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Resumen

Los protoplastos son estructuras celulares de plantas, bacterias y hongos que han perdido totalmente la pared
celular. Este proceso se realiza al degradar enzimaticamente los sustratos presentes en esta estructura; los
protoplastos se describen como células desnudas. La ausencia de una pared celular rigida (obstaculo fisico-quimico)
y la completa exposicion de la membrana celular convierte a los protoplastos en un sistema ideal para la
investigacion en procesos de transporte y division celular, morfogénesis, mutagénesis, seleccion, etc. La aplicacion
mas utilizada actualmente es la transformacion genética por hibridacién o fusién somética, por introduccién-absorcion
de proteinas, ADN (vegetal, virico o bacteriano) y macromoléculas. En esta investigacién se utilizaron dos especies
de nopales presentes en la ciudad de Guanajuato, de las casi cien especies y variedades que existen en México,
para la formacién in vitro de protoplastos. La parte utilizada es el meséfilo en los cladiodos o pencas de los nopales
siguiendo un protocolo establecido por el grupo de investigacion, para la adecuada obtencién de los mismos, con
buenas caracteristicas de viabilidad. La variedad de nopales utilizados es importante, ya que de ellos se obtiene por
medio de biotecnologia farmacéutica un sustrato de importancia médica con posibles aplicaciones en tratamiento de
algunas enfermedades respiratorias.

Abstract

Protoplasts are cell structures of plants, bacteria and fungus that have totally lost their cell wall. This process is done
by enzymatic degrading of substrates present in this structure; protoplasts are described as naked cells. The absence
of a rigid cell wall (physical- chemical obstacle) and the complete exposition of the cellular membrane become the
protoplasts in an ideal system to the research of transport and cellular division processes, morphogenesis,
mutagenesis, selection, etc. The most updated application nowadays is the genetic transformation through
hybridization or somatic fusion, by protein introduction - absorption, DNA (vegetal, viral or bacterial), macromolecules.
In this investigation were used two Guanajuato City native nopales species, from among one hundred species and
varieties in existence in Mexico for in vitro protoplasts formation. The utilized part is the mesophyll in the cladiodos or
nopales leaves following the protocol established by the investigation group for the proper obtaining of them, with
good characteristics of viability. Mexican cactus (nopales) varieties used are important, due to through them it is
obtained via pharmaceutical biotechnology a substratum of medical relevance with possible applications in the
treatment of some respiratory diseases.

Protoplastos, Biotecnologia, In vitro, Micro-propagacion, Enzimas.
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INTRODUCCION

Un protoplasto vegetal puede definirse como: «La
parte de la célula vegetal que estd delimitada e
incluida dentro de la pared celular y que puede ser
plasmolisada y aislada por eliminacion mecanica o
enziméatica de la pared celular. El protoplasto es
por lo tanto una célula desnuda, rodeada por su
membrana plasmatica, potencialmente capaz de
regenerar la pared celular, crecer y dividirse»
(Vasil, 1976).

El pionero en el aislamiento de protoplastos fue
Kiercker, que consigui6 en 1892 obtener los
primeros protoplastos por métodos quirdrgicos,
complejos y poco eficaces. Hubo que esperar 68
aflos hasta que Cocking (1960) demostré la
posibilidad de aislar por métodos enzimaticos
grandes cantidades de protoplastos viables. Una
vez establecida la eficacia del método enzimatico y
su enorme superioridad sobre el método
quirargico, la técnica ha sido objeto de mdiltiples
refinamientos y ajustes, siendo aplicada a multitud
de especies vegetales con diverso éxito.

La principal caracteristica de ellos es la capacidad
para producir un organismo diferenciado, a partir
de una sola célula.

Breve resefa histodrica:

El primer aislamiento de protoplastos vivos fue
descrito por Klercker en 1892 con cebollas usando
métodos fisicos. Pero el primero en usar técnica
enzimatica fue en 1919 por Gaija en células de
levadura y usando como enzima jugo gastrico del
caracol Helix pomatia, en ese momento no se
conocian los mecanismos de degradacion
enzimatica aunque fue un gran avance. Aunque el
que se lleva el crédito aqui es Cocking que en
1960 utilizé por primera vez degradantes de pared
celular para aislar protoplastos de plantas
superiores, usando celulosa extraida del hongo
Myrothecium varrucaria con los que logro aislar
protoplastos de raices de tomate. [1]

Sus usos mds comunes:

Son adecuados para distintas manipulaciones
genéticas que no se podrian hacer con plantas o
células intactas.

Ademas sirven como herramientas experimentales
para investigaciones fisiolégicas, biofisicas y
bioquimicas.

MATERIALES Y METODOS

La primera fase es la obtencién, preparacion y
desinfeccion del material vegetal. La segunda fase
es la eliminacion de la pared celular mediante
enzimas liticas, en una solucion con un alto
potencial osmoético. La tercera fase es la
recuperacion de los protoplastos, incluye la
eliminacién de los enzimas por lavado y el paso a
un medio de cultivo para la recuperacién de la
pared y la promocion de las primeras divisiones
celulares de las células individuales obtenidas de
los protoplastos. Asi como la regeneracién de la
pared no representa ninguna dificultad, ya que
ocurre inmediatamente al eliminar los enzimas, la
fase de divisibn celular, suele ser muy
problematica y por diversas causas necesita la
cuidadosa purificacién y manipulacion previa de
los protoplastos asi como la puesta a punto de un
medio de cultivo especifico y complejo, con sales
minerales, vitaminas, carbohidratos, reguladores
de crecimiento y una dosis reducida
paulatinamente del agente osmotico; esto se
realiza incubando el material a unos 25°C en
condiciones de oscuridad de 5 a 7 dias. En esta
fase se realizan los tratamientos y la seleccién del
material frente a diversos agentes. La cuarta fase
es el cultivo de los microcallos obtenidos tras la
division celular, se cambia en ella la densidad
poblacional, la composicion del medio de cultivo,
que se hace menos exigente y la incubacion se
hace con luz. La quinta fase es la regeneracion de
plantulas a partir del tejido de callo, mediante
modificaciones de la composicion hormonal-
mineral del medio de cultivo. La sexta fase es el
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trasplante y aclimataciéon de las plantas obtenidas
en invernadero.

El aislamiento de protoplastos depende en gran
medida del tipo y concentracion de las enzimas
utilizadas. Las dos enzimas esenciales son la
celulasa y la pectinasa, que degradan
especificamente los componentes celulésicos y
pectinicos de la pared celular. Algunos tejidos
también requieren hemicelulasas adicionales para
una correcta digestion de la pared. Otros
preparados enzimaticos como la driselasa
desarrollan un conjunto de actividades liticas:
celulasas, laminarinasas, xilanasas, pectinasas.
Todos los preparados enzimaticos incluyen
impurezas, como nucleasas y proteasas, que
pueden tener un efecto negativo sobre la viabilidad
celular. Los enzimas son pH dependientes (4-6) y
su temperatura Optima de actuacién es de 40 a
60°C. Debido a la fragilidad osmoética de los
protoplastos, es necesario controlar perfectamente
el potencial osmoético tanto de la solucion
enzimatica, como de la solucién de lavado y de la
soluciébn de recuperacion y cultivo de los
protoplastos. Para ello se usan osmoéticos iénicos
0 no ionicos como sorbitol, manitol, sacarosa,
glucosa, cloruro calcico, a distintas dosis. Fig. 1
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Figura 1. Protocolo para la obtencion de Protoplastos.

Se recolectan muestras de al menos dos especies
distintas de nopales, uno que tenga espinas
visibles y grandes y otro que no tenga espinas a
simple vista; de preferencia, ejemplares de tamafio
mediano, tomar nota del lugar en que se
recolectan las muestras.

En el laboratorio se prepara el area de trabajo, se
desinfecta la campana de flujo laminar, se
esteriliza todo el material a utilizar: pipetas
pasteur, bisturi, pinzas, parafiim, lamparas de
alcohol, frascos de cultivo celular y se preparan
todos los reactivos: medio de cultivo CPW (ver
tabla 1), CPW13M, CPWOM y CPW21S, las
enzimas celulasa, pectinasa y hemicelulasa,
alcohol 70%, hipoclorito 2% y agua destilada
estéril.

TABLA 1: Composicion del medio CPW para el aislamiento y
cultivo de protoplastos.

Reactivos Porcién

KH2PO4 27.2mg/L

KNO3 101.0 mg/L

CaClz2- 2 H20 1480.0 mg/L

MgS04- 7 H20 246.0 mg/L

KI 0.16 mg/L

CuSO4-5 H20 0.025 mg/L
pH5.8

Se retiran las espinas a ambas pencas, después
se realiza un corte axial a ambas pencas
separando ambas y etiquetando su procedencia
con la leyenda “con espinas” o “sin espinas”,
después se introducen a la campana para
continuar trabajando dentro, se retira la epidermis
superior e inferior del nopal para obtener el
mésofilo, posteriormente se introducen por quince
minutos a una solucién de hipoclorito de sodio 2%,
después se realizan dos enjuagues con agua
destilada estéril, se colocan las muestras en una
superficie dura para cortarlos en pedazos
pequefios de al menos 1 a 2 mm de largo y
ancho, una vez cortados se sumergen en 10 ml
de una suspension osmoactiva de CPW13M (CPW
+ 13% Manitol) contenida ya en frascos de cultivo
celular (NUNC DE 40 ml) durante una hora.

Vol. 1 no. 2, Verano de la Investigacién Cientifica, 2015

o)
o))
U1



* ®

CIENCIA

':!'-","I‘i'!‘-. DE DIVULGACION CIENTIFICA
v

Pasada ya la hora se agregan 5ml de celulasa,
5ml de hemicelulasa y 5ml de pectinasa y se
incuban 26°C durante aproximadamente 36 horas
en oscuridad y una agitacion de 50 rmp, al término
del tiempo de incubacién las muestras se pasan
por un tamiz para separar todo el tejido que no fue
digerido y se colecta la parte sobrante (liquida) en
tubos para centrifuga de 50 ml. La muestra se
centrifuga a 789 rpm durante 3 minutos, se
remueve el sobrenadante y se re-suspende en 9
ml de una solucion CPW9M (CPW + 9% Manitol) y
1 ml de CPW21S (CPW +21% Sacarosa), luego se
vuelve a centrifugar a 100 rmp durante 5 minutos.
Se remueve la capa formada en el fondo y se re-
suspende en 10 ml de CPW21S y se centrifuga
por 3 min a 100 rpm. Fig.2
N

Fig.2 Preparacion de muestras.

Los protoplastos en el fondo son removidos y se
re-suspenden por agitacion en medio de cultivo.
Fig.3
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Fig.3 Agitacion de muestras.

Por dltimo se observan en microscopio de
contraste de fases, de preferencia con el filtro de
luz verde.

RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez terminado el protocolo de extraccion de
protoplastos se coloca la muestra en un

microscopio de contraste de fases con un filtro de
luz verde, arrojando asi, claramente, que entre
ambas especies la ideal para extraer protoplastos
es la penca que tiene espinas contra la penca que
no tiene espinas.

También se observé que la cosecha de
protoplastos se mejora con el uso de hemicelulasa
en el proceso de digestion de la pared celular;
junto con un tiempo de al menos 3 dias de
agitacion continua. El seguimiento de la
transformacion a protoplasto observada al
microscopio de contraste de fases en 40x, se
muestra en la Fig.4. En la Fig.5 se observa la
presencia de protoplastos integros y algunos con
restos de pared celular, extraidos de la muestra de
nopal con espinas, en microscopio 6ptico en 40x y
en la Fig.6 se muestran los protoplastos obtenidos
de nopales sin espinas en las mismas condiciones.
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Fig.6 Protoplastos obtenidos de pencas de nopal sin espinas.
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CONCLUSIONES

A pesar de que los avances en los ultimos afios en
la obtencion de protoplastos, se pueden calificar
de prometedores se pone a punto la técnica para
nuevas especies, la aplicacion de estas técnicas
se ha estabilizado, ya que a la dificultad propia de
la técnica, que solo permite su utilizacién rutinaria
en un numero limitado de especies modelo, se une
el cambio de moda u orientacién de la ingenieria
genética, que de pasar necesariamente por los
protoplastos y su fusidon, ha cambiado a otros
métodos de transformacién genética, algo mas
sencillos y dirigibles, aunque sin invalidar en
absoluto los métodos basados en la obtencion de
protoplastos en los que se sigue trabajando
especialmente en especies nativas de nuestro pais
y de nuestro estado.

El trabajo con especies endémicas de México
ofrece a futuro muchas aplicaciones dentro de la
biotecnologia farmacéutica. EI mejoramiento de
protocolos permite implementar metodologias de
nueva generacion para el estudio de especies tan
caracteristicas de nuestro pais como lo son los
Nopales.
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