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Resumen 

La cebolla (Allium cepa) es una planta ampliamente utilizada en estudios de 

genotoxicidad y citotoxicidad desde hace casi una década. Debido a su versatilidad, 

sensibilidad y bajo costo, Allium cepa ha sido un modelo óptimo para estudiar fármacos, 

contaminantes y nanomateriales, así como los efectos que estos producen en las células y en 

el ADN. Sin embargo, no ha sido descrita una metodología consistentemente efectiva para 

realizar los experimentos necesarios de manera apropiada. En este estudio se propone una 

metodología para montar los experimentos a partir de la comparación de dos colorantes y 

distintos métodos de hidrólisis. Se explica el procedimiento desde la preparación de los 

bulbos, los cortes de las raíces, la hidrólisis, las tinciones y el montaje, así como algunas 

recomendaciones y consideraciones generales. Se realizó la prueba Allium utilizando cebollas 

adquiridas en el supermercado local; se montaron tres replicas independientes aplicando 

ciclofosfamida (CP) a 0.5 mg/ml y tres réplicas aplicando agua destilada. Cada uno de estos 

montajes fue probado con distintos métodos de hidrólisis (ácido clorhídrico, ácido acético y 

la combinación de ambos) en distintas concentraciones y tiempos. Asimismo, se utilizaron dos 

colorantes (orceína acética y aceto-carmín) en cada uno de los tratamientos para probar su 

eficacia. Se encontró que el ácido clorhídrico (HCl) en concentración 1N durante 10 minutos 

a temperatura ambiente resultó más efectivo para ablandar la pared celular. Por otra parte, la 

tinción más efectiva para diferenciar el material genético en las células fue la orceína acética 

aplicada durante 30 minutos. Asimismo, se recomienda realizar los experimentos con cebollas 

frescas de una misma fuente, preferentemente cultivadas desde semilla para obtener resultados 

más precisos. 

 

Palabras clave: cebolla, toxicidad, ciclofosfamida, orceína, aceto-carmín. 
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Abstract 

The onion (Allium cepa) has been a widely used plant in genotoxicity and cytotoxicity studies 

for almost a decade. Due to its versatility, sensibility and low cost, Allium cepa has been an 

optimal model for studying drugs, contaminants and nanomaterials, as well as the effects 

caused on cells and DNA. However, a consistently effective methodology to conduct the 

experiments has not been described. This study proposes a methodology for setting up the 

experiments based on the comparison of two dyes and different hydrolysis methods. The 

methodology is explained starting from the preparation of bulbs, root cuts, hydrolysis, 

staining and sample preparation, as well as some general considerations and 

recommendations. The Allium test was performed using onions acquired at a local 

supermarket; three independent replicates were prepared applying cyclophosphamide (CP) 

at 0.05 mg/ml and three replicates applying distilled water. Each of these preparations was 

tested with different hydrolysis methods (hydrochloric acid, acetic acid and the combination 

of both) at different concentrations and time lapses. Two dyes (acetic orcein and 

acetocarmine) were also used in each treatment in order to test their effectiveness. 

Hydrochloric acid (HCl) at 1N concentration during 10 minutes at room temperature was 

found to be more effective in breaking up the wall cell. On the other hand, the most effective 

stain to differentiate genetic material in cells was acetic orcein applied during 30 minutes. It 

is recommended to perform the experiments with fresh onions from the same source, 

preferably grown from seed for more accurate results. 

Key words: onion, toxicity, cyclophosphamide, orcein, acetocarmine. 
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Resumen 

La cebolla (Allium cepa) es una planta ampliamente utilizada en estudios de 

genotoxicidad y citotoxicidad desde hace casi una década. Debido a su versatilidad, 

sensibilidad y bajo costo, Allium cepa ha sido un modelo óptimo para estudiar fármacos, 

contaminantes y nanomateriales, así como los efectos que estos producen en las células y 

en el ADN. Sin embargo, no ha sido descrita una metodología consistentemente efectiva 

para realizar los experimentos necesarios de manera apropiada. En este estudio se propone 

una metodología para montar los experimentos a partir de la comparación de dos 

colorantes y distintos métodos de hidrólisis. Se explica el procedimiento desde la 

preparación de los bulbos, los cortes de las raíces, la hidrólisis, las tinciones y el montaje, 

así como algunas recomendaciones y consideraciones generales. Se realizó la prueba 

Allium utilizando cebollas adquiridas en el supermercado local; se montaron tres replicas 

independientes aplicando ciclofosfamida (CP) a 0.5 mg/ml y tres réplicas aplicando agua 

destilada. Cada uno de estos montajes fue probado con distintos métodos de hidrólisis 

(ácido clorhídrico, ácido acético y la combinación de ambos) en distintas concentraciones 

y tiempos. Asimismo, se utilizaron dos colorantes (orceína acética y aceto-carmín) en cada 

uno de los tratamientos para probar su eficacia. Se encontró que el ácido clorhídrico (HCl) 

en concentración 1N durante 10 minutos a temperatura ambiente resultó más efectivo para 

ablandar la pared celular. Por otra parte, la tinción más efectiva para diferenciar el material 

genético en las células fue la orceína acética aplicada durante 30 minutos. Asimismo, se 

recomienda realizar los experimentos con cebollas frescas de una misma fuente, 

preferentemente cultivadas desde semilla para obtener resultados más precisos. 

 

Palabras clave: cebolla, toxicidad, ciclofosfamida, orceína, aceto-carmín. 
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Abstract 

The onion (Allium cepa) has been a widely used plant in genotoxicity and 

cytotoxicity studies for almost a decade. Due to its versatility, sensibility and low cost, 

Allium cepa has been an optimal model for studying drugs, contaminants and 

nanomaterials, as well as the effects caused on cells and DNA. However, a consistently 

effective methodology to conduct the experiments has not been described. This study 

proposes a methodology for setting up the experiments based on the comparison of two 

dyes and different hydrolysis methods. The methodology is explained starting from the 

preparation of bulbs, root cuts, hydrolysis, staining and sample preparation, as well as 

some general considerations and recommendations. The Allium test was performed using 

onions acquired at a local supermarket; three independent replicates were prepared 

applying cyclophosphamide (CP) at 0.05 mg/ml and three replicates applying distilled 

water. Each of these preparations was tested with different hydrolysis methods 

(hydrochloric acid, acetic acid and the combination of both) at different concentrations 

and time lapses. Two dyes (acetic orcein and acetocarmine) were also used in each 

treatment in order to test their effectiveness. Hydrochloric acid (HCl) at 1N concentration 

during 10 minutes at room temperature was found to be more effective in breaking up the 

wall cell. On the other hand, the most effective stain to differentiate genetic material in 

cells was acetic orcein applied during 30 minutes. It is recommended to perform the 

experiments with fresh onions from the same source, preferably grown from seed for more 

accurate results. 

Key words: onion, toxicity, cyclophosphamide, orcein, acetocarmine. 
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Introducción 

La evaluación de la citotoxicidad y la genotoxicidad es importante en temas de 

salud pública porque permite estimar los riesgos que representan para los seres vivos y 

el medio ambiente la exposición a tóxicos y toxinas. Sustancias tóxicas como los 

pesticidas (Bolognesi, 2003), los fármacos (Zounkova et al., 2010), metales pesados 

(Fiskesjo, 1980; Llanos et al., 2000) o los nanomateriales (Brinch et al., 2016) en sus 

distintos ámbitos de aplicación, requieren de modelos de evaluación de cito y 

genotoxicidad de bajo costo, sencillos de ejecutar y que permitan la interpretación de 

resultados (Meneguetti, 2012). 

La citotoxicidad y la genotoxicidad son dos procesos de daño celular que están 

íntimamente relacionados (Müller & Streffer, 1994). La citotoxicidad se define como 

los cambios que intervienen en las distintas fases del ciclo celular, pueden alterar la 

velocidad de la mitosis, los procesos de reparación de daño al ADN, así como las vías 

de muerte celular como la necrosis y la apoptosis (Bolognesi, 2003). Cuando los 

cambios en el ciclo celular se acumulan de manera excesiva en la vida de un organismo, 

pueden originar efectos acumulativos perniciosos para las células, los tejidos, los 

órganos o los individuos; en cambio, si los procesos de proliferación, reparación y 

muerte celular se presentan en condiciones normales, el organismo se conservará en 

homeostasis (Krenning et al., 2019). La genotoxicidad se define como los cambios que 

ocurren en el ADN y que afectan la estructura y función de los genes, incluso pueden ser 

el origen de la citotoxicidad al alterar los genes implicados en el proceso de mitosis y 

muerte celular (Ruiz De Arcaute et al., 2021). 

Por su parte, la especie Allium cepa (Amaryllidaceae) es una planta modelo 

ampliamente utilizada para evaluar los efectos genotóxicos y citotóxicos de una 

sustancia de interés; el uso recurrente de esta especie para dicha evaluación se 

estandarizó y como resultado se creó la técnica Allium test (Levan 1938; Kohlmünzer 

et al., 1976; Fiskesjo, 1995; Malakahmad et al., 2018; Sarac et al., 2019; El-Kholy et 

al., 2023). El primer registro del uso de esta técnica se remonta al trabajo de Levan 

(1938), quien observó los efectos de la colchicina en las raíces de Allium cepa. La técnica 
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consiste en aplicar la sustancia de interés en agua y colocar los bulbos de cebolla dentro 

de la solución para promover el crecimiento de las raíces; luego de un tiempo 

determinado, se realizan cortes de las raíces, se tiñen y se observan en el microscopio 

para detectar células en división así como posibles afectaciones (Levan, 1938). La 

primera descripción de la técnica hecha por Levan consiste en exponer los bulbos de 

cebolla en colchicina por distintos periodos de tiempo; después, se transfieren los bulbos 

a agua pura para posteriormente, fijar las raíces en solución Navashin (Levan, 1938). 

Por último, las raíces se cortan en fragmentos de 20 a 30µ y se tiñen con violeta genciana 

o “litchgrün”; los tiempos de fijación y tinción no son especificados (Levan, 1938). 

Allium cepa es una planta sensible ante algunos contaminantes, tales como 

arsénico (Yi et al., 2007), cadmio (Jaiswal et al., 2022), pesticidas (Camilo-Cotrim et 

al., 2022) así como también ante algunos fármacos (Onwuamah et al., 2014; Das et al., 

2021; Oftana et al., 2024), y por ello se considera uno de los modelos más eficientes 

para caracterizar citotoxicidad y genotoxicidad (Fiskesjö, 1995). Básicamente, debido 

a la óptima observación de las diferentes etapas de la mitosis y la identificación de los 

cromosomas, sumado a la sencillez del procedimiento, a los resultados rápidos, la fácil 

disponibilidad de la planta, además del bajo costo de los materiales, es un modelo 

adecuado para estudiar citotoxicidad y genotoxicidad (Fiskesjo, 1985). No obstante, 

algunas de las desventajas de este modelo, radican en su alta sensibilidad, ya que es 

posible que algunos contaminantes que afectan significativamente a la planta no afecten 

de la misma forma a organismos más complejos, por ejemplo, animales que son 

empleados como modelo de estudio tales como el pez cebra (Danio rerio). Otra 

desventaja es la dificultad de observar efectos a largo plazo al aplicar algunas sustancias 

que causen daño indirecto no medible, como por ejemplo, la disminución de absorción 

de nutrientes (Fiskesjö, 1995). 

Para poder caracterizar los efectos de los contaminantes en las células, es 

necesario utilizar biomarcadores, los cuales son eventos o cambios medibles que 

ocurren dentro de un sistema biológico (Grandjean, 1995). Estos biomarcadores son 

variados y en el caso de Allium cepa, los más utilizados se describen a continuación 
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(Budantsev et al., 2020; Wu et al., 2010; Yi et al., 2007). 

• Aberraciones cromosómicas: Incluyen fragmentación cromosómica, fusión 

cromosómica, formación de puentes cromosómicos, roturas cromosómicas, 

pérdida o ganancia de cromosomas, entre otros. 

• Micronúcleos: Son pequeñas estructuras nucleares adicionales que se forman 

durante la división celular y contienen fragmentos cromosómicos dañados o 

cromosomas completos que no se incorporaron correctamente a las células hijas. 

• Alteraciones en la morfología nuclear: Cambios en la forma y el tamaño del 

núcleo celular, como núcleos picnóticos (condensados), núcleos lobulados o 

núcleos con forma anormal. 

• Células binucleadas: Presencia de células con dos núcleos en lugar de uno, lo cual 

indica problemas en la división celular. 

• Células con cromatina condensada: La cromatina es la estructura en la que se 

organiza el ADN en el núcleo celular. En casos de genotoxicidad, la cromatina 

puede presentar una condensación anormal. 

Las tinciones utilizadas en Allium cepa para evaluar la genotoxicidad y 

citotoxicidad de diferentes agentes, son diversas y algunas de ellas no han sido 

suficientemente evaluadas en relación con su efectividad para revelar los daños al ADN. 

Las técnicas de tinción más comunes son: aceto-carmín (Mohammed et al., 2015), 

orceína acética (Ping et al., 2012), safranina (Kumari et al., 2009), fucsina (Sivaram 

et al., 2021), reactivo de Schiff (Alavi et al., 2023), hematoxilina y el modelo panóptico 

rápido (Meneguetti, 2012). 

Dada la diversidad de técnicas de tinción y montaje que se utilizan para 

evaluaciones citológicas con estos modelos vegetales, el presente proyecto propone 

optimizar las técnicas de tinción de las células de raíces de Allium cepa, como modelo 

para evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad, de tal forma que permita observar las 

distintas fases del ciclo celular y definir los criterios de conteo de las principales 

anomalías nucleares que revelan los niveles de genotoxicidad de los tratamientos de 

prueba. 
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Antecedentes 

Desde la primera descripción de cuerpos extranucleares en el citoplasma (cuerpos 

de Howell-Jolly) como indicador de daño al núcleo celular (Howell, 1890), se han 

desarrollado distintas técnicas para evaluar efectos citotóxicos y genotóxicos. Uno de 

los primeros fue sin duda la explicación del efecto de la colchicina sobre células en 

mitosis de raíces de Allium cepa (Levan, 1938). Posteriormente siguieron algunos 

estudios emblemáticos utilizando las plantas de Vicia faba (haba) y Allium cepa, como 

el trabajo donde se comparan las aberraciones cromosómicas desarrolladas a partir de 

la reacción de varios químicos (Kihlman, 1958, 1963, 1975; Larsson & Kihlman, 1960). 

Los micronúcleos (MN) son pequeñas estructuras formadas a partir de 

cromosomas rezagados cubiertos por la envoltura nuclear luego de no haber sido 

incorporados al núcleo durante la replicación celular (Krupina et al., 2021). El ensayo 

de micronúcleos fue descrito por Hayashi en células de médula ósea y en eritrocitos de 

sangre periférica de ratón (Hayashi et al., 1994) y posteriormente formalizado en un 

protocolo estándar (Hayashi et al., 2007); este ensayo se ha utilizado para evaluar la 

genotoxicidad y citotoxicidad de fármacos de amplio uso como los antineoplásicos y 

nanomateriales (Castañeda-Yslas et al., 2021), aves (Baesse et al., 2019), peces (Al- 

Sabti & Metcalfe, 1995; Flores-Galván et al, 2017; Flores-Galván et al., 2020), en 

felinos (Arellano-García et al., 2020) y en otros vertebrados (Zúñiga-González et al., 

2000, 2003). No obstante, este ensayo no se puede aplicar en algunos vertebrados como el 

humano, a no ser que sean esplenectomizados, esto debido a la alta eficiencia del sistema 

reticuloendotelial en filtrar eritrocitos viejos, anómalos o con inclusiones (Afshari et al., 

1994; Ramírez-Muñoz et al., 1999; Schlegel & MacGregor, 1984) y carecer de bazo que 

es el principal filtro de los eritrocitos deteriorados. 

Otra técnica aplicable en humanos que es mínimamente invasiva y contempla 

también el registro de procesos aneugénicos, clastogénicos, de reparación y muerte 

celular es la técnica de micronúcleos en epitelio bucal (Bolognesi et al., 2013) que se ha 

estandarizado a nivel internacional en cuanto a los criterios de conteo de anomalías 
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celulares y procedimientos básicos de laboratorio (Torres-Bugarín & Ramos-Ibarra, 

2013). 

 

 
Figura 1. Incremento de artículos sobre Allium test en Web of Science. Se utilizó la etiqueta “Allium 

test” en el buscador avanzado de la base de datos y se registró el número de artículos publicados por año. 

El incremento es de aproximadamente 6.44 artículos por año. 

Desde la década de los ochenta, ha habido un incremento con una tendencia 

exponencial en el número de artículos publicados referentes a la planta Allium cepa en 

la plataforma Web of Science, lo que evidencia que el uso de este organismo es 

ampliamente utilizado (Figura 1). A pesar de que las técnicas basadas en modelos 

vegetales fueron las primeras en aplicarse, hasta donde sabemos, poco se ha descrito en 

relación con la estandarización de los procedimientos experimentales en general y 

especialmente en las rutinas de conteo y tinción de las preparaciones. Por ejemplo, Arya 

y Mukherjee (2014) utilizan azul de Evan y orceína acética para estudiar cómo las 

células expuestas al cadmio presentaron aberraciones cromosómicas, micronúcleos y 

fragmentación del ADN (Arya & Mukherjee, 2014). Basu y Tripura (2021) explican 

cómo el extracto de hojas y semillas de la planta Cascabela thevetia (Apocynaceae) 
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utilizada con fines medicinales mostró ser citotóxica, causando la aparición de 

aberraciones cromosómicas, micronúcleos y reducción en el índice mitótico en ambos 

modelos, en los cuales usaron como método de tinción orceína acética (Basu & Tripura, 

2021). Con el uso de aceto-carmín como técnica de tinción en el ensayo Allium cepa, 

se registraron las aberraciones inductoras de apoptosis en las células expuestas al 

extracto de Amaranthus spinosus (Amaranthaceae) (Prajitha & Thoppil, 2017). En otro 

trabajo, también con aceto-carmín, al probar el extracto del tallo de Nicotiana 

plumbaginifolia (Solanaceae) se encontró que causa aberraciones cromosómicas y 

disminución del índice mitótico en Allium cepa (Mushtaq et al., 2019). 

La safranina es otro colorante utilizado para distinguir anomalías en células de 

Allium cepa (Kumari et al., 2009). En su estudio (Kumari et al., 2009), encontraron que 

la safranina permitió estimar una relación dosis-dependiente en el número de 

anormalidades celulares expuestas experimentalmente a nanopartículas de plata 

comerciales (AgNP). Además, encontraron que las AgNPs penetran las células 

vegetales disminuyendo el índice mitótico por arresto del ciclo celular en 60 %, y 

además induce la formación de rupturas cromosómicas y puentes nucleoplasmáticos 

(Kumari et al., 2009). La fucsina es otro colorante utilizado con buenos resultados. 

Sivaram y colaboradores (2022) lo utilizaron recientemente para examinar la cito- 

genotoxicidad de perfluoroctanato de sulfuro y del ácido pirolígnico sobre células de 

raíces de Allium cepa, y en ambos, estos tóxicos también fueron capaces de inducir una 

disminución del índice mitótico y producir daño al ADN de manera dependiente de la 

dosis (Sivaram et al., 2021, 2022). Además de los anteriores, también se usa con 

excelentes resultados el reactivo de Schiff (Alavi et al., 2023), la hematoxilina 

(Subramanyam & Subramaniam, 1962) y el modelo panóptico rápido (Meneguetti, 

2012). 

A partir de lo anteriormente expuesto, es necesario optimizar la metodología de 

evaluación de citotoxicidad y genotoxicidad en plantas. Esto con el fin de obtener 

resultados comparables y con posibilidades de desarrollar recomendaciones para que los 
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tomadores de decisiones puedan regular el uso de fármacos, plaguicidas, nanomateriales 

y otras sustancias de uso general. Es indispensable no solo saber si todos estos métodos 

de tinción son equivalentes, sino también las formas de preparación de las laminillas y 

los criterios de conteo de las anormalidades nucleares que estos modelos celulares para 

asegurar la replicabilidad de los experimentos y la reproductibilidad de los resultados. 

La estandarización del método de tinción es de particular importancia, ya que 

puede originar falsos positivos e influir en los resultados, como lo demostraron Bonassi 

et al. (2011) con las pruebas de epitelio bucal, en un estudio que involucró 30 

laboratorios. Este grupo de trabajo observó un aumento anormal de micronúcleos para 

tinciones no específicas de ADN, e indicaron que la heterogeneidad en el método de 

tinción es la más importante fuente de variación al contribuir en 38% de la variabilidad 

en la frecuencia de MN (Bonassi et al., 2011). 
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Hipótesis y objetivos 

Hipótesis 

Las tinciones ADN especificas son las que permiten reproducir los procesos para 

evaluar la genotoxicidad y la citotoxicidad en Allium cepa. 

Objetivo general 

Optimizar los procesos de hidrolisis, tinción, y montaje, así como los criterios de 

conteo en células de raíces de Allium cepa para medir la genotoxicidad y la citotoxicidad. 

Objetivos específicos 

Ensayar diferentes métodos y tiempos de hidrólisis empleados para ablandar las 

paredes celulares en células meristemales de Allium cepa con inducción cito/genotóxica 

por ciclofosfamida en la concentración de 0.5 mg/ml. 

Ensayar diferentes tiempos de tinción de los colorantes orceína acética y aceto- 

carmín, empleados para teñir células meristemales de Allium cepa con inducción 

cito/genotóxica por ciclofosfamida en la concentración de 0.5 mg/ml. 

Comparar los biomarcadores índices mitótico, micronúcleos y otras anormalidades 

de las tinciones ensayadas con el modelo Allium cepa expuesto a agua (control negativo) 

y a ciclofosfamida (control positivo). 
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Metodología 

Allium cepa 

La cebolla (Allium cepa) es una planta anual de gran importancia económica. 

Domesticada hace unos 5000 años, es utilizada principalmente en la industria alimentaria. 

Allium cepa es una planta monocotiledónea con un número de cromosomas 2n=16 

(Brewster, 2008). Su ciclo de vida comienza con la fase juvenil, cuando una semilla 

emerge y se desarrolla como plántula (Brewster, 2008). Después comienza la fase termo, 

donde la plántula juvenil crece, desarrolla un bulbo subterráneo y culmina con la 

inducción de la inflorescencia. Durante la fase de competencia, la planta desarrolla la 

inflorescencia. La fase de terminación es la última etapa del ciclo, donde las flores son 

completamente visibles, y terminan desarrollando las semillas iniciando de nuevo el ciclo 

(Brewster, 2008). 

Se utilizó el modelo Allium cepa descrito por Fiskesjo (1985); en general se 

desarrollaron dos tratamientos con tres réplicas independientes por tratamiento (Fiskesjо 

et al., 1985). El control negativo se desarrolló con agua destilada y el control positivo con 

ciclofosfamida 0.5 mg/mL. Para cada tratamiento se realizaron tres réplicas 

independientes. Los detalles de los tratamientos se representan en la figura 2. 
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Figura 2. Detalles de los tratamientos utilizados. Se realizaron tres réplicas de cebolla en agua destilada 

como control negativo con el fin de probar la técnica en cebollas en condiciones normales. Por otro lado, se 

realizaron tres réplicas en ciclofosfamida a 0.5 mg/ml como control positivo para probar la técnica en 

cebollas afectadas con una antineoplásico con evidencia de daño cito y genotoxicológico. 
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Figura 3. Detalles del corte de las raíces de Allium cepa para preparar los experimentos. Obsérvese el corte 

sin destruir los primodios. 

Se compraron cebollas (Allium cepa) en el supermercado local de un tamaño 

aproximado de 20-25 cm y con un peso de entre 12-15 g. Para cada tratamiento se 

utilizaron tres bulbos de Allium cepa (2-3 cm de diámetro). Se lavaron las cebollas con 

agua destilada para eliminar tierra o residuos; las raíces se eliminaron sin destrucción 

primordial (Figura 3). Las cebollas se colocaron en un vaso de precipitado de 1l con agua 

destilada y ubicadas en una incubadora a 25°C con el fin de aclimatarlas y promover el 

crecimiento de nuevas raíces. Después de 72 horas, las nuevas raíces crecieron de 3 a 5 

cm. 
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Figura 4. Protocolo general para evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad con el modelo Allium cepa 

(Casillas-Figueroa et al., 2020). Las variables a considerar para este trabajo, el agente hidrolizante, la 

concentración y el tiempo de la hidrólisis, así como el tiempo de la tinción. 

Utilizando el protocolo descrito por Casillas-Figueroa et al. (2020) (Figura 4) 

basado en la metodología de Fiskesjo (1985), se colocaron tres de las cebollas en tubos 

Falcon de 15 ml o 50 ml según el grosor del bulbo, cada uno conteniendo 6 ml de una 

solución citotóxica de ciclofosfamida a 0.5 mg/ml. Otras tres cebollas se colocaron en 

tubos Falcon de 15 ml, cada uno con 6 ml de agua destilada como control (Figura 5). 

Cuando fue necesario, se utilizaron palillos de madera para suspender las cebollas dentro 

de los tubos y evitar que se deslicen hasta el fondo. Esto se llevó a cabo para cada una de 

las tinciones a probar. Las cebollas se colocaron nuevamente en la incubadora a 25°C 

(Figura 6). 
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Figura 5. Detalles de las cebollas dentro de los tubos Falcon. El bulbo debe estar totalmente sumergido, 

pero dejando un espacio en el fondo para promover el desarrollo de las raíces nuevas, sin obstaculizar su 

crecimiento. 

 

 

Figura 6. Cebollas (tratamientos y controles) en crecimiento dentro de incubadora a 25°C. Las cebollas 

fueron monitoreadas diariamente para prevenir el deterioro y realizar los cambios de agua cuando fuera 

necesario. 
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Después de 24 horas en el tratamiento, las cebollas con ciclofosfamida fueron 

lavadas con agua destilada para frenar la acción del antineoplásico en las células. Se 

aforaron los tubos con agua destilada a 6 ml durante 72 horas más. Una vez transcurrido 

este tiempo, se cortaron aproximadamente 2 cm de las raíces viables y se depositaron en 

tubos Eppendorf de 2 ml con metanol al 80% para fijarlas (Figura 7). Una vez fijadas, las 

raíces permanecieron viables durante cuatro meses. 

 

Figura 7. Raíces de cebollas fijadas con metanol 80% dentro de tubo Eppendorf. Dentro del tubo pueden 

permanecer hasta viables hasta cuatro meses. 

Después de la fijación, se procedió a la hidrólisis de las raíces en ácido clorhídrico 

(HCl) 1N a temperatura ambiente durante 15 minutos; posteriormente se realizaron 

enjuagues suaves con agua destilada, para después teñirlas con los dos colorantes bajo 

prueba: orceína acética y aceto-carmín, que son los métodos de tinción más utilizados para 

este ensayo. La tinción con orceína se ejecutó durante 30 minutos (Fiskesjо et al., 1985), 

mientras que la tinción con aceto-carmín se efectuó durante 40 minutos (Haque & Ghosh, 

2017) . Después de las tinciones, se prepararon las laminillas y se realizaron los montajes 

con la técnica de squash con aproximadamente 1 o 1.5 cm de raíz. Al montar la raíz se 

agregó una gota de ácido acético al 45%; el squash se llevó a cabo con la ayuda de la goma 
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de borrar de un lápiz realizando movimientos circulares suaves (Figura 8). Posteriormente 

se realizó la observación de las células en microscopio óptico con objetivo 40x (Fiskesjö, 

1995; Fiskesjо et al., 1985). El protocolo general de los experimentos se representa en la 

figura 3. 

 

Figura 8. Detalles de las laminillas montadas. La parte inferior de las muestras, de coloración clara, es la 

zona de proliferación celular; esta parte es suave y maleable y es donde las células son visibles. En la parte 

superior, de coloración más oscura, las células se han diferenciado; esta parte es fibrosa y las células son 

poco visibles al microscopio. 

Preparación de los colorantes 

Orceína acética. Para preparar la solución, se calentaron 60 ml de ácido acético glacial 

hasta llegar al punto de ebullición. Una vez alcanzado este punto, se agregaron 2 g de 

orceína pura en polvo de manera pausada y gradual para evitar derrames (Figura 9). 

Posteriormente se le agregaron 40 ml de agua destilada. Se dejó enfriar por 1 hora y se 

filtró con papel filtro de 20 µm. 
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Figura 9. Preparación de orceína acética a partir de la presentación en polvo. La preparación se realizó de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante en una campana de extracción. 

Aceto-carmín. Se utilizó un colorante líquido preparado de solución de Schneider 

(aceto-carmín). Únicamente se filtró con papel filtro de 20µm. 

 

 

Lectura al microscopio y análisis estadístico 

Posterior al montaje de las laminillas, se realizaron conteos de 1000 células para 

cada réplica, utilizando tres raíces por réplica. Se registró cada una de las fases del ciclo 

celular observadas en cada laminilla (Asita & Mokhobo, 2013). Asimismo, se registraron 

las distintas anomalías nucleares (Figura 10) para cada una de las técnicas de tinción; 

esto con la finalidad de probar si las estimaciones de los coeficientes de regresión y 

correlación entre las curvas dosis respuesta son estadísticamente similares para las 

tinciones ensayadas con los diferentes biomarcadores de daño citogenotóxico. 
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Figura 10. Ejemplo de fases del ciclo celular. En el lado izquierdo (a) interfase, (b) profase(c) metafase, (d) 

anafase y (e)telofase. Micrografía cortesía de Casillas-Figueroa, 2020. En el lado derecho se puede observar: 

(A) pérdida cromosómica y puente en anafase, (B) pérdida cromosómica, (C) adherencia cromosómica en 

metafase, (D) pérdida cromosómica en metafase y (E) puente cromosómico en telofase. 

Para analizar los datos estadísticos, se utilizaron los programas GraphPad Prism© 

y Jamovi©. Se aplicó un Análisis de Varianza de dos vías (ANOVA II) para evaluar el 

efecto de dos factores: el tipo de tinción (orceína o aceto-carmín) y el tratamiento (agua 

o ciclofosfamida) sobre tres variables de respuesta: 

- Índice mitótico, utilizado como biomarcador de citotoxicidad. 

- Frecuencia de micronúcleos, indicador de eventos genotóxicos de tipo 

clastogénicos. 

- Número total de anormalidades celulares, considerado un biomarcador del daño 

genotóxico total. 

Este análisis permitió determinar si los factores evaluados influyen 

significativamente en cada una de las variables de respuesta. 

Los datos para los micronúcleos tuvieron que ser transformados para reducir el 

impacto de las varianzas de acuerdo con Zar (1984) con base en el supuesto que la 

frecuencia de micronúcleos se ajusta a una distribución de Poisson (Zar, 1984). La 

variable transformada se realizó con base en la siguiente expresión: 
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𝑋𝑡 = 
2
√𝑋 + 0.5 

 
El primer análisis de varianza (ANOVA) de dos vías contempló la comparación 

del índice mitótico como variable de respuesta que mide la proliferación celular. Como 

factor A, se contemplaron los tratamientos con agua y con ciclofosfamida, mientras que 

el Factor B se refiere al tipo de tinción (orceína y aceto-carmín). De forma que las hipótesis 

estadísticas son: 

Ho: El tipo de tinción utilizada no afecta el índice mitótico 

Ha: El tipo de tinción utilizada afecta el índice mitótico. 

Ho: Los tratamientos de agua y CP no afectan el índice mitótico 

Ha: Los tratamientos de agua y CP afecta el índice mitótico. 

Ho: El índice mitótico no se afecta por la combinación del tratamiento y la tinción 

utilizada 

Ha: El índice mitótico se afecta por la combinación del tratamiento y la tinción 

utilizada 

 

El segundo análisis de varianza, de manera similar al anterior, contempla a la 

frecuencia de micronúcleos como variable de respuesta, con relación a los mismos 

factores: tratamiento y tipo de tinción. El último ANOVA involucra al número total de 

anormalidades como variable de respuesta frente a los mismos factores previamente 

mencionados. 
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Resultados 

Consideraciones al protocolo original 

Cortes de la zona de proliferación 

Para obtener la zona de proliferación de la raíz se realizó un corte de 

aproximadamente 2 cm desde la cofia para garantizar que, durante la manipulación en el 

proceso de hidrólisis, enjuague y tinción, el segmento permanezca visible. Así se asegura 

la conservación de la zona de proliferación y se evita la zona de células diferenciadas 

(Figura 11). 

 

 
Figura 11. Detalles de la raíz de cebolla. Se hace énfasis en la zona de proliferación ya que es donde se 

encuentran las células sin diferenciar en las distintas fases del ciclo celular. La cofia, que se encuentra en la 

punta de la raíz, es una zona dura y donde la observación de células es más compleja. 

Hidrólisis 

La hidrólisis más efectiva resultó al utilizar ácido clorhídrico (HCl) 1N por un 

lapso de 12 a 15 minutos a temperatura ambiente. Otras concentraciones de HCl, tiempos 

y temperaturas resultaron poco consistentes, sin conseguir la eliminación de la pared 

celular e impidiendo una clara visualización de las células (tabla I). 
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Tabla I. Resultados de las estrategias de hidrólisis utilizadas. Los resultados consistentes son aquellos que 

fueron efectivos en todos los experimentos; los resultados inconsistentes son aquellos que fueron efectivos 

algunas veces; los resultados sin efecto no funcionaron. 

 

Estrategia 

de hidrólisis 
Agente hidrolizante 

Tiempo 

(s) 

Temperatura 
oC 

Resultado 

1 HCl 1 N 10 20 - 25 Consistente 

2 HCl 1 N 10 60 Inconsistentes 

3 Ac. Acético 45 % + HCl 

1N (9:1) 

10 20 – 25 Sin efecto 

4 HCl 5 N 10 20 – 25 Sin efecto 

5 HCl 5 N 20 20 – 25 Inconsistente 

 

Para la hidrólisis, se ensayó un tiempo de hidrólisis de entre 20 y 40 segundos a 

temperatura ambiente (20-25 oC) con HCl concentrado sin diluir con resultados 

consistentes, esto es, una buena resolución en las imágenes obtenidas de manera general 

en prácticamente toda la muestra, sin destrucción de las células o el material genético. 

Tinciones 

Respecto a la duración del proceso de tinción, es necesario garantizar que la tinción 

reaccione con el ADN. En el caso de aceto-carmín es mejor proceder con tiempos de 

aproximadamente 45 minutos e ir disminuyendo el tiempo si los núcleos resultan sobre 

teñidos. Con orceína, 25-30 minutos es suficiente para conseguir que los núcleos se tiñan 

totalmente y lograr un buen contraste con el citoplasma. 

Montaje de las laminillas 

Si bien hay diferentes técnicas para realizar el squash, debido a la naturaleza de la 

raíz, es necesario prestar atención a la zona de proliferación celular (figura 12), ya que la 

parte posterior a esta resulta dura y fibrosa en comparación, pues en esa zona las células 

ya están diferenciadas. Se recomienda también comenzar de manera muy suave para 

determinar qué tan blanda se encuentra la raíz, ya que si se ejerce demasiada presión la 

muestra puede desintegrarse o presentar células que al microscopio luzcan excesivamente 
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elongadas. 
 

Figura 12. Zona de proliferación de la raíz. En esta zona se concentran la mayor cantidad de células en 

división visibles de la raíz con gran claridad; asimismo, se distinguen de manera clara las distintas fases del 

ciclo celular y las diferentes anormalidades. 

Otro aspecto que debe ser considerado al momento de observar las células es la 

configuración del microscopio. Para obtener mejores resultados, es recomendable ajustar 

la iluminación general, el condensador, la distancia y los objetivos en cada una de las 

muestras, con el fin de obtener imágenes lo más nítidas posible. 

Impacto estacional de los experimentos 

En el transcurso de la investigación experimental, se observó que los meses de 

diciembre y enero presentan condiciones subóptimas para la realización de experimentos 

con Allium cepa. Durante este período, se evidenció una marcada reducción en la actividad 

celular, sugiriendo un posible estado de aletargamiento o dormancia. En contraste, los 

meses correspondientes a la primavera y el verano ofrecen un ambiente más favorable, 

como se demuestra por el desarrollo óptimo observado en los experimentos durante esta 

estación. Fuera de esta ventana temporal, se percibe que las células exhiben un decremento 

en su vitalidad y crecimiento. 
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Análisis estadísticos 

 
Tabla II. Valores de media de los factores de variación con cada una de las variables de respuesta (fases del ciclo celular y anormalidades) y el índice 

mitótico con su desviación estándar. 

 

Factores de variación    Variables de respuesta   

Tinción Tratamiento Interfase Profase Metafase Anafase Telofase Micronúcleos 
Otras 

anormalidades 

Índice 

mitótico 

 

Orceína 

acética 

Control 1103±42.1 94.7±20.8 13±3.46 9±4 41.3±10 3.33±4.04 3.33±0.57 12.4±1.46 

CP 1066±36.2 41.3±22.5 9.67±4.73 6.67±1.53 19.7±3.51 8.67±6.11 17.3±3.51 6.66±1.78 

 

Aceto- 

carmín 

Control 987±57.3 68.7±2.89 19.7±11 5±1 13.3±3.51 1±1 1±1 9.75±1.65 

CP 1049±51.6 45.7±8.02 19±0 7.33±2.31 14.7±4.73 5±2.65 3.67±1.53 7.56±0.84 
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Citotoxicidad 

Se observaron diferencias entre las dos tinciones en la comparación de las 

diferentes fases del ciclo celular, tanto en las micrografías como en los conteos. En 

términos generales, la orceína proporciona un mejor contraste con el citoplasma. Por otro 

lado, en la tinción con aceto-carmín, los cromosomas son más nítidos y diferenciables en 

la profase y metafase en las muestras (Figura 13). 

 

Figura 13. Comparación de fases del ciclo celular utilizando dos colorantes (40x): orceína acética (a-e) y 

aceto-carmín (f-j). De izquierda a derecha, células en interfase (a,f), profase (b,g), metafase (c,h) anafase 

(d,i) y telofase (e,j). Micrografías obtenidas con cámara Hilitand® vinculada a microscopio Primo Star ™ 

con objetivo 40X. 
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Figura 14. Comparación del porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo celular procesadas con 

las dos tinciones sobre los mismos ejemplares en raíces distintas. Se observa que en interfase y anafase los 

resultados son muy similares utilizando ambas tinciones y ambos tratamientos. En profase y telofase, orceína 

ofrece resultados sólidos, particularmente en los controles. En metafase se presentaron resultados similares 

en ambos tratamientos y ambas tinciones. 

 

La figura 14 muestra una gráfica comparativa general del porcentaje de células en 

cada una de las fases del ciclo celular con cada uno de los colorantes y cada uno de los 

tratamientos. Esto se realizó con los conteos de 1000 células por cada tratamiento/tinción. 

Se observa en la figura 14 que la tinción con orceína es más efectiva que la de orceína 

acética, especialmente en las etapas profase y telofase del ciclo celular. 
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Al comparar el índice mitótico (IM), que resume los porcentajes de cada una de 

las fases del ciclo celular en una sola cifra ya que, en los controles el IM con orceína fue 

(12.4 ± 0.841), mientras que con aceto-carmín fue (9.75 ± 0.955). Para el tratamiento con 

ciclofosfamida, el IM ascendió a (6.66 ± 1.03) con orceína y (7.56 ± 0.49) con aceto- 

carmín (Figura 15, tabla III). 
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Figura 15. Comparación del porcentaje del índice mitótico en el control y el tratamiento en ambas tinciones. 

** Indican diferencia significativa (**: p < 0.01). El símbolo ns indica diferencia no significativa. La 

comparación de orceína acética en control con orceína acética en CP muestra diferencia significativa. El 

resto de las interacciones no presentaron diferencias significativas. 
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Tabla III. Resumen de análisis de variancia de dos factores (ANOVA) para la variable de respuesta índice 

mitótico. Incluye la suma de cuadrados, grados de libertad, cuadrados medios, valor F y valor p. ** Indica 

diferencia significativa. 

 

Fuente de 

variación 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

Libertad 

Cuadrados 

Medios 
F Valor P 

Interacción 9.399 1 9.399 4.476 0.0673 

Tratamiento 

(Agua, CP) 

 

46.33 

 

1 

 

46.33 

 

22.06 

 

0.0015** 

Tinción (Orceína, 

Aceto-carmín) 

 

2.595 

 

1 

 

2.595 

 

1.236 

 

0.2986 

Residual 16.8 8 2.1 
  

 

 

Después de realizar una prueba ANOVA de dos vías, se observa en la figura 15 

que la interacción de los tratamientos muestra diferencia significativa, particularmente en 

los resultados de la comparación de tratamiento y control utilizando la tinción de orceína 

acética. Esto sugiere que la tinción de orceína acética es más efectiva para detectar las 

diferencias en el índice mitótico al aplicar un agente citotóxico. 
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Genotoxicidad 
 

Figura 16. Distintas aberraciones cromosomales en células teñidas con orceína acética (40x). a) 

micronúcleo, b) puente de anafase, c) yema, d) fragmentación, e) cromosomas pegajosos, f) anafase 

multipolar. (Fuente: autoría propia). Micrografías obtenidas con cámara Hilitand® vinculada a microscopio 

Primo Star ™ con objetivo 40X. 

 

Las aberraciones presentadas con más frecuencia en las células se muestran en la 

figura 16. Algunas otras aberraciones observadas fueron c-metafases, anafases y 

metafases interrumpidas, cromosomas viajeros, gigantismo y pérdida de cromosomas. 
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Figura 17. Comparación del número de micronúcleos por cada 1000 células en el control y el tratamiento 

con ciclofosfamida en ambas tinciones (datos transformados). * Indica diferencia significativa. 
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Tabla IV. Resumen de análisis de variancia de dos factores (ANOVA) para la variable de respuesta número 

de micronúcleos. Incluye la suma de cuadrados, grados de libertad, cuadrados medios, valor F y valor p.* 

Indica diferencia significativa. 

 

 

 
 

 

De acuerdo con la comparación del tratamiento y el control utilizando ambas 

tinciones con el número de micronúcleos, se muestra una diferencia significativa 

utilizando el colorante de aceto-carmín con respecto a la orceína acética. 

Fuente de 

variación 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Cuadrados 

medios 
F Valor P 

Interacción 1.479x10-31 1 1.479x10-31 1.94x10-31 >0.9999 

Tratamiento 

(Agua, CP) 

 

4.32 

 

1 

 

4.32 

 

5.666 

 

0.0445* 

Tinción 

(Orceína, Aceto- 

carmín) 

 

 

1.08 

 

 

1 

 

 

1.08 

 

 

1.416 

 

 

0.2681 

Residual 6.1 8 0.7625 
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Figura 18. Comparación del número de anormalidades por cada 1000 células en el control y el tratamiento 

con ciclofosfamida en ambas tinciones. * Indica diferencia significativa (P < 0.05), **** indica diferencia 

muy significativa (< 0.0001). 

Los resultados del análisis de varianza de dos vías obtenidos a partir de las 

anormalidades detectadas (además de los micronúcleos), muestran valores p significativos 

(*) y muy significativos (****) tanto para el tratamiento con ciclofosfamida, la tinción y 

la interacción entre ambas (tabla III). En la figura 18 se presentan las comparativas y los 

valores de significancia (p) de las variables: la comparación entre el control y el 

tratamiento utilizando orceína acética muestra una diferencia muy significativa (p < 

0.0001), mientras la relación entre el control y el tratamiento utilizando aceto-carmín 

muestran una diferencia significativa (p < 0.05). Además, se observa una diferencia 

significativa (p < 0.05) al comparar ambas tinciones en los controles, y una diferencia muy 

significativa (p < 0.0001) al comparar los tratamientos con CP. 
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Tabla V. Resumen de análisis de variancia de dos factores (ANOVA) para la variable de respuesta otras 

anormalidades. Incluye la suma de cuadrados, grados de libertad, cuadrados medios, valor F y valor p. 

 

Fuente de variación 
Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Cuadrados 

medios 
F Valor P 

Interacción 1.47 1 1.47 12 0.0085 

Tratamiento (Agua, CP) 6.75 1 6.75 55.1 < 0.0001 

Tinción (Orceína, 

Aceto-carmín) 

 

6.75 

 

1 

 

6.75 

 

55.1 

 

< 0.0001 

Residual 0.98 8 0.1225 
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Discusión 

A lo largo de los experimentos, fue necesario adaptar algunos de los procedimientos del 

ensayo original (Fiskesjö, 1995, 1997), sobre todo en lo que refiere a la hidrolisis y los 

tiempos de tinción. Originalmente el protocolo establece que la hidrolisis debe realizarse 

con HCl 1N (Fiskesjо et al., 1985), mientras que otros autores sugieren utilizar la 

concentración de 5N (Casillas‐Figueroa et al., 2020; Mohammed et al., 2015). También 

se utiliza una mezcla de ácido acético 45% y HCl en una proporción de 9:1, sin embargo, 

las pruebas realizadas bajo este modelo resultaron poco satisfactorias, ya que el tejido de 

la raíz no se ablandó lo suficiente para realizar el squash adecuado (Paul & Arjun, 2018). 

Por lo anterior, para evitar la destrucción del tejido con altas concentraciones de ácido y 

el poco ablandamiento en concentraciones bajas, se optó por utilizar HCl en concentración 

de 1N. 

El tiempo de anaquel del HCl es quizá un factor sensible; es necesario considerar que 

la estabilidad del HCl puede cambiar con el tiempo, debido a factores como la evaporación 

del agua en la que se encuentra diluido el reactivo, la contaminación del mismo debido a 
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la continua manipulación de goteros y otros instrumentos de laboratorio, así como 

reacciones con el aire, lo cual puede llevar a aumentos o disminuciones en la 

concentración, derivados de la evaporación o la reacción con otras sustancias, por lo que 

se sugiere preparar el agente hidrolizante considerando una caducidad máxima de 2 

semanas. 

Se pudo constatar que la contra-tinción sugerida por Casillas-Figueroa (2020) con 

verde rápido es poco efectiva, ya que este colorante suele teñir la muestra parcialmente de 

forma que hay células con un buen contraste y células que no incorporan el verde rápido 

al citoplasma (Casillas‐Figueroa et al., 2020). Otra recomendación es preparar los 

colorantes desde cero de ser posible, para evitar la contaminación, degradación o 

sedimentación de estos, así como realizar filtrados entre cada 7 a 10 días para evitar 

aglomeraciones. 

En un estudio de Fisun y Rasgele, la tinción con orceína se utilizó con éxito para 

determinar la citotoxicidad de Raxil en diferentes concentraciones, que es un fungicida de 

uso común en el cultivo de cereales para prevenir ataques fúngicos y encontraron que esta 

tinción es efectiva para revelar el efecto decreciente en el índice mitótico de raíces de 

Allium cepa por efecto de este fungicida (Fisun & Rasgele, 2009); por otra parte, la tinción 

con aceto-carmín propuesta por Ma et al (1995), permitió detectar el efecto clastógeno de 

contaminantes ambientales en la prueba Allium (Ma et al., 1995); en este trabajo se pudo 

observar que aceto-carmín fue más efectivo cuando se trata de observar las células en 

metafase y anafase, que son los estadios del ciclo celular donde los efectos clastogénos 

son evidentes, aunque no dan cuenta de cómo puede ser más útil en la evaluación de la 

citotoxicidad entendida como índice mitótico (Ma et al., 1995). No obstante, mucho se ha 

discutido sobre la no especificidad de aceto-carmín para teñir el ADN, y algunos autores 

consideran esta tinción básica en el análisis del bandeamiento de cromosomas en células 

vegetales (Cremonini et al., 2003; Tonzetich, 2004). 

Asimismo, Pharmawati y Wrasiati (2023) utilizaron orceína acética para detectar 

diferencias significativas inducidas por nitrato de níquel en este modelo, y determinó que 

esta tinción permite detectar efectos clastógenos y citotóxicos dosis-dependiente, 
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comparando el índice de inhibición mitótica y el número de anormalidades nucleares 

(Pharmawati & Wrasiati, 2023). Por otra parte, la tinción con aceto-carmín permitió 

detectar diferencias significativa (p < 0.05) en el crecimiento radicular promedio de Allium 

cepa sometido a diversas concentraciones aguas residuales de efluentes farmacéuticos; el 

índice de mitosis (IM) se redujo rápidamente cuando las concentraciones de efluentes 

aumentaron en comparación con el control, mientras que la inhibición mitótica se 

incrementó con el aumento de las concentraciones de efluentes en comparación con los 

controles (Jibril Sani Mohammed et al., 2023). Sin embargo, cuando se observan las 

micrografías publicadas por estos autores, la tinción resultante es un tanto difusa 

comparada con la tinción con orceína de otros autores (Fisun & Rasgele; Bonciu et al., 

2018; Pharmawati & Wrasiati, 2023); en cambio cuando Asita y Mokhobo (2013) 

publican sus resultados sobre el efecto de plaguicidas en el modelo Allium cepa, sus 

micrografías se observan con algo de refringencia y una aceptable nitidez, pero no tan 

diferenciables como las publicadas con orceína por otros autores (Asita & Mokhobo, 

2013) o las publicadas en este estudio. 

El trabajo de Bonciu et al. (2018), corrobora que el uso de orceína acética permite la 

fácil identificación de distintas aberraciones cromosómicas provocadas por distintos 

agentes tóxicos en las que destacan C-metafases, degradación y cromosomas pegajosos 

tal como se muestra en las diferencias significativas observadas entre los controles con 

agua y CP de este trabajo (Bonciu et al., 2018). Malakahmad et al. (2018), también utilizó 

la orceína acética para caracterizar los efectos genotóxicos en Allium cepa derivados de 

las aguas contaminadas del Río Perak en Malasia; las aberraciones cromosómicas más 

observadas en el estudio fueron C-metafases, pérdida cromosómica, puentes, 

rompimientos y células binucleadas (Malakahmad et al., 2018). 

En este estudio se obtuvieron resultados similares a los descritos en la literatura 

previamente citada, sin embargo, al utilizar diferentes tiempos de hidrólisis y tinción para 

los experimentos, la nitidez de sus micrografías es variada, lo cual podría provocar que 

algunos conteos se dificulten o sean ambiguos al momento de caracterizar las posibles 
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aberraciones observadas. Al momento de realizar las búsquedas bibliográficas, se 

encontró que, en años recientes, el uso de orceína acética ha superado al uso de aceto- 

carmín en estudios donde se utiliza Allium cepa, lo cual es congruente con los resultados 

obtenidos en este estudio, donde las muestras con orceína acética se vieron más nítidas y 

permitieron mejores conteos. 

Comparación con trabajos anteriores 

Posterior a la realización de los experimentos, se compararon las micrografías obtenidas 

con las publicadas por otros autores que utilizaron tinciones con orceína. La nitidez de las 

imágenes varía de autor a autor a pesar de utilizar el mismo modelo y el mismo colorante. 

Una de las principales diferencias, fue que, a pesar de trabajar con la misma especie, se 

utilizaron variedades distintas: Pharmawati y Wrasiati trabajaron con Allium cepa var. 

aggregatum (Pharmawati & Wrasiati, 2023),; Jibril no especifica cuál fue la variedad que 

utilizó, pero una de sus fotografías muestra que utilizó una variedad morada distinta a la 

utilizada en este estudio (Jibril et al., 2023); el estudio de Nwakanma et al. no especifica 

la variedad utilizada ni muestra fotografías pero menciona que los bulbos eran pequeños 

(Nwakanma et al., 2021); en el estudio de Malakahmad et al. se menciona que utilizaron 

bulbos de “cebolla dulce” (Malakahmad et al., 2018). Una comparación de las 

micrografías obtenidas se puede observar en la figura 19. Estos datos pueden sugerir que 

la variedad de la cebolla puede ser un factor determinante para el crecimiento, desarrollo, 

montaje y observación de las raíces que no se consideró dentro de este estudio pero que 

puede ser tomado en cuenta para trabajos posteriores. La elección de la variedad tipo 

cebollín fue tomada meramente por practicidad y reducción de espacio. 
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Figura 19. Comparación de micrografías celulares de Allium cepa teñidas con orceína acética. Imágenes 

obtenidas en trabajos anteriores comparadas con las presentados en este trabajo: a) Barco et al., 2024, b) 

Nwakanma et al., 2021, c) Pharmawati & Wrasiati, 2023, d) Jibril et al., 2023, e) Malakahmad et al., 2018, 

f) micrografía propia (tinción con aceto-carmín), g) micrografía propia (tinción con orceína acética). 

 

Variación de los resultados 

Durante el proceso de experimentación se obtuvieron algunos resultados poco 

consistentes. Aunque se siguieron todos los pasos estipulados en la metodología, las 

primeras veces se lograron resultados excelentes, mientras que en experimentos 

posteriores los resultados fueron variados y poco concluyentes. Esto puede deberse al 

organismo utilizado (Allium cepa) que, al ser comprado en el mercado local, sus orígenes 

son desconocidos y bien podrían provenir de diferentes cosechas, ser cultivadas bajo 

distintos modelos agrícolas o podrían haber pasado mucho tiempo en anaquel o en 

congelación. Estos factores podrían haber afectado el desarrollo de las raíces nuevas. 

Algunos de los trabajos que utilizan el modelo Allium cepa mencionan que las cebollas 

fueron compradas en mercados locales (Arya & Mukherjee, 2014; Mohammed et al., 

2015b; Radić et al., 2010), mientras que algunos otros mencionaron que las cebollas 

fueron compradas directamente de los granjeros (Bonciu, 2018; Paul & Arjun, 2018). En 

relación con lo anterior, la estación del año puede tener un impacto experimental en el 

modelo de micronúcleos de Allium cepa (cebolla). 
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Las plantas de cebolla compradas en el supermercado o mercado local son diversas 

dependiendo la temporada y se desconoce qué tipo de proceso llevan desde el sembrado 

hasta la cosecha y qué clase de fertilizantes, plaguicidas o procesos de refrigerado llevan. 

Para evitar inconvenientes al momento de elegir los individuos de cebolla para los 

experimentos, es recomendable sembrar y crecer las plantas desde semilla en un 

invernadero, esto con el fin de obtener plantas sanas en un ambiente controlado y que cada 

una de ellas haya pasado por el mismo proceso de crecimiento. 

Por otra parte, cuando los ejemplares provienen del mercado local, los factores 

abióticos como la exposición a diferentes niveles de radiación ultravioleta, cambios en la 

humedad y otras condiciones climáticas también pueden influir en la estabilidad del ADN 

y la eficiencia de los mecanismos de reparación del ADN en las plantas en la fase 

experimental. La disponibilidad de recursos, durante ciertas estaciones, puede aumentar 

la disponibilidad de cebollas frescas y sanas, lo que podría mejorar la consistencia de los 

resultados experimentales (Silveira et al., 2017; Silveira et al., 2019). En otras estaciones, 

la calidad y la disponibilidad pueden disminuir, introduciendo variabilidad en los 

experimentos. En quinto y último lugar, el estrés biótico puede tener también una 

importante influencia estacional, ya que las plantas de cebolla están expuestas a diferentes 

tipos de patógenos y plagas en diferentes estaciones, lo que puede inducir estrés y 

potencialmente influir en la formación de micronúcleos (Miller et al., 2006; D. I. 

Olorunfemi et al., 2015).
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Conclusiones 

Los ensayos de tinción con orceína acética y aceto-carmín en diferentes tiempos de 

exposición permitieron identificar que el tiempo óptimo de tinción para lograr una 

visualización clara y diferenciada de las estructuras celulares es de 25 a 30 minutos para 

orceína acética y 40 a 45 minutos para aceto-carmín. 

La tinción con orceína acética resultó en una mejor diferenciación de las diferentes 

fases del ciclo celular, facilitando la identificación de anormalidades estructurales 

inducidas por la ciclofosfamida. La tinción con aceto-carmín mostró ser más eficaz para 

detectar anormalidades en los cromosomas en las células meristemales de Allium cepa. 

El índice mitótico fue significativamente menor en las células tratadas con 

ciclofosfamida en comparación con las células del control negativo, indicando un efecto 

inhibidor de la división celular por la ciclofosfamida.  

La frecuencia de micronúcleos y otras anormalidades celulares fue significativamente 

mayor en las células tratadas con ciclofosfamida en comparación con el control negativo, 

confirmando la inducción de daño genotóxico por la ciclofosfamida. 

La tinción con orceína acética y aceto-carmín permitió la identificación clara de 

los micronúcleos y otras anormalidades, con una mayor sensibilidad observada en la 

tinción con orceína. Las diferencias observadas en los biomarcadores (micronúcleos y 

aberraciones cromosómicas) entre las células tratadas con ciclofosfamida y el control 

negativo validan la eficacia del modelo Allium cepa como un sistema de bioensayo para 

la detección de efectos cito/genotóxicos.  

Es necesario tomar en cuenta criterios claros para el conteo de micronúcleos, tales 

como la definición de tamaño, forma y ubicación dentro de la célula, para asegurar la 

consistencia y precisión en los resultados. Los criterios propuestos para la identificación 

de otras anormalidades celulares incluyen la presencia de puentes anafásicos, fragmentos 

cromosómicos y células con irregularidades nucleares, proporcionando una guía detallada 

para el análisis. La adopción de estos criterios permitirá la estandarización del proceso de 

conteo de micronúcleos y anormalidades celulares, mejorando la reproducibilidad y 

comparabilidad de los resultados entre diferentes estudios. La implementación de estos 
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criterios en futuros estudios contribuirá a la validación del modelo Allium cepa como una 

herramienta robusta y confiable para la evaluación de efectos cito/genotóxicos en 

investigaciones toxicológicas y ambientales. 

Ambos colorantes demostraron ser efectivos para teñir células con inducción 

cito/genotóxica, pero la elección del tiempo de tinción y el tipo de colorante puede 

depender del tipo de análisis específico que se desee realizar. La hidrólisis más segura se 

define con HCl en concentración 1N recién preparado y con un máximo de tiempo de 

anaquel de 15 días. La forma más efectiva de realizar la hidrólisis es sobre un vidrio de 

reloj por tiempo de 12 a 15 minutos a temperatura ambiente; se sugiere cubrir con otro 

vidrio de reloj la muestra para evitar evaporación. 

Aunque la metodología sugerida en este trabajo es relativamente consistente, se 

sugiere que previo a la experimentación a realizar con el modelo Allium cepa, se realicen 

pruebas particularmente con los tiempos de hidrólisis, pues parecen tener resultados 

variados dependiendo del organismo utilizado. Aunado a eso, es recomendable utilizar 

cebollas que provengan de una misma fuente y, de ser posible, cultivar las plantas desde 

semilla, ya que esto podría reducir el sesgo de los posibles factores ajenos a la 

experimentación que podrían tener un efecto en las células de la planta.
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