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RESUMEN

Las Dioscoreas se han utilizado desde la antigiiedad en la medicina tradicional de muchas
culturas. Algunas especies contienen en sus rizomas una gran cantidad de compuestos de
interés, entre los que destaca la sapogenina, la cual tiene efectos favorables en el tratamiento
de diversos padecimientos. Ademas de ser el precursor para la sintesis de progesterona y
cortisona. La propagacion convencional de Dioscorea resulta ser ineficiente para su
multiplicacion a gran escala, ademas de presentar largos periodos de espera para la obtencion
de biomasa. Las técnicas biotecnoldgicas pueden representar una solucion, tanto para la
propagacion a gran escala como para la obtencion de diosgenina en mayores concentraciones
y/o menor tiempo. El objetivo del presente trabajo de tesis fue obtener cultivos bajo
condiciones in vitro de raices de Dioscorea sp. colectada en la Cuenca del Papaloapan, y a su
vez, lograr la transformacién genética mediada por Agrobacterium rhizogenes para obtener
raices de crecimiento auténomo. Asi mismo, la extraccién y cuantificacion de diosgenina
presente en estos cultivos. Se realizé la transformacion genética de Dioscorea sp. con la cepa
A4 de A. rhizogenes obteniendo un 0.33 £0.57 % de éxito. Asi mismo, se logro la rizogénesis
con la auxina IBA, teniendo los mejores resultados de rizogénesis (95 %) a una concentracion
de 1 mg/L. EI mayor contenido de diosgenina en los cultivos in vitro se encontré en los
extractos de raices transformadas (2.239 mg/qg), el cual representa un 62.07 % de la contenida

en los extractos de raiz silvestre y un 56.62 % de la contenida en extractos de rizoma silvestre.



|l. INTRODUCCION

Las Dioscoreas han sido utilizadas desde la antigliedad como alimento y en la medicina
tradicional de muchas culturas (Huang et al., 2016; Yan, Yang, y Li, 2011). Algunas
especies contienen en sus rizomas una gran cantidad de compuestos de interés, entre
los que destacan la sapogeninas que, al hidrolizarse, liberan diosgenina (Sanchez-Cruz
et al., 2008; Gonzélez-Vega, 2012), la cual tiene efectos favorables en el tratamiento
de la diabetes, el Alzheimer, aumenta los niveles de estrégeno en la sangre, mejora la
secrecién de colageno y presenta actividad anticancerigena, entre otros (Evkota et al.,
2007). Ademas de ser el precursor para la sintesis de progesterona y cortisona (Bucay,
2009).

La propagacion convencional de Dioscorea se lleva a cabo generalmente por
fragmentacion de rizomas, la cual es lenta y resulta ser ineficiente para su
multiplicacion a gran escala. A nivel industrial la diosgenina se obtiene a partir de la
fermentacion de rizomas de Dioscorea, pero los largos periodos de espera para la
obtencion de biomasa representan un desafio a nivel industrial (Salazar y Hoyos, 2007,
Gonzéalez-Vega, 2012). Las técnicas biotecnolégicas podrian representar una solucién,
tanto para la propagacién a gran escala como para la obtencion de diosgenina en
mayores concentraciones y/o menor tiempo (Castillo, 2008; Bonilla-Morales y
Hernandez-Castafieda, 2012).

El objetivo del presente trabajo fue la obtencion de cultivos in vitro de raices y de raices
transformadas de barbasco (Dioscorea sp.) para la obtencién y cuantificacion,
mediante UPLC-MS, de diosgenina.



Il. GENERALIDADES Y ANTECEDENTES

2.1 Importancia del barbasco

Las plantas son fuente de una gran diversidad de productos naturales, con una amplia
gama de estructuras quimicas y actividades bioldgicas, las cuales pueden y se han usado

para la produccién de medicamentos (Agrawal et al., 2017).

El barbasco se ha utilizado ampliamente en la medicina tradicional mexicana, ya que
presenta accion antiespasmadica, contra la artritis, fiebres reumaticas, inflamacion del
nervio ciatico, dolores de mujeres embarazadas (Hata et al., 2003), diarrea,
hemorroides, enfermedades respiratorias (Palacios-Cortez, 2010), cdlicos,
antialergénico (Naskar y Mishra, 2018), tlceras (Nwafor et al., 2018) y diabetes (Wang
et al., 2018). También se ha documentado su uso en la pesca, ya que los peces
capturados con barbasco no son téxicos para el consumo humano (Hata et al., 2003).

En el siglo anterior cobré gran relevancia para la industria quimica, al ser una

importante fuente de diosgenina, la cual se emplea en la sintesis de cortisona y otros
compuestos corticoesteroides (Palacios-Cortez, 2010; Gonzalez-Vega, 2012), ademas

del hecho de que sus rizomas tiene alto contenido de almidon resistente (Huang et al.,
2016).

En la década de los 70°s la diosgenina fue la Unica fuente para la produccion de algunos
farmacos (Palacios, 2010), para este afio la demanda abarcaba, ademas de D. composita
y D. mexicana, D. floribunda y D. spiculiflora (Gonzélez-Leija, 1978). Entre 1940 y
1976, México se posiciond como el mayor productor de barbasco en el mundo,
cubriendo la demanda de esteroides para la fabricacion de mas de 200 productos
comerciales. Entre 1940 y 1945 cubrié el 80 % de la demanda mundial, entre 1945 y
1965 el 70 % y de 1965 a 1975 el 60 % (Gonzalez-Leija, 1978; Marks, 1997; Palacios-
Cortez, 2010).



GENERALIDADES Y ANTECEDENTES

El barbasco tiene gran importancia para la industria quimica, pero también para el
ecosistema; su excesivo uso a nivel industrial Ileg6 a poner en peligro su papel en el
ecosistema haciendo necesario dar lugar a la regeneracion de esta especie (Palacios-
Cortez, 2010).

2.2 El barbasco como grupo de especies del género Dioscorea

En México se le denomina barbasco a un grupo especies vegetales, pertenecientes al
género Dioscorea (Dioscoreaceae), las cuales son: D. composita (barbasco rojo), D.
floribunda (barbasco amarillo) y D. spiculiflora (barbasco blanco). Estas han utilizado
como materia prima en la industria de la produccion de hormonas esteroidales sintéticas
(Gonzélez-Leija, 1978).

La familia Dioscoreaceae, conformada por 4 géneros (Stenomeris, Tacca, Trichopus y
Dioscorea) se caracteriza por ser gedfita perenne, herbacea, raramente arbustiva, a
menudo trepadora. Tallos vasculares dispuestos en dos circulos, venacion primaria
pinnada o palmeada, venacion secundaria reticulada, rafidios presentes en 6rganos
vegetativos, tricomas variables; simples o ramificados y uni o multicelulares. La
polinizacién de esta familia no es muy conocida, probablemente se lleve cabo por
insectos (Caddick et al, 2002). En la Tabla 1 se detalla la clasificacion taxonémica del

género Dioscorea.

Tabla 1. Clasificacién taxondémica del género Dioscorea (Caddick et al.,

2002)
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Dioscoreales
Familia: Dioscoreaceae
Género: Dioscorea



GENERALIDADES Y ANTECEDENTES

El género Dioscorea, es un grupo de plantas monocotileddneas perteneciente a la
familia Dioscoreaceae, se encuentra conformado por alrededor de 600 especies, se
caracteriza por tener partes subterraneas rizomatosas, frecuentemente cortas, tienden
de uno a varios rizomas cubiertos con raices finas y un velamen de una sola capa. Los
tallos, anuales, son generalmente torcidos a la izquierda o derecha, con bulbos
presentes en algunas especies, hojas opuestas o alternadas, enteras, lobuladas o
divididas, venas que surgen en el punto de insercion de la cuchilla del peciolo. El
peciolo generalmente se encuentra engrosado en la base y en el apice. Son plantas
dioicas, generalmente estan presentes las partes reproductivas masculinas y femeninas
(Caddick et al., 2002; Das et al., 2013; Sosa et al., 1987).

Presentan inflorescencias simples y compuestas, con flores masculinas solitarias o
apareadas, a veces en cumulos, en ocasiones ocultan el eje parcial de la inflorescencia
y cuelgan de él. Las flores femeninas son solitarias o pareadas, colgantes al principio,
frecuentemente ascendente a medida que maduran las capsulas, generalmente con 3 a
6 estaminodios, con 2 Gvulos por cimulo. La fruta comunmente es una capsula de 3
alas, seca y dehiscente en la madurez, con 6 semillas usualmente, una endotesta
cristalina y endospermo de paredes gruesas (Caddick et al., 2002; Gonzélez-Vega,
2012).

En la Figura 1 se muestra la morfologia de una especie del género. La dispersién de
semillas es cominmente por el viento y su propagacion puede darse por semillas,
rizomas enteros o secciones de éstos y por estacas herbaceas (Sanchez-Cruz et al.,
2008).

Alrededor de 60 especies del género Dioscorea tienen un valor economico, de las
cuales entre 14 y 25 son utilizadas en la alimentacion, 6 tienen uso ornamental y 15 uso
medicinal, dentro de éstas destacan 9 por su uso en la industria farmacéutica para la

produccién de hormonas (Gonzalez-Vega, 2012; Saini et al., 2016).
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Figura 1. Descripcion boténica de una especie del género Dioscorea, A: rama con inflorescencias
estaminadas, una de ellas parcialmente fructifera. B: racimo terminal con botones de flores estaminadas.
C: flor estaminada. D: rama con inflorescencia pistilada. E: flores pistiladas. F: rama fructifera. G: fruto.

H: semilla. I: embrién. J: rizoma (Xifreda y Kirizawa, 2003).
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Las Dioscoreas se distribuyen generalmente en las regiones tropicales, subtropicales y
templadas de todo el mundo (Figura 2), habitando el suelo sombreado de los bosques
hasta sus margenes, con un centro de diversidad genética en el sureste de Africa, con
méaxima diversidad en climas estacionalmente humedos (Caddick et al., 2002). Se han
cultivado a mayor escala en los paises en desarrollo de los tropicos, como los
pertenecientes a Africa, Asia, Oceania y América, donde han tenido una gran
importancia socio-econdmica (Girma et al., 2017). Los cultivares con mayor superficie
cultivada en los trépicos son: D. alata, D. cayenesis, D. vulvifera, D. trifida y D.

esculenta (Sanchez-Cruz et al., 2008).

Las Dioscoreas representan la principal fuente de carbohidratos para algunos pueblos
de Africa occidental y central, siendo el 4° cultivo de rizoma comestible mas
importante. En los pueblos indigenas de América tropical se han cultivado desde la
época precolombina, constituyendo una importante fuente de empleo e ingresos en

zonas rurales (Gonzélez-Vega, 2012).

Figura 2. Distribucién del género Dioscorea en el mundo (Gonzalez-Vega, 2012)

En Meéxico, el genero Dioscorea crece de forma silvestre o cultivada en zonas
tropicales y ha sido explotado en los estados de Veracruz, Chiapas, Tabasco, Oaxacay

Puebla, con mayor produccion en los acahuales (Gonzélez-Leija, 1978). En el pais se
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pueden encontrar cerca de 70 a 100 especies de Dioscorea (Caddick et al., 2002;
Gonzélez-Leija, 1978), entre las mas representativas tenemos a: D. composita (centro
y sur de México, excepto Peninsula de Yucatan), D. floribunda (Puebla, Veracruz,
Tabasco, Peninsula de Yucatan, Guerrero, Campeche, Oaxaca y Chiapas), D.
spiculiflora (Veracruz, Oaxaca, Campeche, Chiapas y Peninsula de Yucatén), estas 3
especies son conocidas comdnmente como Barbasco (Gonzélez-Leija, 1978; Sosa,
Schubert y GoOmez-Pompa, 1987), D. mexicana, conocida como cabeza de negro, (San
Luis Potosi, Puebla, Veracruz, Peninsula de Yucatan, Jalisco, Guerrero y Oaxaca), D.
bartlettii (Tabasco, Chiapas y el sur de Veracruz), D. bulbifera (Veracruz), D.
convolvulacea (Morelos, Estado de México, Guerrero, Jalisco, Oaxaca, Veracruz,
Chiapas y Peninsula de Yucatan), D. orizabensis (Veracruz), D. pallens (Veracruz y
Puebla), D. pilosiuscula (Veracruz, Chiapas y Peninsula de Yucatan), D. polygonoides
(Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Veracruz y Peninsula de Yucatan), D. urophylla
(Veracruz y Oaxaca) (Sosa, Schubert y Gémez-Pompa, 1987), D. dodecasemina
(Yucatan), D. juxtlahuacensis (Oaxaca), D. longirhiza (Guerrero), D. tolucana (Estado
de México) (Caddick et al., 2002).

El término barbasco esta asociado a 3 especies: D. composita, D. floribunda y D.

spiculiflora, cuya distribucion se marca en la Figura 3.

Las Dioscoreas al ser plantas dioicas presentan poca posibilidad de que las semillas
sean fértiles, ademas de presentar bajas tasas de floracién y germinacion. Se ha

intentado la propagacion de esquejes logrando solamente un 30% de éxito.

2.3 Manejo y problematica

El método tradicional de propagacion de Dioscoreas es por fragmentacion de rizomas,
y es el método utilizado, pero sigue siendo lento e ineficaz para la multiplicacion a gran
escala de clones, ya que un rizoma de Dioscorea solo puede producir como maximo
24 rizomas, a su vez aumentan los riesgos de transferencia y diseminaciéon de

enfermedades a la siguiente generacion, y se sabe que el atagque de neméatodos y virus
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reduce radicalmente el rendimiento del rizoma. (Forsyth y Van Staden, 1981; Hata et
al., 2003; Kumar et al., 2014; Samy et al., 2017; Seal y Muller, 2007; Yan et al., 2011).
Los rizomas pueden ser recolectados a partir de los 7-10 meses alcanzando un peso
promedio de 3 a 5 kg en algunas especies (Sanchez-Cruz, Fernandez-Cardona y
Esteban-Garcia, 2008).

[ | Distribucion del término barbasco
[77] Distribucion de D. floribunda

Distribucién de D. composita

Cuenca

B

Figura 3. A) Distribucion del término barbasco en México y especies denominadas con ese término,
exceptuando D. spiculiflora B) ubicacion geografica de la Cuenca del Papaloapan (modificado de
Gonzalez Leija, 1978).

Otra de las desventajas del cultivo tradicional es que la morfologia general del género
presenta gran variabilidad dependiendo de la altitud, clima, tipo de suelo, también si
son plantas cultivadas o silvestres, lo cual puede llevar a la variacién en el contenido y

el rendimiento de diosgenina (Gonzélez-Leija, 1978).

A pesar de que la produccion agricola mundial de Dioscorea alcanz6 un 40% de
incremento entre 1961 y 1999, las plantas silvestres de Dioscorea tienden a desaparecer
debido a su uso como alimento basico y como materia prima para la extraccion de

diosgenina. También se debe tener en cuenta que el manejo agricola de las variedades
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cultivadas es muy rudimentario. Las Dioscoreas requieren de un soporte para crecer,
por ello muchas veces se les encuentra en cultivos de importancia comercial como

cacao, limon, café, entre otros (Esteban et al., 2008; Gonzalez-Vega, 2012).

2.4 Cultivo de tejidos vegetales

La propagacion in vitro podria ayudar a superar estas limitaciones de disponibilidad de
material homogéneo de alta calidad y libre de enfermedades para la siembra o la
obtencion de diosgenina (Kumar et al., 2017).

La propagacion convencional de Dioscorea no garantiza la calidad fisioldgica, sanitaria
y/o genética en grandes volumenes de produccién y en cortos periodos de tiempo, para
lo cual la micropropagacion a través del cultivo in vitro de tejidos y 6rganos vegetales

representa una solucion viable (Gonzalez-Vega, 2012).

La micropropagacion tiene amplias ventajas como puede ser la conservacion de
genotipos a través de bancos de germoplasma, la produccion de metabolitos
secundarios, la obtencion de biomasa durante todo el afio con altas tasas de crecimiento
y material vegetal libre de enfermedades (Behera et al., 2009). Ademas el cultivo in
vitro de tejidos vegetales representa una alternativa para la produccion de metabolitos
secundarios, una de sus ventajas mas importantes es la no dependencia de la geografia,
de las estaciones o de las condiciones ambientales (Agrawal et al., 2017; Nunez-
Palenius et al., 2005).

En la produccién de metabolitos secundarios existen diversos problemas, pero a través
de la técnica de cultivo de tejidos vegetales, en algunos casos, se ha podido incrementar
su produccién eligiendo genéticamente lineas de alta productividad, o bien,
optimizando las condiciones fisicas y quimicas del cultivo (Pifiol, 1999). Una de las
aplicaciones del cultivo in vitro es la transformacion genética, tanto por métodos fisicos
como por métodos bioldgicos, como estrategia para la produccién de metabolitos de

interés. El cultivo in vitro puede tener las variantes que se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacion de los cultivos in vitro

Cultivo de plantas completas Semillas

Embriones cigoticos
Cultivo de érganos Rizomas

Tubérculos

Raices

Yemas

Hojas

Tallos

Verticilos florales
Cultivo de tejidos o Meristemos
segmentos de 6rganos Tejidos secundarios
Cultivo de células Células gaméticas

Células somaticas

Protoplastos
( Agrawal et al., 2017; Pérez-Molphe-Balch, 2009)

La morfogénesis in vitro de las plantas, es decir, la formacion de érganos y tejidos de

novo, varia en respuesta a diferentes estimulos externos como pueden ser; el balance
hormonal (reguladores de crecimiento), la disponibilidad de agua y otros nutrientes,
estimulos fisicos como la calidad y cantidad de luz, pH, entre otros y de estimulos
internos como la concentracion de fitohormonas endégenas y el genotipo (Pérez-
Molphe-Balch, 2009).

Las auxinas son un grupo de reguladores de crecimiento implicadas en muchos
aspectos del crecimiento de las plantas, se producen en bajas concentraciones en tejidos
vegetales. La auxina encontrada en mayores concentraciones en las plantas es el acido
indol-3-acético (AIlA), sin embargo, también es posible encontrar, a menores
concentraciones, acido 4-cloro-indol-3-acético (4-CI-AlA), acido fenilacético (APA) y
acido indol butirico (AIB) de manera natural en algunas plantas (Ludwig-mdiller y
Cohen, 2002).

10



GENERALIDADES Y ANTECEDENTES

Las auxinas son capaces de regular genes que participan en el ciclo celular, afectando
la morfogénesis de las plantas, inhibiendo el crecimiento de la raiz primaria y
promoviendo la generacion de raices laterales (Han et al., 2012). EI AlA es la auxina
natural mas abundante, sin embargo, para el cultivo de tejidos se prefiere el uso de AIB
y el &cido naftalenacético (ANA), sintéticos. Se ha demostrado que cuando se
suministra AIB a explantes se promueve eficazmente la generacion de raices
adventicias, teniendo un buen transporte en el sistema vascular (Martinez-DelaCruz et
al., 2015).

2.4.1 Cultivo in vitro de Dioscorea

Existen reportes de que los cultivo in vitro de especies del género Dioscorea
proporcionan una manera facil y rapida para la multiplicacién masiva de plantas. En
1975 se realiz6 por primera vez el cultivo in vitro de una especie del género Dioscorea,
el cual consistid en propagar D. floribunda a partir de segmentos nodales (Chaturvedi,
1975), para 1981 se obtuvieron brotes a partir de segmentos nodales de D. bulbifera
(Forsyth y Van Staden, 1981). A partir de ahi se han realizado cultivos in vitro de
plantas del género Dioscorea mediante el uso de segmentos nodales, bulbos,
meristemos, en diversas especies como: D. floribunda, D. bulbifera, D. composita, D.
alata, D. batatas, D. abyssinica, D. oppositifolia, entre otros. En la Tabla 3 se resumen

algunos de los reportes de cultivo in vitro de Dioscoreas.
Los cultivos de callos y cultivos de células en suspension derivadas de D. deltoidea

pueden acumular diosgenina en un nivel muy cercano o igual a 1% del peso seco
(Reinert, y Yoeman, 1992).
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Especie Medio Respuesta Autor

D. floribunda MS + 2 mg/L BAP Brotes (Chaturvedi, 1975)

D. floribunda MS + 0.5 mg/L ANA Raiz (Chaturvedi, 1975)

D. composita MS + 80 mg/L de sacarosa. Micro tubérculo  (Alizadeh et al., 1998)
D. composita MS + 1.5 mg/L adenina Micro tubérculo  (Alizadeh et al., 1998)
D. composita MS + 1 mg/L IBA Micro tubérculo  (Alizadeh et al., 1998)

D. oppositifolia

D. Oppositifolia

D. oppositifolia

D. pentaphylla

D. pentaphylla

D. pentaphylla

D. opposita

D. oppositifolia

D. oppositifolia

D. wightii

D. fordii

MS + 0.5 mg/L Kn
MS + 0.5-1.7 mg/L BAP

MS + 0-1 mg/L ANA

MS + 30 g sacarosa

MS + 0.5-0.75 mg/L Kn
MS + 0.5-1.75 mg/L BAP

MS + 0-0.5 mg/L ANA

MS + 30 g sacarosa

MS + 30 mg/L sacarosa + 2.0

mg/L Kn + 1.0 mg/L BAP +
0.5 mg/L ANA

MS + 2 mg/L Kn + 1 mg/L
BAP + 0.5 mg/L ANA +
100mg/L &c. Ascérbico

MS 0.5X + 2 mg/L ANA

0.25 mg/L BA, 0.25-0.75
mg/L Kn, 0.2-0.6 mg/L 2iP

MS + 1.0 mg/L BA, 0.1 mg/L

ANA,

Brotes

Raiz

Micro-tubérculo

Brotes

Raiz

Micro-tubérculo

Micro-tubérculo

Brotes
Raiz y Micro-
tubérculo

Callo

brotes

(Poornima y
Ravishankar, 2007)

(Poornima y
Ravishankar, 2007

(Poornima y
Ravishankar, 2008

(Poornima y
Ravishankar, 2007)

(Poornima 'y
Ravishankar, 2007

(Poornima y
Ravishankar, 2009

(Behera et al., 2009)

(Behera et al., 2009)

(Behera et al., 2009)

(Mahesh et al., 2010)

(Yanetal., 2011)
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Tabla 3. Respuestas a diferentes cultivos in vitro de Dioscorea (continuacion).

Especie

D. fordii

D. bulbifera

D. bulbifera

D. composita

D. japonica

D. opposita

D. opposita

D. oppositifolia

D. zingiberensis

D. Alata

D. alata

D. alata

D. opposita

D. alata

Medio

MS+ 30 g/L sacarosa,
MS + 5 mg/L ANA

MS + 0.5 mg/L ANA +5

mg/L Kn

MS + 2-8 % sacarosa + 5-10

mg/L Kn

MS + 5 mg/L Kn

LS + 0.5 mg/L BA

MS+ 1.0 mg/L ANA + 0.5-1.0

mg/L BA

MS + 3 % sacarosa + 2 mg/L

BAP

MS + 2 mg/L BAP + 0.3%

carbon activado

MS + 1 mg/L BAP + 0.2 mg/L

ANA

MS + 2.5 mg/L ANA

MS + 2.5 mg/L ANA +0.5

mg/L AIB

MS + 2 mg/L BAP + 0.5 mg/L

ANA

MS + 60 g/L sacarosa

MS + 1 mg/L 2,4-D

Respuesta

Micro tubérculo

Brotes

Micro tubérculo

Micro tubérculo

Brotes

Brotes

Micro tubérculo

Brotes

Brotes

Callo

Raiz

Brotes

Micro tubérculo

Callo

Autor

(Yanetal., 2011)

(Das et al., 2013)

(Das et al., 2013)

(Das et al., 2013)

(Das et al., 2013)

(Das et al., 2013)

(Das et al., 2013)

(Das et al., 2013)

(Das et al., 2013)

(Kumar et al., 2014)

(Kumar et al., 2014)

(Kumar et al., 2014)

(Lietal., 2014)

(Samy et al., 2017)
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2.5 Metabolitos secundarios

Las plantas elaboran y acumulan sustancias o0 compuestos bioldégicamente activos en
sus tejidos que son importantes desde varios puntos de vista, muchos poseen
propiedades farmacoldgicas y pueden utilizarse en la preparacién de medicamentos,
ya que tienen diferentes estructuras quimicas y propiedades preventivas de proteccion
a enfermedades (ltokawa et al., 2008; Valencia-Ortiz, 1995). Casi el 50 % de los
medicamentos utilizados en la medicina son de origen vegetal, y solo una pequefia
fraccion de las plantas con actividad medicinal han sido estudiadas (Peteros y Uy,
2010).

Los metabolitos secundarios son moléculas implicadas en el metabolismo secundario
generadas como respuesta a estrés de origen bidtico y abiotico. Dicho estrés puede ser
provocado por la limitacion de nutrientes, ataque de fitopatdgenos, exposicion a la
radiacion solar, debido a la diferenciacién celular o a moléculas reguladoras, etc.
(Cannell, 1998).

Los principales componentes resultado del metabolismo secundario pueden
clasificarse como (Kuklinski, 2003):
a) Isoprenoides: terpenos, aceites esenciales, saponinas, cardioténicos.
b) Derivados fendlicos: fenoles y acidos fendlicos, cumarinas, lignanos,
flavonoides, antocianinas, taninos, quinonas, antracendésidios.

c) Alcaloides.

Las especies del género Dioscorea poseen metabolitos secundarios con efectos
medicinales como antitromboticos, anticancerigenos, y algunos asociados a la gastritis.
De este género se pueden aislar saponinas, alcaloides y compuestos para la obtencion

de plastico, entre otros (Bonilla-morales y Hernandez-castafieda, 2012).

Las saponinas son heterosidos formados por una parte glucidica (aztcar) méas una parte
no glucidica (aglicona) (Kuklinski, 2003). Se encuentran en diversas plantas, son
14
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solubles en agua y al ser agitados en solucion acuosa producen espuma, generalmente
se encuentran asociados a raices y son de facil extraccién alcohdlica o acuosa, ademas
pueden ser utilizados como precursores de hormonas esteroidales. Las saponinas tienen
una gran diversidad estructural y una amplia gama de propiedades biologicas,
participando en mecanismos de defensa, proteccion e interacciones ambientales (Ciura
etal., 2017).

Las saponinas esteroidales son los principales metabolitos secundarios presentes en los
rizomas del género Dioscorea, entre las mas comunes se encuentra la dioscina que al
hidrolizarse libera una 0 mas moléculas de azlcar y un aglicon conocido como
sapogenina (Hata et al., 2003). Las sapogeninas mas abundantes en la naturaleza son;
diosgenina, yamogenina, tigogenina, smilagenina y sarsapogenina (Hinke, 2008;
Myszka et al., 2017). El género Dioscorea representa una buena fuente de sapogeninas,
debido a que sus rizomas pueden acumular entre el 3 y el 5% (Kuklinski, 2000;
Maldonado et al., 2012).

2.6 Biosintesis e importancia de la diosgenina

La diosgenina (Figura 4) es una aglicona de la saponina esteroidal dioscina, que esta
presente de manera natural en el género Dioscorea y es una de las principales materias

primas en la industria para la produccion de farmacos esteroidales (Son et al., 2007).

Ciura et al, (2017) propusieron la ruta para la biosintesis de diosgenina (Figura 5) a
partir del colesterol. La estructura terpenica principal del colesterol es sintetizada a
partir de mevalonato. La hidroxilacion del C-22 del colesterol es catalizada por la
esteroide-22a-hidroxilasa. Una monooxigenasa participa en la hidroxilacion de C-16,
y los citocromos CYP18AL1 / CYP734A1 catalizan la hidroxilaciéon de C-26. Las dos
ultimas etapas implican el cierre del anillo F y la formacion del espirocetal. Primero,
la glicosilacion de C-26 es catalizada por UDP-glucosiltransferasa (UGT), y luego la
molécula de glucosa es eliminada por la B-glucosidasa para formar un anillo espiro de

diosgenina (Ciura et al., 2017).
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wCHg

Dioscina

Diosgenina

Figura 4. Estructuras quimicas de la saponina (dioscina) y la sapogenina (diosgenina). Imagenes
tomadas de http://www.chemspider.com/Chemical-Structure

La diosgenina tiene un efecto hipocolesterolemico, por supresion de la absorcion del
colesterol e incrementando la secrecidn de colesterol (Son et al., 2007), también tiene
efectos favorables en el tratamiento de la diabetes mellitus y la regulacion del
metabolismo de lipidos (Wang et al., 2014; Wang, Shi y Wang, 2018), aumenta los
niveles de estrogenos en la sangre, ayuda a la regulacién menstrual, célicos biliares, en
el tratamiento de dolores neuralgicos, bronquitis espastica, tosferina, trastornos
hepéticos, reumatismo (Hata et al., 2003). También reduce las placas amiloides en el
Alzheimer, mejora la secrecion de colageno, y presenta actividad anticancerigena
(Bhuvanalakshmi et al., 2017; Chiang et al., 2018; Li et al., 2014) ademés de mostrar
propiedades hipolipidémicas, hipoglusemicas, antioxidantes, antiinflamatorias (Kim 'y
Park, 2018).

Hasta los afios 50 la obtencion de hormonas para el comercio era a partir de rganos y
productos animales era sumamente complicada (ovarios de puerco para progesterona,
testiculos de toro para testosterona y orina de caballo para estrona), ademas de las
grandes cantidades de materia prima necesaria y los altos costos de produccion. La
diosgenina fue descubierta en 1936 por Fujii y Matsukawa, pero fue hasta 1943 que se
descubrid el potencial de las sapogeninas, presentes en Dioscorea, para la semi-sintesis
de hormonas, cuando Russell Merker sintetizd progesterona a partir de diosgenina
(Gonzalez-Leija, 1978; Hinke, 1997; Maldonado-Garcia et al., 2012).

16



GENERALIDADES Y ANTECEDENTES

A
— -

HO
Ho”™

Colesterol (3B)-colesta-5-en-3,22-diol

(3B)-colesta-5-en-3,16.22-triol

. HO
i OH
) ‘ OH -
' o]
—
Ho” Ho”

(3B,25R)-3,16,26-trihidroxicolesta-5-en- (3B,25R)-furost-5-en-3,22,26-tiol
22-ona

D Gic0

HO

Diosgenina 26-B-D-glucopiranosil-(33,25R)-furost-5-en-
3,22-diol

Figura 5. Ruta biosintética de la diosgenina. En esta ruta la diosgenina se crea a partir del colesterol.
A) esteroide-22a-hidroxilasa, B) monooxigenasa, C) citocromos CYP18A1 / CYP734A1, D) UDP-

glucosiltransferasa (UGT) y E) B-glucosidasa. Ciura et al, (2017)
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El investigador estadounidense, Marker, aislé sapogenina primeramente a partir de un
extracto de D. tukamoro transformandola en pregnenolona, a través de un proceso
conocido como “Degradacion de Marker” (Marker et al., 1940). Este proceso
constituyd toda una revolucién en la sintesis organica de hormonas esteroidales y
disminuyé drésticamente el costo de la progesterona. Marker llega a México en 1941
en busca de una especie de Dioscorea que crecia en Veracruz, conocido como “cabeza
de negro” (D. mexicana). Posteriormente, colectd otra especie denominada barbasco
(D. composita), de mayor importancia comercial por su mayor contenido en diosgenina
(Olivares, 2001).

Marker hizo posible la produccion barata de hormonas sexuales gracias al barbasco,
que contiene grandes cantidades de dioscina (Hinke, 2008). A partir de esto, se
desarrollé en México una gran industria quimica que, en un principio se sostenia a
partir de rizomas de D. mexicana, pero para 1949 la especie mas demandada era D.

composita.

Las hormonas esteroidales poseen una estructura quimica bastante compleja, lo cual
hace de su sintesis quimica un proceso dificil y poco rentable, por lo que el camino mas
viable para su obtencion es la semisintesis a partir de sapogeninas esteroidales (Hata et
al., 2003). A partir del descubrimiento de Marker, de la degradacién de la cadena lateral
de sapogeninas, se obtuvo una fuente barata de precursores para la sintesis de esteroides
a partir de diosgenina (Barredo y Herraiz, 2017).

México liderd la industria de la extraccion de diosgenina hasta el momento en que
compafiias chinas se introdujeron en el mercado de los esteroides (Barredo y Herraiz,
2017). Actualmente, China se dedica a exportar grandes cantidades de diosgenina ya
que han descubierto diversas sapogeninas, que manejan diferente especificidad para la
produccién de multiples farmacos. México pasd de ser exportador mundial de
hormonas a ser importador en el momento que la industria farmacéutica retird sus
inversiones y se perdieron las vias de comercializacion de esta planta mexicana
(Palacios-Cortez, 2010).
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2.7 Obtencion de diosgenina en diversos cultivos vegetales

La diosgenina es un metabolito presente en especies de plantas como: Solanun
xanthocarpum (Sato y Latham, 1953), especies del género Dioscorea, Xmilax aspera
(Marker, Tsumamoto y Turner, 1940) Agave cupreata, A. inaequidens, A. hookeri
(Figueredo-Urbina, Casas et al., 2018), Costus speciosus, Smilax menispermoidea,

Trigonella foenum, Helicteres isora (Deshpande y Bhalsing, 2014; Kim y Park, 2018).

En 1940, Marker y colaboradores, aislaron diosgenina y sarsasapogenina a partir de D.
tokoro y Xmilax aspera (zarzaparrilla) respectivamente, con los cuales pudieron
sintetizar progesterona (Marker, Tsumamoto y Turner, 1940), con ello la diosgenina se
convirtié en un importante precursor natural de hormonas esteroidales en la industria
farmacéutica (Dong et al., 2015; Kim y Park, 2018), es precursor de prednisona,
prednisolona, dexametasona, betametasona, hidrocortisona, metilprednisolona
(Barredo y Herraiz, 2017) y pregnenolona, la cual se puede transformar en
progesterona, que permite obtener andrdgenos y estrdgenos (estradiol) (Kuklinski,
2003).

La diosgenina se puede obtener a partir de Dioscorea realizando una extraccion acuosa,
obteniendo heterdsidos que al someterse a una hidrolisis &cida permitira separar los
azlcares de agliconas (Kuklinski, 2003; Rothrock et al., 1957). Con este fin, los
rizomas son fragmentados, fermentados o hidrolizados directamente para obtener
diosgenina (Espejo et al., 1982) y con ayuda de Rhizopus arrhizus y R. nigriscus, se
puede llevar a cabo una transformacion microbioldgica, transformando la progesterona
en 11-a-OH-progesterona con la cual se puede obtener hidrocortisona para
posteriormente transformarla en cortisona. También por via microbiolégica es posible
transformar la hidrocortisona o cortisona en prednisolona, un derivado mas potente
(Kuklinski, 2003). Algunos estudios muestran que el proceso de fermentacion de

rizomas no incrementa realmente el contenido de diosgenina en comparacién con la
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hidrolisis acida, pero se prefiere por ser un proceso mas econémico, a pesar de ser mas

lento (Segura-Gomez y Carrizales-Navarrete, 1983;Cheng et al., 2015).

Se ha reportado que el rendimiento de la fermentacion es muy bajo, ya que la
conversion es solo de alrededor del 50%, sin embargo el rendimiento final de un
proceso combinado de fermentacion e hidrdlisis es superior al 88% (Barredo y Herraiz,
2017).

Cheng et al. (2016) utilizaron D. zingiberensis debido a su alta concentracion de
saponinas, para transformar dioscina en diosgenina, realizando una transformacion
microbiana con un cultivo mixto, utilizando Trichoderma reesei y Aspergillus
fumigatus, obteniendo la concentracion mas alta de 0.028g/g de diosgenina (Cheng et
al., 2015).

La diosgenina se obtiene comercialmente a partir de Dioscorea y es precursor de
muchos esteroides con actividad farmacoldgica (Maldonado-Garcia et al., 2012). Es
uno de los principales precursores de compuestos esteroidales usados en la sintesis de
anticonceptivos orales, hormonas sexuales y otros esteroides de la industria
farmacéutica (Cheng et al., 2016). A partir de 30 kg de rizoma de D. composita se
puede obtener 250 g de diosgenina, con lo cual se pueden producir 60 g de cortisona
(Kuklinski, 2003).

Se han reportado diferentes concentraciones de diosgenina en diferentes especies entre
ellas las del género Dioscorea, en la Tabla 4 se muestran algunos ejemplos. Los
rendimientos y purezas de diosgenina pueden variar en una misma especie de acuerdo

a diversos factores de su ecologia (Gonzélez-Leija, 1978).
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Tabla 4. Concentracion de diosgenina en diferentes especies vegetales

Especie Concentracion Material Autor
(mg/g) bioldgico
D. composita 57.4-58.2 Raiz (Lopez-Sanchez et al.,
1972)
D. composita 130 Rizoma (Gonzalez-Leija,
1978)
D. floribunda 2-100 Rizoma (Gonzélez-Leija,
1978)
D. spiculiflora 7-15 Rizoma (Gonzalez-Leija,
1978)
D. composita 2-5.7 Rizomas (Segura-Gomez y
fermentados Carrizales-Navarrete,
1983)
D. deltoidea 10 Callos (Reinert, y Yoeman,
1992)
T. foenum-graecon 0.4 Raices (Merkli et al., 1997)
transformadas
T. foenum-graecon 0.24 Raices (Merkli, Christen y
Kapetanidis, 1997)
T. foenum-graecon 2.2 Callos (Oncina et al., 2000)
C. speciosus NR Callos (Singh et al., 2013)
C. pictus 25.4 Rizomas (Singh, Gautam vy
Vimala, 2013)
D. zingiberensis 8.67 Rizoma (Yietal., 2014)
D. zingiberensis 19.52 Rizoma (Yietal, 2014)
D. septemloba 0.78 Rizoma (Yietal., 2014)
D. septemloba 1.18 Rizoma (Yietal., 2014)
D. collettii 13.19 Rizoma (Yietal., 2014)
D. zingiberensis 28 Rizomas (Cheng et al., 2016)
fermentados

NR: No reportado. D.:

Dioscorea; T.: Trigonella; C.: Costus
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2.8 Transformacion genética de plantas

La exitosa transferencia de genes en plantas se ha realizado desde hace mas de 30 afios

como una valiosa herramienta para estudiar la fisiologia vegetal, para el desarrollo de
nuevas variedades y para la produccion de metabolitos, entre otros (Martinez et al.,
2004). La ingenieria genética de plantas proporciona una via para la manipulacion
genética de estas. Existen dos métodos de transformacion: los fisicos y los biologicos
los métodos bioldgicos se basan en el uso de la bacteria fitopatdgeno Agrobacterium
como vehiculo que transporta ADN foraneo y lo integra en el genoma de las células
vegetales (sistemas T-ADN). Los métodos fisicos se basan en la integracién del ADN
foraneo mediante una gama de recursos, como la biobalistica, el uso de compuestos
como el polietilenglicol o la electroporacion (Herrera-Estrella et al., 1997; Gulnar-
Asybaeva et al., 2017; Rahman et al., 2017).

2.8.1 Agrobacterium rhizogenes

Agrobacterium rhizogenes (o Rhizobium rhizogenes) es una bacteria gram negativa
transmitida por el suelo a las plantas, capaz de infectarlas cuando sufren heridas.
Contiene un plasmido inductor de raiz (Ri), que contiene un ADN de transferencia que
codifica los loci de genes del locus de la raiz (rolA, rolB, rolC y rolD). Es capaz de
inducir la produccion de raices pilosas altamente ramificadas en la superficie de los
explantes infectados. Estas raices pueden mantenerse en cultivo sin la necesidad de
agregar hormonas al medio. Las raices pilosas se han utilizado para varios propositos,
como en la produccion de proteinas recombinantes, en la ingenieria metabdlica y en
analisis fisioldgico, entre otros (Ron et al., 2014; Nester, 2015; Chen et al., 2017).

Durante el proceso de infeccion, un segmento del plasmido Ri, denominado T-ADN,
se exporta desde Agrobacterium al nucleo de la célula vegetal donde se integra en el
ADN cromosOmico y se expresa, este es un proceso de transformacidn genética estable.

La transformacion de células vegetales da como resultado una produccion elevada de
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hormonas (auxinas) y desencadenan una proliferacién que conduce a un enraizamiento
anormal (Chilton et al., 1982; Tzfira y Citovsky, 2008).

Diversos estudios muestran varios avances y ventajas del cultivo de raices
transformadas, incluyendo sus altas tasas de crecimiento en medios libres de
hormonas, estabilidad genética y biosintética. Estos cultivos pueden producir niveles
mas altos de metabolitos secundarios o cantidades comparables a las de las plantas
intactas. Los cultivos de raiz pilosa ofrecen una promesa para la produccion de
metabolitos secundarios valiosos en muchas plantas (Bathoju et al., 2017; Giri y
Narasu, 2000; Hanafy et al., 2018).

El rango de hospederos de Agrobacterium estd determinado por los genes de
patogenicidad bacteriana y oncogenes del T-ADN vy a la susceptibilidad de la planta
determinada por el tipo de tejido y el estado fisiol6gico, entre otros. Las
monocotiledoneas se conocen como no hospederas de Agrobacterium, pero las células
meristematicas de varias monocotiledoneas se han transformado con éxito en
condiciones de laboratorio, como Oriza sativa (arroz) y Zea mays (maiz). La diversidad
genética del patdgeno y sus huéspedes potenciales da como resultado patrones de rango
de hospedadores diferentes (Tzfira y Citovsky, 2008).

La transformacion de plantas mediada por A. rhizogenes ha sido posible generalmente
en plantas dicotiledéneas, por ejemplo: Glycine max (soya), Capsicum dannuum
(pimiento), Lotus corniculatus (zapatitos de la virgen), Prunus spp. (arbol frutal),
Pisum sativum (chicharo), Catharanthus roseus (vinca de Madagascar), Nicotiana

glauca (gandul), Ophiorrhiza pumila, entre otros (Ron et al., 2014; Chen et al., 2017).

2.8.2 Genes reporteros

En los organismos genéticamente modificados comUnmente se incorpora al genoma,

junto con el gen de interés, un gen reportero para identificar la regulacion
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transcripcional éste. Los genes reporteros se generan fusionando un promotor regulador
de un gen de interés con el gen de una proteina facilmente detectable, o de una enzima
capaz de generar un contraste detectable tras la reaccion con un sustrato administrado
exogenamente. Existen dos mecanismos para la visualizacion de los genes reporteros:
a) deteccion de una sefial enddgena del reportero: por ejemplo, expresion de la proteina
verde fluorescente (GFP) o b) deteccidn de la sefial tras la administracion exdgena: por
ejemplo, expresion de una enzima (luciferasa o B- galactosidasa) y administracion

exogena del sustrato, de modo que para producir un producto de reaccion detectable.

La B-glucuronidasa hidroliza B-glucurénidos, en presencia del &cido 5-bromo-4- cloro-
3- indoxil-pB-D-glucurénido (X-Glu), forma un compuesto de color azul. Jefferson et
al, (1987) propusieron la estrategia de localizacion de la B-glucuronidasa (GUS) en
plantas transgénicas portadoras del gen reportero gusA de Escherichia coli. El anlisis
histoquimico se ha usado para demostrar la localizacion de la actividad del gen en
células y tejidos de plantas transformadas. La expresion de GUS puede medirse con
precision usando ensayos fluorométricos con cantidades muy pequefias de tejido
vegetal transformado, es muy estable y los extractos de tejido continGan mostrando
altos niveles de actividad GUS aun después de un almacenamiento prolongado
(Jefferson et al., 1987).

1.8.3 Transformacién genética en Dioscorea

El primer antecedente que se tiene de transformacién genética de alguna especie del
género Dioscorea mediada por Agrobacterium se llevo a cabo en 2012 utilizando callos
in vitro de D. zingiberensis mediada por A. tumefaciens, obteniendo una eficiencia de
transformacion del 6 % (Shi, Fan, Hu, Luo, y Yao, 2012). Poco después se realizé la
transformacion genética de D. rotundata mediada por Agrobacterium usando brotes
axilares como explantes. Se confirmd la transformacion exitosa por reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), por Southern blot y por ensayo histoquimico GUS, obteniendo
una frecuencia de transformacion del 9.4 al 18.2 %. Desde la transformacion hasta la

generacion de una planta completa pasaron entre 3 y 4 meses.
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Cabe sefialar que D. rotundata tiene una importancia alimenticia y su transformacion
genética fue enfocada hacia la mejora del cultivo, y no enfocado a la produccién de
metabolitos secundarios (Nyaboga, Tripathi, Manoharan, y Tripathi, 2014). Bathoju,
Rao, y Giri, 2017 realizaron una transformacion genética de Chlorophytum
borivilianum via A. rizhogenes cepa MTCC 2364 para una mayor produccion de
saponinas (estigmasterol y hecogenina), en la que obtuvieron una frecuencia de
transformacion del 98% con concentraciones de estigmasterol 23 veces mayor y el

doble de ecogenina (Bathoju et al., 2017).

También se ha realizado la transformacion de Helicteres isora L. mediada por A.
rhizogenes para evaluar la produccién de diosgenina en comparacion con las semillas
silvestres. El contenido de diosgenina se midié por HPLC en muestras de semillas
silvestres (127ug/L), en callos (633ug/L), y en raices transformadas (1043ug/L) (V.
Kumar, Desali, y Shriram, 2014). Se ha reportado el establecimiento in vitro de raices
pilosas de Trigonella foenum-graecon L con la cepa A4 de A. rhizogenes para
incrementar el contenido de diosgenina en extractos de raices liofilizadas, determinado
por HPLC (Merkli et al., 1997). Sin embargo, hasta la fecha no se cuenta con
antecedentes de la estrategia de transformacion genética de especies del género

Dioscorea mediada por A. rhizogenes para la obtencion de diosgenina.
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I1l. JUSTIFICACION

La demanda de productos obtenidos de plantas aumenta cada dia que pasa debido
al aumento de la poblacién, y que las fuentes silvestres son cada vez méas escasas,
debido, en muchos casos, a la biologia de éstas, por lo que se deben desarrollar
alternativas para la produccion de metabolitos de interés que eviten la merma de

las poblaciones silvestres.

Se estima que para 2020 aumentara la demanda de Dioscorea para uso alimenticio,
tanto humano como animal, para la produccion de almidén y para uso industrial
(Gonzalez-Vega, 2012). Sin embargo, el consumo de Dioscorea para fines
alimenticios y en la industria farmacéutica esté limitado debido a diversos factores
como son el largo ciclo de vida, los largos periodos de cultivo en campo necesarios
para acumular niveles altos de diosgenina, problemas fitosanitarios y el casi nulo

implemento de tecnologia, entre otros.

El cultivo de tejidos vegetales, junto con la ingenieria genética, son un conjunto de
técnicas que en casos exitosos representan una alternativa viable para la produccién

de metabolitos secundarios de interés.

El aumento en la demanda de rizomas de Dioscorea en la industria farmaceutica,
hace necesario el uso de estas técnicas biotecnoldgicas para la produccion de
diosgenina, en especial, a partir de especies mexicanas, y que éstas recuperen la

industria de Dioscorea en México.
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IV. HIPOTESIS

Los cultivos in vitro de Dioscorea sp., son susceptibles a la rizogénesis inducida por
AIB vy a la transformacion via A. rhizogenes, y estas raices acumularan diosgenina en

concentraciones similares a las raices en estado silvestre.
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V. OBJETIVOS

5.1 General

Identificar y cuantificar diosgenina a partir de cultivos in vitro de raices y de raices

transformadas de barbasco (Dioscorea sp.) de la Cuenca del Papaloapan.

5.2 Particulares

1. Establecer un sistema de cultivo in vitro de Dioscorea sp. de la Cuenca del

Papaloapan.

2. Obtener cultivos in vitro de raices y de raices transformadas de Dioscorea sp.

3. ldentificar y cuantificar diosgenina por medio de UPLC a partir extractos de
cultivos in vitro de raices y raices transformadas, asi como de raices y rizomas en

estado silvestre de Dioscorea sp.
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VI. METODOLOGIA

En la Figura 6, se muestra un esquema general del proceso de que se llevo a cabo en el
presente trabajo, desde la identificacion de las plantas de barbasco (Dioscorea sp.)
hasta la cuantificacién de la diosgenina. En adelante se describe a detalle cada una de
estas etapas.
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6.1 Localizacién geografica

Se localizaron plantas adultas de barbasco (Figura 7), creciendo de manera silvestre
dentro del perimetro de la Universidad del Papaloapan (UNPA), Campus Tuxtepec,
ubicada en San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca, en las coordenadas

18°00'49.2"N+96°10'19.5"0.

Figura 7. Dioscorea sp. creciendo de manera silvestre dentro de la Universidad. Fotografias tomadas
por: Sdnchez L. Guadalupe.

6.2 Material vegetal

Para realizar el establecimiento in vitro de Dioscorea sp. se colectaron ramas juveniles
de los ejemplares localizados, durante los meses de abril a junio de 2015 y 2016, las

cuales se trasladaron inmediatamente al Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
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(LCTV) de la UNPA, Campus Tuxtepec, para su inmediato establecimiento bajo las

condiciones in vitro.

También se colectaron rizomas y raices frescas de ejemplares jovenes, los cuales fueron
lavados con agua corriente para la obtencion de extractos. Para realizar el secado de la
muestra se siguid el protocolo descrito por Montes et al., (2008) realizando algunas
modificaciones. Se tom6 una muestra de la parte media del rizoma, se cortd en
pequefios trozos y se secO a una temperatura de 50°C durante 14 horas, se macero en
un mortero hasta obtener un polvo con particulas de tamafio < 0.01 cm. Se realizo el

mismo procedimiento para las raices colectadas.

6.3 Establecimiento in vitro de cultivos

Para el establecimiento in vitro de Dioscorea sp. (Figura 8), el material vegetativo fue
seccionado tomando los segmentos nodales, conteniendo nudos y entrenudos con
yemas laterales, los cuales fueron depositados en recipientes de cristal tapados de 500
mL para su desinfeccidn. Para ello se llevaron a cabo tres diferentes tratamientos de
desinfeccion (Anexo 1), el primero consisti6 en realizar un lavado con agua destilada
y Tween 20® durante 20 min en agitacion constante. Posteriormente se realizaron dos

enjuagues con agua destilada estéril. Este proceso se repitié una vez mas.

Los explantes se mantuvieron en reposo con Microdyn® (plata coloidal al 0.35 %)
durante 10 min segun indicaciones del producto. Se realizaron dos enjuagues con agua
destilada. Un lavado con etanol al 70% durante 1 min. Dos enjuagues con agua
destilada estéril. A partir de esta etapa se manejaron en campana de flujo laminar. Un
lavado con Cloralex® (5.4% hipoclorito de sodio) al 20% durante 20 min aplicando un

ciclo de vacio. Se realizaron dos enjuagues con agua destilada estéril.

Para el segundo tratamiento se modifico el tiempo de exposicion a Cloralex® al 20%
de 20 a 30 min, y para el tercero se agrego al inicio un lavado con agua destilada estéril
y Tween 20® durante 60 min, seguido de dos enjuagues con agua destilada estéril,
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posterior a esto se llevaron a cabo los pasos del primer tratamiento de desinfeccion

cambiando el tiempo de reposo con Microdin® de 10 a 50 min.

Los explantes se sembraron en medio de cultivo reportado por Forsyth y Van Staden
(1981), con algunas modificaciones, el cual se describe a continuacién: medio basal
MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con vitaminas, elaborado a partir de
soluciones madre (Anexo 2), 30 g/L de sacarosa, 1 mg/L BAP y 3.1 g/L de Fitagel® a
pH de 5.7. Se mantuvieron en observacion constante para determinar el porcentaje de
contaminacion y necrosis, bajo un fotoperiodo de 16 horas luz, 8 horas oscuridad, bajo
luz fluorescente continua (54 umol/m?s; lamparas de luz diurna) a una temperatura de
27 °C.

Seamentos nodales

A B

Figura 8. Establecimiento in vitro de Dioscorea sp. A) Dioscorea en campo, se resaltan los segmentos
nodales B) establecimiento de los segmentos nodales en condiciones de asepsia C) siembra de los
explantes en medio de cultivo, D) Brotes. Fotografias tomadas por: Sanchez L. Guadalupe.

Cada tratamiento se repitio por triplicado, y se tomaron resultados de contaminacion
entre los 3y 15 dias y los resultados de necrosis fueron tomados a partir de los 15 dias

hasta los 2 meses.

Una vez establecido el cultivo se analizé el porcentaje de explantes con brotes y el
promedio de explantes por brote. Con estos datos se evalud la capacidad de formacion
de brotes (CFB) en respuesta al subcultivo segun la metodologia de Villalobos-

Amador (1997) utilizando la siguiente formula:

32



METODOLOGIA

CFB — (Promedio de brotes por explante)(% de explantes con brotes)
- 100

La recopilacion de datos se realizo por triplicado y fueron cuantificados a los 2 meses
del establecimiento y subcultivo.

6.4 Infeccién con Agrobacterium rhizogenes

Para realizar la transformacién genética de Dioscorea sp., el material establecido in
vitro se traslad6 a la Unidad de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes (UAA), en donde se evaluaron tres cepas diferentes de A. rhizogenes
cepa A4, cepa Arqual y cepa K599. Antes de realizar los co-cultivos, se verificd que
las cepas contaran con sus plasmidos correspondientes siguiendo la metodologia
descrita por Villalobos-Amador et al., (2002).

A partir de plantulas de Dioscorea sp. establecidas in vitro, se tomaron entre nudos de
1 a 2 cm de longitud, en los cuales se siguié el protocolo de transformacion de
Rodriguez-Hernéndez et al., (2007), realizando pequefias modificaciones como
describe a continuacion: se realizaron multiples cortes con bisturi en la superficie del
explante, evitando aplastar o traspasar el tejido, inmediatamente se depositaron en un
frasco que contenia medio basal MS liquido con 100 mg/L de &cido citrico y 100 mg/L
acido ascorbico. Después, los explantes fueron transferidos a un frasco que contenia
medio 45 mL de medio basal MS liquido con 50 pL de acetosiringona 100 mM y 5 mL

del cultivo bacteriano en fase exponencial, se dejaron reposar durante 30 min.

Los explantes fueron sacados de la suspension bacteriana, eliminando el exceso de
cultivo con ayuda de una gaza esteril para posteriormente ser transferidos a cajas Petri
con medio basal MS sdlido sin antibidticos, colocando de 4 a 5 explantes por caja, y se

mantuvieron por 72 horas en oscuridad.
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Pasadas las 72 horas, los explantes fueron transferidos a un frasco que contenia medio
basal MS liquido con 500 pg/L de cefotaxima, durante 30 min. Finalmente, los
explantes fueron colocados en los siguientes medios: MS basal suplementado con 50
Mg/L de kanamicina, medio basal MS suplementado con 100 pg/L de estreptomicina 'y
medio basal MS suplementado con 50 pg/L de kanamicina y 50 pg/L de rifampicina,
para las cepas K599, Arqual y Adpsc4 respectivamente. Se incubaron en oscuridad
hasta la aparicion de raices. Este procedimiento fue realizado por triplicado como se

muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Nimero de explantes de procesados por cada cepa

PROMEDIO DE ) NUMERO DE EXPLANTES
CEPA REPLICAS
EXPLANTES TOTALES
K599 ‘ 21.33 3 64
Ad ‘ 20 3 60
ARqual ‘ 15 3 45

TOTAL ‘ 169

6.5 Comprobacion de la transformacion

Se realizé la comprobacidn de la transformacion genética via A. rhizogenes por medio

de dos técnicas; el ensayo histoquimico GUS y por PCR.

6.5.1 Ensayo histoquimico para GUS

Una vez que aparecieron y crecieron las raices se realizé el ensayo histoquimico para
B-glucuronidasa (GUS), para el cual se tomaron pequefias secciones de raices menores
a 1 cm de longitud cortadas con la ayuda de un bisturi. Se transfirieron a un microtubo
de 1.5 mL al cual se adicion6; 100 pL de Buffer de Fosfatos 1 M, 40 uL de E.D.T.A
0.25 M, 100 pl de Ferrocianuro de Potasio 5 mM, 100 ul de Ferricianuro de Potasio 5
mM, 10 pL de Tritdn X-100 al 10 %, 50 uL de sustrato X-Glu 40 mM y 600 pL de

agua destilada. El tejido vegetal con la mezcla se dej6 incubar durante 12 h. finalmente,
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los segmentos de raices fueron retirados de la mezcla y se observé el cambio de

coloracion.

6.5.2 Amplificacion de ADN por la reaccién de polimerizacion en
cadena (PCR)

La técnica de PCR se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia Animal de la UNPA,
Campus Tuxtepec utilizando el kit de extraccion DNeasy® Plant Mini Kit de la marca
QIAGEN®. Para ello, se extrajo ADN genomico a partir de las siguientes muestras:
raiz silvestre y raiz en condiciones de crecimiento in vitro obtenida del co-cultivo con

A. rhizogenes.

La cuantificacion de las muestras de ADN genomico se realizd en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la UNPA, Campus Tuxtepec, utilizando el equipo Nanodrop
2000™, y se comprobo su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8
%, corrido a 90 V y 400 mA durante 30 min, las bandas se observaron con ayuda de un

fotodocumentador de fluorescencia y el programa GeneSnap™.

A partir de ADN genomico se amplifico el gen rolB de A. rhizogenes, para lo cual se
utilizaron los oligos 5’--GGTGGGAAAGCGCGTTACAAG, 3’--GTTTACGCGTT
GCTTCCGCCA. La mezcla de reaccion se realiz6 segun el protocolo sugerido por el

kit de la enzima en NZYTaq Il DNA polymerase descrito en la Tabla 6.

Se realiz6 la PCR punto final de ambas muestras de ADN, bajo las condiciones que se
indican en la Tabla 7, en un termociclador MaxiGene Gradient®, y se comprobd el
tamario del amplificado mediante electroforesis en gel de agarosa al 3 %, corrido a 90
V y 400 mA durante 45 min, y se observaron las bandas con ayuda de un

fotodocumentador y el software GeneSnap™.
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Tabla 6. Mezcla de reaccién para PCR

METODOLOGIA

Reactivo Concentracion Volumen (uL)
Buffer de reaccion 10X 2.5
MgCl: 2.5 mM 1.25
Oligo directo 10 pmol/pL 1
Oligo reversa 10 pmol/pL 1
Muestra de ADN 10 ng/uL 2
Nzytaq Il DNA polimerasa 5 u/pL 0.5
Mezcla de DNTPs 0.8
H20 libre de nucleasas 15.95

Volumen final 25
Tabla 7. Condiciones de PCR
Etapa Temperatura (°C) Tiempo NuUmero de ciclos

Desnaturalizacion )

- 95 3 min 1
Desnaturalizacion 94 30s

Alineacién 62 30s 30
Extension 72 20s

Extension final 72 10 min 1
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6.6 Cultivos in vitro de raices en medios suplementados con

auxinas

Para la induccion de raices se evaluo, previamente, el efecto de las condiciones de luz
(Fotoperiodo 1; 16 h luz/ 8 h oscuridad, Fotoperiodo 2; 24 h oscuridad). Los resultados
fueron tomados a los 3 meses del subcultivo, se cuantificd el nUmero de explantes que

produjeron raices y el peso de las mismas.

Partiendo de las plantulas in vitro de Dioscorea sp. se indujo el crecimiento de raices
en medio MS con vitaminas suplementado con la auxina AIB en diferentes
concentraciones: 0.25 mg/L, 0.50 mg/L, 0.75 mg/L y 1.00 mg/L, utilizando un control
libre de auxina. Los explantes se mantuvieron en observacion en el cuarto de cultivo.
Se evalud el nimero de explantes que generaron raices, y el promedio de pesos de estas

raices, los resultados se tomaron 3 meses después del subcultivo.

6.7 Extraccion de diosgenina

La preparacion de la muestra se llevd a cabo de acuerdo con el protocolo descrito por
Yietal., (2014). Se colectaron raices y rizomas de ejemplares juveniles de Dioscorea
sp., los cuales fueron lavados con agua corriente. Se tomo una muestra de la parte media

del rizoma.

El rizoma y las raices fueron cortadas en pequefios trozos. Para los cultivos de raices
in vitro generados con auxina y mediante transformacion, éstas fueron retiradas del
medio de cultivo, se elimind el exceso de éste y fueron pesadas. Todo el material
vegetal fue secado a una temperatura de 50°C durante 14 horas y triturado en un

mortero para obtener particulas de tamafio < 0.01 cm.

Partiendo de 0.5 g de muestra seca y macerada, se le agreg6 15 mL de metanol (MeOH),
se incubO en un bafio ultrasonico durante 30 min. Cada extracto fue filtrado y
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centrifugado a 12,000 rpm durante 1 min a temperatura ambiente. El sobrenadante de
cada extracto fue recuperado en un matraz y se elimino el disolvente en un rotavapor.
Este tratamiento se realizo por triplicado por cada muestra utilizando 5 mL de MeOH

en la altima extraccion.

El extracto seco se resuspendio en 100 mL de agua destilada, se coloc6 en un embudo
de separacion, se mezclo con 100 mL de hexano y se recuperé la fase acuosa. El
extracto acuoso se llevd a sequedad en un rotavapor y fue hidrolizado con 15mL de

acido clorhidrico 2 M en sistema de reflujo durante 5 h.

Pasadas las 5 h, el contenido del matraz se llevé a un embudo de separacion y se realizo
la separacion liquido/liquido con acetato de etilo (AcOEt), se recuperd el extracto de
AcOEt rico en diosgenina. Posteriormente se concentrd en un rotavapor para obtener
el extracto seco. Se tomo el peso del extracto hidrolizado por diferencias de peso. El

proceso se ilustra en la Figura 9.

El hidrolizado seco se resuspendié en 5 mL de MeOH grado LC-MS, se transfirio 1
mL a un microtubo de 1.5 mL y se centrifug6 a 18,000 g durante 10 min a 4°C. Se
recuper6 10 pL del sobrenadante, se afor6 a 1 mL con MeOH, se filtré utilizando una
membrana de PTFE de 0.22 um. El filtrado se colocé en un vial de HPLC de 2 mL para
su posterior andlisis por UPLC-MS.

3.1 Deteccion de la diosgenina en los extractos mediante

cromatografia en capa fina

Se determin0 la presencia de diosgenina en los extractos mediante cromatografia en
capa fina (TLC), usando como eluyente una mezcla de hexano: AcOEt en una relacion
9:1y fue revelada en una camara de UV a 250 nm, se utiliz6 diosgenina Sigma-aldrich®

como estandar.
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F

Figura 9. Proceso para la obtencion de los extractos (en este caso para el rizoma silvestre). A) y B)
rizomas silvestres. C) rizoma ya lavado y cortado en trozos. D) tozos de rizoma secos. E) hidr6lisis acida.
F) extractos hidrolizados. G) separacion liquido/liquido. H) extractos finales. Fotografias tomadas por:
Sanchez L. Guadalupe.

3.2 Determinacion de diosgenina en los extractos mediante
UPLC-MS

La cuantificacion de la diosgenina se llevo a cabo utilizando la metodologia reportada
por Yietal., (2014) con algunas modificaciones, la cual se describe a continuacion: Se
utilizé un sistema cromatografico UPLC Acquity | Class (Waters) acoplado a la fuente
de ionizacion por electronebulizacion (ESI) del espectrometro de masas cuadrupolo-
tiempo de vuelo (Q-TOF) Synapt G2-Si (Waters). La programacion del equipo y el
andlisis de datos se llevaron a cabo con el programa MassLynx 4.1(Waters). Para el
andlisis de muestras se introdujeron 1 pL en una columna Acquity UPLC BEH C18
(2.1 x 100 mm, 1.7 um, Waters) utilizando un flujo de 0.3 mL/min y temperatura de
40 °C.
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La separacion se llevo a cabo en 10 minutos empleando las fases maviles: A, &cido
férmico acuoso al 0.1 % (v/v); y B, acetonitrilo en modo isocrético de elucién con 85
% de B. Las condiciones de operacion del espectrometro de masas fueron las
siguientes: ionizacion en modo positivo, voltaje de capilar 3000 V, voltaje de cono 30
V, temperatura del capilar 120 °C, temperatura de desolvatacion 450 °C, gas de cono
50 L/h, gas de desolvatacion 600 L/h, presion del nebulizador 6 Bar. Para la correccion
de masa exacta se introdujo continuamente el compuesto de referencia Leucina-
Encefalina (m/z = 556.2771). Para la cuantificacion de diosgenina se utilizaron

estandares en el intervalo de 0.5 a 5 mg/L.

6.10 Disefo estadistico

Se realizaron pruebas estadisticas de varianza, con un a=0.05 para determinar si existia
diferencia significativa entre 3 tratamientos de desinfeccion en cuanto al porcentaje de
contaminacion y al porcentaje de necrosis. De la misma forma para la CFB con respecto

al subcultivo y el efecto de la luz en la rizogénesis.

El analisis estadistico se realizd6 con ayuda del software MINITAB 17. Cada
tratamiento de desinfeccion se realizd por triplicado tomando resultados de
contaminacion entre 3 y 15 dias, y de necrosis. De igual manera los subcultivos para la

CFB se realizaron por triplicado.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Establecimiento de los cultivos in vitro

El cultivo in vitro, como técnica, consiste en cultivar asépticamente una porcion aislada
de la planta bajo condiciones de ambiente controlado, para que las células expresen su
potencial intrinseco e inducido. Como primera etapa se evalué el porcentaje de
contaminacion y necrosis de los tres tratamientos de desinfeccion en el establecimiento

in vitro de explantes primarios de Dioscorea sp (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de contaminacién y necrosis en los diferentes tratamientos de

desinfeccion

Tratamiento de Contaminacion (%) Necrosis (%0)

desinfeccion

1 61.490 (+9.92) A 13.725 (+6.15) A
2 63.796 (+1.25) A 6.875 (+3.54) A
3 64.324 (+3.13) A 11.076 (+1.25) A

Nota: letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia estadisticamente

significativa mediante analisis ANOVA por la prueba de Tukey (N= 50, p=0.05).

El Tratamiento 3 mostré un mayor porcentaje de contaminaciéon de (64.32+3.13 %)
mientras que el tratamiento 1 fue el de menor porcentaje (61.49 £9.92 %). Por otro
lado, el porcentaje de necrosis en el tratamiento 1 y 2 mostraron el mayor y menor
porcentaje de necrosis (6.875+3.54 % y 13.725+6.15 %), respectivamente. En general,
los tres tratamientos mostraron un porcentaje de contaminaciéon mayor al 60% con
porcentajes de necrosis diferentes, los cuales no tuvieron diferencias estadisticamente

significativas (Anexo 3).

Estos resultados contrastan con los reportados por Garcia et al., (2009) para Dioscorea

alata; contaminacion de 5% y necrosis de 4%, para su mejor tratamiento (1.5%
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hipoclorito de sodio, 10 min). También con los reportados por Mwirigi et al., (2010)
para Dioscorea spp. que utilizando desinfecciones solas (15 y 20 % blanqueador
comercial, 20 y 30 min) obtiene solamente el 10% de supervivencia, sin embargo, en
desinfecciones secuenciales (20 y 30 % blanqueador comercial, 30-20 min) obtienen

porcentajes de supervivencia de 75-85%.

Entre los tres tratamientos de desinfeccion utilizados no existieron diferencias
significativas en cuanto a los porcentajes de contaminacidn y necrosis, sin embargo, el
tiempo empleado en el Tratamiento 2 y 3 fue mayor que el empleado en el Tratamiento
1, por lo tanto, los establecimientos consecuentes se realizaron utilizando dicho

tratamiento.

Se logro establecer el cultivo in vitro de Dioscorea sp (Figura 10) con el Tratamiento
de desinfeccién 1, en el medio MS basal con 1 mg/L de BAP, obteniéndose la
proliferacion de brotes a partir de yemas axilares, es decir a partir de meristemos pre-
existentes, cuantificando tanto el porcentaje de explantes con al menos un brote, como
el promedio del mismo por cada explante, determinando que no hay diferencia
estadisticamente significativa de la CFB en el establecimiento del cultivo con la del

posterior subcultivo (Tabla 9 ).

Tabla 9. Capacidad de formacion de brotes (CFB)

Establecimiento ler subcultivo
Promedio de brotes por explante ‘ 1.043 +0.519 1.49 £0.48
Porcentaje de explantes con brotes ‘ 77.1 £39.7 69.7 £19.8

CFB ‘ 0.929 +0.704 A 1.071 +0.656 *
Nota: letras iguales en la misma fila indican que no hay diferencia estadisticamente significativa
mediante analisis ANOVA por la prueba de Tukey (N= 50, p=0.05).

Los resultados obtenidos de proliferacion de brotes a partir del establecimiento
(0.929+0.704) difieren con los obtenidos por varios autores. Behera et al., (2009)
reportan, para D.oppositifolia, un 90 % de explantes con brotes (medio MS + 2 mg/L

cinetina + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L ANA + 100 mg/L &cido ascorbico).
42



RESULTADOS Y DISCUSION

Salazar y Hoyos, (2007) reportan para D. alata un 70% de explantes con brotes (medio
MS + 0.5 mg/L BAP). Royera et al., (2007) reportan, para D. alata, un promedio de
4.9 brotes por explante (medio MS + 0.5 mg/L BAP). Mwirigi et al., (2010), reportan,
para Dioscorea spp., un promedio de 1.1 brotes por explante (medio MS + 0.5 mg/L y
1.0 mg/L BAP). Yan et al., (2011) reportan, para D. fordii, una media de 4.8 brotes por
explante (medio MS + 1.0 mg/L BAP, 0.1 mg/L ANA, 30 g/L sacarosay 1.5 g/L carbon

activado en medio liquido).
Y el resultado del subcultivo (1.071+0.656) difiere con el reportado por Forsyth y Van

Staden, (1981) que reportan un promedio de 9 (medio MS + 1.0 mg/L BAP) y 8 (medio
MS + 10 mg/L Kn) brotes por explante.
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Figura 10. Establecimiento del cultivo in vitro de Dioscorea sp., a partir de segmentos nodales.
Aspecto de la brotacion y elongacion en medio de cultivo suplenemtado con 1 mg/L de BAP.
Fotografias tomadas por: Sanchez L. Guadalupe.
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7.2 Transformacién genética

Para la transformacion genética de entrenudos de Dioscorea sp., se evaluaron las cepas
de A. rhizogenes: cepa K599, cepa A4 y cepa Arqual, las cuales fueron evaluadas
mediante PCR para verificar la presencia de los plasmidos (datos no mostrados) antes
de ser utilizadas para la transformacion. Después de 2 meses del co-cultivo se
obtuvieron raices a partir de las cepas A4 y ARqual, en medio basal MS liquido
suplementado con vitaminas del medio MS, 30 ¢g/L de sacarosa y el antibiotico

correspondiente.

Se obtuvo una eficiencia de transformacion de 0.33 % con la cepa A4 y de 0 % tanto
para la cepa K599, como para la cepa Arqual (Tabla 10). En un principio el porcentaje
de explantes con raices fue mayor, sin embargo, en el segundo subcultivo a medio basal
MS liquido suplementado con vitaminas del medio MS, 30 ¢g/L de sacarosa sin
antibiotico sélo progres6 una linea a partir de la cepa A4.

Tabla 10. Raices transformadas

Cepa Promedio de explantes Promedio de raices
co-cultivados transformadas
K599 21.33+9.71 0
A4 20 £12.76 0.33 £0.57
Arqual 15 +3 0

A esta linea se realizé el ensayo histoquimico GUS utilizando el sustrato X-Glu, el cual
resulté positivo (Figura 11) indicando que la transformacion fue positiva. Para
comprobar este resultado realizé una PCR a tiempo final (Figura 12). La muestra de
ADN de la raiz transformada presenté una banda de 150 pb correspondiente al tamafo
esperado del amplificado del gen rolB, banda que no se encuentra en la muestra de

ADN de la planta silvestre.
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Figura 11. Raices transgénicas tras la prueba GUS. La coloracién azul indica que el sustrato X-glu esta
interactuando con la enzima. Fotografias tomadas por: Villalobos A. Enrique.

No existen antecedentes de transformacion genética de especies del género Dioscorea
empleando A. rhizogenes. Sin embargo, la eficiencia de transformacion con
A. tumefaciens esta entre 9.4-18.2 % para D. rotundata y del 6 % para callos in vitro
de D. zingiberensis (Shi et al., 2012). Mientras que en la transformacion genética de
D. rotundata mediada por A. tumefaciens usando brotes axilares como explantes se
obtiene una frecuencia de transformacion del 9.4 al 18.2 %, cabe sefialar que el enfoque
de estas transformaciones no fue para monitorear el incremento o disminucién de la

produccion de diosgenina (Nyaboga et al., 2014).

La eficiencia de transformacion observada en el presente trabajo es méas de 100 veces
menor a la reportada por Kumar et al., (2014) del 42 % para H. Isora via A. rhizogenes,
aunque se debe tomar en cuenta que no pertenecen a la misma especie. A su vez, esta
eficiencia resulta ser 13 veces mayor a la reportada por Merkli et al., (1992) que
obtienen solo un 0.024 % de eficiencia de transformacion en T. foenum-graecon con la

cepa A4 de A. rhizogenes.
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 3 % mostrando el producto de la PCR. PM) marcador
de peso molecular, WT) planta silvestre, RT) raiz transformada genéticamente. La banda resultante es
de =150 pb correspondiente a un fragmento del gen rolB. Fotografia tomada mediante un
fotodocumentador y el software GeneSnap™.

7.3 Induccion de raices con auxinas

Para la induccion de raices se evalu6 previamente el efecto de las condiciones de luz;
Fotoperiodo 1 (16 h luz/ 8 h oscuridad) y Fotoperiodo 2 (24 h oscuridad). La mayor
formacion de raices se obtuvo en el Fotoperiodo 1 (0.82 £0.3881) y el mayor promedio
en peso fresco se obtuvo en fotoperiodo 2 (0.76+0.4314). Sin embargo, los diferentes
fotoperiodos no presentaron diferencia significativa en cuanto al porcentaje de

rizogénesis por explante y a la ganancia en peso (Tabla 11).

Para inducir la produccion y crecimiento de las raices se evaluaron 4 concentraciones
diferente de la auxina AIB: 0.25 mg/L, 0.50 mg/L, 0.75 mg/L y 1.00 mg/L. En los 4
tratamientos utilizados y en el control se observé la proliferacion de raices tanto en los
cultivos que se mantuvieron en total oscuridad (Fotoperiodo 1) (Figura 13), o 16 horas
luz (Fotoperiodo 2) (Figura 14).
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Figura 13. Rizogénesis de Dioscorea sp. en medio suplementado con AIB en oscuridad (A-I: 20 dias.
J:120 dias). A, B: control. C, D: 0.25 IBA. E, F: 0.5 IBA. G, H: 0.75 IBA. |, J: 1.0 IBA. Cabe resaltar
que los explantes originales conservaron las clorofilas (20 dias) mientras el explante original se
mantenia. A los 120 dias ya no se encontraban presentes. Fotografias tomadas por: Sanchez L.
Guadalupe.
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Figura 14. Rizogénesis de Dioscorea sp. en medio suplementado con AIB en fotoperiodo 16:8 con 20 dias
de crecimiento. A, By C: control. D, Ey F: 0.25 mg/L IBA. G, He I: 0.5 mg/L IBA. J, Ky L: 0.75 mg/L
IBA. M, Ny O: 1.0 mg/L IBA. Fotografias tomadas por: Sanchez L. Guadalupe.
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Tabla 11. Respuesta rizogénica a las condiciones de fotoperiodo

Media de explantes con

Fotoperiodo ) Media de peso fresco
raiz
1 0.82 +0.3881 2 0.1593 £0.2414 @

2 0.76 £0.4314 2 0.1986 +0.3058 #

Nota: letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia estadisticamente
significativa mediante analisis ANOVA por la prueba de Tukey (N= 20, p=0.05).

A las 12 semanas del cultivo, se contabiliz6 el nimero de explantes que generaron
raices y el peso de éstas (Tabla 12). La mejor respuesta de raices generadas y ganancia
en peso fue con la concentracion de AIB de 1 mg/L (Figura 15) obteniéndose un 95 %

de explantes con raiz.

Tabla 12. Rizogénesis obtenida con AIB

[AIB] (mg/L) Media de % de explantes Media de peso
explantes con con raices fresco (g)
raices
0 0.80 (+ 0.4104) 80 0.0213 (+0.0284) ©
0.25 0.90 (+0.3078) ® 90 0.2390 (+0.2104) %
0.50 0.60 (x0.5030) ° 60 0.1563 (+0.2874)
0.75 0.70 (x0.4700) 2 70 0.0998 (+0.1549) ©
1.00 0.95 (+0.2236) ® 95 0.3781 (+0.4038) 2

Nota: letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia estadisticamente
significativa mediante anélisis ANOVA por la prueba de Tukey (N= 20, p=0.05).

Estos resultados pueden ser comparados con los reportados por varios autores que
utilizan AIB en diferentes concentraciones para la rizogénesis en diferentes especies
del género Dioscorea. Alizadeh et al., (1998) reportan resultados superiores para D.
Composita, del 90 (medio MS + 0.25 mg/L AIB) y 100% (medio MS + 0.5 mg/L AIB
y medio MS + 1 mg/L AIB) de explantes con raices. Sin embargo, reportan resultados
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similares en cuanto al peso fresco de las raices generadas, 0.126 g, 0.190 g y 0.397 g
respectivamente. Behera et al., (2009) reportan un porcentaje maximo de rizogénesis
de 60% (medio MS + 2 mg/L IBA) en explantes de D. oppositifoliaa L.

Estos resultados, ademas, pueden ser comparados con los reportados por otros autores
que utilizan diferentes reguladores de crecimiento en la rizogénesis de diferentes
especies del género Dioscorea. Dessalegn et al., (2015) reportan, para Dioscorea sp.,
un 45% de explantes con raices (medio MS + 2mg/L ANA + 0.5 mg/L IBA). Poornima
y Ravishankar, (2007) reportan un 89% de rizogénesis en explantes de D. oppositifolia
(medio MS + 0-0.5 mg/L ANA). Chaturvedi, (1975) reporta un 90% de explantes con
raices en D. floribunda (medio MS + 0.5 mg/L ANA).

Figura 15. Rizogénesis in vitro inducida con 1 mg/L de IBA a los 120 dias. Fotografias tomadas por:
Sanchez L. Guadalupe.
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7.4 ldentificacion y cuantificacion de diosgenina

El rendimiento de los extractos obtenidos a partir de 0.5 g de material vegetal seco se

muestra en la Tabla 13.

Tabla 13. Rendimiento de los extractos crudos

Muestra Peso del extracto Rendimiento (%)
crudo (g)

Transformada 0.14 28

AIB luz 0.026 5.2

AIB oscuridad 0.045 9

Raiz silvestre 0.018 3.6

Rizoma silvestre 0.027 5.4

Se detecto la presencia de diosgenina mediante TLC (Figura 16), en la cual se observo
claramente la presencia de la diosgenina en los extractos de raices transformadas,
rizomay raiz silvestre. En las dos muestras de raices de cultivo in vitro con auxinas, él
no se logra apreciar la presencia de diosgenina debido a las concentraciones tan

pequeﬁa en estas muestras.

Otros trabajos reportan la deteccidn de diosgenina mediante el uso de TLC, como el de
Zhu (2014) a partir de rizomas de D. zingiberensis hidrolizados y fermentados. Sin
embargo, realizar la TLC no es suficiente para determinar la concentracion de
Diosgenina, para ello se realizé la cuantificacion de diosgenina mediante UPLC-EM
utilizando estandares en el intervalo de 0.5 a 5 mg/L.

La diosgenina presentd un tiempo de retencion de 4.63 min, el cual presenta una
pequefia variacion con el reportado por Yi et al., (2014) (5.2 min), la diferencia en el
tiempo de retencion podria deberse al aumento de acetonitrilo en la fase movil (de 82
a 85%) lo cual hace que el analito tenga mayor afinidad a la fase movil y se retenga

por un menor tiempo.
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Figura 16. TLC. Placa vista en camara de UV, se observa en cada carril, A) diosgenina control, B)
extracto de raices transformadas, C) extracto de raices inducidas en AIB bajo fotoperiodo 1, D)
extracto de raices inducidas con AIB en Fotoperiodo 2 (oscuridad), E) extracto de raices silvestres y
F) extracto de rizomas silvestres.

En la Tabla 14, se muestra la cuantificacion de diosgenina en los diferentes extractos
de Dioscorea sp. cabe sefialar que no se pudieron realizar réplicas de los extractos
debido a la poca disponibilidad del material bioldgico por dificultades en la etapa de

cultivo.

Tabla 14. Concentracion de diosgenina

Extractos Concentracion (mg/g)
Raiz transformada 2.239
Raiz (AIB y Fotoperiodo 1) 0.087
Raiz (AIB y Fotoperiodo 2) 0.151
Raiz silvestre 3.607
Rizoma 3.954

La mayor concentracion de diosgenina en los cultivos in vitro de raices, se obtuvo en
las raices transformadas (2.239 mg/g) que representa el 62.07% de la diosgenina
contenida en los extractos de raiz silvestre, y el 56.62 % de la diosgenina contenida en

el extracto de rizoma silvestre.

53



RESULTADOS Y DISCUSION

Estos resultados pueden ser comparados con los obtenidos por Yi et al., (2014) que
cuantificaron diosgenina en D. zingiberensis, D. septemloba y D. opposita. En la Tabla

4 se muestra la concentracion de diosgenina reportada para estas especies.

El contenido de diosgenina en las raices transformadas de Dioscorea sp. equivale al
11.47 y 25.82 % de la contenida en D. zingiberensis, al 287.05 y 189.74 % de la

contenida en D. septemloba y al 16.97 % de la contenida en D. collettii,

Figura 17. Cromatograma obtenido de las diferentes muestras. Se muestra: raiz silvestre (azul),
rizoma silvestre (rojo), raiz transformada (negro), IBA oscuridad (verde) e IBA luz (rosa).

Asi mismo, el contenido de diosgenina en la raiz transformada es 2.16 veces mayor al
contenido en raices transformadas de H. Isora ( 1.034 mg/g ) (Kumar et al., 2014), y
5.59 veces mayor al contenido en T. foenum-graecon (0.4 mg/g) (Merkli et al., 1997).
Se han encontrado concentraciones de diosgenina de hasta 130 mg/g en D. composita
obtenidos a través de un proceso de fermentacion e hidrolisis (Gonzalez-Leija, 1978).
La elevada concentracion se encuentra en funcion de la especie, el proceso de
extraccion, de la etapa de madures y la época de colecta.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En los cultivos de raices in vitro con 1 mg/L de IBA y Fotoperiodo 1 (16:8
luz:oscuridad) se obtuvo una concentracion de 0.08 mg/g, esta concentracion
representa un 2.41 % del contenido de diosgenina en la raiz silvestre y un 2.20 % del
contenido de diosgenina en el rizoma silvestre. Ademas, equivale al 0.44 y 1.06 % del
contenido de diosgenina en D. zingiberensis, al 7.37 y 11.15 % de la contenida en D.
septemloba y al 0.65 % de la contenida en D. collettii (Yi et al., 2014).

Mientras que en los cultivos in vitro de raices con 1 mg/L de IBA y Fotoperiodo 2
(oscuridad) se obtuvo una concentracion de 0.15 mg/g. Esta concentracion representa
un 2.18 % del contenido de diosgenina en la raiz silvestre y el 3.85 % del contenido de
diosgenina del rizoma silvestre. Ademas, equivale al 0.77 y 1.74 % de la diosgenina
contenida en D. zingiberensis, al 12.79 y 19.35 % de la contenida en D. septemloba y
al 1.14 % de la contenida en D. collettii (Yi et al., 2014).

Estos resultados, a su vez, representan el 33.3 'y 62. 5 % (fotoperiodo 1 y fotoperiodo

2 respectivamente) de la diosgenina presente en cultivos in vitro de raices de T. foenum-

greco (0.24 mg/g) reportados por Merkli et al., (1997).
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V. CONCLUSIONES

Fue posible establecer cultivos in vitro de Dioscorea sp. de la Cuenca del Papaloapan
mediante la desinfeccion de segmentos nodales utilizando el Tratamiento 1 de
desinfeccion a base de Cloralex al 20% y vacio, obteniendo un 24.785% de explantes

establecidos.

Los brotes obtenidos in vitro de Dioscorea sp. mostraron ser susceptible en un 95 % a
la rizogénesis utilizando 1mg/L de AIB y un 0.33 + 0.57 % susceptible a la

transformacion genética via A. rhizogenes cepa A4.
Las raices transformadas mostraron mayor acumulacion de diosgenina (2.239 mg/g)

que las raices inducidas en condiciones in vitro con AIB en oscuridad (0.151 mg/g) y
en fotoperiodo (16:8) (0.087 mg/qg).
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VIlI. ANEXOS

Anexo 1: Tratamientos de desinfeccion

Tratamiento de desinfeccion 1

1.

9.

O N o g B~ WD

Lavado con agua destilada estéril y Twin 20 durante 20 minutos en agitacion
constante

2 enjuagues con agua destilada estéril.

Repetir paso 1y 2.

Mantener los explantes en reposo con Microdyn durante 10 minutos.

2 enjuagues con agua destilada estéril

Lavado con etanol al 70% durante un minuto

2 enjuagues con agua destilada estéril

A partir de esta etapa se manejara en campana. Un lavado con Cloralex al 20%
durante 20 minutos aplicando un sitio de vacio

2 enjuagues con agua destilada estéril

10. Colocar los explantes en el medio de cultivo

Tratamiento de desinfeccion 2

1.

9.

© N o 0 B~ WD

Lavado con agua destilada estéril y Twin 20 durante 20 minutos en agitacion
constante

2 enjuagues con agua destilada estéril.

Repetir paso 1y 2.

Mantener los explantes en reposo con Microdyn durante 10 minutos.

2 enjuagues con agua destilada estéril

Lavado con etanol al 70% durante un minuto

2 enjuagues con agua destilada estéril

A partir de esta etapa se manejara en campana. Un lavado con Cloralex al 20%
durante 30 minutos aplicando un sitio de vacio

2 enjuagues con agua destilada esteéril

10. Colocar los explantes en el medio de cultivo
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Tratamiento de desinfeccion 3

1.

© © N o 0 &

Lavado con agua destilada estéril y Twin 20 durante 60 minutos en agitacion
constante.

2 enjuagues con agua destilada esteéril.

Lavado con agua destilada estéril y Twin 20 durante 20 minutos en agitacion
constante

2 enjuagues con agua destilada esteril.

Mantener los explantes en reposo con Microdyn durante 50 minutos.

2 enjuagues con agua destilada estéril

Lavado con etanol al 70% durante un minuto

2 enjuagues con agua destilada estéril

A partir de esta etapa se manejara en campana. Un lavado con Cloralex al 20%

durante 30 minutos aplicando un sitio de vacio

10. 2 enjuagues con agua destilada estéril

11. Colocar los explantes en el medio de cultivo
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Anexo 2: Soluciones madre para medio MS

Solucion de macronutrientes (10X)

(NHz4 )NOs3
MgSO4.7H20
KNOs
KH2PO4

Solucion de calcio (10X)

16.5
3.7
19.0
1.7

CaCl2.2H20

Solucién de micronutrientes (1000X)

4.4

HsBO3
MnS0O4.4H20
ZnS04.7H20
Na2Mo0Oa4.2H20
CuS04.5H20
CoCl2.6H20

Kl

6.2
22.3
8.6
0.25
0.025
0.025
0.83
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Solucion Fe-EDTA (100X)

FeS0O4.7H20 2.78
Na:EDTA 3.73

Solucién de vitaminas (100X)

myo- Inositol 100
Tiamina HCI 0.1
Acido nicotinico 0.5
Glicina 2.0
Piridoxina HCI 0.5

El medio MS se elabora adicionando:
= 100 ml del stock de macronutrientes.
= 100 ml del stock de Ca.
= 1 ml del stock de micronutrientes.
= 10 ml de la solucidn hierro EDTA.
= 10 ml del stock de vitaminas.

En agua destilada, y aforando en un litro.
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Anexo 3: Tablas de contaminacion y necrosis en cada tratamiento de

desinfeccion y grafica de los totales.

Tratamiento

Tratamiento

Contaminacion (%)

Réplica Media por
1 2 3 tratamiento
71.794 62.500 67.690 61.490 (+9.92) A
52.000 65.000 63.7930 63.796 (+1.25) A
60.674 63.888 61.490 64.324 (+3.13) A

Necrosis (%)

Replica % por tratamiento

1 3 3

7.6923 10.4166 9.6774 13.725 (+6.15) A

20 3.33333  11.4285 6.875(+3.54) A

13.4831 6.875 12.1212  11.076 (x1.25) A
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Contaminacién y necrosis
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Grafica del porcentaje contaminacion y necrosis presentado en cada uno de los tratamientos de desinfeccion.
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