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Resumen— En una primera fase se estandarizd protocolos
de desinfeccién, induccién a callos friables y hojas in vitro de
babaco y jigacho, material vegetal necesario para el aislamiento,
purificacion y fusion de protoplastos. En la fase de aislamiento se
valoro la accion de tres soluciones enzimaticas que contenian
celulasa Onozuka R-10 (1,5 2,25 y 3% p/v), macerozima R-10
(1,5 2,25y 3% p/v) y pectoliasa Y-23 (0,2 0,3 y 0,4% p/v) sobre
callos y hojas de las dos especies; dando los mejores resultados
en numero de protoplastos y tiempo de digestiéon el coctel
que llevd las concentraciones 3% celulasa-macerozima y 0,4%
pectoliasa, incubadas a 26-280C por un periodo de 33 horas
para hoja y 7 horas para callo. Los protoplastos aislados fueron
exitosamente purificados usando la técnica de Jadan (2000) que
consistié en la aplicacion de tres tipos de purificacion (filtracion,
centrifugacion directa y diferencia de gradientes en dos fases),
en esta etapa se uso el medio BH3 ademés de sacarosa y manitol
como estandarizadores osmaéticos. Los protoplastos purificados
de callode babacoy hoja dejigacho fueron fusionados utilizando
una solucién de PEG (polietilenglicol) como agente fusionante
y la solucién para estabilizar la membrana de los protoplastos
obtenidos, el medio BH3 fue usado posteriormente para realizar
una serie de lavados con el fin de eliminar los restos de PEG,
finalmente luego de culminado el proceso de fusion se observéd
células fusionadas de las dos especies. El siguiente paso sera
estandarizar un protocolo para la regeneracién de plantas a
partir de fusionantes.

Abstract— In a first stage, disinfection and induction protocols
about callous and in vitro leave were standardized; it's a
necessary material for the isolation, purification and fusion of
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protoplast. Protoplast isolation stage was evaluated for three
enzymatic solutions with cellulose: Onozuka R-10 (1,5 2,25 &
3% p/v), macerozyme: R-10 (1,5 2,25 & 3% p/v) and pectolyase:
Y-23(0,2 0,3 & 0,4% p/v) above callus and leaves in both species;
higher yields of protoplast number and times was achieve with
enzymatic solution: cellulase-macerozyme (3%) and pectolyase
(0,4%), it was incubated at 26-280C during 33 hours for leave
and 7 hours for callous. Protoplasts isolation were successfully
purified using Jadan (2000) techniques that consist in three
purification types (filtration, direct centrifugation and aqueous
two-phases systems), in this stage, BH3 media (specific by
protoplast) was used, sucrose and mannitol were used as osmotic
stabilizers. Babaco callous protoplast purification with jigacho
leaves protoplast where fused with a PEG solution (polyethylene
glycol) and a A+B solution was used for the cellular membrane
osmotic stabilizer. In addition, BH3 media was used in some
washes to eliminate PEG, after finished the fusion process, cells
were observed in an optic microscopy. A successful application
for technique of fusion protoplasts demands a protocol for plant
regeneration from these "new protoplasts”.

Palabras clave— Protoplastos, babaco, jigacho, fusiéon celular,
Vasconcellea.
Introduccion

El Babaco (Vasconcellea x heilbornii) es un hibrido

natural entre V. pubescens y V. stipulata, es la papayuela de
mayor difusiéon comercial, especialmente en Ecuador y sur de
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Colombia, introducida a Nueva Zelanda, Australia, Israel, Italia,
Califomia, Grecia y Brasil (Falcon y Brito, 2006). En el pais se
cultiva babaco, sin embargo, el problema principal es la forma
de reproduccién de las plantas. El fruto es partenocarpo, (no
produce semillas) lo que reduce su propagacion a una forma
asexual es decir a la obtencion de clones por estacas en otras
plantas del mismo género, lo cual ha repercutido en la falta de
diversidad genética y la contaminacion masiva del babaco con
varias enfermedades.

El Jigacho Vasconcellea stipulata es una planta que
tiene su origen en América, en paises como: Panama, Bolivia,
Colombia y Ecuador. Se la conoce con diferentes nombres:
Chilhualcan en Pert, Papayito de los Andes en Venezuela,
Papaya Arequipina en Bolivia, Papaya tierna en Colombia,
Papayo en Chile; en el Ecuador la conocemos como Jigacho,
Chichaldn, Chiglacon o Tronche. Es una especie muy utilizada
como porta injerto para la producciéon de babaco y presenta
mayor resistencia a varias enfermedades (Soria &Viteri., 1999).

La fusion de protoplastos, es una técnica muy utilizada
en la actualidad para el estudio de varias técnicas moleculares
como transporte y division celular, mutagénesis, morfogénesis,
variacion somaclonal y en especial transformacién genética
mediante hibridacion somatica o fusion, dicha técnica consiste
en fusionar dos células de Babaco y Jigacho respectivamente
para obtener un genotipo con caracteristicas de los dos
progenitores.

Este estudio es el inicio de una investigacion cientifica
para la obtencion de nuevos genotipos de Vasconcellea.

En la Ultima década cientos de estudios de aislamiento
y purificacién de protoplastos en varias especies han sido
publicadas y evaluadas por varios investigadores, sin embargo
la mayorfa coinciden en que el aislamiento depende de varios
factores, entre ellos la complejidad del tejido utilizado para el
aislamiento, su edad, la historia ambiental de la planta, el estado
fisico y sobre todo la composicién de la pared (Hui-Yinet al,
2007).

Varios estudios reportados en citricos como la
naranja, maracuyd y en tubérculos como la papa, muestran
excelentes resultados, aunque no se reportan resultados en
Vasconcelleas son varias técnicas por las cuales se pueden
aislar, purificar y fusionar protoplastos. La metodologia méas
utilizada para la obtencion de células desprovistas de pared es la
aplicacion de enzimas digestivas que actuan sobre la celulosa y
pectinas existentes en la pared celular, los protoplastos aislados
mediante esta técnica pueden ser purificados y fusionados
creando hibridos somaticos, en este articulo se detalla las
técnicas estandarizadas para el aislamiento, purificacion y fusion
de protoplastos en células obtenidas de callos friables y hojas in
vitro babaco y jigacho.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Plantas saludables de babaco y jigacho fueron
obtenidas de Patate-Tungurahua y llevadas a condiciones de
invernadero en la Facultad de Ingenierfa en Biotecnologia en la
Escuela Politécnica del Ejército. Se las sometid a una desinfeccion
que consistié en la aplicacion de un fungicida con principio
activo carbendazim (0.5%) vy sulfato de cobre pentahidratado
(0.24%) en una solucién al 1% durante 7 dias, con lo cual se
asegurd plantas sanas y viables para la toma de muestras de
yemas y hojas, las mismas que posteriormente fueron inducidas
a laformacion de hojas in vitro y callos de las dos especies.

Tanto hojas como yemas de las dos especies fueron
desinfectadas utilizando la técnica estandarizada por Rivera y
Freire, (2007). Debido a que las dos especies son muy parecidas
fenotipicamente el protocolo estandarizado fue el mismo para
babaco y jigacho.

Las yemas desinfectadas fueron colocadas sobre
un medio liquido M&S (1962) con vitaminas y el regulador de
crecimiento Brasinolida para la obtencion de hojas in vitro,
mientras que las hojas desinfectadas se cortaron en pedazos de
5mm y fueron sembradas en un medio M&S semisdlido con los
reguladores de crecimiento BAP (bencil-amino -purina) y AlA
(dcido-inddl-acético) en concentraciones 3 mglL-1 y 2 mglL-1
respectivamente..

Después de 15 dias de siembra, se observé la
elongacion de las yemas y el inicio de la formaciéon de hojas
in vitro (Figura Ta). Para callo se observé crecimiento 25 dfas
después de la siembra (Figura 1b).

Figura 1 a). Obtencidn de hojas in vitro a partir de jigacho (V.
stipulata).



Figura 1 b). Obtencidn de callo friable a partir de babaco (V.
Herlbornii).
Aislamiento y purificacion de protoplastos

Tanto los callos friables como las hojas fueron
sometidas a un proceso de aislameinto de protoplastos que
consistié para hoja se mezclé 3g de hoja finamente picada con 8
ml de medio BH3 y 5 ml de solucién enzimdtica segun la técnica
aplicada por Jadan (2000), se evalué nimero de protoplastos
mediante conteo en una camara de Neubauer desde la hora 24
hasta la hora 34. Para callo, la técnica consistié en realizar una
mezcla de 1g de callo con 2 ml de solucién enzimética y 3 ml
de medio BH3, la mezcla fue incubada y evaluada desde 1 hora
hasta las 10 horas. Las concentraciones evaluadas en el coctel
se muestran en el tabla 1. Una vez estandarizados tiempos vy las
mejores concentraciones se procedio a purificar las soluciones
que contenian protoplastos liberados, para lo cual se filtro las
soluciones a travez de una malla de acero de 50 um mesh, para
remover el material indigerido, la solucién filtrada que contenia
protoplastos se resuspendié en medio BH3 (especifico para
protoplastos segin Grosser & Gmitter, 1990) y se centrifugd
durante 8 minutos a 500 rpm, el precipitado, fase en donde se
encuentran los protoplastos. Fue sometido a una purificacion
en un sistema acuoso en dos fases, con la aplicacion de 5 ml
de solucién de sacarosa al 25% con sales CPW y una 2 ml de
solucion de manitol al 13% con sales CPW, aplicada gota a gota,
finalmente se obtuvo un halo de protoplastos en el medio de las
dos fases. Los protoplastos ya purificados fueron resuspendidos
en medio BH3 equivalente a 10x el volumen de protoplastos.

Tabla 1.
Cantidad de enzimas digestivas colocadas en cada uno de los
tratamientos probados para la digestion de protoplastos de hoja.

Tratamientos Celulosa Macerozima | Pectoliasa
(mg.mLT) (mg.mLT) (mg.mLT)
1 0.015 0.015 0.002
0.0225 0.0225 0.003
0.03 0.03 0.004

Fusion de protoplastos

Previo a la fusion, los protoplastos purificados fueron
mezclados en un tubo falcom en proporcién 3:1 protoplastos
de hoja y callo; se centrifugd la solucion durante 5 minutos a
500 rpm y se desechd el sobrante. Se colocé de 2-3 gotas de
protoplastos de callo y hoja sobre el centro de una caja petri
con 2 gotas de solucién PEG y se esperd durante 8 minutos ,
a continuacion se coloco 2 gotas mas de PEG y 2 gotas de la
solucion A+B encargada de aumentar la resistencia de las
membranas de los protoplastos para que resistan el proceso
de fusion, después de 15 minutos se afnadié 12 gotas de medio
BH3 con el fin mantener himedos los protoplastos y eliminar
los restos de PEG, al cabo de 10 minutos con la ayuda de una
micropipeta se retiré el medio de la periferia y se volvié a colocar
durante 10 minutos mas el medio BH3. Finalmente se retird
nuevamente el medio de la periferiay se repiti¢ el proceso desde
la solucién A+B durante 3 veces. Al cabo de todo el proceso se
observé en un microscopio éptico las células fusionadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y purificacion de protoplastos.

Los mejores pardmetros en el aislamiento de
protoplastos fueron evaluados de acuerdo al mayor rendimiento
de protoplastos (Figura 2a y b) en tiempo de incubacién con
cada concentracion de enzimas en la solucién, para lo cual se
realizé una ANOVA y las respectivas pruebas de Tukey en los
casos de significancia.

Figura 2. a) Protoplastos obtenidos a partir de hoja de jigacho a
las 33 horas de incubacion.

Figura 2. b) Protoplastos obtenidos a partir de callos de jigacho a
las 6 horas de incubacidn
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En celulas desprovistas de pared a partir de hoja, la
primera solucién que contenfa las concentraciones mas bajas
de enzimas en combinacion 1,5% celulasa-macerozima y 0,2%
pectoliasanodio buenos resultados, debidoaque no se observo
disgregacion celular ni protoplastos hasta la hora 25; con la
segunda solucién que contenia 2,25% celulasa-macerozima y
0,3 pectoliasa se observé protoplastos desde la hora 24, teniendo
el mejor rendimeinto con estas concentraciones a la hora 33
con numero aproximado de 15*106 protoplastos por ml de
solucion; sin embargo los mejores resultados fueron obtenidos
con la soluciéon enzimatica 3 con 3% celulasa-macerozima y
0,4% pectoliasa, solucion con la que se obtuvo a las 33 horas
de incubacion un ntimero de 18%106 protoplastos por ml de
solucion (Figura 3a) . En el aislamento de protoplstos a partir de
callo se obtuvo protoplastos con todas las concentraciones, la
figura 3b muestra los mejores resultados en el caso de callo, los
mismos que se obtuvieron con la soluciéon enzimética 3 alas6
horas de incubacién con un nimero de 1*108 protoplastos por
ml (Fig. 3 b)
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Figura 3. a) Medias marginales estimadas del nimero de
protoplastos obtenidos en un ml de solucién por hora a partir de

hoja de jigacho.
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Figura 3. b) Medias marginales con 3 soluciones enzimdticas
obtenidas del conteo de protoplastos obtenidos por hora de
incubacion en células de callo de babaco.

Fusion de protoplastos
Las condiciones en las que se fusionaron los
protoplastos aislados y purificados fue exitosa, obteniendose

un porcentaje de fusion aproximado del 30-35%, varios
heterocariontes fueron observados y distinguidos debido a que
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los protoplastos de hoja presentan una coloracion verde y los
protoplastos de callo presentan una apariencia transltcida. De
esta forma se observo celulas en proceso de fusion y células ya
fusionadas (Fig. 4 ay b).

Figura 4. a) Protoplasto de callo fusionado con un protoplasto
de hoja, en la figura se observa el material celular de hoja en color
verde.

Figura 4. b) Células de callo en proceso de fusién, formacién de
un poro inducido por la solucién de PEG que promueve la unidn
de las dos células.

Conclusiones

Se logré estandarizar un exitoso protocolo para el
aislamiento de protoplastos con una solucién que contiene
una combinacion de enzimas de 3% celulasa-macerozima y
04% de pectoliasa, esta concentraciéon mostrd los mejores
resultados tanto para el aislamiento de protoplastos a partir de
hoja de jigacho asi como de callos friables de babaco.

La purificacion de protoplastos mostré buenos
resultados al aplicar la técnica usada por Jadan (2000), la misma
que se corrobord al dar altos porcentajes de purificacion
usando una malla con tamano de poro de 50 um mesh para la
filtracion, y las soluciones de sacarosa al 25% y manitol al 13%
con sales CPW para la purificacion en un sistema acuoso en dos
fases, sequido de la centrifugacion directa.

La fusién de protoplastos entre células de callo y hoja



mostré excelentes resultados obteniéndose de un 30 a 35% de
células fusionadas, entre homocariontes y heterocariontes. Por
lo cual se puede concluir que el método de fusidon mediante
la aplicacion de una solucion de PEG es una alternativa viable
para la obtencion de nuevas células con variabilidad genética
en estas especies.
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ESTUDIOS SUPERIORES: Escuela
Ejército.
Egresada de la carrera Ingenierfa en Biotecnologfa.

Politécnica del

EXPERIENCIA.
« Curso de cultivo de tejidos vegetales en Agricultura,
(Universidad Central del Ecuador). (Asistente)
- Segundo Congreso de Ciencia y Tecnologia (ESPE).
(Asistente)
- Quinto Congreso de Ciencia y Tecnologfa ESPE 2010.
(Expositora).

Estandarizacion de un Método eficaz, para la
micropropagacion de violetas.
« Establecimiento de un Protocolo para desinfecciéon y
generacion de callos de Babaco a partir de meristemas.
- Micropropagacién de orquideas a partir de semillas
germinadas, optimizando una técnica para aclimatacion y
transplante de las mismas.
- Optimizacion de técnicas para la creacion de un Banco de
Germoplasma de Babaco.
« Micropropagacion de Tomate de érbol, a partir de
meristemas de plantas elite de la provincia de Tungurahua.
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