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Resumen
La ausencia de una pared externa rígida y la exposición completa de la membrana celular

convierten a los protoplastos en un sistema ideal para la investigación en procesos de transpor-
te y división celular. En este trabajo se propone un protocolo para la obtención y aislamiento de
protoplastos a partir de tejido radicular de Allium cepa, L. Se evaluó la efectividad de dos méto-
dos de desinfección para las raíces como paso previo al proceso. Se probaron las enzimas celu-
lasa y pectinasa a concentraciones que fluctuaron entre 0,01% y 2%. La purificación se efectuó
en solución de sacarosa y en solución de Histopaque® 1077. Para la adaptación y recuperación
se utilizó el medio osmótico para protoplastos y el medio mínimo esencial de Eagle. Para cada
uno de los ensayos, la visualización y cuantificación de los protoplastos se llevó a cabo mediante
tinción con orceína aceto-clorhídrica y por microscopía de fluorescencia utilizando el fluorocro-
mo naranja de acridina. Se comprobó que el protocolo propuesto es eficiente para el aislamiento
de protoplastos viables a partir de tejido radicular de Allium cepa, L., con un promedio de recu-
peración de 31,465 protoplastos/g de tejido. Los aportes de esta investigación permitirán el es-
tudio de la expresión de proteínas nucleares reguladoras del ciclo celular en células vegetales,
cuyas gruesas paredes constituyen una barrera infranqueable.

Palabras claves: protoplastos, Allium cepa, L., meristemos radiculares, aislamiento.

Isolation of protoplasts from radicular Allium cepa, L.

Abstract
The absence of a rigid externa wall and the complete exhibition of the cellular membrane

turn to the protoplastos an ideal system for the investigation transport processes and cellular
division. In this work a protocol for obtain and isolation sets out protoplasts from radicular
Allium cepa. L. is sugest. The effectiveness of two methods of disinfection by the roots like pre-
vious step was evaluated. They were proven the enzymes cellulose and pectinases at concentra-
tions that fluctuated between 0.01% and 2%, the purification was carried out in solution of su-
crose and solution of Histopaque® 1077. For adaptation and recovery were used osmotic me-
dium for protoplasts and the minimum essential medium of Eagle. For each one of the tests, the
visualization and cuantification of the protoplastos was carried out by means of tincion
with Aceto-hydrochlorate Orcein and by fluorescence microscopy using fluorocromo Acridine
Orange. It was verified that proposed protocol is efficient for the isolation of viable protoplas-
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tos from weave to radicular of Allium cepa, L., with a recovery of 31.465 protoplastos of cel/g of
weave. The contributions of this investigation will allow the study of the regulating nuclear pro-
tein expression of the cellular cycle in vegetal cells, whose heavy walls constitute an barrier.

Key words: protoplasts, Allium cepa, L., meristems, isolation.

Introducción

El cultivo de protoplastos es una técni-
ca muy utilizada para estudios fisiológicos,
bioquímicos y morfogénicos (1). Consiste en
la obtención de células en las que la pared
celular ha sido eliminada por medios mecá-
nicos o enzimáticos (2), resultando una cé-
lula desnuda, rodeada por su membrana
plasmática y potencialmente capaz de rege-
nerar la pared celular, crecer y dividirse (3).
La ausencia de una pared celular rígida y la
completa exposición de la membrana con-
vierten a los protoplastos en un sistema
ideal para la investigación de procesos de
transporte, división celular, morfogénesis y
mutagénesis (4, 5, 6). La aplicación más uti-
lizada actualmente es la transformación ge-
nética por hibridación o fusión somática, a
través de la introducción-absorción de pro-
teínas, ADN y otras macromoléculas (7, 8).
En fitopatología se utiliza para estudiar la
etiología de los virus, su absorción, procesos
infectivos, replicación, especificidad, y el
modo de actuación de hongos y bacterias
patógenas, así como también para la evalua-
ción de toxinas y para la obtención-selec-
ción de clones resistentes a diversos patóge-
nos y productos fitosanitarios para la mejo-
ra genética (9, 10, 11, 12). En la última déca-
da, la obtención de protoplastos se ha logra-
do en un número variable de especies vege-
tales: Eleusine indica (13), Astragalus melilo-
toides (14), Cinnamomum camphora L (6),
Echinacea purpurea (8); sin embargo, espe-
cíficamente en Allium cepa, son pocos los
trabajos que han logrado la obtención signi-
ficativa de protoplastos (15, 16, 17), y se re-
porta como una especie con dificultad para
el aislamiento y cultivo debido a particulari-
dades biológicas del género (18). Un prerre-
quisito para su amplia aplicación biotecno-
lógica es el de contar con un método eficien-

te para su aislamiento, el cual depende de
muchos factores, todos relacionados con el
tejido de la planta que se seleccione como
punto de partida y las condiciones de aplica-
ción del método (7).

Por lo expuesto, el objetivo del presente
trabajo fue estandarizar un protocolo para el
aislamiento y purificación de protoplastos a
partir de tejido radicular de Allium cepa, L.,
valorando parámetros como: digestión enzi-
mática, condiciones de purificación y man-
tenimiento.

Materiales y métodos

Material de estudio

Como material de estudio se utilizaron
meristemos radiculares de Allium cepa, L.,
crecidos a 25 ± 0,5 °C, en oscuridad y con ai-
reación constante de 10-20 mL x min-1 (19).
Se llevó a cabo el protocolo partiendo de raí-
ces que alcanzaron el equilibrio dinámico (2
ó 3 cm) (19). El tejido se cortó y se incubó du-
rante 5 minutos en 2 mL de una solución de
sorbitol al 13%.

Estandarización del protocolo

En la tabla 1 se presentan las variables
y condiciones que fueron evaluadas para la
estandarización del protocolo propuesto
para la obtención y aislamiento de proto-
plastos.

Método de desinfección

Con el propósito de eliminar las bacte-
rias asociadas a la raíz, se probaron dos mé-
todos de desinfección del tejido: uno quími-
co, incubando las raíces por 30 minutos en
una mezcla de antibióticos, y otro mecánico,
sometiendo las raíces al proceso de disrup-
ción celular ultrasónica.
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Tratamiento con antibióticos. Se de-
terminó el patrón de susceptibilidad y re-
sistencia a antibióticos de la flora bacteria-
na asociada a las raíces mediante cultivo
bacteriano. Para ello, raíces de Allium cepa,
L., de 2 ó 3 cm de longitud, se colocaron en
caldo nutriente y se incubaron a 37 ºC du-
rante 24 horas.

La susceptibilidad a antibióticos de la
flora microbiana removida se determinó por
el método de difusión en placa de Kirby-
Baüer utilizando el agar Mûeller-Hinton (20)
de acuerdo con las directrices del National
Committee for Clinical Laboratory Standard
(NCCLS) y The Federal Drug Administration
(US-FDA) (21, 22). Se emplearon los siguien-
tes antibióticos y concentraciones estándar
(µg): ampicilina (Am 10), amikacina (Ak 30),
carbenicilina (Cb 100), kanamicina (K 30),
trimetropin (Tr 5), gentamicina (G 10), clo-
ranfenicol (C 30), tetraciclina (Te 30), ácido
nalidíxico (An 30), trobamicina (Tb 10).

Disrupción celular ultrasónica. La re-
moción mecánica de la flora bacteriana ad-
herida a la raíz se llevó a cabo por disrupción
celular ultrasónica colocando las raíces en
buffer fosfato salino (PBS), en un sonicador
marca Branson, modelo SONIFIER 250,
bajo condiciones de 40-45% de amplitud, 12
pulsos por minuto, 20000 MgHz de impulso
out. Una vez aplicada la técnica, se realiza-

ron dos lavados en el mismo buffer con la fi-
nalidad de remover la flora desprendida.

Para evaluar la efectividad de las técni-
cas de desinfección, se colocaron raíces en
caldo nutriente antes y después de la aplica-
ción de aquellas y se incubaron a 37 ºC por
24 horas. La efectividad se determinó por va-
riaciones de la DO a 660 nm en un espectro-
fotómetro marca Genesys 5 Spectronic,
como medida del crecimiento celular.

Digestión enzimática de la pared ce-
lular. Para llevar a cabo la digestión enzimá-
tica de la pared celular se probaron tres con-
centraciones diferentes de una mezcla de ce-
lulasa y pectinasa (23) en buffer manitol pH
7,4 (24). Las combinaciones ensayadas fue-
ron: celulasa 1% + pectinasa 0,5%, celulasa
1% + pectinasa 0,2%, celulasa 2% + pectina-
sa 0,01%. En cada caso, el tejido fue incuba-
do con la mezcla enzimática por 16 horas a
22 ºC, en oscuridad y en baño de agua con
agitación constante a 40 rpm.

Con el fin de eliminar los restos de teji-
do radicular no digerido por la acción del tra-
tamiento enzimático, la suspensión obteni-
da se sometió a decantación para separar
por gravedad los restos sólidos del tejido ra-
dicular de la suspensión con protoplastos.

Purificación de los protoplastos. La
purificación de los protoplastos presentes en
el filtrado se llevó a cabo por centrifugación
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Tabla 1

Estandarización de protocolo para la obtención de protoplastos.

Parámetro Variables

Método de desinfección Tratamiento con antibióticos
Disrupción celular ultrasónica

Mezcla enzimática Celulasa 1% + pectinasa 0,5%
Celulasa 1% + pectinasa 0,2%
Celulasa 2% + pectinasa 0,01%

Purificación Centrifugación en sacarosa
Centrifugación en Histopaque® 1077

Medio de recuperación Buffer osmótico de protoplastos
Medio mínimo esencial de Eagle (MEM)



diferencial en gradiente a 4000 rpm y 4 ºC
por 10 minutos. Para esto se evalúo una so-
lución de sacarosa al 2% y una de Histopa-
que® 1077 (Sigma). El sobrenadante se des-
cartó y el pellet (protoplastos) se resuspen-
dió en dos medios (adaptación y/o recupera-
ción), con el fin de determinar el más apro-
piado. Para esto se probó el medio de mante-
nimiento de protoplastos propuesto por
Wenck y Marton (buffer osmótico de proto-
plastos) (25) y medio mínimo esencial de Ta-
gle (MEM) (Sigma).

Medio de recuperación. Los protoplas-
tos resuspendidos se colocaron en los me-
dios antes señalados, determinándose la
efectividad por respuesta recuperativa a tra-
vés de la visualización y conteo de estos. El
MEM permite, a su vez, estimar cambios en el
pH del medio, que pudiera inferir viabilidad.

Visualización de los protoplastos y
determinación de la viabilidad. La visua-
lización de los protoplastos se llevó a cabo
mediante tinción con orceína aceto-clorhí-
drica, determinando la viabilidad celular
al incubarlos en los medios de recupera-
ción por 18 horas. Durante este período,
muestras de 2 mL del cultivo a las 10, 12,
14, 16 y 18 horas se tomaron para la cuan-
tificación. El conteo de protoplastos via-
bles se realizó por microscopía de fluores-
cencia (Zeiss), utilizando el fluorocromo
naranja de acridina a una concentración
de 10 mg/100mL.

Resultados y discusión

Uno de los principales problemas del
cultivo de plantas in vitro es la contamina-
ción por microorganismos. Fellner (16), en
estudios realizados en Allium longicuspis, re-
porta la presencia de microorganismos conta-
minantes que inhiben la viabilidad de los pro-
toplastos aislados de esta especie, la cual se
hace más severa en presencia del antibiótico
ciprofloxacina. Los resultados señalan que
la flora microbiana asociada a las raíces de
Allium cepa, L., es resistente a los antibióti-
cos ampicilina y carbenicilina, pero suscep-
tible al resto de los antimicrobianos utiliza-
dos. Para los bioensayos posteriores se utili-
zó una mezcla de cloranfenicol (30 mg/mL),
kanamicina (50 mg/mL) y tetraciclina
(50 mg/mL), con el fin de garantizar la asep-
sia del medio, dadas las características del
modelo biológico seleccionado.

Al comparar los valores de densidad óp-
tica obtenidos, se observa que ambos méto-
dos fueron eficientes en términos de remo-
ción de la flora bacteriana, no reportándose
diferencias significativas en la disminución
del crecimiento bacteriano (tabla 2). Sin em-
bargo, tomando en consideración que en el
material de estudio la flora asociada no
siempre es constante (16), se sugiere el mé-
todo de disrupción celular ultrasónica para
el proceso de desinfección, ya que no presen-
ta restricciones en relación con la variabili-
dad de la flora asociada ni la posibilidad de la
generación de resistencia antimicrobiana.
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Tabla 2

Efecto de los tratamientos de desinfección sobre la densidad de la flora bacteriana asociada

a las raíces de Allium cepa, L.

Protocolo de desinfección Control Medio de recuperación

Caldo nutriente MEM

Tratamiento con antibióticos 0,411 0,030

Disrupción celular ultrasónica 0,684 0,045
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Por otra parte, se observó que el tipo de
enzimas utilizadas y sus concentraciones
afectaron el número de protoplastos obteni-
dos en el protocolo. Son varias las combina-
ciones de enzimas utilizadas para la diges-
tión de la pared celular (26- 28). Por lo que su
selección dependerá del tipo de tejido y de su
diferenciación. De las tres concentraciones
de mezcla enzimática ensayadas en este es-
tudio, la combinación de celulasa 1% + pecti-
nasa 0,5% fue la que proporcionó una ade-
cuada digestión de la pared celular. Con las
otras dos combinaciones, la digestión fue in-
suficiente y no se obtuvo un número signifi-
cativo de protoplastos. Se ha comprobado
que esta combinación enzimática es aplica-
ble a varios géneros de plantas (8). En com-
paración con lo reportado por otros autores
(27, 28), esta mezcla resulta más accesible y
menos costosa que los kits disponibles co-
mercialmente. Aunque el porcentaje de pro-
toplastos viables es un tanto menor, es acep-
table para determinaciones inmunohistoquí-
micas, por lo que se recomienda su uso para
estos fines. Prasad y Naik (24), en bioensayos
para la obtención de protoplastos vegetales,
reportan un eficiente método utilizando ex-
tractos crudos de pectinasas y celulasas por
un período de incubación de 4 a 8 horas, pH
6 y temperatura de 28 ± 2 ºC, en contraste
con los protocolos usados regularmente, y
sugieren su uso en casos de limitación, bien
sea por disponibilidad y/o costo comercial.

Con respecto a la purificación de los
protoplastos, se observó que al centrifugar
en solución de Histopaque® 1077 se logra

recuperar mayor número de protoplastos en
comparación con la centrifugación en saca-
rosa (tabla 3). Así mismo, el Histopaque®
1077 resultó ser más efectivo para la remo-
ción de detritus, obteniéndose poblaciones
de protoplastos más limpios. Aunque la ma-
yoría de los procesos de purificación se reali-
za con mezclas de sacarosa-manitol (17, 29),
con los dos medios de centrifugación utiliza-
dos se recuperó una cantidad considerable
de protoplastos, siendo el gradiente de His-
topaque® 1077 más efectivo, por lo que, de-
pendiendo de la disponibilidad, se puede
usar este medio como soporte de purifica-
ción, proporcionando un rendimiento simi-
lar a los utilizados convencionalmente.

La fase de recuperación y división celu-
lar de los protoplastos, por diversas razones,
suele ser muy problemática (23), por lo que
se hace necesario la puesta a punto de un
medio de cultivo específico y complejo, con
sales minerales, vitaminas, carbohidratos,
reguladores de crecimiento y una dosis de
un agente osmótico, para mantener el equili-
brio de los protoplastos y garantizar su via-
bilidad. En este trabajo se valoró la efectivi-
dad de dos medios de cultivo en la recupera-
ción de los protoplastos obtenidos. Al res-
pecto, como se observa en la tabla 3, el trata-
miento con el que se obtuvo el mayor porcen-
taje de recuperación de protoplastos fue con
la centrifugación en Histopaque® 1077 y
posterior recuperación en MEM, obtenién-
dose un valor de 31,465 protoplastos/g de
tejido (figura 1). Debido a que todos los pre-
parados enzimáticos incluyen impurezas,
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Tabla 3

Efecto de los tratamientos de purificación y medios de recuperación sobre la obtención

de protoplastos

Tratamientos de purificación Medio de recuperación

MEM Buffer

Histopaque® 1077 31,465 28,550

Sacarosa 17,100 11,400
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como nucleasas y proteasas que pueden te-
ner un efecto negativo sobre la viabilidad ce-
lular, se hace necesario evaluar esta, una
vez aislados los protoplastos. En la tabla 4
se presentan los resultados de los valores de
concentración de protoplastos obtenidos en
el medio de recuperación MEM luego de 10,
12, 14, 16 y 18 horas de su aislamiento; en
esta se observa un ligero incremento, que
deja en evidencia la viabilidad de los proto-
plastos obtenidos.

Los aportes de esta investigación per-
mitirán el estudio de la expresión de proteí-
nas nucleares reguladoras del ciclo celular
en células vegetales, cuyas gruesas paredes
constituyen una barrera infranqueable.

Conclusiones

Esta investigación permitió el desarro-
llo de un protocolo eficaz para la obtención
de protoplastos a partir de meristemos radi-
culares de Allium cepa, L. La implementa-
ción de la disrupción celular ultrasónica re-
presenta una técnica efectiva para dismi-
nuir la infestación bacteriana de las pobla-
ciones obtenidas. La reducción de la flora

bacteriana asociada favorece el manteni-
miento de la integridad celular y ulterior uti-
lización en procedimientos experimentales.
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