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AISLAMIENTO DE PROTOPLASTOS DE NAME
(Dioscorea alata L.) cv. DARIEN. PANAMA, 2002-2003.

PROTOPLAST ISOLATION OF YAM (Dioscorea alata L.) cv. DARIEN.
PANAMA, 2002-2003.
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INTRODUCCION

El cultivo de iame ha cobrado auge en la Gltima década, lo que ha significado un
incremento en la superficie cultivada, la incorporacion de practicas agronémicas
novedosas y la introduccion de nuevos cultivares con caracteristicas para la exporta-
cién. Los cultivares consumidos localmente tienen buena productividad y calidad culi-
naria; sin embargo, son susceptibles a la antracnosis, principal limitante del cultivo en
el pais. Existen otros cultivares que muestran tolerancia a la enfermedad, tales como
el "Diamante 6322", introducido de Costa Rica y el cultivar cubano “Blanco” o “Pelu”
(Folgueras y col., 1892).

Muchos de los cultivares propagados vegetativamente han perdido la capacidad
de floracion y producir semillas (Tor y col.,1998), por lo tanto, se intenta desarrollar
métodos para el mejoramiento genético que permitan obviar las limitaciones repro-
ductivas de la especie. Entre éstos tenemos la hibridacién somatica que posibilita la
recombinacion genética, la formacion de hibridos somaticos y la regeneracion de plantas.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar enzimas degradantes de la pared
celular y aislar protoplastos de name, tanto de hojas como de raiz.
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FIGURA 1. Protoplastos de hoja de Name cv. Darién.

METODOLOGIA

El trabajo se llevé a cabo en el La-
boratorio de Agrobiotecnologia del
IDIAP entre octubre de 2002 y abril de
2003. La metodologia empleada con-
sistio en plasmdlisis de los tejidos duran-
te tres horas, en un medio de cultivo, di-
gestion de la pared celular a 25° y 37°C,
en la oscuridad, purificacion y cultivo en
medio nutritivo. Se usaron hojas y raices

de vitroplantas del cultivar Darién. Las
enzimas evaluadas fueron: celulasas;
celulasas + pectinasa; celulasa + hemi-
celulasa; y celulasa + hemicelulasa +
pectinasa.

RESULTADOS

Las mezclas enzimaticas probadas
permitieron obtener protoplastos de hojas,
pero no de raices. La mayor cantidad de

MEZCLAS ENZIMATICAS (P/V) PROBADAS PARA EL AISLAMIENTO DE
PROTOPLASTOS DE NAME DARIEN.

Celulasas 1% Onozuka R 10 + 0.25% Macerozyma R10
Celulasa + hemicelulasa 1% Macerozyma R10 + 1% Hemicelulasa
Celulasas + pectinasa 1.5% Onozuka R10 + 0.1% Macerozyma R10 + 0.1%

pectinasa. Todas las enzimas aplicadas al mismo
tiempo.

Celulasa + hemicelulasa + pectinasa

1% Macerozyma R10 + 1% hemicelulasa + 1%
pectinasa. Solo se probé con segmentos de hojas

Pectinasa + celulasa .

1% Pectinasa + 1% Onozuka R10. Incubacién 3 h en
pectinasa, luego se afnade celulasa y se incuba 16 h.
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protoplastos se obtuvo incubando en
una mezcla de celulasa, hemicelulasa y
pectinasa, todas al 1% p/v. La incubacion
de segmentos de hojas de pectinasa al
1% (3 h) y luego en celulasa Onozuka
R10 1% (16 h), también permitic un ren-
dimiento aceptable de protoplastos. Po-
siblemente, la mezcla de celulasas y
pectinasa no haya funcionado debido a
la baja concentracion de pectinasa que
se uso en ésta.

En extractos crudos se obtuvo gran
cantidad de protoplastos, pero en el pro-
ceso de eliminacion de los restos de teji-
dos y celulas, muchos protoplastos se
desintegraban. Las enzimas trabajaron
mejor a 37°C, liberando mayor cantidad de
protoplastos que a 25°C. Los proto-plastos
suspendidos en un medio sin enzimas se
mantuvieron viables hasta 24 horas des-
pués, no se observd regeneracion de pa-
red ni division celular.

NUMERO PROMEDIO DE PROTOPLASTOS EN 1 ML DE SUSPENSION

PURIFICADA.
Celulasas Celulasa + Celulasas + Celulasa + Pectinasa + celulasa
hemicelulasa pectinasa hemicelulasa +
pectinasa
390 766 2670 7200 5950

CONCLUSIONES

< La mejor mezcla para el aislamien-
to de protoplastos de hojas de hame
fue 1% celulasa Onozuka R10 + 1%
hemicelulasa + 1% pectinasa.

+» La pectinasa tuvo un efecto impor-
tante en el aislamiento de
protoplastos de hoja, ya que el
rendimeinto aumento considerable-
mente en las mezclas que la conte-
nian.

RECOMENDACIONES

{z Se ensayaran periodos de incuba-
cion menores a 16 horas.

£ Se probaran distintas combinacio
nes de celulasas y pectinasa (con

centracion, orden de aplicacion y pe
riodos de incubacion).
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