0, 1 . 25y 1. 5 % ( p/ v) ; ( e) 10, 15, 20, 25 y 30 ml ; ( f) 1. 5, 2, 0, 2. 5.,,'D. 0, 3.,!'-- y 4. 0

hrs



IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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TABLA III

Efecto de la combinación hormonal en el medio de cultivo

sobre la inducción de callos de jitomate ( Lycopersicon

escul entum Varr . HOMSTEAD ) . 

HORMONAS a PRESENCIA DE PAR_ 
b

TES DIFERENCIADAS

ASPECTO
c

CRECIMIENTO

RELATIVO

d

IA5 138 regul ar. 

IB5B8 regular

N5 B8 bueno

D5 B8 malo

D6B8 bueno

a) ver la Tabla I; ( b) raíz o tallos; ( c) dado por la ausencia de pigmenta

cion y dureza; ( d) +++ abundancia, ++ poco, + mínimo, --- ausencia. 

Fig. 1 . Callo de jitomate crecido en el medio de Murashige & Skoog ( 76 ) 

con ácido 2, 4- dicloro fenoxiacético y bencil adeniná como hormonas ( me

dio 6 de la tabla I ). ( a) callo en el medio de cultivo, ( b) aspecto del callo. 
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Originalmente fueron ensayadas dos condiciones para la esteri- 

lización de las semillas; una de ellas consistía en la utilización de hipoclo

rito de calcio al 0. 8% ( p/ v) durante 20 minutos ( 2, 42 ) y la segunda usan - 

dolo al 10% 10 min. Con ambos métodos se logra la esterilización de las

semillas pero utilizando el segundo, las plantulas alcanzan el tamaño ade

cuado ( 4- 6' cm ) cuatro días antes. En cuanto a las condiciones de germi

nación , debe señalarse que al realizarlas en la oscuridad, algunos proce

sos metabólicos normales no se efectuan ( 107 ) teniendo de esta manera , 

un material celular menos complicado ( diferenciado fisiológicamente ) y

por tanto más adecuado para la inducción del callo. 

Aunque existen una gran variedad de medios de cultivo ( ejem. 4, 

76, 122 ), el que fue utilizado para este trabajo ( 76 ) es muy empleado y

recomendado para iniciar un cultivo de celular vegetales ( 27 ), además

ya había dado resultados positivos para la inducción de callos a partir de

hojas de jitomate ( 42 ), por io cual a este medio únicamente se le varia- 

r,jn los contenidos hormonales con la finalidad de tener un mejor callo y

aprecíar el erecto que causan a estas concentraciones sobre el tejido uti- 

1 izado. El tipo de horrnonas empleadas asl como las corcentraciones usa

las se encuentran en la tabla I. 

Los resultados obtenidos con cada medio se ercuentran resumidos

en la Tabla III y puede observarse claramente que sólo con dos combina- 

ciones de hormonas se indujeron callos con las caracterfsticas deseadas

criterio descrito en la página 9). A pesar de que el crecimiento relati- 
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vo en ambos medios se indica como igual, su observación fue realizada a

diferentes tiempos, es decir, en el medio N5B8 se obtuvo ese crecimien- 

to a los 15 días mientras que en el D6B8 a los 30. Después de tres trans- 

ferencias los callos crecidos en el medio con acído 1- naftalen acztico ( - 

N5B8 ) perdieron las características consideradas como las de un buen ca

lío e incluso muchos de ellos murieron ( oxidación y pérdida de su morfo- 

logía ), por lo cual la propagación de los mismos se realizó en el otro me

dio ( D6B8 ) . Este fenómeno indudablemente depende de la gran estabili-- 

lidad del ácido 2, 4- dicioro fenoxiacetico ( dificultad para metabolizarse ) 

que ocasiona un mayor tiempo de acción. 

A diferencia de los cereales, no fue posible inducir callos a par

tir de semillas ya que éstas germinaban con una normalidad aparente y

después ocurría la elongación de los hi.pocotilos. 

El hecho de que el medio D6B8 sea el adecuado para la inducción

del callo no significa que sea el único bueno para el manten¡ miento de la

linea celular, ya que actualmente se cultivan los callos originados en eaLs- 

te medio y en el N5B8 con características de crecimiento similares ( ver

adel^ te ), asimismo, se tienen cultivasa en suspensión en ambos medios. 

Determinación del crecimien-o

Los resultados concernientes a la duración del ciclo de crecimien

to de los callos de jitomate en las cordliciores descritas en el capitulo an

terior pueden observarse en la figura 2. Evidentemen,-e si sólo se hubie- 
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ra determinado el incremento relativo del peso fresco, no sería detecta- 

ble la fase estacionaria sino hasta unos días después, que es de hecho, 

el principal problema de medir el crecimiento por determinaciones de Pe

so fresco. La razón de esta dificultad es que al terminar la fase de cre- 

cimiento exponencial ( debida a división celular ), las células siguen ad- 

quiriendo peso al incrementar su volumen. Una situación similar se pr_ 



senta al determinar peso seco; en este caso el incremento de peso puede

ser debido a la acumulación de material celulolítico y a? úcares ( princi- 

palmente almidón ) en la célula y por tanto la fase estacionaria se detec- 

tará ligeremente más tarde ( cuando se agoten los nutrientes en el medio

cul=ivo ). Por estas razones fue necesario detectar el numero de cau- 

las presentes en el cultivo, misma que se realizó al aislar sus protoplast

tos. Claramente se puede apreciar que el mayor número de protoplastos

se puede aislar cuando el cultivo tiene 12 días de haber sido inoculado y

que la duración del ciclo puede ser considerado de 16 días ( al permitir

sólo 4 días en fase estacionaria ) cuando se utilizan las condiciones des- 

critas en el capitulo anterior. También puede observarse que la duración

de la fase lag (preparativa) es bastante larga, lo cual se puede interpre- 

tar como debida a que los cultivos empleados para esta determinación eran

ya muy viejos y por lo tanto la inducción de su división es más difícil ( en

este estado las células empiezan a diferenciarse ). Para evitar este pro- 

blema, 

ro-

blema, en base a observaciones al microscopio ( descritas en el siguiente

párrafo ) se pudo localizar cuando los cultivos entran en fase estacionaria, 

de tal manera que ellos fueron transferidos desde ese r; fomento cada 14

días, notandose ademas que el número máximo de protoplastos se puede

obtener cuando el cultivo tiene 10 días de edad ( datos no reportados en

esta Tesis ), que es cuando el cultivo está en fase de crecimiento exponen

cial. 

Microscópícamente se pudo distinguir que cuando las células es - 
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án en fase estacionaria, su forma es alargada o voluminosa ( fig. 3a ) 

llegando a medir hasta 250 ; durante la fase de división activa ( de cre- 

cimiento exponencial ), las células se tornan más pequeñas y casi esferi

cas ( fíg. 3b y c ). La última fase del ciclo celular es fácilmente detecta

bie por la ocurrencia de divisiones celulares en un sentido determinado

fig. 3d ) y posterior alargamiento de las células ( fig. 3e ). También se

ha detectado durante la fase estacionaria la presencia de unos gránulos

que se tiñen con yodo ( fig. 3h ) , los cuales probablemente sean de almí

don. En el caso de los callos utilizados para esta Tesis, cuando se deja

mucho tiempo el cultivo en el mismo medio ( más de 16 días ), se obser

va la acumulación de un pigmento negruzco de composición aún no deter- 

minada sobre la superficie de algunas células ( fig. 3f ). 

El hecho de que al entrar un cultivo en fase estacionaria presen

te las características descritas ( o alguna otra ), ha sido motivo para es

tediar algunos fenómenos de diferenciación celular ( 47, 134 ). La acumu

lación de almidón aunque ha sido reportada ( 54, 145 ), tan solo en una o- 

casión ha sido relacionada con la posterior formación de raíces ( 121 ). 

Aislamiento de protopiastos

Además de los motivos descritos en ta página 15, la ventaja de

utilizar un cultivo de tejidos como fuente de protoplastos, es debida a - 

que el tratamiento del tejido previo a su contacto con las enzimas es mi- 

nimo. Lo único que se realizó fue la fragmentación de los callos, puesto
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que aún en estos cultivos las células se encuentran comunicadas entre sí

via plasmodesmata ( 114 ) formando agregados o colonias ( fig. 1b ). La

homogeneización de los fragmentos fue realizada únicamente con el obje- 

to de que la muestra empleada representara realmente al cultivo comple

to. Sin embargo, cuando realmente se quiera tener una población celular

que sea homogénea metabólicamente, no deberá hacerse asi, ya que los

patrones de crecimiento entre las células del callo varían mucho ( 145 ). 

Aunque los mejores métodos para detectar la ausencia de pared

celular en los protoplastos son su observación con microscopio electró- 

nico, la tinción con blanco de calcofluor ( 81 ) y la ausencia de peroxida- 

sas del grupo I aniónicas ( 64 ), en el presente trabajo sólo se realizó por

la observación de su forma completamente esférica que tienen una vez que

han sido aislados ( fig. 4a ), así como por iluminación de ellos desde dis

tinos ángulos ( fig. 4b ). Otro método también probado fue la inducción de

su fusión al tratarlos con polietilér. glicol ( 54 ) que definitivamente sólo

es posible si el protoplasto carece de pared celular ( fig. 4c ). 

Al igual que con los protoplastos de fruto de jitomate ( 10, 12 ), 

Durante el proceao de aislamiento de los protoplastos se pueden separar

las vacuolas de allos teniendo así, una Fracción celular casi completamen

te pura patea otro tipo de estudios ( fig. 4f ). 

Parámetros evaluados para el aislamiento de los protoplastos ( ver en la

Tabla II las condiciones empleadas para cada experimento ) 

Durante el ciclo de crecimiento de cualquier cultivo de tejidos
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ve e -ales, el número de células y su cantidad de pared celular cambia con

siderablemente dependiendo de la fase de crecimiento en que se encuentren

e em. 9, 49, 129 ). La estabilidad de los protopl_stas aislados tambián va

ria de acuerdo a la fase de crecimiento en que se encontraban las células

de las que fueron aislados. Estos factores hacen necesario que se determi

ne el momento del ciclo celular en que es posible obtener el mayor número

de protoplastos viables. En la figura 2 se observa claramente que ese máxi

mo se obtiere a los 12 días de edad relativa de los cultivos ( 10 en los cul

tivos subsecuentes ). Si se comparan los protoplastas aislados de un cul- 

tivo en fase estacionaria ( fig. 3g ) con los aislados de uno en fase de cre

cimiento exponencial ( fig. 4d y e ), se puede notar que en los primeros el

tamaño no• es uniforme, lo cual ocasiona dificultades en su manejo y perse

vera; .cia de su viabilidad ( es más difícil la purificación de ellos ). 

Los resultados concernientes al efecto que causan las diferentes

concentraciones del estabilizador osmótico ( manitol ), las enzimas ( ce- 

lulasa y pectinasa ), el volumen de la solución enzimática y el tiempo de

i= u'cacián sobre el rendimiento en el aislamiento de los prOt. iastoS, Se

ercuertran representados gráficamente en las figuras 6, 6, 7, 3 y 9 y se - 

puede notar lo siguiente: 

a) aunque cada punto representa el promedio de tres deterrrmi.n- cior:es y

existe consistencia en cuanto al máximo obtenido para cada experimento

datos no reportados ), si se comparan las figuras 7 y 9 con las demás, 

se observa que el rendimiento máximo en los dos experimentes es „ enor
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esde 106 células ) . Esto puede ser debido a la

variación que existe entre cúltivoy cultivo ( i 45 ) puesto que como se mencionó

an- tes, basta un pequeña variación de las condiciones de cultivo para que

se altere alguna de las fases de crecimiento, ocasionando un retardo en

el - ciclo de su

crecimiento, b) tanto en la figura 7 corro en la 9, las curvas presentan depresiones

que no deberían tener si se. siguiera una ci-ática normal. La posible

explica- ción debe basarse en la variación que existe entre los patrones de

creci- miento de las células de un mismo cultivo, lo cual conducirla a que la

can tidad de pectinasy celulosa ( sustratos ) fuera diferente entre ellos; de

es ta manera al tomar una parte del cultivo ( aunque esti mezclado ), 

existí



r á la posibilidad de que la .muestra usada no sea del todo homogénea. Al

observar la figúra 3g , se hace evidente la diferencia de tamaños de los

protoolastos aislados de un cultivo en fase estacionaria ( ver fig. 3a ), la

cual es debida a la variación del tamaño de las células de que fueron ais- 

lados; así, mientras más grande sea una célula, mayor cantidad de sustra

to vendrá ( aún en cultivos de 10 días se presenta la variación de tamaño ). 

En los experimentos correspondientes a las figuras 6 y 9, las de

terminaciones se eFectuaron hasta esos puntos ( 4% de celulasa y 4 hrs

de inc:ibacibn respectivamente ) ya que es sabido que las enzimas comer- 

ciales contienen impurezas que pueden se dañinas a las protoplastos si

estos se exponen a ellas por mucho tiempo o si su concentración es muy

al' M ( 14 ) e incluso ya Motoyoshi & Oshima realizan el aislamiento de los

pr~ lastos a temperaturas relativamente altas para tenerlos en contacto

con las enzimas menos tiempo( 68- 70 ). 
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Los callos de jitomate pueden inducirse a partir de Fragmentos

de plantula en el medio de Murashige & Skoog ( 76 ) utilizando como auxi

na al ácido 2, 4- dicloro fenoxiacetico a una concentración de 10 M y co

8

mo citocinina a la 6- bencil adenina en una concentracion de 10 M. La

propagación de los callos obtenidos deberá realizarse preferentemente con

transferencias del cultivo cada 14 días para obtener un máximo número de

protoplastos suceptibles para aislarse a los 10 di -3-s. Puesto que es posi- 

ble propagar los callos en el medio N538 ( ver Tabla I ) con caracteristi

cas de crecimiento similares- a..los crecidos en el 6638, se puede afirmar

que la inducción de los mismos requiere al menos en este caso, un mayor

tiempo de accion ^ ormonal . 

Como condiciones óptimas para aislar protoplastos a partir de cá

aulas de jitomate cúltivadas in vitro , deberán utilizarse callos con una e- 

dad relativa de 10 días; una concentración de manitol de 0. 6 M , de celu

lasa de 3 Y. ( p/ v ) de pectinasa de 0. 5 % ( p/ v); utilizar un volumen de

solución enzimática de 25m1 y agitando la suspensión a 120rpm durante

3- 3. 5 hrs . 

Er. comparación con el método de aislamiento a partir de hoja, 

éste resulta más sencillo y da un buen rendimiento de protoptastos. En la

figura 3a puede observarse que la población celular es bastante heterogé

nea morfológicamente, lo cual será uno de los problemas cuando se pre- 

tenda utilizar sus protoplastos para estudios de replicación viral. 
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PERSPECTIVAS

Existe una solución alternativa para evitar las desventajas que- 

presentan

ue

presentan los cultivos en medio sólido ( callos ) como fuente de protoplas

tos y que a la vez tiene otras en comparación con el uso de un tejido u ór- 

gano como fuente de protoplastos; consiste en el uso de cultivos en suspen

sión ( act'.jalmente se tienen en medio D6B8 y N5B8 ). 

A continuación se exponen las características que hacen favora- 

ble el cultivo en suspensién como fuente de protoplastos suceptibles a in- 

fección viral en comparación con los obtenidos a partir de un tejido u ór- 

gano de la planta: 

1) disponibilidad del tejido. ` s evidente que cuando se utilizan cultivos en

suspensión como fuente de protoplastos, en cualquier momento se puede

disponer del material adecuado ( debe recordarse que es posible mantener

un cultivo en crecimiento contírnuo ); el cultivo de plantas es más difícil

relativamente ) debido a que hay muchos factores ambientales que contro

lar , además presenta el inconveniente de que sólo una parte de ellas es

utilizada para el aislamiento de los protoplastos ( 50, 130 ). 

2) homogeneidad del tejido. Tanto la morfología como el estado metabóli- 

co de las células en suspensión se puede seleccionar ( 4, 9, 24, 35, 57, 102, 

129, 140 ) e incluso ser controladas o estabilizadas ( 49 ). El poder seleccio

cionar el estado de diferenciación celular ( metabólico ) deseado podría a

demás contribuir al conocimiento de los requisitos funcionales de la célu

la huesped que son adecuados para la infección viral. Por lo que se rerie
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re a las plantas completas, aunque hay homogeneidad génica ( grado de

ploidía ) de los tejidos ( 5 ), la separación de una clase celular específica

suele ser dificil y el estado metabólico de ella siempre será dependiente

de su función y posición en la planta ( este factor es inevitable e incontro

lable ); además siempre existirá influencia del medio ambiente sobre su

metabolismo , impidiendo que se mantenga siempre un estado estable. La

manifestación más de esta dificultad es el hecho de que sólo se recomien- 

dan determinadas hojas de la planta como fuente de protoplastos ( 50 , 130 ) 

3) reproducibilidad. Siempre será mayor cuando el tejido utilizado como

fuente de protoplastos tenga condiciones de crecimiento más contróladas, 

mayor estabilidad metabólica y siempre la misma homogeneidad delular

ver el punto anterior par comparación ) 

4) viabilidad de los protoplastos. Cuando éstos se aislan de una parte de

la planta, frecuentemente se utiliza el tejido intactó o fragmentado ( hojas

sin cutícula, fragmentos de hoja, etc. ), lo cual ocasiona que las células

del tejido liberen sus protoplastos con una diferencia de tiempo considera

ble entre las capas celulares externas y las internas. Esto significa que

los primeros protoplastos liberados estarán en contacto con las enzimas

utilizadas para este propósito, un tiempo mayor que los liberados después

y puesto que las enzimas comerciales tienen contaminantes ( nucleasas, 

proteasas, etc. ) al tener los protoplastos listos para la infección, el gra

do de daño entre ellos ( aún no manifestado ) será diferente. Sin embargo

cuando se trabaja con células en suspensión, es posible obtener pequeños
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agregados o célula -3 libres, de tal macera que al contacto con las enzimas

la liberación de los protoplastos será casi simultanea. 

Una de las diferencias citológicas que más destacan entre las ce

lulas cultivadas y las de la planta, es la presencia de una enorme vacuola

en las células de la planta y muy pequeña en el otro caso. Es bien conoci- 

do que la función de las vacuolas en la planta es de almacenamiento de lo

nes, azúcares, proteínas, metabol¡ tos ,pigmentos, etc, y sitio de depósito

de productos secundarios del metabolismo, siendo estos últimos muchas

veces tóxicos ( 34 ). Cuando se aislan protoplastos de tejidos u órganos, 

frecuentemente se destruyen células y como consecuencia los contenidos

vacuolares liberados tienen acción sobre los protoplastos aislados ( el oxa

lato de calcio es uno de los más tóxicos ). La ventaja de trabajar con célu

las en suspensión es muy ciara, ya que si bien la vacuola es pequeña, las

células no están diferenciadas y los productos que pueden acumular son

mínimos ( no hay otra función metabólica que la necesaria para mantener

su crecimiento ). 

5) habilidad para el reestabiecimiento de las funciones metabólicas del

protoplasto ín sita . Cuando se cultivan protoplastos aislados de células

en suspensión qui- han sido mantenidas por mucho tiempo en este tipo de

Cultivos, éstos pueden regenerar su pared celular y dividir fácil mente en

el medio de cultivo en que estaban suspendidas las células, aún en ausen- 

cia de hormonas ( 126 ); esta habilidad es debida a que muchas veces las

células se habitúan al medio de cultivo ( 113 ), por lo cual ya no es probie
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rna encontrar el medio de cultivo adecuado para los protoplastos aislados. 

Cuando los protoplastos son obtenidos de un tejido u órgano, su cultivo pre- 

senta

re

senta dificultades ya que se necesita un medio de cultivo que además de r"a

vorecer la regeneración de la pared celular, sea adecuado para inducir la

formación del callo, el cual muchas veces es difícil de encontrar ( 47 , 

130). 

6) infectividad. Hasta la fecha la mayor parte del trabajo con virus se ha

realizado con protoplastos aislados de hoja y se ha logrado una iniectivi- 

dad de 90 Y. ( 87 ). Por otro lado Takebe ( 119 ) en su revisión señala co

mo comunicación personal la infección de protoplastos aislados a partir

de cultivos en suspensión, desafortunadamente los reportes no han sido

publicados. Hay un trabajo de rnurakishi ( 74 ) en el que reporta la infec- 

ción de células de tabaco en suspensión con TMV logrando una irfectivi-- 

dad ( con formación de cristales de la partícula ) en un 73 °,. de las czlulas. 

Este último dato indica positivamente que este tipo de células son también

infectables en un alto porcentaje aún teniendo la pared celular. Es de espe

rarse mayor infectividad con sus protoplastos. 
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