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RESUMEN

Un protoplasto vegetal es una ceélula que carece de pared celular, se
encuentra rodeada por su membrana plasmatica y es potencialmente capaz
de regenerar la pared celular, crecer y dividirse. Los protoplastos son una
herramienta fundamental para muchas investigaciones de biologia basica y
aplicada entre ellas, la obtencidén de clones resistentes a diversos patdgenos
fitosanitarios. Los protoplastos de [Dioscorea aiaia (c.v. Pico de Botella)
fueron aislados de células del mesofilo de vitroplantas por medio del método
mecanico, realizando plasmolisis en solucion de sacarosa 0.7M, seguida de
maceracion, filtracion, centrifugacion y lavado en solucion de sacarosa 0.4 M;
de igual manera, se utilizd el meétodo enzimatico, combinando cuatro
concentraciones de Celulasa onozuka R10 (0.0, 0.5, 1.0 y 1.5%), con cuatro
concentraciones de Macerozima R10 (0.0, 0.2, 0.4, 0.5%), a tiempos de
incubacion de 6, 10, 14 y 18 horas y un pH de 5.6. Para lo cual se incubaron
aproximadamente 0.015 gramos de hoja en medio de aislamiento de
protoplastos de fiame (MAPN) a una temperatura de 27+ 2°C, agitado a 40
r.p.m. en agitador rotatorio, seguido de lavado en MAPN sin enzimas,
purificacion en sacarosa al 24 % y resuspension en medio de cultivo de
protoplastos de name (MCPN); la viabilidad de los protoplastos aislados se
evaluo por tincidon con azul de Metileno 0.01% y fue confirmada a través de
cultivo en medio MCPN liquido y en MCPN solidificado con 5g/L de agar. La
mayor cantidad de protoplastos viables se obtuvo combinando 0.5 % de
Celulasa Onozuka R10 con 0.2 % de Macerozima R10 y un tiempo de
incubacion de 14 horas, con un promedio de 1.95 x 10° protoplastos viables
por mililitro, equivalente a 13 x 10° protoplastos por gramo de tejido. Los
analisis de regresion de los datos obtenidos arrojaron, que las condiciones
Optimas para obtener la mayor cantidad de protoplastos viables
corresponden a una combinacion de 0,97 % de Celulasa onozuka R10 y 0,36
% de Macerozima R10 y un tiempo de incubacion de 13,82 horas con un
maximo estimado de 262923 protoplastos/mL (equivalente a 17,5 x 10°
protoplastos/gramo de tejido). Por el método mecanico se aislo en promedio
3.3 x 10° protoplastos viables/mL (equivalente a 22 x 10 protoplastos/gramo
de tejido), lo que deja ver las bondades del método enzimatico para el
aislamiento de los mismos, sin embargo, ambos procesos nos permiten aislar
protoplastos viables, con capacidad de regenerar su pared celular, crecer,
dividirse y formar microcolonias y microcallos, observandose la formacion de
microcolonias a partir de los 8 dias en cultivo liquido y la formacion de
microcallos a partir de las 5 a 6 semanas de cultivo en medio solido.
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ABSTRACT

Protoplast, naked plant cell, around by plasmamembrane but without cell wall,
with ability to regenerate cell wall, divide and proliferate. The protoplasts have
proven to be useful tool for studies of biology basic and applied and
potentially for genetic improvement of crops. Mesophyll cells protoplasts of
Dicscorea aiala (c.v Pico de Botella) were isolated from vitroplants by way of
method mechanical, realizing plasmolysis on 0.7 M sucrose, followed of
maceration , filtered, centrifugation and washed with 0.4 M sucrose; In some
manner, the method enzymatic were using, combined four different
concentrations of cellulase Onozuka R10 (0.0, 0.5, 1.0 y 1.5%), with four
concentrations of Macerozyme R10 (0.0, 0.2, 0.4, 0.5%), at pH 5.6 and times
of incubation of 6, 10, 14 y 18 hours. Approximately 0.015 grams of leaf
tissues were incubated on yam protoplast isolation medium (YPIM), in dark at
27+ 2°C at 40 r.p.m on a gyratory shaker, washed in isolation media without
enzymes and then purified by flotation on 24% sucrose and resuspended in
yam protoplast culture medium (YPCM); the viability of resultant protoplasts
was evaluated by tincion with 0.01% blue of Methylene and confirmed
through of culture in YPCM liquid and solidify with 5g/L agar. The major yields
viable protoplast was obtained combining 0,5 % cellulase onozuka R10 with
0,2 % macerozime R10 and incubated during 14 hours, with a average of
1,95 x 10° viable protoplast/mL, equivalent at 13 x 10° protoplasts/g of tissue.
The regression analysis of the date obtained showed that the best condition
to obtaining the major yields of viable protoplasts correspond at combination
of 0,97 % cellulase onozuka R10 with 0,36 % macerozime R10 and incubated
for 13,82 hours, with a maximum esteemed of 262923 protoplasts/mL
(equivalent at 17,5 X 10° protoplasts/g of tissue). For method mechanical was
isolated a average of 3.3 x 10° protoplasts viable/mL (equivalent at 22 X 10*
protoplasts/g of tissue), showing the kinds of the method enzymatic in
isolation of protoplasts; nevertheless, both process permit isolate viable
protoplasts with ability to regenerate cell wall, grow, divide and create
microcolony and microcallus, observe formation of microcolony 8 days after
protoplasts were cultivated on media liquid and formation of microcallus 4 to 6
weeks after protoplasts were plated on media solid.
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INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Aame pertenece al género Doscorea, se incluye dentro de las
monocotiledoneas, y comprende alrededor de 650 especies de considerable
importancia econdmica; sus tubérculos son utilizados como fuente de
carbohidratos en la dieta de millones de personas en el Oeste de Africa, Sur
de Asia, Islas del Pacifico y Region Caribe de América Latina (Twyford &
Mantell, 1996; Cogne Anne-Laure, 2002; Pérez ¢f a/,, 2005).

La ramilia Dioscoreacea €s reconcciaa lambién por ia p1esencia ae a.ferenies
meltabollos como ias sapcgeninas esleroiqaies, saponinas y €sleroiges
reiac,onaqos, aicaiodes y ailerpenoiqes, LLIES para la inaustna ranmaceutica

(Ccgne Anne-Laure, 200.Z).

En Colombia se pueden encontrar varias especies de flame como
Dioscorea alata (hame criollo), Dioscorea rotundata (flame espino),
Dioscorea bulbifera (hame papa), Dioscorea esculenta (fiame azucar),
Dioscorea trifida (flampin), y se considera que D. alatay D. rotundata son
las de mayor importancia tanto por el area sembrada como por la demanda
del tubérculo, seguidas por D. frifida. Las otras especies figuran como
simples curiosidades o de usos muy especificos en la alimentacion y por la

época del afio (Alvarez, 2000).

En la Costa Atlantica Colombiana, el hiame es un cultivo de gran importancia
economica por ser un producto basico de la canasta familiar, en especial en
los departamentos de la margen occidental del rio Magdalena, principalmente
los departamentos de Bolivar, Cordoba y Sucre; pero la importancia del

Aame no se limita a su papel en la economia regional, sino que el cultivo
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reviste una importancia aun mayor desde las Opticas social y cultural, debido
a que, alrededor de 18.500 familias campesinas de escasos recursos
economicos, que cultivan areas que oscilan entre 0.5 y 2 hectareas, derivan

de este cultivo buena parte de sus ingresos (Corporacion PBA, 2004).

En los ultimos anos, el cultivo de flame se ha visto afectado por una gran
cantidad de enfermedades que han disminuido el rendimiento, produccion y
calidad de este tubérculo (Perea, 2000). La superficie cultivada en fiame en
Colombia se redujo dramaticamente en un 77, 6 % (de 20.100 a 4.500
hectareas) en la segunda mitad de la década del ochenta, debido
principalmente a la antracnosis, enfermedad causada por el hongo
Coijetotrichum gioecsporioiges. Esta enfermedad registra un alto indice de
dafio agronomico-econdmico, encontrandose en las estadisticas perdidas
hasta de un 100 % en la produccion (CORPOICA, 1995). Gran parte de este
problema es derivado de la forma tradicional de propagacion de este cultivo,
que ayuda a la diseminacion de la enfermedad; lo que ha incrementado los
costos de produccion principalmente por el empleo de agroquimicos vy

pesticidas que influyen en la alteracion del agroecosistema (Alvarez, 2000).

Para minimizar tales efectos, la atencidn se centra actualmente en el empleo
de los sistemas /n wviro para obtener semillas libres de patogenos y suplir la
demanda generada por la escasez de semillas sanas. Sin embargo, estas
semillas al llegar al campo, son susceptibles al atague de estos agentes
patogenos. Una alternativa de solucion a este problema, es la aplicacion de
sistemas de mejoramiento genético con el fin de obtener nuevas variedades
resistentes o tolerantes a los fitopatdgenos y a condiciones ambientales
adversas. Sin embargo, las técnicas convencionales para el mejoramiento
genético del Aame ha sido dificil de realizar, debido al poco acervo genético
existente, puesto que todas las variedades cultivadas son propagadas

vegetativamente y han perdido su capacidad de floracion (Tor. ef a/., 1998).
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Las técnicas de mejoramiento /7 vifro como la hibridacion somatica y técnicas
de insercion de genes, abren un nuevo camino para la manipulacion genética
y la transformacion con genes aislados, que confieran caracteristicas
agrondmicas deseables (Shillito. ef al/, 1989). La mayoria de estas
tecnologias aplicadas al mejoramiento genético de plantas requieren el
aislamiento y el cultivo preliminar de protoplastos y a partir de ellos generar
microcallos y microcolonias para la regeneracion de plantas por medio de la
embriogénesis y/o la organogénesis somatica. No obstante, para gran parte
de las especies de importancia econdmica para la regién y el mundo, incluida
D. alala, no se cuenta con una metodologia apropiada para el aislamiento de
protoplastos viables que puedan ser utilizados para tal fin. Es relevante
destacar que los protoplastos no solo se emplean para estudios de
mejoramiento, si no que éstos se han convertido en un sistema ideal en
estudios de Biologia celular como procesos de transporte y division celular,
morfogénesis, mutagénesis y seleccion de variantes somaclonales; sin
embargo, la mayor aplicacion es la hibridacion somatica y la introduccion de

genes para procesos de transformacion genética (Alves ef al, 1999).

En este trabajo se realizé la estandarizacion del aislamiento de protoplastos
de Dicscorea aiala c.v. “Pico de Botella”, como una aproximacion para
obtener la regeneracion de plantas a partir de ellos, con el objetivo de aplicar
procesos de seleccion por estrés o transformacion genética para regenerar
nuevos somaclones, mutantes o plantas transgénicas con alto potencial
agronomico, tolerancia a plagas y enfermedades o a factores ambientales
adversos que contribuyan y fortalezcan todos los programas de mejoramiento
genético en este género; favoreciendo la produccion de nuevos materiales
para los productores de este importante cultivo en la costa caribe

colombiana.
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2. OBJETIVOS

2.1 GENERAL

v' Estandarizar la metodologia de aislamiento de protoplastos a partir de

mesofilo de Dioscorea alatac.v. Pico de Botella.

2.2 ESPECIFICOS

v' Evaluar por medio del método mecanico la influencia de tres
concentraciones de regulador osmoético en el aislamiento de

protoplastos.
v' Evaluar la capacidad de diferentes enzimas y sus concentraciones en
distintos tiempos de incubacion para el aislamiento de protoplastos

viables.

v' Determinar la viabilidad de los protoplastos aislados por medio de

tincién con azul de metileno.

v' Verificar la viabilidad de los protoplastos aislados mediante la

produccion de microcolonias y microcallos en medio de cultivo.
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3. ESTADO DEL ARTE

3.1 GENERALIDADES DEL NAME

El fiame (Dioscorea sp) es una planta primitiva, de habito trepador y que
normalmente se propaga en forma vegetativa (Ayensu, 1972), condicion que
ha generado menor variabilidad entre las especies y por ende mayor
susceptibilidad al ataque de patogenos y a los cambios ambientales (Tabla
1); se cultiva principalmente en las regiones calidas y tropicales del mundo y
son popularmente llamadas names. Las especies cultivadas son originadas
principalmente en el oeste africano y constituyen un elemento dietético
importante como fuente de carbohidratos en algunas regiones de los tropicos
(Cogne Anne-Laure. 2002, Pérez ef al, 2005), donde se cultivan ampliamente
varias especies incluyendo Djoscorea alata, D. rotundata, D. cayenesis, D.
esculenta, D. bulbifera, D. trifida, D. japonica, y D. polystachya (Mantell ef al.,
1991; Shu yu shu, 2000, Amusa ef al., 2003).

En Colombia se pueden encontrar varias especies de fiame como fame
criollo (D. alata), hame espino (D .rotundata), iame papa (D .bulbifera),
fiame azUcar (D. esculenta) y iampin (D. trifida). Se considera que D. alata
y D. rotundata son las de mayor importancia, tanto por el area sembrada
como por la demanda del tubérculo, seguidas por D. frifida. Las otras

especies figuran como simples curiosidades (Alvarez, 2000).
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Tabla 1. Enfermedades mas comunes que atacan al fiame

AGENTES ENFERMEDAD REFERENCIA
HONGOS
Fusarium Marchitez Osorio y Ramirez, 1989
oxysporum Ng, 1992 Acosta, 1980.
Phyllosticta sp Mancha phyliosticta Osorio y Ramirez, 1989
Cercospora sp Cercosporiosis Acosta, 1980.
Rhizoctonia solani Mancha zonificada Acosta, 1980.

Curvularia sp

Mancha de curvularia

Osorio y Ramirez, 1989

Sclerotium rolfsii

Mancha aniflada

Osorio y Ramirez, 1989

Collestotrichum sp Tizon Acosta, 1980.
Phylacora sp Manchas de alquitran Acosta, 1980.
Collestotrichum Antracnosis Osorio y Ramirez, 1989

gloesporioides

Moura-Costa, 1993.

Aspergillus sp

Yarn storage rot

Ng, 1992

C.dematium Quemazon de fiame Baquero, Perez y Belfran,
2003.

BACTERIAS
Erwinia carotovora Yam bacterial rot Ng, 1992

NEMATODOS
Meloidogyne sp Root-knot nematodo Ng, 1992 Acosta, 1980.
Scutellonema Yam nematodo Ng, 1992 Acosta, 1980.
bradys
Pratylenchus Lession nematodo Ng, 1992 Acosta, 1992,
coffeae

ANIMALES
Ratas y conejos Dario al tubérculo aurante | Acosta, 1980.
Heteroligus meles el almacenarmiento
Aspideela hortti
VIRUS

Potyvirus (Yam Mosaicos Thouveneletal, 1979

Mosaic Virus)

Heteroligus sp
Araecerus

Yam beefles

Osagie, 1992.
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fasciculatus
Crioceris lividaxlema

Tomado y moaificado de Salazar y Beltran 2002.

El fiame se cultiva muy bien en Colombia en los departamentos de Bolivar,
Cordoba, Sucre, Magdalena, Cesar, La Guajira y el Atlantico, siendo los tres
primeros los mayores productores, los cuales contribuyeron con el 87,77% de
la produccion nacional en el afio 2004. Los otros cuatro departamentos de la
Costa Atlantica - Atlantica, Magdalena, Cesar y Guajira - respondieron por el
4,07% de la produccion nacional en el afio mencionado, con lo que el aporte

de esta region del pais se elevo al 91,84% (Corporacion PBA, 2004).

La mayor produccion nacional se centra en la zona costera del
departamento de Cordoba, la subregidn natural de los Montes de Maria en
los departamentos de Sucre y Bolivar y algunos municipios de los
departamentos del César y la Guajira. Sin embargo, se tiene conocimiento de
la siembra de esta planta en areas como Ungia y Acandi en el departamento

de Chocd y otros departamentos del territorio Nacional (Alvarez, 2000).

3.4 TAXONOMIA'Y BOTANICA

Segun Anne-Laure Cogne (2002), el hame se ubica Taxondmicamente

dentro del:

Reino: Vegetal
Superdivision: Spermatophytae
Division: Angiosperma
Clase: Monocotiledoneas
Orden: Dioscoreales
Familia: Dioscoreaceae
Geénero: Dijoscorea
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Especies: Varias, entre las cuales se encuentra D. a/ala.

Son plantas dioicas, con flores pequefas, rosadas o crema. Las flores
masculinas se encuentran en gran numero sobre panojas, constan de un
caliz con tres sépalos y una corola con tres pétalos; normalmente presentan
verticilios, cada uno con dos estambres. El fruto es en forma de capsulas
trinoculares, secas y transparentes, y las semillas que contiene son
pequeias, de color claro y aplanadas. La mayoria de las especies de
Dicscorea tienen hojas alrededor del tallo, la filotaxis puede ser opuesta o
alterna en la parte joven, su tallo es herbaceo y trepador y puede alcanzar
varios metros de longitud, éstos son generalmente bastante débiles e
incapaces de soportar su propio peso, por lo que requiere un buen tutor para
su crecimiento (Montaldo, 1983). Su produccion es anual, son multiplicadas
de forma vegetativa asexual o agamica y los productores destinan entre un 3
a 10% del total de la produccion para utilizarla como semilla (Perea vy
Buitrago, 2000).

3.5 IMPORTANCIA DEL NAME

El tubérculo del fiame constituye una de las principales fuentes de
carbohidratos en los departamentos de la Costa Atlantica Colombiana, en
paises de Centroameérica y Suramérica, del trépico y subtropico Africano; en
Islas del Caribe y el Pacifico y en algunas partes de Asia. Junto con la papa,
la yuca, el platano, la arracacha y la batata ocupan un lugar preponderante
en la alimentacion humana y constituyen parte importante de la dieta,
principalmente en personas de bajos recursos econdmicos (Pérez, 1990;
Perea y Buitrago, 2000; Amusa, ef al., 2003), por lo cual se considera de
vital importancia para la seguridad alimentaria en los paises en via de
desarrollo. Teniendo en cuenta las caracteristicas anteriormente

mencionadas, el flame ha sido fuente de diferentes estudios, no solo por
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investigadores, sino también por técnicos y productores agricolas a nivel
mundial (Tabla 2).

TablaZ. Trabéjos de cuilivo ae lejiacs realizados enDioscorea

REGENERACION/
ESPECIE EXPLANTE ESTUDIO REFERENCIA
D. cayenensis Segmentos nodales Plantas Mitchel etal., 1995
D.trifida
D. cayenensis Tubérculos Plantas Mitchel etal., 1995
D.trifida Meristemos
D. rotundata Tallos
D. abyssinica Segmentos nodales Plantas Lauzer, etal., 1992
D. mangenotiana
D. opposita Segmentos nodales Regeneracion de Nagasawa y Finer, 1989
callos
embriogénicos
D. bulbifera Segmentos nodales Plantas Forsyth y Staden, 1982
D. rotundata Segmentos nodales Plantas Mantell et al., 1978
D. alata Puntas meristematicas | Plantas Mantell et al., 1980
D. abyssinica Segmentos nodales Plantas Lauzer, etal., 1992
D. mangenotiana Citologia
D. alata Cultivo en suspension Transformacion Tor, etal., 1993
Dioscorea sp Segmentos nodales Transformacion Tor, etal., 1992

Dioscorea alata

Hojas y células en

Aislamiento, cultivo

Tor, etal., 1998

D. cayenensis - suspension y trasformacion de

rotundata profoplasfos.

D. bulbifera

D. alata Embrion somatico Plantas Twyford y Mantell, 1996

Raices

D. alata Diferentes explantes Embriogénesis Espitia y Quintero, 1999
somética — Plantas

D. alata Segmentos nodales Microtuberizacion Perea, 2000

D. rotundata

D. alata Segmentos nodales Plantas Acosta y Beltran, 2001

D. alata Segmentos nodales Plantas Rodriguez y Beltran,

2001

D. alata Tubérculos Microtfuberizacion Salazar y Beltran, 2002

D. cayenensis Segmentos nodales Propagacion Brun y Beltrdn, 2003

D. alata Hojas y Tubérculos Induccion de callos | Gonzdlez, et al., 2002
y Organogénesis

Tomado y moaificado de Salazar y Beltran 2002.
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E/ riame se consume cociqo, como paite de las scpas, moles y aquices
(Férez, 195C) asado, Inlo y varios proauclos princpales, inlermeaiarios y
proauclcs tinaies ae formas procesaaas (Amusa, et al., 200E), esle tubércuio,
aporia hasia un 12% ae ics recurscs eneigeLcos para ics habilanies de ia
region cariberia y atncana (Ferea y Buliago, 200C), y en ia actuahdad se
exporla a paises eurcpecs, Eslaacs Umaos y Aruba, para la 1abricacion ae
coriselvas, exlraclos de almadones y harnna para concenliades (Aivarez,
200C).

En Africa, la importancia econémica se debe probablemente al hecho de que
los fiames dan mejores rendimientos que los cereales bajo las condiciones
de pluviosidad en estas areas. En Nigeria, el Aame hace parte de la herencia
religiosa en varias tribus y en la actualidad desempefian un papel importante
en ceremonias religiosas y eventos sociales como la celebracion del festival
del iame en la costa de Marfil, Benin, Ghana, Nigeria y Camerun (Perea,
2000). En Colombia tenemos el festival del fiame, en el mes de Octubre en
San Cayetano, Bolivar, con muestras gastrondmicas, folcloricas, musicales y

poéticas (Corporacion PBA, 2004).

El fiame (Dicscorea spp), ademas de los carbohidratos contiene vitaminas
como tiamina, riboflavina, niacina y acido ascorbico, posee la mayor parte de
los aminoacidos esenciales: arginina, leucina, isoleucina y valina (Ayensu,
1972) y también es rico en minerales como el calcio, el hierro y el fosforo

(Oyenuga, 1968) como se muestra en la Tabla 3.

Probablemente casi todas las especies han sido examinadas como plantas
alimenticias, algunas son inofensivas y utiles, pero otras son venenosas y
han sido rechazadas o utilizadas s6lo medicinalmente (Pérez, ef a/, 2005),
estas especies muestran alto contenido del alcaloide dioscorina, un alcaloide

amargo y toxico, que no esta presente en las especies cultivadas para
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alimentacion o se encuentra en bajos niveles presentando una toxicidad muy
baja (Cogne Anne-Laure, 2002). Otras especies como 0. po.ygonoaes son
utilizadas por las comunidades indigenas zenues en medicina tradicional en

la “contra” para la mordedura de serpientes.

Tabla 3. Composicién de tubérculos de fAame (Dioscorea spp) en 100
gramos de tubérculo (base humeda).

COMPOSICION TUBERCULO

Valor energético 100 calorias
Humedad 72.6%
Proteina 20¢
Grasa 02g
Carbohidratos 243 ¢
Fibra 06g¢g
Cenizas 09g¢
Calcio 14.0 mg
Fésforo 43.0 mg
Hierro 1.3 mg
Vitamina A Trazas
Tiamina 0.13 mg
Riboflavina 0.02 mg
Niacina 0.40 mg
Acido Ascorbico 3.00 mg

Tomado de Barboza, et al., 2002,

La familia Dioscoreaceae es reconocida también desde los afos 50 por la
presencia de metabolitos como las sapogeninas esteroidales, saponinas y
esteroides relacionados, alcaloides y diterpenoides, utiles para la industria
farmacéutica. Las saponinas esteroidales frecuentemente consisten de

glucdsidos de Diosgenina (Figura 1) y son utilizadas para la hemisintesis de
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hormonas sexuales y contraceptivos orales, de igual manera, pueden servir
como precursor en la sintesis de corticosteroides (Cogne Anne-Laure, 2002).
Generalmente, las saponinas son extraidas de especies de fames silvestres,
que acumulan saponinas esteroidicas en los tubérculos, tienen propiedades
anti-inflamatorias, reducen los niveles de colesterol y pueden ser utilizadas
como materia prima para la sintesis de esteroides humanos tales como:
progesterona, testosterona, estrégenos y cortisona (Pérez et a., 2005). Entre
estas especies se tiene a D. ngpponica, D. cayenernsis 'y D. zingiberenss,

como principales fuentes de precursores esteroidales. (Shu yu shu, 2000).

Dio=sgenina: R= H

Dio=scina: K= o-L-ramnopiranos=il-(1-2) -o-L-

RO
ramnopiranosil-{1-4)- -D-glucopirano=il

Figura 1. Estructlura quimica ae ia aiosgenina.

Los alcaloides son responsables de la toxicidad de muchas especies de
Dicscoreag, la Dioscorina y la Dihidrodioscorina (Figura 2) se ha encontrado
en especies toxicas como LD. aqumelorum Pax. y D. sansibarensis Pax. y la

Dumeturina ha sido aislada de D. dumeforurm (Cogne Anne-Laure, 2002).

Dio=corina Dihidrodioscorina Dumeturina
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Figura 2. Estructura quimica de algunos alcaloides encontrados en el genero
Dioscorea.

Los Diterpenoides como las Diosbulbinas A hasta la H (Figura 3), han sido
aisladas de D. bulbifera L., y todas han manifestado un efecto antitumoral
(Cogne Anne-Laure, 2002).

/ e
Diosbulbina A \_f/

Figura 3. Estructura quimica de un aiterpenoide aislado de D. bulbifera.

También, ha sido reportado por Hou ef a/,, 2002 la presencia de actividades
inhibitorias de  anhidrasa carbonica y tripsina, actividad reductasa
deshidroascorbato y monodeshidroascorbato y actividades antioxidantes en el
mucilago del tubérculo de fame, importante para contrarrestar los darios
causados por las sustancias reactivas del oxigeno producidas en la respiracion

celular.

Como puede dilucidarse, el Aame presenta un gran potencial para la produccion
de una variedad de compuestos de gran interés para la industria farmacéutica y
para el procesamiento y la utilizacion en la industria alimenticia, donde el cultivo
de tejidos vegetales puede ser utilizado para la generacion de lineas

sobreproductoras y la sintesis y biotransformacion de metabolitos secundarios de
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interés y para mejorar las condiciones de cultivo que permitan aumentar la

produccion del tubérculo.

3.4 PROTOPLASTOS

El término protoplasto se refiere a los componentes vivos de las células
vegetales que estan rodeados solamente por la membrana plasmatica, en
donde la pared celular ha sido eliminada ya sea por accion enzimatica o de
forma mecanica. El protoplasto es por lo tanto una célula desnuda,
potencialmente capaz de regenerar la pared celular, dividirse, formar colonias

y posteriormente regenerar plantas (Fellner, 1995).

Debido a la ausencia de pared celular, los protoplastos son adecuados para
diversas y diferentes manipulaciones genéticas que no serian posibles en
células intactas. Los protoplastos sirven ademas, como herramientas
fundamentales para muchas investigaciones fisiologicas, patologicas,

biofisicas y bioquimicas (Shillito, ef a/, 1989).

Los protoplastos se obtienen de diversas partes de la planta. De esta
manera, podemos preparar protoplastos a partir de tejidos de callos, apices
de raiz, frutos, nodulos de raices, coledptilos e incluso de tubos polinicos,
pero la fuente de protoplastos mas utilizada es el mesodfilo de las hojas

jovenes.

Otra fuente de protoplastos muy utilizada son las lineas celulares. En la
actualidad, se dispone de lineas celulares de varias especies vegetales
(tabaco, sojay Catharanthus roseus, entre otras). Una de las mas difundidas
es la linea celular BY2, generada a partir del callo inducido a partir de una

semilla de Nicotiana tabacum L. c.v Bright Yellow -2 (Levitus, ef al., 2005).
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3.4.1 UTILIDAD DE LOS PROTOPLASTOS

Los profoplastos son una herramienta fundamental para la inivestigacion en la
biologia basica y aplicada. La ausencia de pared celular rigida y la completa
exposicion de la membrana celular convierfen a los profoplastos en un
sistema ideal para la investigacion de la regulacion de genes en respuesita a
metabolitos, luz, hormonas y fofoxidacion entre ofros. Han sido también
utilizados para el estudio de procesos de transporte y division celular asi
como también en el estudio del procesamiento y localizacion de proteinas en
células de plantas, morfogénesis, mutagenesis, seleccion de variantes
somaclonales y transforrmacion genética. En fifopatologia se ufiliza para
estudiar la etiologia de lo virus, su absorcion, procesos infectivos y
replicacion, la especificidad y modo de actuacion de los hongos y bacterias
patogenas, la evaluacion de foxinas, y finalmente la obtencion de clones
resistentes a diversos patogenos y proauctos fitosanitarios para la mejora
genetica (Szabados, 1988).

Los protoplastos ofrecen muchas utilizaciones potenciales para el cultivo y
mejoramiento de plantas a través de la hibridacion de células somaticas y la
transferencia directa de genes, las plantas hibridadas por fusion de

protoplastos son importantes, ya que éstas pueden ser utilizadas en:

e La realizacion de hibridos entre especies que estan relativamente
distantes para ser cruzadas sexualmente.

e Para obtener diferentes hibridos asimétricos, en donde la progenie
tiene todo el material cromosdmico de uno de los parentales, pocos

genes y solo el citoplasma y organelos del otro parental.
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e Los sistemas de hibridacion involucran fusiones simultaneas de mas
de dos células parentales.

e Para obtener hibridos genéticamente representados por la suma de
los idiotipos parentales.

e Para producir hibridos entre células que contienen diferentes
programas epigenéticos, ademas de aplicaciones en estudios
citogenéticos, bioquimicos, patologicos y otros.

e Para pasar por alto las restricciones que en hibridacion estan
impuestas por los sistemas inherentes de incompatibilidad (Gleba y
Sytnik, 1984).

La hibridacion somatica ofrece expectativas de importancia tales como
introducir nuevas caracteristicas de especies silvestres y obtener hibridos
somaticos intercultivados, los cuales son dificiles de producir por métodos de

cruce convencional (Otani, 1996).

3.4.2 AISLAMIENTO DE PROTOPLASTOS

Los protoplastos pueden aislarse mecanicamente o por métodos
enzimaticos. El medio mecanico consiste en aplicar un choque osmotico para
producir plasmolisis en las células, las cuales se rompen mediante un corte o
maceracion del tejido y posteriormente los protoplastos se pueden obtener

mediante el restablecimiento de su nivel osmotico (Szabados, 1988).

El desarrollo de métodos de aislamientos enzimatico a partir de 1960, brindo
la posibilidad de obtener grandes cantidades de protoplastos vegetales. Este
método consiste en incubar las células en una mezcla de enzimas que

degradan la pared celular (Polci y Friedrich, 2004).
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Las enzimas mas utilizadas son las celulasas, hemicelulasas y pectinasas,
las cuales se obtienen principalmente de preparaciones comerciales. La
principal funcidn de estas enzimas, es la separacion de las células mediante
la disolucion de la laminilla media por accion de una pectinasa, la digestion
de la celulosa, componente principal de la pared celular, por medio de una
celulasa y la degradacion de la hemicelulosa, componente esencial de la
pared celular de algunas células vegetales por medio de una hemicelulasa
(Szabados, 1988).

El uso de enzimas posibilitd el aislamiento de protoplastos de practicamente
cualquier tejido vegetal, siempre que el mismo no este lignificado. Se ha
podido aislar protoplastos de una gran cantidad de especies vegetales y
regenerar plantas a partir de los mismos, permitiendo el uso de este sistema
para la propagacion clonal y la modificacion genética de las plantas (Polci y
Friedrich, 2004).

3.4.2.1 FACTORES QUE INFLUYEN EN EL AISLAMIENTO Y VIABILIDAD
DE LOS PROTOPLASTOS

El numero de protoplastos aislados, su viabilidad y pureza de la suspension
obtenida dependen de varios factores, debiendo establecerse de forma
empirica las condiciones Optimas para un sistema determinado. Las etapas
del aislamiento y los factores a considerar en cada una de ellas se describen

a continuacién:

Seleccion del material de partida: es posible aislar protoplastos de
cualquier tipo de planta, érgano o tejido tales como hoja, raices, tubérculos,
pétalos, nddulos de las plantas leguminosas, polen, asi como tumores de
diferente origen y tejidos cultivados /n7 vifro ; de igual manera es posible aislar

protoplastos de plantas inferiores, musgos, hepaticas y algas. Las fuentes
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mas utilizadas por su mayor facilidad de aislamiento son el mesofilo y las
suspensiones celulares formadas en cultivo de tejido (Szabados, 1988;
Babaogiu, 2000).

Los protoplastos conservan las caracteristicas morfologicas y fisiologicas del
tejido del cual provienen, es asi como los protoplastos de mesdfilo contienen
cloroplastos verdes y en la luz muestran actividad fotosintética, los
protoplastos de las suspensiones celulares, por su parte, contienen a
menudo granos de almiddn y su tamafio y actividad metabdlica se asemejan
a las del ciclo de crecimiento de la suspension; los protoplastos aislados de
capas de aleurona de las semillas de avena secretan amilasas y RNAsa en
presencia de acido gibereélico y los protoplastos de los ndédulos de raices de
las leguminosas pueden reducir el acetileno, bajo ciertas circunstancias
(Szabados, 1988).

Tratamiento enzimatico y aislamiento: la concentracion de las enzimas y el
tiempo de incubacion requeridos para lograr la liberacién de los protoplastos
depende del producto comercial utilizado. El pH generalmente se ajusta en
un rango de 4.7 a 6.0 y la temperatura entre 25 y 30°C. La duracion del
tratamiento enzimatico y la relacidon volumen de solucion/cantidad de tejido

influye en el rendimiento (Polci y Friedrich, 2004).

El medio de incubacidon para el aislamiento de protoplastos consta de una
mezcla enzimatica disuelta en una solucion que contenga algunas sales
(como el CaCl,, KH2PO4, MgCly), un medio de cultivo, un amortiguador y un
estabilizador o regulador osmotico. El calcio es un ingrediente esencial y el
ion fosfato es benéfico para conservar la viabilidad de los protoplastos
(Szabados, 1988).
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Durante y después del tratamiento enzimatico los protoplastos obtenidos
deben ser estabilizados, ya que son muy sensibles a las diferencias
osmaticas y por lo tanto deben ser almacenados o colocados en una solucion
isotonica con el fin de evitar que los protoplastos puedan reventarse. A
menudo la solucién contiene como amortiguadores fosfatos o MES [acido 2
(N-morfolino)-etanosulfénicol a wuna concentracion de 3 mM. Los
estabilizadores osmoticos mas comunes son el manitol, el sorbitol, la glucosa
y la sacarosa; generalmente, el potencial osmotico se ajusta de tal manera
que las células sean levemente plasmolizadas durante la digestion de la
pared (Sutiojono, ef al, 1998). Ademas del pH, las enzimas y la temperatura,
se debe prestar atencion a otras circunstancias del aislamiento como son las
condiciones de iluminacion, velocidad de agitacion y condiciones de

oscuridad para el tratamiento enzimatico (Ayerbe, 1990).

Lavado y purificacion de los protoplastos: una vez obtenidos, los
protoplastos se purifican por filtracion a través de tamices en acero inoxidable
o nylon, para retirar de esta manera impurezas como paredes celulares y
restos de células, seguido de centrifugaciones repetidas en soluciones

azucaradas para concentrar a los protoplastos (Ayerbe, 1990).

En las observaciones al microscopio optico, los protoplastos son de forma
esférica, con un tamano consistente dentro de una preparacion particular,
pero los diferentes origenes del tejido y las diferentes soluciones osmoticas
pueden variar el tamafio de los protoplastos (Kyker, 1993; Tylicki, ef al,
2002).

Para el recuento de los protoplastos se emplea un hemocitometro o camara
de Neubauer. La viabilidad se determina generalmente empleando colorantes
que son incorporados (rojo neutro, diacetato de fluoresceina) o excluidos

(azul de Vean, azul de Metileno) por las células viables; también pueden
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evaluarse la actividad fotosintética (emision de fluorescencia) vy la

respiratoria (consumo de Q) (Polci y Friedrich, 2004).

3.4.3 CULTIVO DE PROTOPLASTOS

Para inducir la division de los protoplastos aislados y la formacion de sus
colonias, se han desarrollado diferentes sistemas de cultivo. Generalmente,
los protoplastos se cultivan en cajas de petri plasticas en un medio liquido, o
en uno solidificado con agar o agarosa. El medio liquido tiene la desventaja
de que, a menudo, presenta dificultades para aislar las colonias derivadas de
una célula, mientras que en el medio semisdlido los protoplastos
inmovilizados producen clones celulares faciles de identificar y aislar; sin
embargo se requiere transferiros manualmente a otro medio (Kao, ef a/,
1971).

El medio liquido se usa colocando en capas delgadas o en gotas de 50 a 250
uL. El medio semisdlido se usa mezclando en él los protoplastos cuando
tenga de 35 a 40 °C, y depositandolo en capas delgadas en cajas Petri. Las
cajas Petri se sellan con parafiim y se cultivan en la oscuridad o en luz difusa
a una temperatura de 24 a 28 °C. Para lograr una alta frecuencia de division
celular y lograr un crecimiento rapido de las células y colonias derivadas de
los protoplastos, es necesaria la adicion gradual de medio fresco con niveles
reducidos de estabilizadores osmoticos, o bien la transferencia de las

colonias en crecimiento a medios frescos (Szabados, 1988).

Los medios adecuados para el cultivo de protoplastos siguen generalmente
el modelo de los utilizados para el cultivo de células /n vitro, donde se utilizan
diferentes modificaciones de los medios de Murashige y Skoog (1962) o de
Gamborg, et al., (1968).
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Una vez obtenido el ritmo sostenido de divisidn celular, las colonias
desarrolladas se pueden transferir a un medio que conduzca a la
regeneracion de plantas. En muchas especies, la iniciacion de brotes
requiere del uso de citocinas, y la regeneracidon de la planta se efectua con la
diferenciacion separada de la raiz y del brote. Pero si se utilizan protoplastos
de cultivos celulares formadores de embriones, las células recién formadas
pueden producir embriones directamente y regenerar las plantas mediante

embriogénesis somatica (Szabados, 1988).

Para la utilizacion de la tecnologia de protoplastos en las manipulaciones
genéticas, la alta frecuencia en la regeneracion de plantas es un prerrequisito
(Thomas, ef al, 1979). Se han descrito sistemas de regeneracion de
protoplastos—planta en varias especies, aunque generalmente la eficiencia es
baja; s6lo en algunas especies de los géneros Laucus, Nicotiana, Pelunia,
Datura, Brassica y Soianum se han desarrollado una frecuencia de
regeneracion de plantas alta y reproducible en otros trabajos (Shillito, ef a/,
1989; Beltran, J. 1989).

3.4.4 FACTORES QUE AFECTAN EL CULTIVO DE PROTOPLASTOS.

El éxito en el cultivo de protoplastos depende de factores como: Tipo y edad
del material de origen de los protoplastos; el sistema de cultivo y la densidad
de los protoplastos contenidos en él; y de manera especial, la adecuada

composicion del medio de cultivo (Szabados, 1988).

3.4.4.1 MATERIAL DE ORIGEN DE LOS PROTOPLASTOS.

Es muy importante el caracter juvenil del tejido original para el cultivo de

protoplastos. Los protoplastos de las regiones apicales de las plantas y de

los vastagos originados por cultivo de tejidos, generalmente brinda resultados
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superiores a los del mesofilo (Binding, ef a/, 1981), en las células jovenes es
posible manejar mas facilmente la induccidon y el mantenimiento de la
actividad mitética que en las células altamente especializadas (Szabados,
1988).

En experimentos realizados en Cucurmis mejo, la hoja expandida y etiolada
pretratada en oscuridad por 14 dias, provee la mejor fuente para el éxito del
cultivo de protoplastos (Sutiojono, ef a/, 1998). Se ha encontrado que
cuando se cultivan protoplastos derivados de suspensiones celulares, el éxito
del cultivo depende claramente de la calidad de la suspension celular que se
ha utilizado. Los protoplastos de suspensiones celulares que estan en
crecimiento logaritmico comienzan a dividirse muy rapidamente, mientras
que las derivadas de suspensiones mas viejas, por ejemplo, en la fase de
expansion celular, regeneran la pared celular y se dividen con menor

frecuencia (Szabados, 1988).

Por otra parte, también se ha encontrado que los protoplastos de las
gramineas son extremadamente recalcitrantes al cultivo; con la Uunica
excepcion de los protoplastos provenientes de tallo de maiz (Szabados,
1988; Shillito, ef al., 1989).

3.4.4.2 SISTEMA DE CULTIVO Y DENSIDAD DE LOS PROTOPLASTOS.

La correcta escogencia del método de cultivo, es el factor mas importante en
el cultivo de protoplastos. Se observa agregacion cuando se usa el método
de la gota colgante y el de capa delgada. En contraste, el método de la gota
de agarosa se establecid como el apropiado para el cultivo de protoplastos
de cotiledones y de hojas, por su alta regeneracion de pared y division celular
(Sutiojono, et al., 1998).
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Para obtener una alta frecuencia de division celular y lograr un crecimiento
rapido de las células y colonias derivadas de los protoplastos, es necesario la
adicion gradual de medio fresco con niveles reducidos de estabilizadores
osmoéticos, o bien la transferencia de las colonias en crecimiento a un medio
fresco (Binding, &f al, 1981; Shepard and Totten, 1975).

En varios experimentos se ha encontrado que la densidad de la poblacion
celular afecta sobremanera la division de las células derivadas de
protoplastos. La frecuencia maxima de division se obtuvo con densidades de

poblacién de 10*a 10° protoplastos/ml (Szabados, 1988).
3.4.4.3 COMPONENTES DEL MEDIO DE CULTIVO.

Entre los medios de cultivo que se han utilizado con éxito en diferentes
sistemas de protoplastos estan; el Medio de Kao, ef al, (1975); el Medio “TO”
de Caboche (1980) y el Medio de Nagata, ef al, (1971) (Szabados, 1988).

En general, la composicion del meaio para el cultivo de profoplastos depende
de la especie, del material de origen y de la densidad de los protoplastos, sin
embargo, los componentes y las concentraciones de esftos o varian mucho
(Szabados, 1988).

34.4.3 1 FUENTE DE CARBONO.

Como fuente de carbono frecuentemente se ufiliza la sacarosa, la glucosa y
la lactosa; sin embargo, en experimentos realizados no se ha observado
aiferencia significativa en la eficiencia del plaqueo de profoplastos entre
sacarosa, glucosa y sacarosa mas glucosa. No obstante, los protoplastos de
hojas se dividen mas rapido y forman colonias vigorosas en meafo

suplermentado con 1% de sacarosa. E/ incremento de la concentracion de
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sacaicsa o gluccsa no mostro aumerilo en ia aivision celuiar (Shepard and
Tolten, 1675 Shillifo, et al., 1585, Sulicjono, et al., 7558).

34432 REGULADORES DE CRECIMIENTO.

La mayoria ae ics prolopiasics 1equieren necesanamernle auxinas, y muchcs
lambién cilocinas, puesio que son €sencaies pala inaucir aivision celuiar y
formacion de microcaiics. Una conceniracion de 3.6 uM ade Z24-D en
combinacion con 0.9 uM ae BAP (Bencil-amincpurina), parecen ser ias
MeE OIES para ia aivision celuiar ae prolcplasics ae hcjas y formacion ae
coionias (Shillilo, et al., 1568, Suticjono, et al., 1596).

Desde la década de los 80's, pocos son los trabajos realizados en
protoplastos de fhame que se encuentran reportados; es asi que Onyia, &f al,
(1984), condujeron un estudio sobre la membrana de los protoplastos de
tubérculos de D. rctundala para determinar los efectos fisiologicos del frio
sobre los tubérculos conservados bajo condiciones de refrigeracion. En 1987,
Sauer y Walter obtuvieron una pequena cantidad de protoplastos aislados y
cultivados de D. cppcsita (D. balalas), ninguno de estos estudios reportan
exitos en la induccion de los protoplastos de fame para dividir en una

manera sostenida y no fueron producidos microcallos o microcolonias.

En 1994, Mantell realizd fusion de mezclas de protoplastos entre clones
resistentes y sensitivas a enfermedades de [0 alala en pruebas para
desarrollar hibridos somaticos con una tolerancia incrementada a
antracnosis. Por ultimo, el trabajo realizado por Tor, ef al, (1998)
determinaron la capacidad de las enzimas degradadoras de la pared celular
para liberar protoplastos viables de fiame a partir de hojas de cultivos /n vilro
de tres importantes especies de Aame comestibles (0. aiala, D. ceyenensis-
rofundata y D. bulbifera) obteniendo un rango de 7.9 — 64.8 x 10°

protoplastos por gramo de peso fresco de hoja con un rango de viabilidad
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entre el 80 y 90%; también optimizaron las condiciones del cultivo requeridas
para el cultivo de protoplastos de name a través de los microcallos y las
etapas de las microcolonias, logrando apreciar formaciones de colonias de
50 células en cultivos de protoplastos de 5 y 10 cultivares de D. alala y 30
células en 2 cultivares de D. ceyenensis-rcfunaaia pero no en cultivares de
D. buibifera. De igual manera, evaluaron la posibilidad de llevar a cabo la
transformacion genética de Aame por mediacion directa de polietilenglicol
(PEG) con plasmidos que transportan el gen waA al interior de los
protoplastos aislados de células embriogénicas totipotentes en suspension
de Daiala c.v. Oriental Lisbon, observando satisfactoriamente la
transformacion con los plasmidos pBI221.2, pBI221.54, pBSGUS1 y pJT137,
y los niveles de expresion del gen wicA variaron de acuerdo al plasmido

usado y la linea celular a partir de la cual fueron aislados los protoplastos.

También se han reportado estudios de aislamiento, proliferacion y
regeneracion de plantas a partir de protoplastos en otras especies vegetales
como la papa, donde Shepard y Totten (1977), aislaron protoplastos a partir
células del mesdfilo, combinando la celulasa R10 a 0,5 % y la macerozima
R10 a 0,1 %, a un pH de 5,6, obteniendo un promedio de 2-3 X 108

protoplastos viables/gramo de tejido.

Shillito, ef al, (1989) trabajaron en regeneracion de plantas fertiles a partir de
protoplastos de maiz, los cuales fueron aislados de 1-1.5 gr. de células del
cultivo en suspension con adicion de 15 mL de solucidon enzimatica que
contenia 4% de Celulasa RS y 1% de Rhozima en sales KMC, con un

porcentaje de eficiencia del 8,4% de las plantas regeneradas.
Sutiojono, ef al, (1998) evaluaron algunas de las variables que afectan la

divisién de los protoplastos en Cucurmis meio “Green Delica” y “Fastoso”,

que incluia la fuente del explante, el método del cultivo, el efecto de un
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pretratamiento en la oscuridad, concentracion hormonal y adicion de
azucares; para “Green Delica” la mejor fuente de protoplastos fue el mesdfilo
con un pretratamiento de 14 dias en la oscuridad con un 56% de eficiencia,
los cuales fueron viables para la division y formacion de microcolonias en el
medio Durand, Potrykus and Donn (DPD) (2% de celulasa Onozuka R-10 y
0.5% de macerozima R-10 en 0.6M de sorbitol — medio de sales DPD, a pH
5.8) usando gotas de cultivo agar; ademas los resultados 6ptimos obtenidos
por suplementacion correspondieron a 0.9 uM de BAP, 3.6 uM de 24-Dy 1%
de sucrosa. Los protoplastos derivados a partir del cultivar “Fastoso” no se

dividieron bajo toda las condiciones usadas.

Babaogiu (2000) trabajoé en la determinacion optima del tamario del explante
y las condiciones de aislamiento de protoplastos en Lupinus mutabilhs sweet,
tomando diferentes explantes del cultivo /n vifro de semillas; como resultado
el mejor tratamiento fue con el medio PW9M, con una concentracion del 11%
de celulasa RS y pectinasa combinada (1.3% de macerozima R-10 y 0.25%
de pectoliasa Y-23) obteniendo como resultado un promedio de 10 x 10°
protoplastos/gramo de tejido y un 50% de viabilidad entre los diferentes

explantes utilizados, la edad 6ptima de los explantes utilizados fue de 8 dias.
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1 LOCALIZACION GEOGRAFICA

Este estudio fue realizado en el Laboratorio de Culfivo de Tefidos Vegetales
de la Universidad de Sucre sede Puerta Roja, Sincelgjo - Sucre, cuyas
coordenadas geograficas son. 9° 58" 23,8” latitud Norte y 74° 58" 584"
longitud Oeste de Greenwich, con una temperatura de 27 + 3°C y una
humeaad relativa de 45 — 60 %.

4.2 MATERIAL VEGETAL.

Para €l aislamiento de profoplasto se utilizaron hojas jovenes de vitroplantas
de la especie Dioscorea alata c.v. “Pico de Bofella” de aiferente madurez
correlacionada con la longitud de las hojas y la coloracion de las mismas
(Figura 4a y 4b), mantenidas en cultivo de segmerifos nodales en medio MS
suplementado con 0.5 mg/L de acido naftalen-acético (ANA) y 4 mg/L ae
6-Bencif-aminopurina (BAP) de acuerdo al metodo de propagacion
estanaanzado por Rodriguez y Beltran (2002) (Anexo 1) E/l culfivo de
segmentos nodales fue mantenido a 27°C con una intensidad luminica 50 +
umol n? s una humedad relativa de 45 - 60 % y un fotoperiodo de 12 horas

uz.
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Figura 4. Material vegetal utilizado para el aislamiento de protoplastos. a)
Vitroplanta de Doscorea aiata c.v “Pico de Botella”, b) Hojas de vitroplantas
de Dioscorea alala c.v “Pico de Botella”.

4.3 AISLAMIENTO DE PROTOPLASTOS.

Existen dcs melodcs para el asiamienio de /lcs prolcplasics el méloao
mecanico y el méfcao enzimatico, ambos meioacs fueron expenmeniaacs en
el adesarrolio ae esle lrabéjo. El méloao mecanico fue ulihzaao principaimente
para aelerminar ia concentracion ael reguiador csmcuco iqeal para el

asiamenio.

4.3.1 METODO MECANICO.

Para el Aisiarmienio Mecanico de ics prolcpiasics, se pario ae 0.5 gramcs ae
malenal vegelal, al cual se le reaizo piasmonsis en soluc.on ade Sacarcsa

0.7 M por 1.5 horas, seguido de una maceracion suave ael lejdo en una
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solucion csmcdlica de sacarcsa en concentraciones ae 04, 0.7y 1.0 M, una
ceritnfugacion a 3660 r.p.m por 3 minutos, un lavado en ia misma solucion

osmcdlica y ninalmenie ia puriticacion ae ics prolopiasics (F.gura &

Figura 5. Metodologia utilizada para el aislamiento mecanico de los
protoplastos. a) Maceracion suave en solucion osmaotica, b) Vertimiento en
tubos de centrifuga, c) Centrifugacion y d) Separacion de protoplastos.

4.3.2 METODO ENZIMATICO.

E/ aisiamienio enzimatico de ios prolcpiasics ae riame fue reahzaao
ulhzando a.ferenies concentiaciones ae Celuiasa onczuka R10 (0.0, 0.5, 1.0,
1.5 %) combinado con 4 cornicenlraciones ade Macerozima R10 (0.0, 0.2, 0.4,
0.5 %) e incubaacs por 6, 10, 14 y 18 horas, para evaluar un (olal ae 64
lralarmientcs con 6 repeliciones caaa uno (Tabia 4). Aprcximadamente 0.015

gramos de matenal vegelal fueron coioccadcs en tubcs epenaorf de 1.5 mL
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que contenia 1 mL de meaio de asiamienfo ae prolcplasios ae riame
(MAPN) (Anexo Z) compuesto por manitol a 0.4 M, CaClo a 5 mM, NaHFOy
a 08 mM y ias aiferenies combinaciones ernzimaticas éjusiaago a un pH ade
56 con NaOH 0,1 M y sin utiizar nirgun bufer fosialo en especial. La
epigenms ae las hcjas fue remcviaa con una Imacerac.on suave, pPero
lambién se enscyo el picaqdo de las hcjas y la remocion de fa culticuia con
pinzas para facimiar la peneliacion ae ias enzimas y la aegraagacion ae ia
pared celuiar. Las mueslias se incubaron en oscunaad a z7°C con agifacion
corislante de 40 r.p.m. en un agilaqor rolalorio por el uempo establieciqo para

caaa lratamiento (6, 10, 14 y 18 horas).

Tabla 4. Conceniracion de celuiasa onozuka R10, Macerczima R10 y tiempo
de exposicion de caaa uno ae ics lratamienios evaluaacs.

CONCENTRACION DE CONCENTRACIONDE | TIEMPO
TRATAMIENTO CELULAS?) /f))rz\l/\(,))ZUKA R10 | v oEROZMA R0 i) | HORAS)
1. 0 0 5
2. 0 0 10
3. 0 0 14
ry 0 0 18
5. 0 02 6
5. 0 02 10
7 0 0.2 14
g, 0 02 18
9. 0 04 6
10, 0 04 10
. 0 04 14
12, 0 04 18
13, 0 05 5
14, 0 05 10
15, 0 05 14
16 0 05 18
17 05 0 5
18 05 0 10
19 05 0 14
20 05 0 18
21 05 02 5
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Continuacion tabla 4

CONCENTRACION DE

CONCENTRACION DE TIEMPO
TRATAMIENTO CELULAS?%(,DS\(,))ZUKA R10 MACEROZIMA R10 (% p/v) | (HORAS)
22. 05 02 10
23. 05 02 14
24. 05 02 18
25. 05 0,4 6
26. 05 0,4 10
27. 05 0,4 14
28. 05 0,4 18
29. 05 0,5 6
30. 05 0,5 10
31. 05 0,5 14
32. 05 0,5 18
33. 1 0 6
34. 1 0 10
35. 1 0 14
36. 1 0 18
37. 1 02 6
38. 1 02 10
39. 1 02 14
40. 1 02 18
41. 1 0,4 6
42. 1 0,4 10
43. 1 0,4 14
44, 1 0,4 18
45, 1 0,5 6
46. 1 0,5 10
47. 1 0,5 14
48. 1 0,5 18
49. 15 0 6
50. 15 0 10
51. 15 0 14
52. 15 0 18
53. 15 02 6
54. 15 02 10
55. 15 02 14
56. 15 02 18
57. 15 0,4 6
58. 15 0,4 10
59. 15 0,4 14
60. 15 0,4 18
61. 15 0,5 6
62. 15 0,5 10
63. 15 0,5 14
64. 15 0,5 18
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4.3.3LAVADO Y PURIFICACION DE L OS PROTOPLASTOS AISLADOS.

Una vez lerminado el periocdo de incubacion, [as muesiras fueron
ceriinfugaaas a 3000 r.p.m. por 3 minulcs, seguiaamente se ie realhzaron aos
iavaaes al peliet en MAPN sin enzimas y luego é€sle fue 1esuspenaiao en
solucion de sacarcsa al 24% y centrifugando a 1000 r.p.m. por 1 minulo para
/a puniicacion ae /os proloplasics. Poslenormenle, se reahzaron aos /avaacs
en MAPN sin enzimas y resuspension en Meaio de Cuitivo de Prolopiasics
de Name (MCPN) (Anexo 5) prepuesio por Tor, et al., (1556) y moaiticado en

esle estuaio.

4.4 CONTEO Y VIABILIDAD DE LOS PROTOPLASTOS.

Para aelerminar el numero y ia viabaad ae ios proloplasics aisiaacs, se
forno una muestia de 100 uL de suspension ae prolcplasics y se urio con una
solucion ae Azul de Metiieno al 0.1% (Levitus, et al., 200¢). La viabihiaad de
/cs prolopiasics aisiaacs fue esiabieciaa meaianie corileo ael numero ae
proicpiasics viabies y no viables en un microsccpio ae fuz, utilizanao una
Camara de Neubauer. Los proiopiasics que maoslraban una coioracion azul
Tueron des,gnaacs como no viabies y IcS 1esuilaacs fueron expresaacs como
numero (olal ae prclopiasios aisiadcs y numero ae proicpiasics viabies por

milihitlo ge meaio.

4.5 CULTIVO DE PROTOPLASTOS.

E/ cultivo de ics prolopiasics fue realzaao para comprobar ia viabihaad de
fcs mismcs, para lo cual se uliizo el meaio ae cuilivo ae prolcplasics aescrilo

por Tor, et al., (1658) y moaiticado en este estuaio (Anexo ), s.guiendo las
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recormenaaciones aescrilas por Szabadcs (1988) donde se mezcian ia

suspernsion ae profopiasics y el meaio de cuitivo en una preporcion ade 1.1.

E/ cuitivo fue realzaao tanio en meaio liquido como en meaio semsonao,
para observar el crecirmienlo ae microcoionias y Imcrocaics a partir ae ics
proicpiasics viables. Para el cuitvo en meaio semisohao, se reanzo un
PIGQUED IMEZCIANA0 PIropolCiONeS .guales ae Susperision ae prolopiasics y
meaio de cuitivo a una lempetatura ae 55 C e incubanao en luz afusa a una

lemperalura de 27 +/- 3 “C.

4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la obtencion de protoplastos, se aplico un disefo factorial con
tres factores (concentracion de celulasa, concentracion de pectinasa y
tiempo de exposicion) y cuatro niveles, con un arreglo completamente al
azar. Ajustando el siguiente modelo para la estimacion de la combinacion

Optima de los factores:

Y = Bo + B1Xq + B2Xz + BaXs + BoXq X4 + BsXq X2 + BeXq X3 + B7X2 Xz +
BsX2X3+ BgX3 X3, donde:

Y = Numero de protoplastos

X41= Concentracion de celulasa

X2

X3 = Tiempo de exposicion.

Concentracion de macerozima

El ajuste de este modelo se realizé utilizando el analisis de regresiéon multiple
para un disefio factorial de tres factores por medio del paquete estadistico
SAS.
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El analisis estadistico de los datos obtenidos, se realizé mediante un analisis
de varianza, y la separacion de medias por prueba de Tukey para medir la

influencia de los niveles de cada factores.

La interaccion de los tres factores fue analizada por medio del Software

Sigmaplot 8.0.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 AISLAMIENTO MECANICO DE PROTOPLASTOS

En el aislamiento mecanico, la pared celular fue eliminada por medio de
maceracion de la hoja en diferentes concentraciones de sacarosa como
regulador osmoético. Este método permitid aislar aproximadamente 3333
protoplatos/mL, pero otra proporcion de ellos mostraban rompimiento de la
membrana celular y salida del contenido citoplasmatico, por lo cual en el
conteo se tomaron como restos celulares y no como protoplastos (Figura 6a).
Los protoplastos que se encontraban totalmente aislados sin restos de pared
celular eran completamente viables y fueron capaces de formar microcallos
después de un plagqueo en medio semisdlido (Figura 6b y 6c¢). De igual
manera, se observo que la concentracion del regulador osmotico influyd
notablemente en la forma de los protoplastos aislados y en su viabilidad,
encontrandose protoplastos con un grado de turgencia mayor con las
concentraciones mas bajas (0,4 M) y otros plasmolizados o en proceso de
plasmolizacion en concentraciones mas altas (0,7 My 1,0 M), lo que se debe
a la entrada o salida de agua al o desde el interior de la célula a causa de la
diferencia de concentracion existente entre la célula y el medio, siendo mayor
al interior de la célula en la concentracion de 0,4 M y menor en las
concentraciones de 0,7 y 1,0 M en consecuencia el protoplasto pierde agua y
se plasmoliza; éstos ultimos finalmente no eran viables y no podian ser
utilizados para ensayos de plaqueo (Figura 6d). Los protoplastos turgidos
permanecian en esa condicion y finalmente podian originar las microcolonias
(Figura 6b y 6¢). Estos ensayos permitieron establecer que la concentracion
de 0,4M de sacarosa es la mas apropiada para el aislamiento de protoplastos

por el método mecanico.
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Figura 6. Protoplastos aislados de forma mecanica y produccion de
microcallos a partir de ellos. a) Protoplastos con rompimiento de la
membrana celular, b) Protoplastos viables sin resto de membrana, c)
Formacion de microcallos y d) Protoplastos en proceso de plasmolizacion.

5.2 AISLAMIENTO ENZIMATICO

La eficiencia del aislamiento enzimatico depende de varios factores entre los
que se tiene la eliminacion de la cuticula, la edad del material vegetal, el tipo
y concentracion de enzimas utlizadas y el tiempo de incubacion. La
remocion de la cuticula de la hoja se requiere para facilitar la penetracion de
las enzimas y permitir la degradacion de la pared celular, para la cual se

evaludé cuantitativamente diferentes tipos de eliminacion de cuticula e
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incubacion del tejido vegetal. La tabla 5, muestra los resultados obtenidos en
los ensayos de remocion de cuticula y la forma de incubacion de las

enzimas.

Tabla 5. Evaluacién del tipo de montaje e incubacion de la muestra vegetal.

TIPO DE ELIMINACION INCUBACION
DE LA CUTICULA
CON AGITACION SIN AGITACION
Con maceracion suave ++++ ++
Control ++
Picado ++ +
Sin cuticula +++ ++

++++;: > 5x 10%protymL +++:; =5x 10 protymL  ++: <5 x 10*protymL +:<< 5 x 10 prot/mL

Segun esta tabla, la mayor cantidad de protoplastos se obtuvo al
realizar maceracion suave previa del tejido y agitacion durante la
incubacion con las enzimas. Probablemente, estos resultados se
deben a que en este procedimiento se presenta una mayor area de
exposicion del tejido a las enzimas, y la penetracion de éstas es

facilitada por la agitacion durante la incubacion.

El aislamiento enzimatico de protoplastos se realizo a partir de hojas
de Vitroplantas de D. alata, encontrandose que la madurez de las
hojas muestra influencia en la cantidad y tamaifio de los protoplastos
aislados. Las hojas maduras con una longitud mayor o igual 2,5 cm
presentaron un mejor rendimiento que aquellas con una longitud

menor o igual a 2 cm, similar a lo observado por Kanchanapoom, et
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al, (2001) quienes obtuvieron una alta cantidad de protoplastos al
utilizar hojas de Dendrobium pompadour con un tamaifio superior a

2,5 cm.

El tamafio de los protoplastos de Dioscorea alata c. v “Pico de
Botella” fue variable, encontrandose didmetros en un rango de 60 a
100 pm, que dependia del tamafio de las hojas, esta diferencia en
diametro puede ser atribuida a la variacion en tamaiio de las células
y particularmente al grado de vacuolacién de las mismas (Uchimiya
y Murashige, 1974), por lo que, protoplastos aislados de hojas
pequefias presentaban menor tamafio y contenido citoplasmatico
denso, y los provenientes de hojas grandes mostraban un mayor
tamario (Figura 7). Estos resultados fueron similares a los reportados
por Tor, et al, (1998) en Dioscore alata c.v Oriental Lisbon. Sin
embargo, difieren de este estudio en que la mayor cantidad de
protoplastos y la mejor viabilidad se obtiene en hojas con un mayor
grado de madurez, pero es de anotar que las hojas mas viejas y mas
largas contienen numerosos cristales presumiblemente de oxalato de
calcio (Figura 8), que pueden desinflar y matar los protoplastos,
disminuyendo la viabilidad, como fue sugerido por Kanchanapoom,
etal, (2001).




Figura 7. Diferencia en el tamafo de protoplastos aislados de hoja de D.
alata c.v “pico de Botella’. a) Protoplastos de hojas pequenas y b)
Protoplastos de hojas grandes.

Los protoplastos aislados reflejaron las propiedades morfologicas y
fisiologicas de las células de las cuales se derivaron, observandose
cloroplastos en el contenido citoplasmatico. Al igual que lo
reportado por Kanchanapoom, et al, (2001) los cloroplastos se
encontraban distribuidos en el citoplasma, ya sea arreglados al azar
(Figura 9a), agregados en un solo sitio (Figura 9b) o distribuidos en
forma periférica (Figura 9c). Ademads, algunos protoplastos
presentaron un color purpura después del aislamiento (Figura 9d), lo
cual esta correlacionado segin Narayanaswamy (1994) con la edad

del material vegetal y la coloracién producida por las antocianina en

cultivares de D. alata.

R10 fue probada en un rango de concentracion de 0.0 a 1.5 %, combinada
con macerozima R10 en un rango de 0.0 a 0.5 % con diferentes tiempos de

incubacion. La maxima cantidad de protoplastos se obtuvo utilizando la
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combinacion de 1% de Celulasa con 0.5% de Macerozima en un periodo de
incubacion de 18 horas, con un promedio de 280.000 protoplastos/mL
(equivalente a 18,6 X 10° protoplastos/gramo de tejido fresco), seguido de los
tratamientos con la combinacion de 0.5% de Celulasa con 0.2% de
Macerozima y 1.5% de Celulasa con 0.2% de Macerozima, con tiempo de
incubacion de 14 horas, obteniéndose un promedio de 199000
protoplastos/ml (13,2 X 10° protoplastos/gramo de tejido fresco) y 163111
protoplastos/ml (10,8 X 10° protoplastos/gramo de tejido fresco)
respectivamente (Tabla 6). Resultados similares fueron reportados por Tor, &f
al, (1998), quienes obtuvieron 12,9 X 10° protoplastos/gramo de tejido fresco
en 0D alala c.v oriental Lisbén, utilizando 1% de celulasa onozuka R10
combinado con 0,2 % de macerozima R10 en un periodo de incubacion de
15 a 18 horas.




Figura 9 Distribucion de los cloroplastos en el citoplasma. a) Distribuidos en
todo el citoplasma, b) agregados en un solo sitio, c) distribucion periférica y
d) protoplastos purpuras.

Los resultados de la Tabla 6 muestran ademas, que al utilizar la celulasa
onozuka R10 en ausencia de macerozima R10, en los distintos tiempos de
incubacion, no se logro aislar protoplastos. De igual forma, Uchimiya y
Murashige (1974),

completamente ineficiente para la liberacion de protoplastos a partir de

observaron que la celulasa onozuka R10 sola es

células en suspension de Niccotiana labacum L. “Bright yellow”. Sin embargo,

sugieren que algunas celulasas comercialmente disponibles estan
contaminadas con hemicelulasa y/o pectinasa, y que estos contaminantes
pueden ser la razéon del por qué alguna preparacion de celulasa es efectiva
cuando se usa sola. Por el contrario, al realizar ensayos con macerozima
R10 sin celulasa, se logro aislar protoplastos, obteniéndose una cantidad
relativamente alta cuando se emplea macerozima al 0.4 % por 10 horas
(58167 protoplastos/mL, equivalente a 3,8 x 10° protoplastos/gramo) (Figura
10). Esto se debe a que la macerozima R10 es un preparado comercial
compuesto de pectinasa, celulasa y hemicelulasa (Anexo 4), lo que le

permite a ésta enzima aislar protoplastos cuando se utiliza sola.

Tabla 6 Numero promedio de Protoplastos Aislados en cada combinacion
enzimatica y tiempo de incubacion.

NUMERO PROMEDIO DE PROTOPLASTOS
N° COMBINACION ENZIMATICA TIEMPO DE INCUBACION (HORAS)
%plv %phv
celulasa macerozima 6 10 14 18
1 1,5 0 0 0 0 0
2 1,5 0,2 25583 119194 163111 5389
3 1,5 0,4 2778 24028 46111 54722
4 1,5 0,5 9306 60417 53750 7778
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5 1 0 0 0 0 0
6 1 0,2 20111 34584|  22723| 12556
7 1 0,4 12778  11639|  69416| 13306
8 1 05 49042 122111 125945 [N
9] o5 0 0 0 0 0

10] 05 0,2 69723  99000| 199000 140972

1] 05 0.4 8472|  23472|  25208| 76806

12| 05 0.5 41945|  27945| 30139 7500

13 0 0 0 0 0 0

14 0 0.2 0 3584 0 1667

15 0 0.4 3195 58167 6167 | 23639

16 0 0.5 0 6334| 17417 1750
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Figura 10. Numero de protoplastos aislados enzimaticamente a) celulasa al
0% b) celulasa al 0.5%, c) celulasa 1% y d) celulasa 1.5%.
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El anadlisis de varianza realizado a los datos obtenidos, mostro diferencia
altamente significativa en cuanto al numero de protoplastos aislados para
cada uno de los niveles de cada factor y la interaccion entre ellos, con un
nivel de significancia menor a 0.01 y un coeficiente de variacion de 6,5
(Anexo 5).

Para complementar la diferencia estadistica encontrada en el analisis de
varianza, se realizé una prueba de separacion de medias de Tukey a nivel
del 5% (Anexo 6), encontrandose que para la macerozima R10 los mayores
valores de protoplastos se obtuvieron en los niveles 0.2y 0.5 % (con 57309 y
52640 protopastos/mL respectivamente), los cuales no presentaron
diferencia estadistica significativa entre si, pero si la presentan con respecto
a los niveles 0y 0.4 % (Figura 11).
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Figura 11. Influencia de la Macerozima R10 en la produccién de
protoplastos de Djoscorea alata c.v “Pico de botella”.

Para la celulasa onozuka R10 los mayores promedios de protoplastos se

obtuvieron en los niveles de 1y 0.5 %, con 48443 y 47703 protoplastos/mL
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sin que exista diferencia estadistica significativa entre estos, pero si difieren

significativamente de los niveles 0y 1.5 % (Figura 12).
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Figura 12. Influencia de la celulasa onozuka R10 en la produccion de
protoplastos de Djoscorea alata c.v “Pico de botella”.

En el analisis del tiempo los mayores promedios de protoplastos se
obtuvieron con los niveles 14 y 18, con 48253 y 39115 respectivamente, y no
presentan diferencia estadistica entre si, pero si con los niveles 6 y 10 horas
(Anexo 6).

El analisis estadistico muestra que la macerozima R10 ejerce una mayor
influencia en cuanto a la produccion de protoplastos, como se muestra en la
Figura 13, donde en ausencia de ésta no es posible aislar protoplastos con
ninguna de las concentraciones de celulasa utilizadas y en los diferentes

tiempos de incubacion (Figura 12). Sin embargo, la celulasa y el tiempo
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también influyen en el aislamiento, pero su efecto es menor que el de la
macerozima (Anexo 5), lo cual fue corroborado con el grafico de efectos
estandarizados de Pareto, donde se mide la influencia positiva y negativa de

cada factor y sus interacciones en el aislamiento de protoplastos (Anexo 7).
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Figura 13. Influencia de la celulasa onozuka R10 y la macerozima en la
produccion de protoplastos de Djoscorea alata c.v “Pico de botella”.

La Figura 13 muestra que la mejor combinacion enzimatica para el
aislamiento de protoplasto fue la de 1% de Celulasa con 0.5% de
Macerozima, seguido de 0.5% de Celulasa con 0.2% de Macerozima, las
cuales no presentan diferencia estadistica significativa entre ellas, pero si

con las demas combinaciones (Anexo 6).

Las interacciones macerozima * tiempo y macerozima * celulasa, muestran

un efecto positivo en la obtencion de protoplastos, sin embargo, éste efecto
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no es superior al obtenido con la macerozima (Anexo 7), lo que se debe
probablemente a que se necesita que ésta actue para que posteriormente
actue la celulasa lo que implica un sinergismo entre las enzimas utilizadas en
el proceso de aislamiento.

Por el contrario, la interaccion celulasa por tiempo ejerce un efecto negativo
sobre la produccion de protoplastos, o que explica la disminucion drastica de
la cantidad de protoplastos aislados a medida que aumenta el tiempo y las
concentraciones de celulasa (Figura 12), hecho que es soportado por los
darfios que puede sufrir la membrana celular a causa de la enzima cuando se
utilizan tiempos prolongados de incubacion, provocando la liberacion de
enzimas proteoliticas, sustancias fendlicas y cristales de calcio como los
rafidios, que pueden daiar y romper los protoplastos y por tanto afectar su
viabilidad (Kanchanapoom, &f a/, 2001; Polciy Friedrich, 2004). Albersheim y
Darvill (1985), observaron que los fragmentos de pared celular obtenidos por
hidrélisis acida parcial, pueden inducir necrosis a los protoplastos, sugiriendo
que la muerte de las células vegetales por enzimas degradadoras de la
pared celular puede ser mediada por fragmentos de pared celular

solubilizadas por estas enzimas.

5.21 VIABILIDAD DE LOS PROTOPLASTOS AISLADOS
ENZIMATICAMENTE

La wviabilidad nos permite evaluar la integridad de la membrana celular y la
cion de permeabilidad de ésta durante el proceso de aislamiento de los
protoplastos, y predecir si un protoplasto puede dividirse, crecer y formar
microcolonias y microcallos. Para determinar la viabilidad de las células, se
utilizo el azul de Metileno, un colorante de exclusion, por tanto los
protoplastos viables deD. alata c.v “pico de botella” pueden distinguirse de
los no viables porque estos ultimos son tefiidos de azul (Figura 14). La
viabilidad de los protoplastos aislados vario en un rango de 54.5 al 98.5 %;
un valor cercano al obtenido por Tor, et al., (1998), que fue del 80 al 90 %,
pero utilizando diaceteto de fluoresceina (FDA) al 0.01%, el cual es un
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colorante que es incorporado por los protoplastos viables. Oliveira, et al.,
(1995), aislaron protoplastos de Citrus reshni c.v cleopatra y Citrus limonia
c.vlimonero cravo y obtuvieron un rango de viabilidad del 80 al 92% y del
73 al 80% respectivamente, utilizando azul de metileno al 0.01%, una
concentracion menor a la utiliza en esta investigacion.

Figura 14. Determinacién de la viabilidad con Azul de Metileno al 0.1%, a)
protoplasto no viable y b) protoplasto viable.

La mayor cantidad de protoplastos viables fue obtenida al combinar 0.5 % de Celulasa onozuka R10 con 0.2 % de Macerozima
R10 y 14 horas de incubacion (195744 protoplastos/mL) (Tabla 7), seguido de la combinaciéon 1.5% de Celulasa con 0.2% de
Macerozima y 14 horas de incubacion con 153097 protoplastos/mL y la combinacion 1% de Celulasa con 0.5% de Macerozima
y 18 horas de incubacion con 152583 protoplastos/mL. (Figura 15).

Comparando ¢l namero de protoplastos aislados con el nimero de protoplastos viables en cada uno de los tratamientos
evaluados, se aprecia que la combinacion enzimatica de 1 % de Celulasa con 0.5 % de Macerozima y 18 horas de incubacion,
con la que se aislo la mayor cantidad de protoplastos, presentd una menor viabilidad que la combinacién de 0.5 % de Celulasa
onozuka R10 con 0.2 % de Macerozima R10 y 14 horas de incubacidn, siendo este valor incluso menor que lo obtenido por la
combinacion de 1.5 % de celulasa con 0.2 % de macerozima a 14 horas de incubacion.

Tabla 7. Viabilidad de Protoplastos Aislados en cada combinacion
enzimatica y tiempo de incubacion.

1 1 éOMBLLAC!é!Q ¥

2 1 &=NZIMATICA 2 243K
3 %R %Dpdv 2500 22639 43473| 50556
A Ceu”llgsa maC%rQZIma 60’)’)/1 19’)94 1/1%5204 11;84 20
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5 1 0 0 0 0 0
6 1 0,2 17167 30667 18347 9722
7 1 0,4 7611 8111 68362 10903
8 1 0,5 47139 71750 123639-
9 0,5 0 0 0 0 0
10 0,5 0,2 66945 96250 195744 | 131167
11 0,5 0,4 6945 21250 43889 | 73195
12 0,5 0,5 62111 24306 27084 5917
13 0 0 0 0 0 0
14 0 0,2 0 3167 0 1362
15 0 0,4 2834 54278 5056 | 24167
16 0 0,5 0 3418 15694 1389
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Figura 15. Viabilidad de protoplastos aislados enzimaticamente a) celulasa al
0% b) celulasa al 0.5%, c) celulasa 1% y d) celulasa 1.5%.

En el analisis de varianza para la viabilidad, se observd que cada uno de los
factores principales y la interaccion entre ellos tienen diferencia estadistica
altamente significativa en cuanto al numero de protoplastos viables, con un

nivel de significancia menor a 0.01 y un coeficiente de variacion de 6.5
(Anexo 8).

Al realizar la prueba de Tukey (Anexo 6), se aprecid que los cuatro niveles de
celulasa onozuka R10 y de Macerozima R10 presentan diferencia estadistica
altamente significativa entre si, siendo el valor mas alto de viabilidad el
obtenido en el nivel 0.5 % de celulasa con un promedio de 47187
protoplastos/mL (Figura 16) y el nivel 0.2 % de Macerozima, con un promedio
de 54297 protoplastos/mL (Figura 17).
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Figura 16. Influencia de la celulasa onozuka R10 en la Viabilidad de
protoplastos de Djoscorea alata c.v “Pico de botella”.
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Figura 17. Influencia de la Macerozima R10 en la Viabilidad de protoplastos
de Dioscorea alatac.v “Pico de botella”.

En el analisis del tiempo los mayores promedios de protoplastos/mL para la
viabilidad, se obtuvieron con los niveles 10 y 14, con 31821 y 46430
respectivamente, donde el nivel de 14 horas presenta diferencias

estadisticas significativas con todos los demas (Anexo 6).

La Figura 18 muestra la interaccion de la Celulasa onozuka R10 y la
macerozima R10 a diferentes concentraciones, en la cual se observa que los
valores mas altos en cuanto a la cantidad de protoplastos viables se obtiene
con la combinacion de 0.5% de celulasa con 0.2% de macerozima seguido
de 1% de Celulasa con 0.5% de macerozima, con diferencia estadistica

significativa entre ellas (Anexo 6).
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El efecto de cada factor sobre la viabilidad de los protoplastos fue analizada
mediante el grafico de Pareto (Anexo 9), donde se observa un
comportamiento semejante al mostrado por estos factores en la produccion

de protoplastos.
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Figura 18. Influencia de la celulasa onozuka R10 y la macerozima en la
viabilidad de protoplastos de Dioscorea alatac.v “Pico de botella”.

Para determinar cual es la combinacion de los niveles de
cada factor (Celulasa onozuka R10, Macerozima R10 vy
Tiempo de incubacién), que produce la mayor cantidad de
protoplastos aislados y cual la mayor cantidad de
protoplastos viables, se realiz6 un analisis de regresion
donde las variables fueron transformadas a través de
logaritmo natural; obteniéndose para el aislamiento el
siguiente modelo ajustado:
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Ln (nimero protoplastos)= -22,388 + 14,4881* X, + 114,901* X, +
1,20156* X 3 - 5,39774* (X1)? + 2,71245* X1* X2 - 0,359176* X4* X 3 - 170,01*
(X2)? + 0,555125* X,* X 3 - 0,0378054* (X1)°

Donde: X4 = Celulasa; X;= Macerozimay X 3= Tiempo de incubacion.

Al reemplazar los valores de los factores en la ecuacion, el mayor valor
estimado para el numero de protoplastos fue de 230556 protoplastos/mL
(equivalente a 15,3 X 10° protoplastos/gramo de tejido) con una combinacién
de 0.96% de celulasa onozuka R10 y 0.36% de macerozima R10, a un
tiempo de incubacion de 13.99 horas, siendo ésta la condicion optima para el

aislamiento de protoplastos arrojada por el analisis de regresion.
Para la viabilidad de los protoplastos, el modelo ajustado fue:

Ln (viabilidad)= -22,5105 + 14,3541*X; + 114,542*X>+ 1,22892*X3 -
5,30912* (X1)* + 2,72416* X¢* X» - 0,360466* X:* X3 - 169,666* (X2)* +
0,537175* X2* X3 - 0,0388491* (X)?

Donde: X4 = Celulasa; X;= Macerozimay X 3= Tiempo de incubacion.

Asi mismo, al reemplazar los valores de cada factor en la ecuacion para la
viabilidad, la mayor cantidad de protoplastos viables estimada fue de 262923
protoplastos/mL (equivalente a 17,5 X 10° protoplastos/gramo de tejido), con
una combinacion de 0.97% de celulasa onozuka R10 y 0.36% de

macerozima R10, a un tiempo de incubacion de 13.82 horas.
Ambos modelos de regresidén presentaron un R? del 0.84, lo que indica que

los factores evaluados y sus combinaciones explican en un 84% la

variabilidad de la cantidad de protoplastos aislados y viables.
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5.3 CULTIVO DE PROTOPLASTOS

E/ cultivo de los profoplastos aislados se realizo para comprobar la viabilidad
de los mismos, para lo cual se ulilizo el medio de culfivo de profoplastos
descrifo por Tor, et al., (1998) siguiendo la metodologia descrita por
Szabados en (1988). Observandose formacion de microcolonias (Figura 19)

en medio liquido a partir de ocho (8) aias de cultivo.

Figura 19. Cultivo de protoplastos en Medio liquido. a) microcolonia de 8
dias, b) microcolonias de 15 dias, c¢) microcolonia de 20 dias y d)
microcolonia de 30 dias de cultivo.
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E/ plequeo de ios prolopiasics en meaio de cuilivo sohailicado con 5 gril ae
agar, permitio el aesarrolio de microcalios (F.gura 2C) enlre cinco y seis
semanas aespues ael piaqueo, corroborando asi la viabimaad ae ios

proicpiasics aisiacdos mecanica y enzimaticamerle.

Figura 20. Cultivo de protoplastos en medio semisdlido. a) Cultivo de 5
semanas, b) microcallos de 10 semanas, c) microcallo de 5 semanas y d)
microcallo de 10 semanas.
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6. CONCLUSIONES

La concentracion de 04 M de sacarosa es la mas apropiada para el
aislamiento de protoplastos de fiame, obteniéndose protoplastos con un
excelente grado de turgencia sin rompimiento de membranas y sin

plasmolisis.

Para el aislamiento de una mayor cantidad de protoplastos se hace
necesario remover la cuticula de la hoja con una maceracion suave previa

del tejido y agitacion constante durante la incubacion con las enzimas.

El tamaro de los protoplastos aislados de hojas de vitroplantas de Dioscorea
alata c.v “Pico de Botella” depende del tamario y la edad del material vegetal

utilizado.

La edad del material vegetal influye en la presencia de cristales de calcio en
las células, los cuales pueden ser perjudiciales para la viabilidad de los
protoplastos aislados, lo que puede explicar los grandes descensos de ésta
en concentraciones altas de celulasa onozuka R10 y en tiempos prolongados

de exposicion a las enzimas.

La mayor cantidad de protoplastos viables se obtuvo al combinar 0.5% de
Celulasa onozuka R10 con 0.2% de Macerozima R10, a 14 horas de
incubacion, presentando un promedio 1.95 x 10° protoplastos viables por
mililitro, equivalente a 13 x 10° protoplastos por gramo de tejido. Sin
embargo, los analisis de regresion permitieron establecer las condiciones
Optimas para obtener la mayor cantidad de protoplastos viables corresponde

a una combinacion de 0,97 % de Celulasa onozuka R10 y 0,36 % de
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Macerozima R10 y un tiempo de incubacion de 13,82 horas con un maximo
estimado de 262923 protoplastos/mL (equivalente a 17,5 x 10°

protoplastos/gramo de tejido).

El método enzimatico nos permite obtener mayor cantidad de protoplastos
comparandolo con el método mecanico, sin embargo, ambos procesos nos
permiten aislar protoplastos viables, con capacidad de regenerar su pared

celular, crecer, dividirse y formar microcolonias y microcallos.

A partir del cultivo de los protoplastos aislados, se pudieron obtener
microcolonias y microcallos, luego de 8 dias y 5 semanas de cultivo
respectivamente; lo que indica que los procedimientos aqui evaluados son
validos y eficientes en el proceso de aislamiento de protoplastos de name, su

establecimiento en medio de multiplicacion y produccién de colonias.
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7. RECOMENDACIONES

Evaluar el potencial regenerativo de los callos que se desarrollan a
partir de las microcolonias para la obtencion de plantas y su posterior

establecimiento /nn vifroy evaluacidn morfoagronémica.

Ensayar el asilamiento de protoplastos de fiame con una pectinasa sin
actividad celulasa, para comparar los resultados con los obtenidos
utilizando macerozima R10 y valorar realmente la influencia de la

celulasa y la pectinasa en el aislamiento.

Evaluar la obtencion de protoplastos viables en un rango cercano a la
combinacidén enzimatica optima arrojada por la formula ajustada, con
el fin de encontrar la concentracion apropiada para las dos enzimas

utilizadas.

Realizar pruebas de aislamiento de protoplastos utilizando
concentraciones mayores de macerozima R10 a las utilizadas en esta
investigacion, para verificar si existe una concentracion que de

mejores resultados a las concentraciones evaluadas.

Mejorar las condiciones de aislamiento Utilizando un amortiguador de
pH como el MES [acido 2 (N-morfolino)-etansulfénico] y un agente
inhibidor de proteasas y un antioxidante como el PVP
(Polivinilpirrolidona) en el medio de aislamiento, para comprobar sus

efectos en la viabilidad de los protoplastos aislados.
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Anexo1. Medio de muitiplicacion ae Dioscorea alata

COMPUESTO CONCENTRACION
Sales MS 100 %
Azucar 30 g/L
BAP 4 mg/L
ANA 0.5 mg/L
MIOINOSITOL 700 mg/L
TIAMINA 7 mg/L
AGAR 4.6 mg/L
CARBON ACTIVADO 7 mg/L
pH 5.6-5.7

Anexo 2: Medio de Aislamiento de Protoplastos de Name (MAPN) (100 mi)

COMPUESTO CANTIDAD (mg)
cacCl, 50 mg
NaH> PO, 5mg
Manito!/ 3650 mg

Celulasa Onozuka R10

Macerozima R10

pH 56-5.7
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Anexo 3: Medio de Cuitivo ae Prolcpiasios ae Name (MCFPN)

COMPUESTO CONCENTRACION
Sales MS 10 mi/L
ACIDO NICOTINICO 4 mg/L
TIAMINA HC/ 10 mg/L
BIOTINA 7 mg/L
ACIDO ASCORBICO 2mg/L
MANITOL 0.005 M
MIOINOSITOL 700 mg/L
GLUCOSA (Monohidratada) 0.05M
24-D 1.3x10°M
ANA 45x10°M

KINETINA 4.5x10°M
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Anexo 4. Ficha técnica de las enzimas (Celulasa onozuka R10 y Macerozima

R10)
Product Descrption CELLULASE. ONOZUKA R-10
Product Number 224
Lot Number O6C22408
Storage Temperature 2-6°C
Maolecular Weight NA
Farmula MNA
CAS Number 0012-54-8
Phyvsiochemical Specifications:
TEST SPECIFICATION RESULTS
Solubility Soluble in Water Soluble in Water
pH (1.00 gLy 60— 7.5 H.80
Physical Appearance
Color® 2153-60 (Rich Cream) 2153-60 (Rich Cream)
2152-60to 21 54-60, 2152-T0 to
215670, 20015-70 to 201 7-70,
HC-32, or HC-35
Texture Fine to Clumpy Powder Clumpy Powder
Solution Appearance
Clarity Clear Clear
Color Slight Yellow to Beige Tint Slight Beige Tint
Average Time to Dissolve Within 5 min Within 3 min
Precipitation Formation Mone Mone
Enzvime Activity L0000 units/'s = 10000 units'g

* Product color based upon comparizons between sample and standardized color wheel {Benjamin Moore® Color Preview™ ),

The material descnbed in this certificate was manufactured in the United States of America and is of animal derived namre. This
material is BEE free.

Fhpte Techmolopy Laboratorics, LLO provides the aboyve infor mation imtended to be used only as a guide to the appropriaie
handling of this material by a properly trained person. Phwe Technology Laboratories shall not be held liable for any damage
resuliing from handling or from contact with the above product. This product is inte nded for LABORATORY USE ONLY.
Our products may NOYT BE USED as drogs, cosmetics, agricultural or pesticid al products, foed additives or as household
chemicals.

Recommended Shelf Life Date: March 2011

Eweely Burdich,

Quality Assurance Manager
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Product Description
Product Number

Lot Number

Storage Temperature
Molecular Weight
Foarmula

CAS Number

MACERDZYME R-10
WS B

DOE4S108

2-6°C

NA

NA

0032-75-

Physiochemical Specifications:

TEST

SPECIFICATION

RESULTS

Solubility

Soluble in Water

Soluble in Water

pH (1.00 g/L}

65— 7.5

.80

Physical Appearance
Color®

Texture

2143-50 {O1d Prairie )

214260, 2142-70, HC-84, or HC-173

Fluffy to Clumpy Powder

HC-24 (Elmira White)

Clumpy Powder

Solution Appearance
Clarity
Color

Clear
Colorless to Slicht Beige Tint

Clear
Slight Beige Tint

Average Time to Disaolve

Within 1 min

Within 1 min

Precipitation Formation

Nong

Mone

Enzving Activity = 3000 unita'g =3000 units'g

* Product color based upon comparisons between sample and standardized color whee | { Benjamin Moore B Color Preview™),

The material described in this certificate was manufactured in the United States of America and is of animal derived nature. This
material 1z BSE free.

Fhowe Technology Laboratories, LLC provides the aboye mformation intended to be used only as a puide lo the appropriaie
handling of this material by a properly irained person. Phle Technolopy Laboratories shall aot be held liable for any damage
resulting from handling or from contaet with the above product. This product is intended for LABORATORY USE ONLY.

Our products may MOYT BE USED as drops, cosmeties, apricultural or pesticidal products, food additives or as houschold
chemicals.

Recommended Shelf Life Date: May 2011

Eapely Burdich
Cuality Assurance Manager

Nota: La presentacion de esta informacion no implica ningln compromiso ni
recomendacion al respecto.
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Anexo 5. Cuadrados medios del andlisis de varianza para el numero de

protoplastos

GRADOS
FUENTE DE VARIACION DE e > | SIGNIFICANCIA
LIBERTAD
Celulasa 3 190.12 E
Macerozima 3 2119.32 e
Celulasa*Macerozima 9 70.44 F
Tiempo 3 48.64 F
Celulasa*Tiempo 9 26.89 bl
Macerozima*Tiempo 9 11.59 e
Celula*Macerozima*Tiempo 27 14.41 F
Error 320 0.22
Coeficiente de variacion (%) 6.5
Promedio general 34877.6

*** Significancia estadistica menor que 0.01

Anexo 6. Prueba de comparacion de medias de Tukey al 5% para los

factores principales

FACTOR | PROTOPLASTOS' | VIABILIDAD
Celulasa
0.0 7619 8¢ 6960.1d
0.5 47703 1a 471875 a
1.0 48442 7 a 35383.7 b
1.5 35744.8 b 33543 4 ¢
Macerozima
0.0 00c 00d
0.2 57309.0a 54296.9 g
0.4 295608 b 278602 ¢
0.5 526406 a 40917.5 b
Tiempo
6 15237 8 ¢c 15369.8 ¢
10 36904.5 b 31821.2 b
14 48253 5 a 46450.0 a
18 39714.6 a 29429.7 b

Nota: Promedios con la misma letra son estadisticamente iguales
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Anexo 7. Efectos Estandarizados de Pareto para el aislamiento de

protoplastos.

Grafico de Pareto para el numero de protoplastos
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Anexo 8. Cuadrados medios del analisis de varianza para la viabilidad de los

protoplastos
GRADOS
FUENTE DE VARIACION DE_ | CLDRAROS | SIGNIFICANGIA
LIBERTAD
Celulasa 3 190.12 b
Macerozima 3 2119.32 E
Celulasa*Macerozima 9 70.44 e
Tiempo 3 48 64 e
Celulasa*Tiempo 9 26.89 b
Macerozima*Tiempo 9 11.59 E
Celula*Macerozima*Tiempo 27 14.41 e
Error 320 0.22
Coeficiente de variacion (%) 6.5
Promedio general 34877.6

*** Significancia estadistica menor que 0.01
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Anexo 9. Efectos Estandarizados de Pareto para la viabilidad de los

protoplastos.

B:Macerozima
BB
A:Celulasa
AA

AC

C:.Tiempo

CC

BC

AB

Grafico de pareto para la viabilidad

0 10 20 30

Efectos estandarizados

94

40

B +



