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Los protoplastos ofrecen un sistema versátil para la introducción y edición de genes o la
obtención de híbridos somáticos. Algunos trabajos en olivo (Olea europaea L.) han permitido
obtener microcallos a partir de protoplastos derivados de cotiledones, hoja o pecíolo,
utilizando driselasa para la digestión de la pared celular, aunque sin lograr la regeneración de
plantas.

El objetivo principal de esta investigación es la optimización de un protocolo para la 
obtención de protoplastos viables de olivo a partir de células embriogénicas y hojas.

I N T R O D U C C I Ó N1

Genotipo Tejido

Densidad de protoplastos
(protoplastos/g peso fresco) n

a

x̄ ± DE

Semilla de Picual callo embriogénico 6,19 ±2,22x105 12

cv. ‘Hojiblanca’ hoja 1,1 ±5,48x107 5

cv. ‘Leccino’ hoja 7,92 ±5,88x106 2

M A T E R I A L E S Y M É T O D O S2

En el caso de callo embriogénico, el protocolo descrito por Sahouli et al. (2022), cuya mezcla
enzimática incluye driselasa, no fue eficaz, ya que indujo necrosis celular sin lograr la
liberación de protoplastos. En cambio, el protocolo modificado de Grzebelus et al. (2012)
permitió obtener un buen rendimiento de liberación de protoplastos (Figura 2).

Figura 2. Observación de protoplastos en el
microscopio invertido en la solución enzimática
ESIV (A) Después de 1h de incubación (B) 2h de
incubación (C) 3h de incubación (D) 3,5h de
incubación
(escala 50 µm)

La purificación de protoplastos requiere el establecimiento de un gradiente osmótico y de
densidad que preserve su integridad y permita una separación eficaz de los protoplastos
viables frente a restos celulares y células dañadas. Sahouli et al. (2022) utilizan un gradiente
de sacarosa al 21%, Grzebelus et al. (2012) una solución de 0,5 M sacarosa/MES, mientras Yoo
et al. (2007) dejan precipitar en hielo los protoplastos. En este estudio, la concentración más
efectiva fue de 0,7 M de sacarosa/MES, con la cual se obtuvo la mayor recuperación de
protoplastos viables (Figura 3). Las densidades obtenidas fueron de 1x106 y 3x106

protoplastos/ml en callo embriogénico y hoja, respectivamente (Tabla 1) y la viabilidad entre
80-99% (Figura 4).

Figura 3. Purificación de
protoplastos viables de
callo embriogénico de olivo
y hoja. (A) Obtención del
anillo de protoplastos
viables de callo
embriogénico procedente
de semilla de ‘Picual’ (B-C)
Conteo de protoplastos
viables de callo
embriogénico en el
microscopio (D) Obtención
del anillo de protoplastos
viables procedentes del cv.
‘Hojiblanca’ (E-F) Conteo de
protoplastos viables del cv.
‘Hojiblanca’ (G) Obtención
del anillo de protoplastos
viables procedentes del cv.
‘Leccino’ (H-I) Conteo de
protoplastos viables del cv.
‘Leccino’
(escala en B, E, H 100 µm y en C, F, I
20 µm)

R E S U L T A D O S3

Actualmente se trabaja en la edición de protoplastos con ribonucleoproteínas Cas9-gRNA y en
la regeneración de plantas.

P E R S P E C T I V A S F U T U R A S 4

Proyecto: “Research actions for reducing the impact on agricultural and natural ecosystems of the harmful plant pathogen Xylella fastidiosa” (REACH-XY - CUP B93C22001920001)

Figura 4. Viabilidad después
de la cuantificación de los
protoplastos cv ‘Hojiblanca’
(A) Observación de
protoplastos en campo claro
B) Observación en luz azul
(~490 nm) de protoplastos
viables que emiten luz verde
(tinción con fluoresceína
diacetato, FDA)
(escala 100 µm)

Tabla 1. Eficacia del aislamiento de protoplastos liberados de callo embriogénico y hojas, expresado en
protoplastos por gramo de peso fresco de material utilizado en la extracción.

a número de réplicas

Se probaron dos protocolos para el material embriogénico; Sahouli et al. (2022) y Grzebelus
et al. (2012), y para hoja se probó el de Yoo et al. (2017). En la Figura 1 se incluyen de forma
esquemática los protocolos optimizados para la obtención de protoplastos de olivo.

Línea embriogénica P1
de semilla de ‘Picual’ 

Digestión enzimática + aplicación vacío

1. 5 min 100g
2. 10min 145g
3. 5 min 100g

Purificación 

Solución Sacarosa/MES (0,7M)
Lavados con W5
• NaCl 154 mM
• CaCl2· 2H2O 125mM
• KCl 5mM
• Glucosa 5 mM
• pH 5,8

Evaluación densidad y viabilidad

Determinar concentración de protoplastos con la cámara de 
Neubauer o hemocitómetro (protoplastos/ml)

Ensayo con FDA para el seguimiento de la viabilidad de los protoplastos. 

Digestión enzimática ESIV

Preplasmólisis PSII

Grzebelus et al. 
(2012) modificado

(desarrollado para hoja, 
peciolo e hipocótilo de 

zanahoria)

30 min 
26°C

20 rpm

• Manitol 0,5M
• pH 5,6

• Celulasa Onozuka R10 1%
• Pectoliasa Y-23 0,1%
• Manitol 0,6M
• MES 20mM
• MgCl2 · 6H2O 5mM
• Caseína hidrolizada 200mg/l
• pH 5,6

3,5-4h
25 °C

30 rpm

Hoja 
cv. ‘Hojiblanca’

cv. ‘Leccino’

Siguiendo el protocolo de

Yoo et al. (2007) 
modificado 

(desarrollado para hoja 
de Arabidopsis)

• Celulasa Onozuka R10 1,5%
• Macerasa 0,4%
• Manitol 0,4M
• MES 20mM
• CaCl2 10mM
• KCl 20mM
• BSA 1%

2 x 15 min vacío
18-19h 
25 °C

50 rpm

Comprobar la calidad de los 
protoplastos en el 

microscopio invertido
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Figura 1. Protocolos seguidos en la obtención de protoplastos de olivo. El proceso para obtener
protoplastos consta de distintas fases: 1) Obtención del material en crecimiento activo 2) Preplasmólisis
(opcional en algunos casos) 3) Digestión enzimática 4) Purificación 5) Conteo y viabilidad 6)Cultivo.
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