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RESUMEN

Un protoplasto vegetal es una célula que carece de pared celular, se encuentra rodeada por su membrana
plasmatica y es potencialmente capaz de regenerar la pared celular, crecer y dividirse. El objetivo del trabajo
fue evaluar diferentes concentraciones de enzimas comerciales y tiempos de accion en el aislamiento de
protoplastos de Dioscorea alata cultivar “Pico de Botella”. Los protoplastos fueron aislados del mesofilo
de vitroplantas combinando concentraciones de las enzimas Celulasa Onozuka R10® (0,0 a 1,5% p/v) y
Macerozima R10% (0,0 a 0,5% p/v), a tiempos de accién de 6 a 18h y pH de 5,6; exponiendo aproximadamente
0,015g de hoja en medio de aislamiento de protoplastos de fhame a 27+2 °C, 40 rpm, seguido de lavado en
medio de aislamiento sin enzimas, purificacion en sacarosa al 24%, resuspensién en medio de cultivo de
protoplastos de hame y conteo en camara de Neubauer. La mayor cantidad de protoplastos se obtuvo con
Celulasa al 1% y Macerozima al 0,5% en 18h de accién, con un promedio de 18,6 x10° protoplastos g
de tejido fresco. Los analisis de regresion (R? = 0,84) de los datos obtenidos arrojaron, que las condiciones
6ptimas para obtener la mayor cantidad de protoplastos aislados corresponden a una combinacién de 0,96%
de Celulasa y 0,36% de Macerozima, a 13,99 h de accién, estimando un valor de 15,3x10° protoplastos g’
de tejido. El método enzimatico permite aislar protoplastos de hame, recomendandose evaluar su viabilidad
para regeneracion su pared celular, crecer, dividirse y formar microcolonias y microcallos.
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ABSTRACT

A plant protoplast cell lacking a cell wall is surrounded by its plasma membrane and is potentially able
to regenerate the cell wall, grow and divide. The aim of this study was to evaluate different commercial
enzyme concentrations and times of action in the isolation of protoplasts of D. alata cultivar “Bottle Peak”. The
protoplasts were isolated from mesophyll of vitroplants combining concentrations of the enzymes Cellulase
Onozuka R10% (0,0 to 1,5% w/v) and Macerozyme R10® (0,0 to 0,5% w/v), to action times of 6 to 18h and pH
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of 5,6, giving approximately 0,015g of leaf protoplast isolation medium yam at 27 + 2 °C, 40 rpm, followed by
washing in isolation medium without enzymes, purification in 24% sucrose, resuspension in protoplast culture
medium yam and counting in Neubauer camera. Most protoplasts were obtained with 1% Cellulase and 0,5%
macerozyme in 18h of action, with an average of 18,6 x10° protoplasts g fresh tissue. Regression analysis
(R? = 0,84) yielded the data obtained, optimum conditions for the most isolated protoplasts correspond to a
combination of 0,96% Cellulase and 0,36% macerozyme to 13,99 h action, with an value estimated of 15,3
x10° protoplasts g tissue. The enzymatic method to isolate protoplasts yam, recommended assessing their
feasibility for cell wall regeneration, growing, dividing and forming microcolonies and microcallos.

Key words: yam, cellulase, macerozyme, protoplast.

INTRODUCCION

El fame pertenece al género Dioscorea, se
incluye dentro de las monocotiledéneas, y
comprende alrededor de 650 especies de
considerable importancia econémica; 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 y Mantell 1996; Cogne 2002;
Pérez et al. 2005). La familia Dioscoreaceae
es reconocida también por la presencia de
diferentes metabolitos como las sapogeninas
esteroidales,  saponinas y  esteroides
relacionados, alcaloides y diterpenoides, dtiles

para la industria farmacéutica (Cogne 2002).

En Colombia se pueden encontrar varias
especies de hame, considerandose D. alata y
D. rotundata las de mayor importancia tanto
por el drea sembrada como por la demanda
del tubérculo. Las otras especies figuran
como simples curiosidades o de usos muy
especificos en la alimentacién y por la época
del afo (Alvarez 2000). En la Costa Atlantica
Colombiana (zona de mayor producciéon de
name), se cultivan alrededor de 26.502 ha,
un rendimiento promedio de 11,7 Ton ha' y
una produccién anual de 310.205 Ton (MADR
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2004). En 2008 Colombia exporté 4.800
toneladas de fame, siendo los principales
destinos Estados Unidos, Puerto Rico y las islas
del Caribe. De este producto se sostienen al
menos 20 mil familias de los departamentos
de Sucre, Cordoba y Bolivar (ICA 2009; Pérez
2010).

El cultivo de name se ha visto afectado por
una gran cantidad de enfermedades que
han disminuido el rendimiento, produccién
y calidad de este tubérculo (Perea 2000). La
superficie cultivada en name en Colombia
se redujo dramdticamente en un 77,6 % (de
20100 a 4500 ha) en la segunda mitad de la
década del ochenta, debido principalmente
a la antracnosis, enfermedad causada por
el hongo Colletotrichum gloeosporioides.
Esta enfermedad registra un alto indice de
dafio agroeconémico, encontrandose en las
estadisticas pérdidas hasta de un 100 % en la
produccion (Agudelo et al. 1995). Gran parte
de este problema es derivado de la forma
tradicional de propagacién del cultivo, que
ayuda a la diseminacién de la enfermedad; lo
que ha incrementado los costos de produccién
principalmente por el empleo de agroquimicos
y pesticidas que influyen en la alteracién del
agroecosistema (Alvarez 2000).
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Para minimizar tales efectos, la atencién se
ha centrado actualmente en el empleo de los
sistemas in vitro para obtener semillas libres de
patégenos y suplir la demanda generada por la
escasez de semillas sanas. Sin embargo, estas
semillas al llegar al campo, son susceptibles
al ataque de estos agentes patégenos. Una
alternativa de solucién a este problema, es
la aplicacion de sistemas de mejoramiento
genético con el fin de obtener nuevas cultivares
resistentes o tolerantes a fitopatégenos
Sin
embargo, las técnicas convencionales para el

y condiciones ambientales adversas.

mejoramiento genético del hame 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 floracién (Tor et
al. 1998).

Las técnicas de mejoramiento in vitro como la
hibridacién somdtica y técnicas de insercion
de genes, abren un nuevo camino para la
manipulacion genética y la transformacién con
genes aislados, que confieran caracteristicas
agronomicas deseables (Shillito et al. 1989).
Un protoplasto es la parte viva de una célula
vegetal, conteniendo citoplasma y nucleo.
Si estas células son cultivadas en un medio
nutritivo adecuado pueden ser inducidas a
reformar la pared celular y dividirse (Azpiroz,
1994; Gutiérrez et al. 2003). La mayoria de
las tecnologias aplicadas al mejoramiento
genético de plantas requieren el aislamiento
y el cultivo preliminar de protoplastos y
a partir de ellos generar microcolonias y
microcallos para la posterior regeneracion de
plantas somaticas. Ademas, los protoplastos
se emplean en estudios de Biologia Celular
tales como procesos de transporte y division
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celular, morfogénesis, mutagénesis y seleccién
de variantes somaclonales; sin embargo, la
mayor aplicacion es la hibridacion somatica
y la introduccién de genes para procesos de
transformacién genética (Alves et al. 1999;
Cohen et al. 2004; Diaz et al. 2004).

Sauery Walter (1987), obtuvieron una pequefia
cantidad de protoplastos aislados y cultivados
de Dioscorea opposita (Dioscorea batatas);
pero no reportan con éxito la formacion de
microcallos o microcolonias. Mantell (1994)
realizo fusion de mezclas de protoplastos entre
clones resistentes y sensibles a enfermedades
de Dioscorea alata en pruebas para desarrollar
hibridos

incrementada a antracnosis. El trabajo realizado

somdticos con una tolerancia
por Tor et al. (1998) determino la capacidad de
las enzimas degradadoras de la pared celular
para liberar protoplastos viables de fame
a partir de hojas de cultivos in vitro de tres
importantes especies de fiame comestibles (D.
alata, D. cayenensis-rotundata y D. bulbifera);
también optimizaron las condiciones del
cultivo para el cultivo de protoplastos de fhame
y evaluaron la transformacion genética de hame
por mediacion directa de polietilenglicol (PEG)
con plasmidos. Asi mismo, se han reportado
de

regeneracion de plantas a partir de protoplastos

estudios aislamiento, proliferacion vy
en otras especies vegetales como la papa,
donde Shepard y Totten (1977), empleando las
enzimas celulasa R10® y Macerozima R10®.
Sutiojono et al. (1998) evaluaron algunas de
las variables que afectan la division de los
protoplastos en Cucumis melo cultivar “Green
Delica” y “Fastoso”, que incluia la fuente del
explante, el método del cultivo, el efecto de un
pretratamiento en la oscuridad, concentracién

hormonal y adicién de azicares. Babaogiu
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(2000), trabajé en la determinacién 6ptima
del tamano del explante y las condiciones
de aislamiento de protoplastos en Lupinus
mutabillis sweet, tomando diferentes explantes
del cultivo in vitro de semillas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar diferentes

concentraciones de enzimas comerciales
y tiempos de accién en el aislamiento de
protoplastos de Dioscorea alata cultivar “Pico

de Botella” a partir de meséfilo de vitro plantas.
MATERIALES Y METODOS

Localizacién geografica

Este estudio fue realizado en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad
de Sucre, sede Puerta Roja, Sincelejo-Sucre,
ubicada geograficamente a 9° 58’ 23.8" latitud
Norte y 74° 58" 58.4"” longitud Oeste de
Greenwich, con una temperatura de 27+3 °Cy
una humedad relativa de 45-60 %.

Material vegetal

Se utilizaron hojas jovenes de vitroplantas de
la especie Dioscorea alata cultivar “Pico de
Botella” de diferente madurez correlacionada
con la longitud de las hojas y la coloracién
de las mismas, mantenidas en cultivo de
segmentos nodales en medio MS suplementado
con 0,5 mg L' de &cido naftalen-acético (ANA)
y 4 mg L' de 6-Bencil-aminopurina (BAP)
(Rodriguez y Beltrdn 2002), mantenidos a
27°C con una intensidad luminica 50+5 pmol
m? s, humedad relativa entre 45-60 % y un
fotoperiodo de 12 h luz.

Aislamiento de protoplastos
El aislamiento enzimdtico de los protoplastos
de name fue realizado utilizando diferentes
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concentraciones de Celulasa Onozuka R10®
(0,0, 0,5, 1,0, 1,5 % p/v) combinado con
concentraciones de Macerozima R10° (0,0,
0,2, 0,4, 0,5 % p/v) e incubados por 6, 10,
14 y 18 horas, para evaluar un total de 64
tratamientos con 6 repeticiones cada uno.
Aproximadamente 0,015 g de material vegetal
fueron colocados en tubos eppendorf de 1,5
mL con 1T mL de medio de aislamiento de
protoplastos de fiame (MAPN) compuesto por
manitol a 0,4 M, CaCl, a 5 mM, NaH,PO,
a 0,8 mM vy las diferentes combinaciones
enzimaticas ajustado el pH a 5,6 con NaOH
0,1 M y sin utilizar ningln bdfer fosfato en
especial. El tejido vegetal se trat6 previamente
de diferentes formas, muestras donde las hojas
se maceraron suavemente, hojas picadas,
remocién de la cuticula con pinzas y tejido
entero (control). Las muestras se incubaron en
oscuridad a 27 °C con agitacién constante de
40 rpm en un agitador rotatorio por el tiempo
establecido para cada tratamiento.

Lavado y purificacion de los protoplastos
aislados

Una vez terminado el periodo de incubacién,
las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm
por 3 minutos, seguidamente se realizaron dos
lavados al pellet en MAPN sin enzimas y luego
éste fue resuspendido en solucién de sacarosa
al 24 % vy centrifugando a 1000 rpm por 1
minuto para la purificacién de los protoplastos.
Posteriormente, se realizaron dos lavados en
MAPN sin enzimas y resuspension en Medio
de Cultivo de Protoplastos de Name (MCPN)
propuesto por Tor et al. (1998) y modificado en
este estudio.

Conteo de los protoplastos
Para determinar el nimero de los protoplastos
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aislados, se tomé una muestra de 100 pL de
suspension de protoplastos y se realizé conteo
en un microscopio de luz Binocular Primo Star
Zeiss, utilizando una Camara de Neubauer
(Levitus et al. 2005). Los resultados fueron
expresados como némero total de protoplastos
aislados por mililitro de medio.

Analisis estadistico

Para evaluar el efecto de los tratamientos en la
obtencion de protoplastos, se utilizé un disefio
completamente al azar con arreglo factorial
con tres factores (concentracién de celulasa,
concentracion de macerozima y tiempo
de exposicion). Los datos obtenidos fueron

analizados con un andlisis de varianza y la
separacion de medias por prueba de Tukey (o
= 0,05) para medir la influencia de los niveles
de cada factor.

Para determinar cudal es la combinacion de
los niveles de cada factor (Celulasa Onozuka
R10%, R10®
incubacién), que produce la mayor cantidad

Macerozima y Tiempo de
de protoplastos aislados y cual la mayor
cantidad de protoplastos viables, se realiz6 un
andlisis de regresion donde las variables fueron
transformadas a través de logaritmo natural;
obteniéndose para el aislamiento el siguiente
modelo ajustado:

Ln (ndmero protoplastos) = -22,388 + 14,4881*X, + 114,901*X, + 1,20156*X, — 5,39774%(X,)* +
2,71245*X *X, - 0,359176*X *X, = 170,01*(X,)* + 0,555125*X *X, — 0,0378054*(X,)*

Donde: X, = concentracion Celulasa; X, = concentracion Macerozima y X,= Tiempo de incubacion.

RESULTADOS Y DISCUSION
La eficiencia del aislamiento enzimatico
depende de varios factores entre los que
se tiene la edad del material vegetal, el tipo
y concentraciéon de enzimas utilizadas, la
temperatura y el tiempo de acciéon (Guangyu
et al. 1997; Assani et al. 2001; Pindel 2007;
Geerts et al. 2008) y la eliminacién de la
cuticula. La mayor cantidad de protoplastos

se obtuvo al realizar maceracion suave
previa del tejido (>5x10* protoplastos mL")
y agitacién durante la incubacién con las
enzimas. Probablemente, estos resultados se
deben a que en este procedimiento se presenta
una mayor area de exposicién del tejido a las
enzimas, y la penetracién de éstas es facilitada

por la agitacién durante la incubacion.
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El tamano de los protoplastos de Dioscorea
alata cultivar “Pico de Botella” fue variable,
encontrandose diametros en un rango de 60 a
100 pm (Figura 1), esta diferencia en didmetro
puede ser atribuida a la variacién en tamano
de las células y particularmente al grado
de vacuolaciéon de las mismas (Uchimiya y
Murashige 1974; Lin 1983; Kanchanapoom
et al. 2001), por lo que, protoplastos aislados
de
tamano y contenido citoplasmatico denso, y

hojas pequefnas presentaban menor

los provenientes de hojas grandes mostraban
un mayor tamano. Estos resultados fueron
similares a los reportados por Tor et al. (1998)
en Dioscorea alata cultivar Oriental Lisbon.

Los aislados las

protoplastos reflejaron

propiedades morfolégicas y fisioldgicas
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de las células de las cuales se derivaron, ya sea arreglados al azar, agregados en un solo
observandose cloroplastos en el contenido sitio o distribuidos en forma periférica (Figura 2).
citoplasmatico. Al igual que lo reportado por Ademads, algunos protoplastos presentaron un
Kanchanapoom et al. (2001) los cloroplastos color purpura después del aislamiento, lo cual
se encontraban distribuidos en el citoplasma, esta correlacionado segliin Narayanaswamy

Figura 1. Diferencia en el tamano de protoplastos (um) aislados de hoja de Dioscorea alata c.v “pico de
Botella”. a) Protoplastos de hojas pequefias y b) Protoplastos de hojas grandes

Figura 2. Distribucion de los cloroplastos en el citoplasma. a) Distribuidos en todo el citoplasma, b)
agregados en un solo sitio, ¢) distribucién periférica y d) protoplastos pdrpuras
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(1994) con la edad del material vegetal y la
coloracién producida por las antocianinas en
cultivares de Dioscorea alata.

Los tipos de enzimas y sus concentraciones
influyeron notablemente en la cantidad
de La cantidad
de protoplastos se obtuvo utilizando la

protoplastos. maxima
combinacion de 1 % de Celulasa con 0,5 %
de Macerozima en un periodo de incubacion
de 18 horas, 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; con resultados equivalentes a
18,6 x10°, 13,2 x10°y 10,8 x10° protoplastos
g de tejido fresco, respectivamente (Tabla 1).

Resultados similares fueron reportados por Tor
et al. (1998), quienes obtuvieron 12,9 x10°
protoplastos g de tejido fresco en Dioscorea
alata cultivar Oriental Lisbén, utilizando
1 % de celulasa combinado con 0,2 % de
Macerozima en un periodo de incubacion de

15a 18 h.

Los resultados de la tabla T muestran ademas,
que al utilizar la celulasa Onozuka R10® en
ausencia de Macerozima R10%, en los distintos
tiempos de incubacién, no se logr6 aislar
protoplastos. Estos resultados son iguales a los
reportados para el aislamiento de protoplastos
a partir de Hypericum perforatum L, donde la
celulasa por si sola no logré aislar protoplastos
(Saker et al. 1999). De igual forma, Uchimiya 'y

Tabla 1. Ndmero promedio de Protoplastos aislados en cada combinacién enzimatica y tiempo de incubacion

Combinacion enzimatica

Namero promedio de protoplastos

Tiempo incubacioén (h)

%p/v Celulasa R10®  %p/v Macerozima R10® 6 10 14 18
1,5 0 0 0 0 0
1,5 0,2 25583 119194 163111 5389
1,5 0,4 2778 24028 46111 54722
1,5 0,5 9306 60417 53750 7778
1 0 0 0 0 0
1 0,2 20111 34584 22723 12556
1 0,4 12778 11639 69416 13306
1 0,5 49942 122111 125945 280000
0,5 0 0 0 0 0
0,5 0,2 69723 99000 199000 140972
0,5 0,4 8472 23472 25228 76806
0,5 0,5 41945 27945 30139 7500
0 0 0 0 0 0
0 0,2 0 3584 0 1667
0 0,4 3195 58167 6167 23639
0 0,5 0 6334 17417 1750
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Murashige (1974), observaron que la celulasa
por si sola es completamente ineficiente para
la liberacién de protoplastos a partir de células
en suspension de Nicotiana tabacum L. cultivar
“Bright yellow”; por lo cual, ellos sugieren que
algunas celulasas comercialmente disponibles
estdn contaminadas con hemicelulasa y/o
pectinasa, y que estos contaminantes pueden
ser la razon 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 logré aislar protoplastos,
obteniéndose una cantidad relativamente alta
cuando se emplea Macerozima al 0,4 % por
10 h (58167 protoplastos mL", equivalente
a 3,8 x10° protoplastos g'). Asi mismo,
Divakaran et al. (2008) reportan el aislamiento
de protoplastos a partir de especies de Vanilla
empleando solamente Macerozima R10. Esto
se debe a que la Macerozima R10® es un
preparado comercial compuesto de pectinasa,
celulasay hemicelulasa, lo que le permite a ésta
enzima aislar protoplastos cuando se utiliza
sola. Por otra parte, resultados reportados para
vetiver (Vetiveria zizanioides Nash) muestran
que el uso adicional de pectinasa permite
obtener un aumento en el rendimiento de
obtenciéon de protoplasto (Prasertsongskun
2004).

El andlisis de varianza realizado mostré
diferencia altamente significativa en cuanto al
nuimero de protoplastos aislados para cada uno
de los niveles de cada factor y la interaccion
(p<0.01). En

separacion de medias de Tukey a nivel del 5 %,

entre ellos la  prueba de
se present6 que para la Macerozima R10® los
mayores valores de protoplastos se obtuvieron
en los niveles 0,2 y 0,5 % (con 57309 vy
52640 protoplastos mL", respectivamente), los
cuales no presentaron diferencia estadistica
significativa entre si, pero si la presentan con
respecto a los niveles 0y 0,4 % (Tabla 2).

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' sin que exista diferencia
estadistica significativa entre estos, pero si
difieren significativamente de los niveles 0 y
1,5 %. En el andlisis 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 (Tabla 2). El analisis estadistico
muestra que la Macerozima R10® ejerce una
mayor influencia en cuanto a la produccién de
protoplastos, donde en ausencia de ésta no es
posible aislar protoplastos con ninguna de las

Tabla 2. Prueba de comparacion de medias de Tukey al 5% para los factores principales

Ci?ﬁ};’;a Protoplastos’ mazzg(t)(;ma Protoplastos’ tlizzcmtg:) Protoplastos’
0,0 7619,8 c 0,0 0,0c 6 15237,8
0,5 47703,1 a 0,2 57309,0 a 10 36904,5b
1,0 48442,7 a 0,4 29560,8 b 14 48253,5 a
1,5 35744,8 b 0,5 52640,6 a 18 39114,6 a

Nota: Promedios con la misma letra son estadisticamente iguales
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concentraciones de celulasa utilizadas y en los
diferentes tiempos de incubacion. Sin embargo,
la celulasa y el tiempo también influyen en el
aislamiento, pero su efecto es menor que el
de la macerozima, 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 (Figura 3).

La mejor combinacién enzimdtica 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 (Tabla 2).

Las interacciones macerozima*tiempo vy
macerozima*celulasa, muestran un efecto
positivo en la obtencion de protoplastos, sin
embargo, éste efecto no es superior al obtenido
con la macerozima (Figura 3), lo que se debe
probablemente a que se necesita que ésta actie
para que posteriormente actie 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
produccién de protoplastos (Figura 3), lo que
explica la disminucién drastica de la cantidad
de protoplastos aislados a medida que aumenta
el tiempo y las concentraciones de celulasa
(Tabla 1), hecho que es soportado por los
danos que puede sufrir la membrana celular a
causa de la enzima cuando se utilizan tiempos
prolongados de incubacién, provocando la
liberacion de enzimas proteoliticas, sustancias
fendlicas y cristales de calcio como los rafidios,
que pueden dafar y romper los protoplastos y
por tanto afectar su viabilidad (Babaogiu 2000;
Kanchanapoom et al. 2001; Polci y Friedrich
2004). Albersheim y Darvill (1985), observaron
que los fragmentos de pared celular obtenidos
por hidrdlisis 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.

B:Macerozima
BB

A:Celulasa

AA

AC

C:Tiempo

CC

BC

AB| W
0 10

20 30 40

Efectos estandarizados

Figura 3.

Efectos Estandarizados de Pareto para la Influencia de los factores y sus interacciones en el

aislamiento de protoplastos. Influencia positiva (+), Influencia negativa (-)
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Al reemplazar los valores de los factores
en la ecuacion logaritmica, el mayor valor
estimado para el nimero de protoplastos fue
de 230556 protoplastos mL" (equivalente a
15,3 x106 protoplastos g de tejido) con una
combinacion 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 éptima para el aislamiento
de protoplastos arrojada por el andlisis de
regresion. El modelo de regresion presentd
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.

CONCLUSIONES

El método enzimdtico nos permite aislar
grandes cantidades de protoplastos a partir de
mesdfilo de Dioscorea alata cultivar “Pico de
Botella”; en este proceso influye la edad tejido,
el drea de exposicion del material vegetal a
las enzimas, las condiciones de incubacion
enzimdtica y medios de aislamiento y cultivo
de protoplastos. Es asi, por ejemplo, el tamafo
de los protoplastos aislados de hojas de
vitroplantas depende del tamafo y la edad
del material vegetal utilizado. Es importante
corroborar la capacidad de regenerativa de
los protoplastos por técnicas que nos permita
dilucidar la viabilidad de
restablecer su pared celular, crecer, dividirse y

los mismos de

formar microcolonias y microcallos.
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