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Observacion y fusion de protoplastos en hojas de tres especies vegetales: Maiz (Zea
mays), lechuga (Lactuca sativa) y acelga (Beta vulgaris)

Observation and fusion of protoplasts in leaves of three plant species: Corn (Zea
mays), lettuce (Lactuca sativa) and chard (Beta vulgaris)

Oscar Jesus. Romero Oliva 2y Luis Alejandro Garcia-Hernandez °

Abstract:

Introduction: Protoplasts are vital cellular units in plant biotechnology, as they can regenerate the cell wall and form colonies.
Protoplast fusion involves the fusion of cellular membranes from different cells, making it an important technique in plant
biotechnology. Materials and Methods: Protoplasts from maize, lettuce, and chard leaves were isolated through cellular plasmolysis
followed by enzymatic digestion of cell walls. Osmotic pressure and pH were controlled during this process. Finally, protoplast fusion
was induced by manipulating the electrochemical charge of DNA. Results: Various stages of cell wall reduction were observed in the
leaves used, facilitating the release of protoplasts to different extents. These results demonstrate the efficacy of the method in obtaining
a variety of protoplasts. Conclusion: Protoplasts are useful in introducing molecules such as proteins and DNA into plant cells. Their
fusion and regeneration capabilities make them valuable tools in genetic engineering and biotechnology.

Keywords:

Cell wall, plant biotechnology, polyethylene glycol, protoplast fusion, protoplast isolation

Resumen:

Introduccién: Los protoplastos son unidades celulares vitales en la biotecnologia vegetal, ya que pueden regenerar la pared celular y
formar colonias. La fusion de protoplastos implica la unién de membranas celulares de distintas células, es una técnica importante en
la biotecnologia vegetal. Materiales y métodos: Se aislaron los protoplastos de hojas de maiz, lechuga y acelga mediante plasmolisis
celular y posteriormente digestion enzimatica de las paredes celulares. Se control6 la presiéon osmética y el pH durante este proceso.
Finalmente, se indujo la fusion de protoplastos mediante la manipulacion de la carga electroquimica del ADN. Resultados: Se
observaron diversas etapas de reduccion de la pared celular en las hojas utilizadas, lo que facilitd la liberacion de protoplastos en
diferentes grados. Estos resultados demuestran la eficacia del método para obtener una variedad de protoplastos. Conclusién: Los
protoplastos son Utiles en la introduccién de moléculas como proteinas y ADN en células vegetales. Su capacidad de fusion y
regeneracion los convierte en herramientas valiosas en la ingenieria genética y la biotecnologia.
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células o tejidos vegetales mediante el empleo de enzimas

Introduccion que degradan la pared celular (Blasques, 2022).

El término protoplasto (Figura 1) se refiere a la porcion

viva de una célula vegetal que esta encerrada por la pared
celular (Feingold et al; 2023), lo que se traduce en la célula
desnuda de la planta, que comprende la membrana
celular y el citoplasma con sus organelos (Figura 2). La
obtencion de protoplastos se lleva a cabo a partir de

Los protoplastos aislados representan suspensiones de
células que carecen de pared celular y se encuentran
rodeadas Unicamente por la membrana plasmatica
(Ricardo-Navarro et al; 2023). La falta de una pared celular
rigida los convierte en candidatos idéneos para la
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realizacion de estudios fisiolégicos y bioquimicos, asi
como para llevar a cabo diversas manipulaciones
genéticas (Sanchez-Raya et al; 2021).
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Figura 1. Microfotografia de protoplastos. Tomada de:
https://thebiotechnotes.com/2016/12/22/protoplasts-ptc/

Figura 2. Protoplastos aislados de mesofilo en diferentes
genotipos de tomate. Tomada de:
http://www.scielo.org.co/img/revistas/acbi/v33n94/v33n94a3f
4.jpg

Estos protoplastos tienen la capacidad de regenerar la
pared celular, dividirse y formar colonias celulares (Figura
3), siempre y cuando sean cultivados de manera
apropiada (Carvajal, 2020). Ademas, un amplio nimero de
especies vegetales son capaces de regenerar plantas
fértles a partir de colonias celulares derivadas de
protoplastos. La alta frecuencia de regeneracion de
plantas es un requisito fundamental cuando se emplean
los protoplastos para estudios genéticos (Arciniegas,
2020).

Figura 3. Division celular de protoplastos. Tomada y
modificada de:
https://www.researchgate.net/figure/Mesophyll-
protoplast-culture-and-peroxisomes-in-isolated-
protoplasts-A-The fig8 281675446

A pesar de que existen reglas generales (Figura 4), no hay
métodos estandarizados para el aislamiento y cultivo de
protoplastos de plantas. Cada especie de planta y cada
tipo de tejido requiere procedimientos especificos para su
aislamiento y cultivo, lo que implica la necesidad de
optimizar el sistema mediante ajustes empiricos de los
procedimientos de aislamiento y cultivo (Lara-Zufiiga,
2021; Quevedo, 2023; Reyna-Llorens et al; 2023).

Ademas del cultivo, la fusion de protoplastos es una
técnica de biotecnologia vegetal que implica la fusion de
las membranas de dos o mas células, lo que da lugar a un
hibrido somatico (Xu et al; 2022). Esta técnica se emplea
en programas de mejora genética, como la generacion de
poliploides, que generalmente son méas productivos.

Diaz-Garcia et al. (2023), menciona que para llevar a cabo
la fusion de protoplastos, se aplican pulsos eléctricos a
células en suspension (electroporacion) o se induce la
desorganizacion de las membranas mediante el uso de
polietilenglicol. Es importante destacar que, aunque esta
técnica mezcla el contenido genético de dos lineas
distintas, no se considera ingenieria genética, ya que no
se emplea la tecnologia del ADN recombinante en su
ejecucion (Scintilla et al; 2022).

Ventajas de esta técnica

Hibridacién somatica: Permite la creacion de hibridos
interespecificos o intraespecificos, que no pueden ser
logrados mediante métodos convencionales de
cruzamiento. Esto es util para la introduccion de nuevas
caracteristicas genéticas en las plantas, como resistencia
a enfermedades o estrés ambiental.

Transferencia de genes: Facilita la transferencia de
material genético entre células de diferentes especies o
variedades, lo que permite la introduccion de genes
especificos de interés en una planta receptora. Esto
puede incluir genes de resistencia a plagas, tolerancia a
herbicidas, o mejora de la calidad nutricional.

Creacion de variabilidad genética: La fusién de
protoplastos puede generar variabilidad genética adicional
en las poblaciones de plantas, lo que puede ser util en
programas de mejora genética para la seleccién de
nuevas caracteristicas deseables.

Creacion de quimeras: Permite la produccion de
quimeras vegetales, en las cuales células de diferentes
origenes genéticos se combinan en una planta. Esto
puede ser Util para el estudio de la regulacion génica y el
desarrollo de la planta (Rizzo et al; 2020; Yu et al; 2021;
Sanchez-Carrillo et al; 2023).
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Figura 4. Esquema general y sintetizado sobre el
aislamiento y cultivo de protoplastos. Tomado de:
https://exa.unne.edu.ar/biologialfisiologia.vegetal/Cultivo
%20de%20Tejidos%20en%201a%20Agricultura/capitulol

0_partel.pdf

El objetivo del presente trabajo es profundizar en la
técnica de fusion de protoplastos para la hibridacion
somaética, centrandose en la obtencién de protoplastos a
partir de la digestion enzimatica de fragmentos de hojas
de maiz, lechuga y acelga. Se busca comprender el
proceso de digestion enzimatica para la eliminacion de las
paredes celulares, aislar los protoplastos resultantes y
abordar la gestion de residuos generados durante este
proceso. Ademas, se pretende explorar la viabilidad de la
fusion de protoplastos a través del uso de incubacion con
polietilenglicol (PEG), con el objetivo de obtener hibridos
de interés para la investigacién en biotecnologia vegetal.

Materiales y métodos

A. Aislamiento de los protoplastos

El proceso de aislamiento de protoplastos se llevé a cabo
utilizando hojas de maiz, lechuga y acelga. Inicialmente,
las hojas fueron lavadas minuciosamente para eliminar
cualquier residuo de tierra y contaminantes presentes en

la superficie. Posteriormente, se realizaron cortes con un
bisturi en cuadrados de aproximadamente 0.4 cm de largo
y se provocaron heridas en ellos para facilitar la liberacion
de los protoplastos (Feingod et al; 2023).

Estos fragmentos de hoja se colocaron en una solucién de
sorbitol al 13% para inducir la plasmdlisis celular,
utilizando diferentes cantidades de sorbitol segun la
especie vegetal: 2 ml para maiz, 1 ml para lechuga y 500
pl para acelga. Los explantes de hojas se incubaron a
38°C durante 15 minutos.

Una vez finalizada la etapa de plasmodlisis, se procedié a
la digestion enzimatica de las paredes celulares utilizando
una solucién que contenia 4% de celulasa y 2% de
pectinasa (Figuras 5 y 6). Se adicionaron 2 ml de esta
solucion a las muestras de maiz, 2 ml a las muestras de
lechuga y 1.5 ml a las muestras de acelga. Ademas, se
afadié cloruro de calcio para mantener la presion
osmotica de las células (Ricardo-Navarro et al; 2023).

Figura 5. Estructura tridimensional de la celulasa. Tomada
de: https://naturalpoland.com/es/productos/enzimas/de-
panaderia/celulasas/

\«”K)
Figura 6. Estructura tridimensional de la pectinasa.
Tomada de:
https://issuu.com/citeagroindustrialica/docs/bo-19-

015 _insumos_enol_gicos/s/10769556

Se agregd un tampon Hepes al buffer enzimatico para
mantener el pH dentro del rango 6ptimo de 6 a 8,
ajustandose a un pH inicial de 6. Las muestras se
incubaron a 38°C durante 2 horas con agitacion constante
para liberar las células de los tejidos.
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Ya liberadas las células de los tejidos, se transfirio 1 ml de
cada cultivo a tubos Eppendorf utilizando una micropipeta
previamente modificada para evitar el maltrato de las
células. Los tubos se centrifugaron a 1000 rpm durante 5
minutos para eliminar la mayoria del liquido sobrenadante.
Posteriormente, se retiraron los tubos de la centrifugadora
y se elimind el sobrenadante restante. Se recolect6 el
pellet de cada muestra y se tomé una gota de cada cultivo,
la cual se coloc6 en un portaobjetos para su observacion
bajo un microscopio éptico a 10x de magnificacién con el
fin de verificar la presencia de protoplastos (Arciniegas,
2020; Sanchez-Raya et al; 2021).

Para aumentar la concentracion de protoplastos, las
muestras se centrifugaron nuevamente a 1000 rpm
durante 5 minutos. Se tomd una gota de cada cultivo, se
colocé en un portaobjetos y se observé en el microscopio
Optico a 10x de magnificacion para identificar protoplastos
adicionales y confirmar su presencia de manera mas
precisa.

B. Fusién de los protoplastos

En otro portaobjetos, se deposité una gota de cada cultivo
de protoplastos, seguido de la adicion de 2 gotas de PEG
(Figura 7) al 50%. Este paso fue crucial para inducir la
pérdida de carga del ADN Yy facilitar la fusion de los
protoplastos. La muestra se incub6 a una temperatura de
38°C durante 5 minutos para permitir que ocurriera la
fusién. Posteriormente, se realiz6 la observacion de la
muestra bajo un microscopio 6ptico con un aumento de
10x para evaluar el éxito de la fusion de los protoplastos y
la formacion de hibridos.

Resultados y discusiones

Por microscopia 6ptica y de contraste de fase, se llevo a
cabo la observacion de protoplastos de hojas de tres las
especies vegetales estudiadas en el presente trabajo. Es
importante recalcar que un protoplasto vegetal se define
como la parte de la célula vegetal que esta rodeada por la
membrana plasmatica y que puede ser aislada mediante
la eliminacién mecanica o enzimatica de la pared celular y
gue estas células desnudas tienen el potencial de
regenerar la pared celular, crecer y dividirse (Rizzo et al,
2020). La observacion de protoplastos en las hojas de
maiz se realiz6 después de una hora de incubacion,
mientras que en las especies de lechuga y acelga fue
necesario un tiempo adicional de incubacion de 30
minutos para que la observacion fuera posible.

Esta diferencia en el tiempo de incubacién puede
atribuirse a las diferencias en el grosor de las paredes
celulares entre las especies. Esta reportado que las

paredes celulares de la lechuga y la acelga tienden a ser
mas gruesas en comparacion con las del maiz (Figuras 7)
(Wirth, 2022; Pérez, 2022; Crespo-Sierra 2023).

Es importante sefialar que, aunque este periodo de
incubacién fue suficiente para obtener resultados, un
tiempo prolongado podria haber permitido una
observacion mas detallada de las células procesadas
(Blasques, 2022).
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Figura 7. Esquema general de una célula de hoja de
maiz. Es notoria la pared celular delgada. Tomada de:
https://www.researchgate.net/figure/Figura-15-Esquema-
de-celulas-de-una-hoja-de-maiz_fig4 360398822

Descripcion de los casos

Todas las fotografias reportadas se observaron en el
microscopio CX-31 de la marca OLYMPUS: La
observacion de la hoja del maiz revela que la célula se
encuentra en una etapa avanzada del proceso, mostrando
signos de estar cerca de completarse. La adicion de
polietilenglicol ha facilitado la fusion de las células al
inducir la pérdida de carga negativa del ADN, lo que
sugiere que el proceso de fusion de protoplastos esta en
marcha (Reyna-Llorens et al; 2023) (Figura 8).
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Figura 8. Hoja de maiz (Zea mays) observada a 10x en el
microscopio éptico CX-31 marca OLYMPUS.

Por otra parte, al observar a la hoja de la lechuga, se
muestra que mas de la mitad de la célula presenta una

16


https://www.researchgate.net/figure/Figura-15-Esquema-de-celulas-de-una-hoja-de-maiz_fig4_360398822
https://www.researchgate.net/figure/Figura-15-Esquema-de-celulas-de-una-hoja-de-maiz_fig4_360398822

Publicacion semestral, Con-Ciencia Boletin Cientifico de la Escuela Preparatoria No. 3, Vol. 11, No. 22 (2024) 13-18

reduccion significativa en la presencia de la pared celular,
lo que indica un progreso notable en el proceso de
digestion enzimatica (Xu et al; 2022). Este hallazgo
sugiere que las enzimas han logrado degradar con éxito
gran parte de la estructura de la pared celular, preparando
el camino para la liberacion de los protoplastos (Figura 9).

/ Protoplasto

Pared celular

Pared celular digerida

Figura 9. Hoja de lechuga (Lactuca sativa) observada a 10x
en el microscopio 6ptico CX-31 marca OLYMPUS.

El caso particular para la hoja de acelga, se revela un
avance notable en el proceso, con una reduccion
significativa en la presencia de pared celular en las
células. Este indicio sugiere una etapa avanzada en el
aislamiento de protoplastos, donde las células muestran
una mayor desnudez y una menor presencia de
estructuras celulares externas (Figura 10).
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Figura 10. Hoja de acelga (Beta vulgaris) observada a 10x en
el microscopio 6ptico CX-31 marca OLYMPUS.

Conclusiones

La técnica de fusion de protoplastos para la hibridacion
somatica se revela como un proceso prometedor en la
investigacion en biotecnologia vegetal. La obtencién de
protoplastos a partir de la digestion enzimatica de
fragmentos de hojas de maiz, lechuga y acelga demuestra
ser factible, permitiendo la eliminacion de las paredes
celulares y el aislamiento de los protoplastos resultantes.
Ademas, se evidencia la importancia de abordar la gestion
de residuos generados durante este proceso, aspecto
relevante en la practica cientifica responsable.

La exploracion de la viabilidad de la fusién de protoplastos
mediante incubacién con polietilenglicol (PEG) abre

nuevas perspectivas para la obtencién de hibridos de
interés en la investigacion en biotecnologia vegetal. Este
enfoque ofrece oportunidades para la generacion de
variedades vegetales con caracteristicas deseables,
contribuyendo asi al avance en la mejora genética de
cultivos agricolas.

Los hallazgos de este trabajo resaltan la relevancia y el
potencial de la técnica de fusion de protoplastos en la
obtencién de hibridos vegetales, asi como su importancia
en el campo de la biotecnologia vegetal para la
investigacion y el desarrollo de cultivos con caracteristicas
mejoradas.

Los protoplastos representan una herramienta
fundamental en la investigacion tanto en biologia basica
como aplicada. Actualmente, una de las aplicaciones méas
importantes de los protoplastos es la transformacion
genética mediante hibridacién o fusion somatica. Ademas,
los protoplastos pueden utilizarse para la introduccion y
absorcion de proteinas, ADN (vegetal, virico o bacteriano),
macromoléculas, entre otros. A partir de un protoplasto, es
posible regenerar una planta completa utilizando técnicas
de micropropagacion, lo cual demuestra que esta es una
técnica moderna ampliamente utilizada en el cultivo de
tejidos vegetales.
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