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~LTIVO DE PROTOPLASTOScDE YUCA Y STYLOSANTH~ 
László Szabados 

La genética de células somáticas en plantas está basada en téc-

nicas de protoplastos. Los protoplastos pueden ser sometidos a mutagé-

nesis, fusión O transformación genética, seguida selección in vitro. 

La aplicación de las técnicas de protoplastos para el mejoramiento 

de los cultivos requiere de la regeneración rutinaria de plantas a 

partir de protoplastos aislados. Nuestro trabajo en la Unidad de Biotec-

nología del CIAT está concentrado en el aislamiento y cultivo de proto-

plastos de yuca y Stylosanthes. 

Cultivo de protop1astos de yuca. Se ha dado mayor atención a los 

problemas de regeneración de plantas a partir de .protoplastos aislados 

de la yuca. Usando una mezcla enzimática de celulasa Onozyka. hemice-

lulasa y Pectolyasa fue posible el aislamiento rutinario de protoplastos 



• • 2 

de hojas y ápices de vástagos cultivados in vitro y de embriones somá-, 

ticos diferenciados a partir de segmentos foliares. 

Los protoplastos aislados fueron purificádos por filtración a través 

de nylon y mediante centrifugación. Poblaciones de protoplastos alta

mente purificados fueron obtenidas después de sedimentación y flotación 

en medio especial. Para la flotación de protoplastos, de mesófilo foliar 

se usó un osmótico de suerosa, mientras que los protopluatos meristemá

ticos o embriogénicos más densos flotaron solo en 25% de Percoll o 15% 

de Ficoll, en la presencia de manitol como osmótico. 

Los protoplastos purificados se cultivaron en el medio liquido 

¡¡escrito por Kao. Se encontró que este medio fue superior en comparación 

con "U'OS medíos de cultivo, incluyendo el que fue usado por Shahin 

y ;;¡",pard para protoplastos de yuca. 

Los protoplastos cultivados regeneraron pared celular nueva en 

1-2 días de cultivo, y se dividieron en 3-4 días de cultivo. Se hun 

observado frecuencias de división de 10-20% en cultivos de protoplastos 

de mesófilo foliar y de ápices. Ocasionalmente se ha alcanzado divisio

nes tan altas Como 35%. 

En cultivos originados a partir de embriones somáticos se encontraron 

frecuencias de divisiones menores al 5%. Los protoplastos en división 

formaron colonias en 3-4 .semanas. Estas colonias fueron transferidas 

a un medio sólido basado en las sales de Murashige and Skoog, las vita

minas del medio Bs (Gamborg et al, 1968) y diferentes combinaciones y 
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concentraciones de reguladores de crecimiento, amino ácidos y extractos 

orgánicos. Las colonias plaqueadas formaron callos en varios medios 

de cultivo. No fue posible inducir organogénesis o embriogenesis en 

estos callos. Ocasionalmente se observó formación de raíces o verdeamiento 

de los callos. 

Se han aislado y cultivado protoplastos de 10 variedades de yuca. 

Actualmente estamos concentrados en la inducción de embriogénesis somá

tica en las colonias de protoplastos usando diferentes tratamientos 

antes y después del cultivo y selección de tipos de protoplastos apro

piados. 

Cultivo de protoplastos de Stylosanthes. Empezamos a trabajar 

con protoplastos de Stylosanthes al final de 1984. Para el aislamiento 

de protoplastos de mesófilo foliar rutinariamente se usa una mezcla 

de celulasa Onozuka y PectolY.asa. El procedimiento de aislamiento y 

purificación es básicamente el mismo usado para los protop1astos de 

yuca. 

Los protoplastos se cultivan en el medio de Kao O en el medio descrito 

por Binding. La eficiencia de cultivo de los protoplastos de Stylosanthes 

siempre fue baja. Parece que estos son más frágiles que los de yuca 

después del tratamiento enzimático, y se rompen más fácilmente durante 

los pasos de purificación. La estabilidad de los protoplastos de Stylosan

thes fué ligeramente aumentada con niveles más altos de iones de Ca++y Ng++ 

en la solución enzimática y en el medio de cultivo. 
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Los protoplastos de Stylosanthes empezaron a dividirse en 5-7 

días de cultivo y se formaron colonias en 4-5 semanas para luego ser 

transferidos a medio sólido para inducir mayor crecimiento y morfogé

nesis. 

Las colonias adquirieron color verde y formaron puntos verdes 

oscuros al ser cultivadas con iluminación. Se ha observado la formación 

de vástagos en alta frecuencia en estos puntos verdes cuando las colonias 

se transfirieron al medio de regeneración. Se han r"egenerado plantas 

de dos accesiones de ~. guianensis (No. 136 y No. 2243). Se realizan en

raizamientos con otras lineas de ~. guianensis y varias lineas de ~. 

capitata y ~. macrocephala. 

Nuestras investigaciones están dirigidas hacia la aplicación de 

diferentes tecnicas de manipulación genética celular para su utiliza

ción en el mejoramiento de estos cultivos. En poblaciones de plantas 

regeneradas a partir de embriones somáticos de yuca y protoplastos 

y callos de Sty10santhes puede ocurrir variación somaclona1 útil. La 

fusión de protoplastos es ahora posible en Stylosanthes desde que 

la regeneración de plantas a partir de protoplastos está disponible. 

La transformación genética de yuca y Stylosanthes, por medio de Agrobac

terium gaméticamente modificado, es una posibilidad. 
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