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I n t r o d u c c i ó n
as plantas, además de ser fuente de alimentos,
generar oxígeno y retirar dióxido de carbono
del ambiente, pueden utilizarse como materia
prima en el área de la biotecnología. A través

de ésta se ha logrado obtener diferentes especies vege-
tales con un alto grado de producción de alimentos, y
especies con resistencia al ataque por patógenos.

Sin embargo, para obtener cultivos vegetales con
las cualidades antes mencionadas es necesario apli-
car procesos de transformación que demandan largos
tiempos para evaluar la transformación y la regenera-
ción de la planta.

Por otro lado, las diferentes partes de las plantas
(hojas, raíces, polen, etcétera) o los diferentes tejidos
vegetales que se originan a partir de éstas, pueden
utilizarse para obtener células que carecen de pared ce-
lular, denominadas protoplastos. Éstos, junto con pro-
cedimientos de transformación transitorios, pueden
aplicarse como una alternativa para evaluar la función
de uno o varios genes en respuesta a un cambio bió-
tico o abiótico.

En este trabajo nos enfocamos a describir qué son,
cómo son y dónde se pueden utilizar los protoplastos.

¿ Q u é  e s  l a  p a r e d  c e l u l a r ?
Las células vegetales, a diferencia de las animales,

presentan una cubierta que las rodea en casi todas las

etapas de su desarrollo. En animales, las células em-
brionarias tienen la habilidad de moverse de un lugar
a otro para formar tejidos y órganos. Las células vege-
tales, en cambio, carecen de este movimiento debido
a la pared celular, compuesta de lignina y celulosa, 
que las rodea; ésta es una de las diferencias más im-
portantes entre las células vegetales y las animales.

La pared celular vegetal se divide en pared prima-
ria y pared secundaria, que varían en composición quí-
mica, grosor y propiedades físicas (Figura 1 y Cuadro 1).
En el genoma de la planta Arabidopsis thaliana se ha 
determinado que existe un número muy grande de ge-
nes que codifican proteínas involucradas en el meta-
bolismo de la pared.

La pared celular, además de ser una estructura com-
pleja, dinámica, que proporciona rigidez y protege a la
membrana plasmática de daño físico y mecánico, fun-
ciona como mediadora en todas las relaciones de la 
célula y su entorno, y permite así a las células mante-
nerse viables. Pero en ocasiones, cuando se desea hacer
experimentos de transformación genética –que requie-
ren introducir ADN (ácido desoxirribonucleico) fo-
ráneo en una célula vegetal– la pared puede ser un
problema, por lo que es necesario eliminarla.

¿ Q u é  s o n  l o s  p r o t o p l a s t o s ?
Un protoplasto es una célula vegetal a la cual se le

ha removido completamente la pared celular, mediante
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Arabidopsis thaliana. Tomada de John Innes Centre (http://news.jic.ac.uk)
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métodos mecánicos o enzimáticos. Observados al mi-
croscopio, los protoplastos presentan una forma esfé-
rica, con el citoplasma rodeado por una membrana
plasmática; en el interior de la célula se puede visua-
lizar el núcleo (Figura 2). En 1960, Cocking fue el 
primero en producir, con métodos enzimáticos, pro-
toplastos a partir de plantas superiores. En sus experi-
mentos utilizó extractos crudos con actividad de celulasa
obtenidos del hongo Myrothecium varrucana. Actual-

mente, por este método es posible obtener protoplastos
de órganos completos de las plantas y de tejidos en 
cultivo.

F u e n t e s  d e  p r o t o p l a s t o s
Como ya se mencionó, es posible obtener pro-

toplastos a partir de cualquier órgano, tejido y tipo de
planta. Las fuentes más comunes son las hojas (mesófi-
lo foliar) y tejidos cultivados in vitro, como suspensiones
celulares, callos, etcétera. Sin embargo, dependiendo
de las necesidades experimentales, se pueden utilizar
tejidos diferenciados o no diferenciados para obtener
protoplastos.

Uno de los factores que también afecta el aisla-
miento, rendimiento y viabilidad de los protoplastos
(Figura 3) es el estado fisiológico del tejido de la plan-
ta de la cual se parte. Para obtener protoplastos de 
excelente calidad, las plantas deben ser cultivadas 
en condiciones controladas, y en ocasiones es necesa-
rio proporcionarles un pretratamiento con hormonas
vegetales (fitohormonas). Normalmente, para aislar
protoplastos, el material vegetal (hoja, callo y suspen-
siones celulares) debe incubarse con la mezcla enzimá-
tica durante 4 a 18 horas, a una temperatura de 28 °C,
en oscuridad y con agitación ligera para liberar los pro-
toplastos del tejido.

M é t o d o s  p a r a  p r e p a r a r  
p r o t o p l a s t o s
Los protoplastos pueden aislarse por medios mecá-

nicos, por métodos enzimáticos o por una combina-
ción de ambos.

Para lograr éxito al aislar protoplastos se ha reco-
mendado exponer el material de partida (hoja, raíz, sus-
pensiones celulares, etcétera) a un medio ligeramente
hiperosmótico para que la membrana se contraiga y se
separe de su pared celular. Esta contracción se logra
mediante el uso de soluciones salinas como cloruro de
potasio, sulfato de magnesio o azúcares-alcoholes (ma-
nitol). El proceso de separación de la membrana plas-
mática de la pared celular es llamado plasmólisis.

Klercker (1892) fue el primero en utilizar el méto-
do mecánico para aislar protoplastos vivos utilizando
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Figura 1.

Cuadro 1. C o m p o s i c i ó n  g e n e r a l  d e  l a  p a r e d  

c e l u l a r  d e  l a s  p l a n t a s

Componentes Pared primaria Pared secundaria
Polisacáridos 90% 65-85%

Celulosa 30% 50-85%

Hemicelulosa 30% 5-30%

Pectina 30% —

Proteína 10% —

Lignina — 15-35%

Figura 2.
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cebolla como fuente de partida. Dicho método consis-
te en aplicar un choque osmótico para producir plas-
mólisis en las células, las cuales se rompen luego de un
corte. Posteriormente, los protoplastos son liberados
de las células mediante el restablecimiento de su nivel
osmótico.

Actualmente, este método ha sido reemplazado casi
en su totalidad por el enzimático. En el mercado exis-
ten preparaciones comerciales de enzimas para aislar
protoplastos (pectinasas, celulasas o hemicelulasas),
cuyas fuentes pueden ser de origen fúngico o bacte-
riano. Usando una mezcla de estas enzimas se puede
hidrolizar las paredes celulares y obtener altos ren-
dimientos de protoplastos viables, adecuados para di-
ferentes fines en la investigación.

T r a n s f o r m a c i ó n  d e  p r o t o p l a s t o s
La primera metodología desarrollada para la trans-

formación genética de plantas (introducción de ma-
terial genético ajeno) fue la de A. tumefaciens. Sin 
embargo, esta tecnología no fue de utilidad para 
abordar la transformación de especies de importancia
económica como los cereales, debido a que no son hos-
pedantes naturales de esta bacteria, y por tanto no se
lograba un mejoramiento genético. Esto originó que 
se buscaran métodos alternativos, lo que condujo al
desarrollo de los métodos físicos de transformación. En
ellos, el transgen (gen foráneo) es introducido en la

célula vegetal mediante distintas técnicas, que men-
cionaremos a continuación.

En 1983 se informó sobre los primeros experimen-
tos de expresión de un transgen en células vegetales, y
al año siguiente se obtuvieron las primeras plantas
transgénicas (tabaco y petunia). Desde entonces se ha
extendido la aplicación de esta tecnología a un gran
número de especies. Entre sus aplicaciones se encuen-
tran la obtención de plantas con resistencia a virus, 
insectos, hongos y bacterias; la tolerancia a herbicidas
y a diferentes tipos de estrés abiótico, y la modificación
de la calidad nutritiva de los cultivos, entre otras.

A continuación se mencionan algunos de los méto-
dos más comunes para la transformación de protoplastos:

Agrobacterium: La transformación vegetal mediada
por Agrobacterium consiste en hacer cortes circulares
del tejido vegetal, generalmente hoja, y dejarlos en
contacto con una suspensión bacteriana por el tiempo
necesario, y luego evaluar si se llevó a cabo la trans-
formación. Sin embargo, este método también se ha
aplicado para transformar protoplastos vegetales. De
igual manera que en hoja, los protoplastos son puestos
en contacto con la bacteria Agrobacterium, y luego son
lavados con una solución adicionada con antibióticos,
para eliminar a la bacteria. Dependiendo de las necesi-
dades experimentales, los protoplastos pueden observar-
se con un microscopio de florescencia, si el gen foráneo
tiene fusionada una proteína fluorescente, o también
cultivarse en un medio sólido, para regenerar plantas.

Polietilenglicol: La introducción y expresión de ADN

foráneo en protoplastos fue el primer método de trans-
ferencia directa claramente demostrado en plantas, y
esto se debió a que se disponía, para algunas especies, de
procedimientos eficientes para regenerar las plantas 
a partir de protoplastos. Se basa en el hecho de que la
pared celular es la principal barrera para introducir ADN

en las células vegetales, por lo que ésta tiene que ser
temporalmente removida. La transformación mediada
por polietilenglicol (PEG) es el método más comúnmen-
te usado. El PEG genera orificios en las membranas plas-
máticas, llamados poros, debido a que altera la polaridad
de la misma, y por ellos penetra el ADN foráneo.

Electroporación: Consiste en aplicar una corriente
eléctrica con un aparato llamado electroporador a una
población de protoplastos depositados en una celda, la
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cual presenta dos electrodos de aluminio localizados a
una distancia definida. El principio de este método con-
siste en desestabilizar eléctricamente la membrana ce-
lular, generando agujeros transitorios en ella, lo que
permite que el ADN viaje al interior de la célula.

Microinyección: Este método de transfor-
mación consiste en la introducción de    
ADN en el núcleo o citoplasma mediante
un microcapilar de inyección y un mi-
cromanipulador. Durante la introduc-
ción del ADN en el núcleo, las células son
inmovilizadas con una pipeta de sujeción y
una pipeta de succión. La transformación
por este método es ampliamente utilizada
en células grandes de animales. En células vegetales
su aplicación es complicada debido a que presentan
una pared celular compuesta por lignina y celulosa y,
como consecuencia, representa una barrera para las he-
rramientas de vidrio utilizadas en microinyección. Sin
embargo, el uso de protoplastos para la transformación
vegetal pudiera ser adecuado para contrarrestar el efec-
to de la pared celular. En este caso, se utilizan políme-
ros de lisina o agarosa para fijar los protoplastos a un
soporte de vidrio. Aunque este método se puede apli-
car a células vegetales desprovistas de su pared celular,
no deja de ser un sistema poco usado y laborioso.

A p l i c a c i ó n  d e  l o s  p r o t o p l a s t o s
El uso de los protoplastos como modelo en el área

de la ciencia se debe a que, como se ha mencionado 
en las secciones anteriores, éstos no presentan pared
celular y, por consiguiente, dejan expuesta a la mem-

brana plasmática, la cual es blanco para
cualquier modificación. Los protoplastos 
se han aplicado en estudios de procesos de
transporte y división celular, morfogénesis,

mutagénesis, selección, transformación
genética por hibridación o fusión somá-

tica, e introducción de ADN foráneo por
métodos biológicos y directos, entre otros

(Cuadro 2).
Sin embargo, tal vez las aplicaciones más recientes

de estas células sin pared sean en el estudio de meca-
nismos de ARN (ácido ribonucleico) de interferencia y
en el aislamiento de núcleos para la localización de
metales tóxicos, como cadmio y aluminio, entre otros.

C o n c l u s i o n e s
El cultivo de tejido vegetal fue desarrollado a par-

tir de la investigación de botánicos y fisiólogos vegeta-
les y se ha convertido en una herramienta importante
en la selección, el cruzamiento, el control de enferme-
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Cuadro 2. A p l i c a c i o n e s  d e l  u s o  d e  l o s  p r o t o p l a s t o s  e n  d i f e r e n t e s  p r o c e s o s  c e l u l a r e s

Autores Especie Año Aplicación
Leister y Katagiri Arabidopsis thaliana 2000 Reconocimiento de genes involucrados en la  patogénesis de plantas
Sheen A. thaliana/Zea mays 2001 Elucidación de los mecanismos de transducción de señales en plantas
Yasukawa Bryopsis plumosa 2002 Análisis electroquímico del flujo metabólico
Fan Brassica chinensis 2003 Estudios electrofisiológicos de canales de potasio
Choi Cucurbita pepo 2003 Patogénesis viral
Cormeau Helianthus annuus 2002 Importe de un péptido sintético a través de la membrana plasmática
Liang Hibiscus cannabinus 2002 Procesos de replicación viral
Zhou Hordeum vulgare 2000 Comparación de mecanismos de estrés entre plantas y células humanas 

cancerígenas
Shapka y Nagy Nicotiana benthamiana 2004 Replicación y recombinación viral
Ding Nicotiana tabacum 2004 Regulación del transporte de agua a través de las membranas celulares
Suga Raphanus sativus 2003 Evaluación inmunocitoquímica de la acumulación de acuaporinas
Kim Vigna radiata 2004 Respuesta intracelular a sequía y salinidad
Vermeer Vigna unguiculata 2004 Estudios de la organización de la membrana plasmática 
Bart Oriza sativa 2006 Silenciamiento genético mediante siRNA (pequeños ARN interferentes)
Ramírez-Benítez et al . Coffea arabica L 2009 Tratamiento y localización del aluminio intracelular en dos líneas 

celulares de café
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dades y la producción en masa de cultivos agrícolas,
hortícolas, forestales y frutales.

Desde que el investigador Klercker (1892) obtuvo
por primera vez preparaciones crudas de protoplastos,
hoy es posible obtenerlos a partir de cualquier parte de
las plantas y cualquier especie. Estos sistemas celulares
actualmente son utilizados como herramientas para rea-
lizar estudios de localización de proteínas, de canales
iónicos, y evaluación de función de genes mediante
ARN de interferencia.

Además, su aplicación en la hibridación somática
puede permitir que diferentes especies de la misma fa-
milia sean cruzadas. Esto normalmente es imposible 
siguiendo el proceso convencional de regeneración se-
xual de las plantas. Esta técnica se realiza mediante el
cultivo de los protoplastos de cada una de las especies
de interés, su mezcla y la selección de aquellos que pre-
sentan fusión. Mediante una cuidadosa selección y
cultivo, se podrán regenerar plántulas a partir de estos
protoplastos híbridos, para evaluar sus características
deseables in vivo. Sin embargo, plantas como los cerea-
les son recalcitrantes a la gran mayoría de los procesos
de transformación y de cultivo, lo que ha dificultado en
cierta manera su mejora genética.

La obtención de protoplastos, en teoría, puede rea-
lizarse en cualquier planta; no obstante, su cultivo y
conservación son tediosos. Cuando los procesos de 
recalcitrancia sean superados en todas las especies 
vegetales, será posible obtener plántulas a partir de
protoplastos y, como consecuencia, introducir o mejo-
rar las características de interés.
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