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V. RESUMEN

Dioscorea composita y Dioscorea mexicana son dos de las tres especies mexicanas de la
familia de Dioscoreacea que producen sapogeninas, como la diosgenina, un precursor de
diferentes farmacos y hormonas esteroidales. Este estudio se enfocé en evaluar la
eficiencia de cinco protocolos de exposicion secuencial a agentes desinfectantes para
propagar material vegetativo de ambas especies bajo condiciones in vitro, utilizando
poblaciones silvestres. Para ello, se cultivaron segmentos nodales en medio Murashige y
Skoog (MS), el cual fue suplementado con dos tipos de reguladores de crecimiento para
romper la dormancia de brotes latentes: uno con 1 mg/L de 6-Bencilaminopurina (BAP) y
otro con una combinacion de 1 mg/L de BAP + 0.5 mg/L de acido 1-naftalenacétco (ANA).
A los 25 dias se evaluaron las eficiencias de los protocolos de desinfeccién, asi como la
capacidad de formacion de brotes (CFB) de cada tratamiento hormonal. En el tratamiento
de desinfeccién cinco (TD5) en D. composita, se obtuvo una eficiencia del 53.11 + 8.96 %
de explantes libres de contaminaciones. El medio de cultivo suplementado solo con 1
mg/L de BAP mostré una CFB de 0.13 + 0.15, superior al tratamiento hormonal
combinado. Los brotes obtenidos en este medio, fueron subcultivados y se evalud
nuevamente el efecto de la hormona BAP, ya sea individual o combinada con ANA. Se
confirmé un mayor desarrollo en el medio con solo 1 mg/L de BAP, sin presencia de ANA,
lo que resulté en una CFB de 0.54 + 0.17.

En el establecimiento in vitro de D. mexicana, se aplicé el tratamiento de desinfeccién
TD5, el mismo utilizado previamente en D. composita. Se logré una eficiencia del 91 % en
la eliminacidn contaminaciones de los explantes, obteniéndose una CFB de 1.44, al
utilizar BAP (1 mg/L) como hormona de crecimiento. Durante la etapa de subcultivo, se
observd que el medio suplementado Unicamente con BAP (1mg/L) promovié el mayor
desarrollo de brotes, alcanzando una CFB de 0.78 + 0.31.

Finalmente, se realizé una comparacién entre la proliferacién de brotes utilizando el
sistema de frascos descrito anteriormente vy el sistema de inmersion temporal (RITA) en
ambas especies de Dioscorea. Se observé una mayor proliferacion en el sistema RITA, con

una CFB de 3.5 para D. composita y 4.99 para D. mexicana, respectivamente.



VI. ABSTRACT

Dioscorea composita and D. mexicana are two of the three Mexican species of the
Dioscoreaceae family that produce sapogenins, such as diosgenin, a precursor of various
pharmaceuticals and steroid hormones. This study aimed to evaluate the efficiency of
five sequential exposure protocols to disinfectants for propagating vegetative material
from both species under in vitro conditions, using wild populations. For this purpose,
nodal segments were cultured in Murashige and Skoog (MS) medium, which was
supplemented with two types of growth regulators to break the dormancy of latent buds:
one with 1 mg/L of 6-Benzylaminopurine (BAP) and another with a combination of 1 mg/L
of BAP + 0.5 mg/L of 1-Naphthaleneacetic acid (NAA). After 25 days, the efficiencies of
the disinfection protocols were evaluated, as well as the capacity for shoot formation
(CFB) of each hormonal treatment. In disinfection treatment five (TD5) in D. composita,
an efficiency of 53.11 + 8.96% of explants free from contamination was obtained. The
medium supplemented only with 1 mg/L of BAP showed a CFB of 0.13 + 0.15, higher than
the combined hormonal treatment. The shoots obtained in this medium were
subcultured, and the effect of BAP hormones, either individually or combined with NAA,
was evaluated again. Greater development was confirmed in the medium with only 1
mg/L of BAP, without presence of NAA, resulting in a CFB of 0.54 + 0.17.

In the in vitro establishment of D. mexicana, disinfection treatment TD5, the same as
previously used in D. composita, was applied. An efficiency of 91% in eliminating
contaminants from the explants was achieved, resulting in a CFB of 1.44 when using BAP
(1 mg/L) as a growth hormone. During the subculture stage, it was observed that the
medium supplemented only with BAP (1 mg/L) promoted the greatest shoot
development, reaching a CFB of 0.78 + 0.31. Finally, a comparison was made between
shoot proliferation using the flask system described above and the temporary immersion
system (RITA) in both Dioscorea species. Greater proliferation was observed in the RITA

system, with a CFB of 3.5 for D. composita and 4.99 for D. mexicana, respectively



1. INTRODUCCION

La familia Dioscoreaceae esta constituida por mds de 600 especies con flores casi siempre
unisexuales y las plantas normalmente son dioicas, concentradas, pero no limitadas a las
regiones tropicales y subtropicales del mundo; Africa, Sudeste Asiatico, India y América
(Ayensu, 1972; citado por Bernabé et al., 2012; Coursey, 1967 y Onwueme, 1978; citado
por Krikorian A. D., 1994), de las cuales, aproximadamente veinticinco especies son
comestibles, quince medicinales y seis ornamentales (Bhattacharjee, R., et al., 2011). Las
especies de Dioscorea que presentan tubérculos comestibles son una fuente importante
de calorias rica en almiddn y proteinas en zonas rurales denominadas cominmente
flames, su almidén es semejante al de maiz, tanto en sabor como en textura y color, este
es empleado por las industrias alimenticias (Gonzdles V.M., 2012), siendo Dioscorea
alata, D. esculenta y D. bulbifera las mayormente cultivadas en el mundo, D. dumetorum
de origen asidtico y Africa, y D. trifida de Centro América. Las especies comestibles son
generalmente estériles con nimero cromosdmico variable entre la misma especie; n=10
en Africa y n=9 los cultivares en América, debido a que se han venido propagando a partir
de sus tubérculos presentando niveles altos de poliploidia. Los tubérculos presentan
yemas preformadas o pueden formarse a partir de la capa meristematica ubicada a unos
milimetros de la superficie del mismo.

El cultivo convencional de algunas especies de Dioscorea se ha visto afectado por diversos
factores. Se ha observado que la propagacién por semillas es lenta e inadecuada para una
multiplicacién rapida, mientras que la produccién de tubérculos se ve afectada por
infecciones virales y nematodos (Raynor et al., 1992). Las principales enfermedades que
aquejan a las especies cultivadas comestibles son las machas foliares causada por
Cercospora spp., la antracnosis causada por Colleotrichum, el hongo que causa pudricion
de la raiz Rhizoctonia, y nematodos del género Scutellonema, aunque la susceptibilidad a
estas enfermedades varia para cada especies y variedad. La identificacion de fuentes
alternativas de nuevo material de propagacion se convierte en una prioridad importante.
El alcaloide dioscorina se distribuye de diversas formas, pero los cultivares comestibles

populares contienen poco. Ademas, es termoldbil y se destruye al hervirlo. A este
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respecto, el otro grupo es de importancia farmacéutica principalmente por acumular en
sus rizomas sapogeninas esteroidales, de las cuales al hidrolizarse se libera la diosgenina
qgue es utilizada como precursor quimico para la semisintesis de hormonas sexuales y
corticosteroides (TSukamoto & Ueno, 1936; citados por Waizel, 2009). Los ejemplos que
prestan importancia farmacéutica son D. deltoidea de la India, y D. floribunda, D.
composita, y D. mexicana de Centro América y México. En México se han localizado
aproximadamente sesenta y seis especies del género Dioscorea, algunas de las cuales
tienen tubérculos comestibles, pero las de mayor importancia son la D. mexicana y la D.
composita (Waizel, 2009), la primera conocida como cabeza de negro y la segunda como
barbasco, ambas descubiertas por Marker en los anos 40, almacenan diosgenina en sus
rizomas y tubérculos, aunque la D. composita acumula una mayor concentracién (Haro,
2013).

El manejo de recursos genéticos in vitro proporciona la base para generar material de
plantacidon en plantas de vida util corta, como es el caso de este grupo vegetal. El cultivo
de células, tejidos, érganos, asi como de germoplasma in vitro fomenta el estudio e
intercambio de clones y variantes somaclonales como forma de obtener una importante
fuente de variacidon obtenidos mediante diversos métodos de cultivo; cultivo de callos, la
embriogénesis somatica, la fusién y regeneracién de protoplastos. Esto también puede
combinarse con mutagénesis de sistemas generados in vitro. La seleccidn de clones para
cultivo basada en las preferencias del consumidor o en las caracteristicas deseadas del
tubérculo es una importante actividad de prueba de campo en la que se buscan nuevos
mercados y la idea es que bien podrian lograrse nuevos genotipos. Debido a la
problematica que se puede presentar en el cultivo convencional, es evidente el potencial
gue tiene la biotecnologia debido a la alta disponibilidad de meristemos preformados o
alternativamente los tejidos que son capaces de generar meristemos de novo (Krikorian
A. D., 1994). La micropropagacion in vitro pretende superar estas limitaciones con la

disponibilidad de material de alta calidad y en menor tiempo (Vaillant et al., 2005).



2. MARCO TEORICO

2.1 Taxonomia y diversidad del género Dioscorea

La familia botanica Dioscoreaceae esta formada por los géneros Dioscorea, Stenomeris y
Trichopus. El género Dioscorea es el mas numeroso e importante, compuesto por un
numero no preciso de especies que oscila entre 650 y 850 (Téllez-Valdés & Geeta, 2007).
En México contamos con alrededor de 63 especies y algunas de las cuales son endémicas,
por lo que este grupo botdnico contribuye a la megabiodiversidad de nuestro pais (Sosa
V., Schubert B.G. & Gémez-Pompa A. 1987). En la Tabla 1 se detalla la ubicacién

taxondmica del género Dioscorea.

Tabla 1. Taxonomia del género Dioscorea

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

2.2 Descripcion botanica del género Dioscorea

Las plantas del género Dioscorea conocidas especificamente en América Latina con los
nombres de barbasco o fiame, crecen en los trépicos y subtrépicos del mundo. Las
Dioscorea son plantas monocotiledéneas que pertenecen a una familia botanica de
origen monofilético Dioscoreaceae, que se ubica en el orden Dioscoreales, el cual agrupa
a plantas trepadores, con hojas reticuladas, dioicas, semilefiosas y con bases tuberosas,
con rizomas hipdgeos de diversas formas y en algunas especies epigeos, grandes y con

una corteza escamosa, tallos volubles ocasionalmente con espinas, algunas veces con



bulbillos en las axilas foliares. Hojas enteras, lobadas o divididas, a menudo cordadas, con
un apice largamente acuminado y una base truncada o redondeada, palmadamente
nervada, peciolos articulados en la base. Presentan inflorescencias estaminadas, poco a
muy ramificadas, solitarias o en grupos en las axilas de las hojas, flores pequeiias,
bracteadas, campanuladas, infundibuliformes, esféricas o urceoladas, perianto con seis
tépalos radiales, tépalos externos e internos muy diferenciados en dos verticilos, seis
estambres por lo general, algunas veces tres fértiles y tres estériles, con seis o tres
estaminodios presentes o sin estaminodios; parecidos a los estambres de las flores
estaminadas, ovario infero, trilocular, con una columna estilar triramificada o con tres
estilos separados. El Fruto esta constituido por una cdpsula trilocular con dos a cuatro
semillas comprimidas en cada léculo o cavidad, semillas aladas alrededor o solamente en

la parte inferior o casi esféricas sin alas, lisas o reticuladas (Figura 1) (Sosa et al., 1987).

Figural. Dibujo taxonémico de Dioscorea composita (izquierda). a, rama con
inflorescencias estaminadas; b, detalle de una inflorescencia estaminada; c, flor
estaminada en vista lateral; d, flor estaminada vista desde arriba; e, semillas; f,
flor pistilada; g, h, flores pistiladas en detalle; i, detalle de la columna estilar; j,
infrutescencia; k, cdpsulas; I, rama con inflorescencias pistiladas. llustracién por
Regina O. Hughes (Sosa et al., 1987). Tubérculo alargado vy cilindrico (derecha),
con una piel rugosa de color marrdn oscuro o grisaceo. llustracién por O. Téllez V.



Figura 2. Dibujo taxondmico de la parte aérea de Dioscorea mexicana(arriba). a,
rama con inflorescencias pistiladas; b, detalle de una inflorescencia pistilada; c,
fasciculo en el raquis; d, flor estaminada vista desde arriba; e, flor estaminada
vista de lado; f, flor pistilada; g, flor pistilada vista desde arriba; h, infrutescencia.
llustracion por Regina O. Hughes (Sosa et al., 1987). Tubérculo (abajo) con textura
externa rugosa, el color de la piel del tubérculo puede variar desde tonos
marrones hasta tonos mas claros (Global Biodiversity Information Facility, 2022).
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2.3 Distribucidn geografica de especies del género Dioscorea

Las plantas del género Dioscorea se encuentran distribuidas principalmente en la zona
ecuatorial y en los trépicos y subtrépicos del mundo (Gonzéles, V. M., 2012). En México
este género se encuentra mayormente representado en los estados de Chiapas,

Guerrero, Oaxaca, Puebla, Veracruz y Tabasco (Haro, 2013).
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Figura 3. Distribucion global de registros de ocurrencia de especies de Dioscorea
gue contienen diosgenina (Shen, L., et al., 2018).

2.4 Situacion actual de las especies del género Dioscorea productoras de diosgenina

La diosgenina es un precursor quimico para la fabricaciéon de farmacos esteroides con
gran demanda en el mercado, la cual se extrae de especies vegetales del género
Dioscorea (Li X, et al., 2010). Estas especies son fuente de precursores quimicos para la
semisintesis de hormonas esteroideas debido al fracaso de la sintesis quimica de
esteroides. La demanda del mercado ha impulsado la expansién de la introduccion y el
cultivo de estas especies vegetales a nivel mundial. China y México son los dos principales
paises productores, que representan el 67% del rendimiento de diosgenina con el recurso
de Dioscorea mas rico del mundo (Li X., et al., 2010). Sin embargo, el rendimiento y la
calidad de la diosgenina disminuyeron debido a la falta de germoplasma de alta calidad,
al desconocimiento de las regiones vegetales productoras, y a la escasez de tecnologia

(Sautour M., et al, 2007). Estos recursos mermaron, ademas debido a Ia



sobreexplotacion, al grado de que algunas especies estén casi extintas (Yonggin et al.,
2003 citado por Shu, Y., et al, 2005; Yi T., et al., 2014). La diosgenina se extrae
principalmente de Dioscorea silvestres por lo que estdn sujetas al deterioro
medioambiental y a la enorme presién a la que estdn sujetas debido a la gran demanda
del mercado. Este hecho hace necesaria la identificacién de nuevas lineas productoras,
asi como el conocimiento de su distribucién ecoldgica para que se mantenga la
produccién de diosgenina. A este respecto se realizé un estudio de prediccién del
potencial global de distribucidon de especies de Dioscorea que producen naturalmente
diosgenina, con base a sus requerimientos climaticos como la precipitacién anual, asi
como la radiacién media anual son dos de los factores que pueden determinar la
distribucién de estas especies. Los resultados revelaron que las areas de distribucion
potencial de diez especies presentan un amplio rango de distribuciéon y ademas nuevas
areas ecolégicamente idéneas en el centro de Sudamérica, el sur de Europa y la region
costera de Oceania (Figura 4). El rango ecoldgico de las especies D. deltoidea, D. collettii,
D. composita y D. spiculiflora cubre principalmente la regién central del Sur América,
parte sur de Africa y Asia. En contraste, las areas potenciales para D. althaeoides, D.
zingiberensis, D. gracillima y D. panthaica se distribuyeron principalmente en la parte
oriental de América del Norte, parte sur de Europa y Asia. La identificacion de las areas
ecoldgicamente aptas es necesaria para la planificacidon de la conservacién y el cultivo
para la produccién de diosgenina (Shen, L., et al., 2018).

Existen 137 especies reportadas de Dioscorea que acumulan este compuesto, de las
cuales 41 contienen mas del 1 % de diosgenina (Wan J.R., et al., 1994). Tanto la calidad
de la diosgenina como un entorno ecoldgicamente saludable son requisitos basicos para
qgue la industria China de este precursor quimico, se consolide, la cual esta basada en la
superficie cultivada de D. zingiberensis, especie que produce una alta concentracién de
diosgenina (Li X, et al., 2010; Shu, Y., et al., 2005). Como se ha venido mencionando, el
comprender las condiciones de habitat necesarias para este grupo de especies resulta util
para gestionar la recuperacién de las poblaciones silvestres, asi como las plantaciones,

para promover el crecimiento de esta actividad econédmica (Dansi A., et al.,, 1999; Ondo



0., et al., 2016). Todavia existen algunas especies de Dioscorea cultivadas en la China
rural, pero aun no se ha determinado si pueden ser comercialmente rentables (Liu P., et
al., 1993). En la India, por ejemplo, casi el 100 % de la produccién de medicamentos
esteroides se basa en la diosgenina obtenida de Dioscorea (Chaturvedi H.C., et al., 2007).
Por lo tanto, es necesario explorar enfoques en la conservacién y cultivo de Dioscorea

gue contienen diosgenina (Shen, L., et al., 2018).

2 e NN = Y
=z SRRy . S e

g A - s
] R+ S5 -
. s . LESNE

W+E \\\Ni‘%\'.‘ : ) : 1 Y
o~ L VA gy |
s Tk, W

e
Suitability /&
0. 999-1 i 7 ~
: 4 f. 1 2 ! =
0-0.999 ‘ > S . & 000 2,000 4000 6,000, $000
T S — —~—— ———— o ;e N
- ~ S = T \g;;b} ,_.s’ : e s —tee 2
e AR - o L -
e P 3 5 l{ 44‘“" T » ¥ auiae e
-, a ~ /3
L - ) . e ™ -
N N >l LT 5 e
) ] 7~ » Y T, - ¢
W«*»E > ﬁ.{\“— { o ~ S > .
' S Y S
S M TS SV d 4 e s AN,
« oS T ™ & a4 ‘\‘;'\"\/;f.h. =,
N Gon T & | 3 S
4R C o8N TN
e A - - e
Suitability / , % o ~‘ .
EO.999-1 /. R
000 ) S 0 1.0002.000 4,000 6.00Q 8,000 -
00 L - = —— Mites

Figura4. Madximas similitudes de areas adecuadas (lado izquierdo) y distribucion
ecolégica (lado derecho) para dos especies de Dioscoreas que producen
diosgenina; D. composita (arriba), y D. zingiberensis (abajo) (Shen, L., et al., 2018).

2.5 Especies del género Dioscorea con importancia alimentaria y farmacoloégica
En la literatura hay registros que describen la importancia de las especies del género
Dioscorea para las industrias farmacéuticas y alimentarias. Las mayormente utilizadas

como fuentes de alimento al conservar en sus rizomas altas concentraciones de almidon,

son: D. convolvulacea, D. corpumaculata, D. esculenta, D. trifida, D. romotiflora y D.
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rotundata (Ng, S. Y. C., 1992). En tanto que las especies relevantes para la industria
farmacéutica son: D. balcanica, D. deltoidea y D. batatas, utilizadas para tratar diversos
problemas de salud como la inflamacién, dolor en articulaciones, diabetes, infecciones y
dismenorrea (Waizel, 2009). Los componentes farmacolégicamente activos de estas
especies son la diosgenina, una sapogenina esteroidal, y dioscina, una forma de
diosgenina con azucar (Ramos et al., 2015). Tras varias décadas del descubrimiento de las
Dioscoreas en México, en la actualidad se tienen registros de otras especies de Dioscorea

gue se han ganado un lugar como fuentes de diosgenina. En la Tabla 2 se citan algunas.

Tabla 2. Especies del género Dioscorea empleadas para obtener diosgenina.
ESPECIE ORIGEN REFERENCIA
D. nipponica Makino China Chen et al., 2007
D. multiflora Grised Sudamérica Sousa et al., 2011
D. rotundata Poir Africa Uchendu et al., 2016
D. villosa L. Norte América Ranjan & Langhu, 2017
D. deltoidea Asia Kumar et al., 2017
D. floribunda México y Centro América Moraetal., 2018

2.6 Importancia de la diosgenina en la semisintesis de fairmacos esteroideos

Las saponinas son glucésidos provenientes de diversas fuentes naturales, la hidrélisis
enzimatica o mas efectivamente con dcidos minerales de saponinas pueden producir uno
o varios azucares, junto con una sustancia denominada aglicona, esta cuando tienen una
estructura esteroidal se denominan sapogenina (Haro, 2013; Waizel, 2009). La diosgenina
actua como precursor en la semisintesis de farmacos esteroideos (TSukamoto & Ueno,
1936; citados por Waizel, 2009), sintesis de hormonas sexuales (progesteronas vy
estrégenos principalmente) y corticosteroides (Kumar et al., 2017), en la figura 5 se

muestra la estructura de esta molécula.
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Figura 5. Estructura quimica de la diosgenina aislada de la D.trifida descrita por
Maldonado Garcia et al. (2012).

2.7 Historia del barbasco en México

La industria de hormonas esteroideas, hormonas sexuales y corticoesteroides, se origind
en Alemania debido a que en ese pais se llevaron a cabo los primeros aislamientos en
forma pura, en los afios 20°s y 30’s. Cientificos de Europa y Estados Unidos buscaron
métodos de produccion de éstas para su uso como farmacos en diferentes aplicaciones
médicas. La primera estrategia consistio en su extraccion a partir de glandulas y orina de
animales como la progesterona, la testosterona y la estrona, por lo que se pasé a la
sintesis quimica a partir de esteroles. El primer precursor quimico que utilizaron para la
produccién de hormonas sexuales sintéticas fue el colesterol de origen animal, siendo los
paises lideres Alemania, Suiza y Holanda. Cientificos Estadounidenses buscaron otra
fuente de esteroles mas barata, por lo que el quimico Rusell Marker dirigid su
investigacion al reino vegetal en busca de esteroides, especificamente las sapogeninas.

La sapogenina mas comun es la diosgenina, la cual fue aislada por primera vez en Japén
en el afio 1936, a partir de una planta del género Dioscorea. La industria de las hormonas

esteroidales en México tuvo su origen en los afos 40°s. En 1940, Marker desarrollé una
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metodologia conocida como “degradacién de Marker”, mediante la cual convirtié la
sapogenina diosgenina en progesterona (Figura 6) (Marker, 1940; citado por Aguilar &
Iglesias, 2001). A partir de este desarrollo de sintesis quimica, se encontré en México una
Dioscorea conocida como cabeza de negro, la cual crece en las selvas del sudeste de
nuestro pais. En 1944, Marker crea la compafiia Syntex. La extraccion de sapogeninas y
SU Uso como precursores quimicos a partir de la planta mexicana del barbasco para la
sintesis de hormonas esteroidales permitié alcanzar la escala comercial. En 1949 se
descubre en México otra especie de barbasco, Dioscorea composita, que presentd dos
grandes ventajas sobre el barbasco cabeza de negro, Dioscorea mexicana, acumulaba
cinco veces mas diosgenina y era casi inagotable en México, por lo que en ese entonces
desaparecio la incertidumbre de la disponibilidad de la materia prima de origen vegetal
para la industria esteroide en nuestro pais. Edward Kendall y Philip Hench descubren las
propiedades antiinflamatorias contra los sintomas de la artritis reumatica de la cortisona.
La cortisona, principal glucocorticoide secretado por la corteza suprarrenal y el esteroide
mas abundante en sangre, es una hormona esteroidal con aplicaciones clinicas como
potente antiinflamatorio en el tratamiento de la artritis reumatica, fue un ejemplo de
éxito desde los ainos 50°s, gracias al uso del barbasco. Upjohn & D.H. Peterson en 1952,
desarrollaron un proceso fermentativo en el cual consiguieron obtener la cortisona a
partir de progesterona (Hogg, 1992). Este adelanto fue crucial y decisivo para
comprender que los esteroides obtenidos a partir de diosgenina se pueden emplear como
precursores para la elaboracion de la cortisona y todos sus derivados. A partir de
entonces, la empresa Syntex produjo toneladas de progesterona a partir de la diosgenina
extraida del barbasco para atender la fuerte demanda de corticoides. En 1950,
Rosenkranz logra la produccion sintética de los cuatro tipos principales de hormonas
esteroideas, progestégenos, andrdégenos, estrogenos y corticoides a partir de la
diosgenina. El desarrollo de derivados de la cortisona que presentan menores efectos
secundarios junto al uso de las hormonas esteroidales como principio activo de las
pildoras anticonceptivas, hicieron que la industria de los esteroides se desarrollara. Ya en

los afios 70°s la industria de medicamentos con esteroides usados como principios activos
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era multimillonaria. México fue lider en la produccién de farmacos hormonales basicos.
La demanda mundial convirtid a esta industria en una de las fuentes de exportacidon mas
importantes para nuestro pais, en un periodo de ocho afios, 1965 a 1973, se mantuvo
con un promedio del 92.5 % de la produccion total exportada.

En 1977, tres de las diez empresas exportadoras de productos quimicos mds importantes
de México pertenecian ala industria de hormonas esteroideas. Los esteroides constituian
mas del 60 % de todas las exportaciones farmacéuticas mexicanas. Dentro de la industria
guimica, los esteroides ocuparon el segundo lugar, sélo después del acido fosférico, en
lo que se refiere al valor de las exportaciones. Sin embargo, esto conllevd al saqueo de
mas de un millén de toneladas de barbasco, y la industria mexicana no tuvo la capacidad
de producir productos terminados debido al control de las empresas subsidiarias de
corporaciones transnacionales, cuyo fin fue satisfacer las necesidades de la empresa
matriz. En 1975, se cred la empresa paraestatal Proquivemex con la finalidad de
conservar la soberania del barbasco y el crecimiento interno. El conflicto se generd
debido a la estructura verticalmente integrada de la industria farmacéutica internacional
de hormonas, a la estrategia global de las transnacionales y a la falta de accidon auténoma
del Estado para establecer prioridades nacionales (Gereffi G. 1977).

La disminucién en la produccion de diosgenina en México fue y sigue siendo influenciado
por multiples factores. La competencia de otros productores, como china e india, siguen
siendo asi como en el pasado un desafio, ya que estos pueden producir esteroides a partir
de materia primas mas econdmicas. Ademas, los avances en sintesis quimica y
biotecnologia siguen permitiendo la produccién de esteroides de manera mas eficiente y
econdmica. En este contexto, compuestos similares como el sitosterol, la hecogeninay la
sarsasapogenina siguen siendo alternativas viables, contribuyendo asi a la continua

disminucion de la demanda y produccién de diosgenina en el pais (Basurto, 2023).
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Figura 6. Degradacion de R. Marker: La diosgenina se degrada inicialmente a
diacetato de pseudodiosgenina mediante una reaccidén con anhidrido acético a
200 °C. Durante este proceso, los grupos hidroxilo en los Czy Cy7 se esterifican y
el anillo F se rompe. Posteriormente, la oxidacion crémica del diacetato resulta en
la ruptura de la doble union entre los Cy y Cz2, formando la diosona como
producto. La diosona, al ser sometida a hidrdlisis, produce 16-
dehidropregnenolona, que, al ser hidrogenada, da lugar a la pregnenolona.
Finalmente, la progesterona se obtiene mediante una oxidacién adicional
(Marker, 1940; citado por Aguilar & Iglesias, 2001).

2.8 Propagacion de especies de Dioscorea

Existen diferentes técnicas de propagacion de diversas especies de Dioscorea, las que mas

se destacan son: propagacion convencional e in vitro.

2.8.1 Propagacion convencional

Consiste en desarrollar plantas completas a partir de tubérculos, secciones de tubérculos
o a partir de bulbillos aéreos que se forman en la base de las hojas de plantas adultas,
gue también son denominadas semillas y son cultivadas directamente en tierra.

® Secciones de tubérculos: Los tubérculos son recolectados y posteriormente

seccionados, los fragmentos obtenidos son utilizados como semillas que, al ser
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plantados bajo condiciones de humedad, desarrollan yemas germinativas que
mas tarde dan lugar a los tallos (Raynor et al., 1992; Gonzdles, 2012).
e Bulbillos aéreos: Se seleccionan y clasifican en bulbillos de primera (mayores de
80 g), de segunda (entre 40 y 80 g) y de tercera (entre 10 y 40 g), la plantacién se
realiza por separado (Gonzdles, 2012).
® Tubérculos: Al realizar la siembra por rizomas a las dos semanas se inicia el
desarrollo del tallo y el follaje, representado por la ocurrencia de brotes y retonos
(Gonzales, 2012).
Algunos de los principales problemas que interfieren en la viabilidad de esta técnica
segun Cabrera Jova (2009), son:
e Lento desarrollo de propdgulos.
e Material vegetativo infectado por nematodos y virus, que se transmiten a la
siguiente generacién de plantas.
e Deterioro de la calidad de tubérculos.

e Baja disponibilidad de propagulos.

2.8.2 Propagacion a través del cultivo in vitro

El cultivo in vitro de tejidos vegetales se define como el cultivo de semillas, drganos,
explantes, tejidos, células o protoplastos de plantas en un medio nutritivo sintético
definido quimicamente en condiciones estériles y controladas de luz, temperatura y
humedad (Bhatia, 2015). Por otro lado, la micropropagacién es una de las aplicaciones
mas generalizadas del cultivo in vitro, a través de ella, a partir de explantes de una planta
madre, se desarrollan plantas genéticamente idénticas, llamadas clones. Las principales
etapas de la micropropagacion que describe Castillo A. (2014), se mencionan a
continuacion:

a) Desinfeccidn del material vegetal: La propagacion de plantas comienza con la seleccion

de una planta madre, de la cual se extraen fragmentos para obtener explantes, que
pueden ser yemas, trozos de hojas, porciones de raices, semillas, entre otros. Antes de
extraer los explantes, se desinfectan los fragmentos de la planta madre para eliminar
contaminantes externos, especialmente hongos y bacterias. Este proceso se realiza con
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hipoclorito de sodio (agua clorada comercial) durante 5 a 15 minutos, seguido de
enjuagues en agua esterilizada. La extraccion de explantes se lleva a cabo en cabinas de
flujo laminar para mantener condiciones de asepsia. Los explantes desinfectados se
colocan en tubos de cultivo con medio de iniciacidn para controlar su sanidad y viabilidad

b) Introduccién del material in vitro: Después de desinfectar superficialmente las semillas

o yemas seleccionadas, se colocan en medio de cultivo estéril. En aproximadamente una
semana o quince dias, comienza el proceso de germinacidon o regeneracion de nuevos
tejidos vegetales, dando inicio al ciclo de cultivo in vitro.

c) Multiplicaciéon: Durante esta fase, los explantes que han sobrevivido a las fases

anteriores se espera que generen brotes con varias hojas, ya sea de origen axilar o
adventicio. Cada hoja tiene una yema en su base que se desarrollard al entrar en contacto
con el medio de cultivo. Los nuevos brotes se deben subcultivar periédicamente en un
nuevo medio mediante divisiones y resiembras en tubos de cultivo u otros recipientes
adecuados, manteniendo condiciones de asepsia. Este proceso aumenta el nimero de
plantas en cada repique o division de las plantas.

c) Enraizamiento: Para iniciar el enraizamiento de los explantes, se emplean plantines

individuales de alrededor de 2 centimetros de tamafio. Los brotes obtenidos previamente
se trasladan a un medio que carece de reguladores de crecimiento o contiene Unicamente
hormonas auxinas. En algunas especies, el proceso de multiplicacién y enraizamiento
ocurre simultdneamente, ya que las raices emergen en el mismo medio donde se
desarrollan nuevas yemas.

d) Aclimatacidon de explantes: Durante la aclimatacion, los explantes enraizados se

ajustan a condiciones naturales fuera del laboratorio, pero enfrentan desafios al
trasladarse a invernaderos debido a su origen en ambientes humedos. Esto puede causar
problemas como la falta de estomas funcionales y una cuticula poco desarrollada,
aumentando el riesgo de desecacion. Es crucial realizar una aclimatacion cuidadosa para

garantizar la supervivencia y el crecimiento saludable de las plantas en su nuevo entorno.
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2.8.3 Factores determinantes en la micropropagacion

e Explante: Se trata de un tejido u drgano de la planta que se aisla para micropropagar.
Para el caso de especies propagadas vegetativamente, los explantes mayormente
utilizados son brotes jovenes y dpices meristematicos (Villalobos & Thorpe, 1991).

e Factores fisicos: La luz y la temperatura, son los principales factores que influyen sobren
la micropropagacion. La temperatura de incubacion para la mayoria de las plantas fluctua
entre los 24 y 28°C. Mientras que la importancia de la luz en la diferenciacién involucra
diferentes componentes como la intensidad, el fotoperiodo y la calidad (Villalobos &
Thorpe, 1991).

e Medio de cultivo: Constituido por elementos nutritivos esenciales principales vy
secundarios de las plantas, vitaminas, reguladores del crecimiento de las plantas y
carbohidratos como fuente de carbono con otras sustancias orgdnicas como aditivos

6ptimos (Das et al., 2013).

2.8.4 Reactores de Inmersion Temporal (RIT)

Un biorreactor es un ambiente cerrado y estéril que cuenta con entradas y salidas para
el flujo de aire bajo presidn y utiliza un medio liquido. En los Reactores de Inmersiéon (RIT)
estdn involucrados componentes como compresores de aire para el flujo de aire,
conexiones de tubos de silicona, filtros de membrana y un monitoreo remoto, en el cual
el crecimiento se ve favorecido por no haber inmersién continua en el medio, en la figura
7 se muestran dos ejemplos de RIT. Los Biorreactores de Inmersién Temporal (TIB), son
un tipo de RIT utilizados para diferenciar tejidos vegetales. Existen diferentes disefios de
TIB, pero los mas comunes consisten en dos recipientes o vasos comunicantes, uno
destinado para el medio de cultivo y otro para los cultivos (Figura 7). Otro tipo de RIT es
el Recipiente para Inmersion Temporal Automatizado (RITA), en el que el recipiente
superior que contiene la planta esta vinculado al compartimento inferior que contiene el
medio de cultivo y la presion interna regula el movimiento del medio hacia arriba, el cual
posteriormente cae por gravedad de modo que se pueda cronometrar la inmersidn de

los cultivos (Figura 7). También esta el biorreactor de Inmersion por Burbujas (BIB) donde
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se aporta nutrientes y aire a los cultivos mediante burbujeo. En todos estos casos, los
cultivos se sumergen en el medio de manera cronometrada, en términos de frecuenciay

duracién de la inmersidn, para permitir la aireacion (Balogum et al., 2014).
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Figura7. Ejemplo de reactores RIT: Representacion esquematica del
funcionamiento del sistema de inmersién temporal (TIB) (derecha) vy
funcionamiento del sistema RITA (izquierda) (KASALAB, 2020; Orellano et al.,
2017).
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3. ANTECEDENTES

3.1 Componentes esenciales en la micropropagacion de Dioscoreas

3.1.1 Cultivos asépticos

Para D. alata y D. rotundata se ha reportado que los segmentos nodales en crecimiento
activo con yemas axilares son un excelente explante, esto significa que la época del afio
es importante. Se recomienda también partir de planta madre cultivada en fotoperiodo
menor a 16 horas luz como preacondicionamiento para conseguir activar los meristemos
(Mantell et al., 1979 citado por Krikorian A. D., 1994). Con dicho preacondicinamiento,
una sola exposicién con hipoclorito al 0.5 % durante 5 minutos previamente al uso de
etanol al 70%, y los posteriores lavados, normalmente es suficiente para obtener material
vegetal limpio. Sin embargo, la eficiencia depende de la temporada, por lo que puede ser
necesario el uso de tratamientos mas extensos con agitacion prolongada y el uso de
detergentes. Los segmentos nodales se siembran en posicidn vertical en medio MS agar
adicionado con 2 % de sacarosa y citoquininas. A los 20 a 30 dias surgen brotes y raices
adventicias, la re-inoculacion previo a la escisiéon del nudo como nuevos segmentos
nodales con hojas individuales en intervalos de 2 a 3 semanas resulté un método eficaz
para multiplicar material clonal, estimandose que se pueden obtener 65 000 plantulas
partiendo de un segmento nodal en un periodo de seis meses. Por otro lado, se han
generado plantas libres de virus aislando meristemos apicales de 0.2 a 0.5 mm incluido
de 1 a 2 primordios foliares de D. alata tratados con aire caliente durante al menos 14
dias con una eficiencia del 19 %, en medio MS suplementado con 1 0 0.5 mg/L de ANA 'y
0.2 0 0.1 mg/L de BAP (Mantell et al., 1980 citado por Krikorian A. D., 1994).

Los explantes colectados de campo, generalmente estan contaminados por diversos
microorganismos. Para eliminar estos contaminantes, normalmente se utilizan
soluciones de agentes esterilizantes como hipoclorito de sodio (1-5 %), alcohol etilico (70-
90 %) y cloruro de mercurio al 0.1 % seguido de varios lavados con agua estéril (Das et
al., 2013). También se utilizan bavistina al 5 % (p/v) y estreptomicina al 0.2 % (p/v) y

detergentes como agentes esterilizantes de superficies (Behera et al., 2009). Mwrigi et

20



al. (2010), citado por Bonilla-Morales M.M & Hernandez-Castafieda O. I., (2012), obtuvo
una eficiencia del 85 % en el establecimiento del cultivo utilizando el agente
desinfectante Hidréoxido de Sodio (15 a 40 %) en una exposicién de 20 a 40 min y
posteriormente una exposicién secuencial realizando un doble sumergimiento de los

explantes en NaOH al 40 % por 30 min y NaOH al 30 % por 20 min.
3.1.2 Medio de cultivo

De acuerdo a varios estudios el medio de cultivo comunmente utilizado para el desarrollo
de brotes de diferentes especies de Dioscorea, es el de Murashige y Skoog (MS; Das et
al., 2013; Vaillant et al., 2005), el cual ha sido aplicado a especies como, D. oppositifolia
(Behera et al., 2009), D. zingiberensis (Chen et al., 2003), D. fordii (Yan et al., 2011), D.
deltoidea (Kumar et al., 2017), D. alata (Shah & Lele, 2012; Kumar, A. et al., 2014), entre

otras.

3.1.3 Explantes y reguladores de crecimiento

El éxito del cultivo in vitro de Dioscorea depende en gran medida de las concentraciones
y tipos de hormonas incluidas en el medio de cultivo, asi como del tipo de explante usado
(Das et al., 2013). Se utilizan hojas, segmentos nodales y tubérculos como explantes para
micropropagarlas, mediante organogénesis directa o indirecta. Los mejores resultados de
induccion de brotes se obtienen al utilizar segmentos nodales, lo anterior se fundamenta
en el estudio realizado por Bernabé et al.(2012) al trabajar con la especie D. remotiflora;
cultivaron segmentos de hojas y segmentos nodales en medio MS con diversos
reguladores de crecimiento (BAP, KIN, ANA 'y 2, 4-D), después de 3 meses, los segmentos
de hojas no dieron ninguna respuesta celular, mientras que los segmentos nodales
mostraron un crecimiento visible de brotes en los sitios de las yemas axilares. Por otro
lado, Shah & Lele (2012), trabajaron con tres tipos de explantes de D. alata, con
segmentos de hojas, segmentos nodales y tubérculos, los transfirieron a un medio MS y
por organogénesis indirecta trataron de obtener plantas completas. La iniciacion general
de callos se observd en los tres tipos de explantes a los 8 - 11 dias, en un medio

enriquecido con 0.2 ppm de BAP, 2.0 ppm de 2,4-D, 825 ppm de NH4NO3 y 950 ppm de
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KNOs, estos fueron transferidos a un medio de multiplicaciéon en donde a los 21 dias se
observé una rdpida respuesta de brotacion y formacion de raices en callos provenientes

de segmentos nodales, los otros callos no dieron ningun tipo de respuesta.

3.1.3.1 Segmentos nodales

Los segmentos nodales han sido ampliamente utilizados para micropropagar diversas
especies del género Dioscorea, se basa en la formacién de brotes a partir de yemas que
se encuentran en las axilas o primordios de las hojas, los cuales son divididos y
subcultivados (Gonzales, 2012; Ranjan, D. C., & Langhu, T., 2017). Varios investigadores
reportan informacién relevante sobre la viabilidad de estos explantes, como Chen et al.
(2003) quienes trabajaron con D. zingiberensis, observaron una rapida formacién de
yemas axilares en los segmentos nodales cultivados en medio MS suplementado con BAP
(4.4 uM) y ANA (1,1 uM). Jirakiattikul et al. (2016) también cultivaron segmentos nodales
de D. birmanica en medio MS fortificado con diversas concentraciones de BAP. El mayor
numero de brotes (2.8 £ 0.5) y nudos por brote (5.7 £ 0.8) se obtuvo luego de la adicién
de 2 mg/L de BAP al medio de cultivo. Por otro lado, Chen et al. (2007) también inocularon
segmentos nodales de D. nipponica en medio de cultivo basal MS adicionado con dos
hormonas, BAP y ANA. La mayor frecuencia de induccién de brotes y microtubérculos se
obtuvieron con 2.0 mg /Lde BAP y 1.0 mg/L de ANA. La tabla 3, expone mas antecedentes
de especies micropropagadas a partir de segmentos nodales, asi como las respectivas

concentraciones de fitohormonas usadas en cada una.
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Tabla 3.

segmentos nodales en especies del género Dioscorea.

Composicién de medios de cultivo reportados para la brotacidn de

Especies

Reguladores del crecimiento

Referencias

D. zingiberensis

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

Chen et al., 2003

D. oppositifolia

MS + 2 mg/L BAP + 0.3 % carbdn

Das et al., 2013

D. oppositifolia

MS + 2.0 mg/L KIN + 1.0 mg/L BAP + 0.5

mg/L ANA + 100.0 mg/L acido ascérbico

Behera et al., 2009

D. opposita MS + 1.0 mg/L ANA + 1.0 mg/L BAP Lin et al.,, 2014

D. hispita WPM + 1.0 mg/L BAP + 100.0 mg/L PVP Shukla and Shukla,
2013

D. bulbifera MS + 0.5 mg/L ANA + 5.0 mg/L KIN Das et al., 2013

D. fordii MS + 1.0 mg/L BAP + 0.1 mg/L ANA Yanetal., 2011

D. nipponica MS + 2.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L ANA Chen et al., 2007

D. deltoidea MS + 1.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L AIB Kumar et al., 2017

D. alata MS+ 1.5 mg/L KIN + 2.0 mg/L AIA Shah & Lele, 2012

Nota: MS corresponde al medio de cultivo Murashige y Skoog, WPM al medio Woody
Plant Medium. Ademas, BAP (Bencilaminopurina), ANA (acido nafatalenacético), KIN
(kinetina), AIB (acido indol-3-butirico) y AIA (acido indol-3-acético) son hormonas del
crecimiento vegetal, mientras que PVP (Polyvinylpyrrolidone) es un polimero que actua

como antioxidante.

A partir de la informacidn, se deduce que las citocininas y auxinas, especificamente BAP,

KIN y NAA, son reguladores de crecimiento por excelencia, optimizan la formacién de

brotes de diferentes especies de Dioscorea. Las mejores respuestas de induccion de

brotes se obtienen cuando se combinan dos hormonas a diferentes concentraciones;

altas en Citocininas y bajas en Auxinas.
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3.1.4 Inductores de raices

Varios estudios reportan que las auxinas propician la formacién de raices en plantas de
Dioscorea. Por ejemplo, Chen et al. (2003) trabajaron con D. zingiberensis, observaron
gue los brotes inoculados en el medio MS indujeron el mayor nimero de raices luego de
ser tratados con 4.9 uM de AIB. El AlA, otra auxina, que al ser suplementada a un medio
basal a concentraciones de 2.0 mg/L, induce el mayor nimero de raices en la especie D.
hispita (Shukla & Shukla, 2013). Otros estudios revelaron que a concentraciones de 8.28
UM de AIB, 5.38 uM de ANA y 2.5 mg/L de AIA se induce la mayor formacidn de raices en
brotes de D. remotiflora, D. rotundata y D. alata respectivamente (Bernabé et al., 2012;
Uchendu et al., 2016; Das et al., 2013). A partir de las raices formadas se pueden obtener
microtubérculos cuando se afiade sacarosa al medio de cultivo (Alizadeh et al. 1998;

Uchendu et al., 2016; Chen et al., 2007).
3.1.5 Temperatura y luz

Las condiciones de incubacion de explantes de Dioscorea segun lo reportado en la
literatura son: 16 horas de luz u 8 horas de oscuridad y se mantienen con una luz
fluorescente blanca de densidad de flujo 25-30 umolm=s?, a una temperatura de 25 *
3°C bajo 60-70 % de humedad relativa en una cdmara de crecimiento de cultivo de tejido

vegetal (Shah & Lele, 2012).

3.2 Cultivo in vitro de D. composita y D. mexicana

Actualmente existen muy pocas investigaciones relacionadas al cultivo in vitro de D.
composita. Sin embargo, de los Unicos reportes que se tienen, se sabe que a partir de
segmentos nodales inoculados en medio MS tratado con 0.5 ppm de BAP, se obtienen
multiples brotes (Heble & Staba, 1980). Otros investigadores estudiaron el efecto de
diferentes concentraciones de sacarosa, el tipo de fitohormona y la variacién del medio
de cultivo en la induccidon de microtubérculos de D. composita. La sacarosa al 8 %, ANA 'y
AIB a concentraciones de 5.0 uM y los medios de cultivo de Anderson Rhododendron y
Murashige y Skoog, indujeron una mayor respuesta (Alizadeh et al., 1998). En una

investigacion reciente se pudieron establecer cultivos in vitro a partir de segmentos
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nodales de plantas de D. composita, empleando Cloralex como agente antiséptico con
una eficiencia del 24.785 %. El 95 % de los explantes establecidos in vitro desarrollaron
raices adventicias utilizando AIB como inductor a una concentracién de 1 mg/L. Se
reportd una eficiencia de transformacidn genética via Agrobacterium rhizogenes cepa A4
del 0.33 + 0.57 %, a partir de la cual se obtuvo una linea de raiz transgénica. Se logro
extraer y cuantificar diosgenina, reportando una concentracion de 2.239 mg/g de
diosgenina en la linea transgénica, creciendo bajo condiciones in vitro inducido con AIB

bajo oscuridad y 0.087 mg/g bajo fotoperiodo largo (16:8) (Sanchez-Lépez, G. C., 2018).
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4. JUSTIFICACION

En la regidn de la cuenca del Papaloapan, especificamente en el municipio de Tuxtepec,
se han localizado en estado silvestre a dos especies de barbasco de mayor importancia
econdmica de México (D. composita y D. mexicana), de las cuales se desconoce su estado
actual a nivel de densidad poblacional, teniendo como antecedente la extensa
explotacion que se le dio a éste recurso natural en los aflos 60°s y 70°s, el cual fue una
importante fuente de ingresos para la economia del pais y para la poblacién de ésta
region debido a la alta demanda como una fuente barata de diosgenina.

Actualmente la demanda de D. composita y D. mexicana es nula en la regién debido a la
importacion de derivados de diosgenina, el principal precursor de hormonas esteroidales,
desde China por parte de la industria farmacéutica en México, Proquina Bayer. La
biotecnologia podria recuperar la autosuficiencia de precursores quimicos para la sintesis
de hormonas esteroidales en México a través del desarrollo de la tecnologia del cultivo
in vitro, el cultivo de tejidos y la micropropagacion recuperara las poblaciones de este
recurso que se exploto en el pasado siglo, permitiendo el aprovechamiento sostenible del
recurso asi como la regeneracion de sus poblaciones en su estado natural como
coadyuvante en programas de conservacion de habitats naturales. Para ello, se requiere
enfocarse al trabajo de campo y evaluar la factibilidad de establecer propuestas con los

propdsitos descritos en este texto.
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5. HIPOTESIS

Los protocolos de exposicion secuenciales a los agentes desinfectantes serdan mas
eficaces que los de una sola exposicidon para el establecimiento de los cultivos de
Dioscorea composita y D. mexicana, permitiendo establecer los cultivos in vitro. Ademas,
la fitohormona BAP, y BAP combinada con ANA inducird la proliferacion de yemas

preexistentes en ambas especies.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

e Evaluar protocolos de exposicion secuencial a agentes desinfectantes en el
establecimiento de cultivo in vitro y propagacién vegetal de Dioscorea composita

y Dioscorea mexicana.

6.2 Objetivos especificos

e Determinar la eficiencia de cinco protocolos de exposicidn secuenciales a agentes
desinfectantes en el establecimiento in vitro y propagacién vegetal de Dioscorea
composita y Dioscorea mexicana partiendo de segmentos nodales de plantas de
campo.

e Establecer las condiciones para la proliferacion de yemas bajo condiciones in vitro
de Dioscorea composita y Diocorea mexicana partiendo de segmentos nodales de

planta de campo.
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7. METODOLOGIA

7.1 Estrategia experimental

Seleccion de especie

Obtencién de segmentos nodales de Dioscorea
composita

Tratamiento

Desinfeccion de explantes a partir de un
protocolo preexistente

1
Disefio experimental

Evaluacion de cinco nuevos tratamientos de
desinfeccion

Eficiencia y analisis hormonal Seleccion de especie

< Obtencién de segmentos nodales de

Seleccion del mejor tratamiento y subcultivo en
Dioscorea composita

dos condiciones de fitohormonas.

\ 4

Sistemas de cultivo

Comparacioén de sistemas de cultivo in vitro:
Convencional vs RITA.

Figura 8. Disefo de investigacion

7.2 Material vegetal y localizacion geografica

Para el establecimiento del cultivo in vitro de Dioscorea se colectaron tallos estacionales
jévenes y vigorosos con segmentos nodales (nodos y entrenodos) de plantas adultas
(Figura 9), los cuales se trasladaron en bolsas al Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales (LCTV) y Unidad de micropropagaciéon y escalamiento de la UNPA, Campus
Tuxtepec, para su inmediato establecimiento de las condiciones in vitro por evaluar. La

ubicacidn de los puntos geograficos de colecta de la especie D. composita se encuentran
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dentro del area interna de la UNPA Campus Tuxtepec y del municipio de Santiago
Jocotepec, especificamente en la Comunidad de Rio Chiquito (Figura 10). En el municipio
de San Juan Bautista, en el area de la UNPA, el primer punto se ubica a unos 30 metros al
norte del Instituto de Biotecnologia y a unos 10 metros al noroeste del Centro de
Investigacion Cientifica (CIC). El segundo punto esta a solo 5 metros al este saliendo de la
Biblioteca, mientras que el tercer punto se encuentra en el camino hacia la Biblioteca, a
unos 10 metros al norte de esta. Por otro lado, el cuarto punto estd a unos 15 metros al
suroeste de la entrada de la UNPA y a unos 25 metros al suroeste del ICAPET. El quinto
punto se encuentra a unos 10 metros al noreste de la entrada de la UNPA y a unos 20
metros al este del ICAPET. Finalmente, el sexto punto esta en la malla del ICAPET, a unos
10 metros al noreste de la entrada de la UNPA.

En el municipio de Jocotepec, especificamente en las orillas de la comunidad de Rio
Chiquito, que se encuentra a unas 2 horas de la Ciudad de Tuxtepec, Oaxaca, el primer
punto de recoleccidn se halla a 200 metros al sur del pueblo. El segundo punto se localiza
a 50 metros al oeste de la carretera y a 150 metros al sur de la Avenida 5 de mayo.

El periodo de colecta, asi como el nimero de guias colectadas se especifican en la tabla
4. En tanto que las guias de D. mexicana fueron colectadas en una propiedad privada

ubicada en la Col. Sebastopol, San Juan Bautista, Tuxtepec.

Entrenodo

Segmento Nodal

Figura 9. Segmento nodal de una guia vigorosa y joven de D. composita.
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Tabla 4.

Colectas de campo del material vegetal.

Periodo de Colecta

Numero de Guias

Numero de Explantes (n)

colectadas
Junio-Agosto (verano) 21 286
Octubre-Noviembre 48 406
(otofio)
Diciembre-Enero (invierno) 35 427
Marzo-Mayo (primavera) 31 261
Numero total de explantes sembrados 1380
Radi
99
Z %
BibliotBca W wpec %
&9
Universidad del % A
Papaloapan (UNPA) 2
Visitados recientemente Guardia Nacional colon's bar@ v -
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Figura 10. Ubicacidon de los municipios donde se localizan las plantas de D. composita.
Icono azul: Areas de recoleccién, Icono rojo: Puntos especificos de recoleccién.
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7.3 Evaluacion del establecimiento de cultivo in vitro de D. composita a partir de

segmentos nodales

7.3.1 Etapa de corte del explante

El material vegetativo (guia juvenil) obtenido de campo fue seccionado hasta la obtencion
de segmentos nodales de aproximadamente 5 cm con ayuda de unas tijeras y un bisturi
previamente desinfectados con etanol al 96 % (Figura 11A Y 11B), posteriormente los
segmentos fueron depositados en 4 frascos cerrados de cristal de 500 mL con agua

destilada y tween 20 (Figura 11B).

7.3.2 Procedimiento de desinfeccion previo

El tratamiento de desinfeccion superficial usado como primera alternativa, fue
establecido por Sanchez-Lopez G. (2018) para la D. composita, el cual se describe a
continuacion: los segmentos nodales obtenidos en la etapa de corte, fueron depositados
en 4 recipientes de vidrio con una soluciéon de agua destilada estéril con tween 20 (2
gotas/L) y se mantuvieron en agitacion constante durante 20 minutos. Luego se
efectuaron 2 lavados con agua destilada estéril. Todo el proceso se repitido una vez mas
para posteriormente incubar los explantes en el bactericida microdyn durante 10
minutos, se hicieron 2 lavados con agua destilada estéril, una desinfeccién con etanol al
70% durante 1 minuto y otros dos enjuagues con agua destilada estéril (Figura 11By 11C).
Se trasladaron los explantes a la campana de flujo laminar, donde fueron sometidos a
una solucion de Cloralex al 20% durante 20 minutos, aplicando un ciclo de vacio de 1
minuto (Figura 11D). Se realizaron nuevamente 2 lavados con agua destilada estéril y
finalmente se prosiguid con la siembra en el medio de cultivo MS, suplementado con 1
mg/L de BAP (Murashige & Skoog, 1962). Se evaluaron los resultados de desinfeccion
semanalmente hasta el dia 25. Debido a los elevados porcentajes de contaminacion y
baja efectividad del tratamiento, se disefiaron y evaluaron nuevos procedimientos de

desinfeccion de exposicion secuencial como a continuacién se describe.
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Figura 11. Proceso de desinfeccién superficial de explantes: A) Guia de Dioscorea
Composita colectada de campo, B) Obtencién de segmentos nodales, C)
Desinfeccidn superficial con tween 20. D) Aplicacion de vacio y desinfeccién final
en Campana de flujo Laminar.

7.3.3 Procedimientos de exposicidon secuenciales a los agentes desinfectantes de

segmentos nodales de D. composita

Se evaluaron cinco tratamientos de desinfeccion de segmentos nodales de D. composita
(Tabla 5). Cada tratamiento se repitio tres veces para asegurar la validez de los resultados.
En cada repeticion, se emplearon 62 explantes en promedio, distribuidos uniformemente
en 62 frascos de cristal previamente esterilizados. Cada frasco contenia 20 mL de medio
basal MS, suplementado con vitaminas MS, 30 g/L de sacarosa y 5.4 g/L de Gellan®. Tras

la esterilizacidn en autoclave a 121 °Cy 15 psi durante 20 minutos, los frascos se dejaron
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reposar a temperatura ambiente durante 7 dias para descartar posibles contaminaciones.
La mitad de los segmentos nodales se sembraron en medio con BAP a 1 mg/L, mientras
que la otra mitad se sembrdé en un medio combinado con BAP a 1 mg/Ly ANA a 0.5 mg/L,
destinado a estimular el rompimiento de la dormancia de brotes latentes. Los explantes
se mantuvieron en un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas luz, bajo luz
blanca fluorescente continua a una temperatura constante de 26 + 2 °C.

A los 25 dias se registraron los porcentajes de contaminacion y eficiencia, es decir
explantes libres de contaminaciones, para cada repeticion de cada tratamiento. Las

siguientes ecuaciones fueron utilizadas para estos calculos.

E.C.1

C

Pc=—X100

T
E.C.2

NC

Pnc =—X100

T

Donde:

Pc: porcentaje de explantes contaminados
Pnc: porcentaje de explantes no contaminados
C: numero de explantes contaminados

NC: nimero de explantes no contaminados

T: numero total de explantes sembrados
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Tabla 5. Procedimientos de exposicion secuenciales a los agentes

desinfectantes.

Tratamiento (T) Soluciones desinfectantes Concentracion Tiempo de

exposicion (min.)

-Fungicida Benomilo® 0.1g/L 20
-Agua destilada + tween (1 lavado) 1 gota/L
-Cloro 5% (v/v) 15
-Agua destilada + tween (1 lavado)

TD1 -Etanol 70 % (v/v) 1
-Agua destilada + tween (1 lavado) 1 gota/L
-Cloro + 1 ciclo de vacio 2.5 % (v/v) 15
-Agua destilada estéril (2 lavados)
-Fungicida Benomilo® 0.1g/L 20
-Agua destilada + tween (1 lavado) 1 gota/L
-Bactericida Member’s Mark® 3.5 ml/L 20
-Cloro 5% (v/v) 20
-Agua destilada + tween (1 lavado)

TD2 -Etanol 70 % (v/v) 1
-Agua destilada + tween (1 lavado) 1 gota/L
-Cloro + 1 ciclo de vacio 2.5 % (v/v) 15
-Agua destilada estéril (2 lavados) 1 gota/L
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TD3

TD4

-Agua destilada + tween (4 lavados)
-Fungicida Benomilo®

-Agua destilada + tween (1 lavado)
-Bactericida Member’s Mark®
-Cloro

-Agua destilada + tween (1 lavado)
-Etanol

-Agua destilada + tween (1 lavado)
-Cloro + 1 ciclo de vacio

-Agua destilada estéril (2 lavados)
-MS liguido +
Quinofres(levofloxacino)
-Agua destilada + tween (4 lavados)
-Fungicida Benomilo®

-Agua destilada + tween (1 lavado)
-Bactericida Member’s Mark®
-Cloro

-Agua destilada + tween (1 lavado)
-Etanol

-Agua destilada + tween (1 lavado)
-Cloro + 1 ciclo de vacio

-Agua destilada estéril (2 lavados)

-Agua destilada + tween (4 lavados)
-Fungicida Benomilo®

-Agua destilada + tween (1 lavado)
-Bactericida Member’s Mark®

-Cloro

Antibidtico

1 gota/I

0.9g/L
1 gota/L
3.5 ml/L
15 % (v/v)

70% (v/v)
1 gota/L
15 % (v/v)
1 gota/L

500 mg Atb/L MS
1 gota/L
0.9 g/L
1 gota/L
3.5 ml/L
30 % (v/v)

70 % (v/v)
1 gota/L
30 % (v/v)
1 gota/L

1 gota/L

0.9 g/L
1 gota/L
3.5 ml/L
30 % (v/v)

30

30
20

20

30

30

20
25

25

30

20
25
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TD5 -Agua destilada + tween (1 lavado)
-Etanol 70 % (v/v) 2
-Agua destilada + tween (1 lavado) 1 gota/L
-Cloro + 1 ciclo de vacio 30 % (v/v) 25
-Agua destilada estéril (2 lavados) 1 gota/L
-Plant preservation Mixture (PPM) 2 ml/L

Nota: El procedimiento 5 es analogo al 4, con la variacién de que en este se adicioné al
medio de cultivo el biocida PPM (ver ANEXO 1).
7.4 Evaluacién de la proliferacion o propagacion vegetativa de yemas de D. composita

a partir del mejor tratamiento de desinfeccion.

Se analizé el mejor tratamiento de desinfeccion superficial de D. composita. De los cinco
probados, uno mostré ser el mas eficiente, y este se tomo para evaluar el porcentaje de
explantes con estructuras propagativas (brotes, raices o callos), promedio de
proliferacién y posteriormente la capacidad de formacidn de brotes (CFB), haciendo uso

de las férmulas siguientes:

E.C.3

p B

ep =—X100
P T

E.C.4

Total de brotes

X = X100
Numero total de explates

Donde:

Pep: porcentaje de explantes con estructura propagativa (brote, raiz o callo)
X: promedio de proliferacién de brotes por segmento nodal
B: Explante con estructura propagativa (brote, raiz o callo)

T: numero total de explantes sembrados

Con los resultados de las ecuaciones anteriormente descritas, se pudo determinar la

capacidad de formacion de brotes (CFB) (da Silva et al., 2016):
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E.C.5

(promedio de proliferacién de brotes)(% de explantes con brotes)

CFB =
100

donde:
explante: segmento nodal

CFB: capacidad de formacidn de brotes

Asi como las tasas geométricas de propagacién in vitro:

E.C.6

donde:

r: tasa geométrica de propagacion

Vf. promedio de proliferacién de brotes del subsecuente subcultivo
Vi: promedio de proliferacién de brotes en el subcultivo previo

t: intervalo de tiempo de un ciclo de cultivo

7.5 Establecimiento y evaluacion de la proliferacidon vegetativa de yemas de D.

mexicana.

El mejor tratamiento de desinfeccion de explantes, originalmente aplicado en D.
composita, se ajustd para el establecimiento de D. mexicana con una ligera variacion: en
esta especie se realizé solo una réplica, a diferencia de las tres réplicas aplicadas a la D.
composita, la mitad de los explantes fueron sembrados en dos condiciones hormonales,
BAP (1 mg/L) y BAP(1 mg/L) + ANA (0.5 mg/L). En D. mexicana, también se evaluaron los
porcentajes de explantes contaminados y no contaminados, asi como el porcentaje de
estructuras propagativas (brotes, raices o callos), el promedio de proliferacién de brotes

por segmento nodal y CFB. Estos datos fueron tomados desde la primera semana de
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siembra hasta el dia 25, utilizando las mismas formulas aplicada en el estudio de D.

composita.

7.6 Subcultivo de D. composita y D. mexicana

Se seleccionaron brotes de aproximadamente 8 cm, con 3 o 4 nudos, tanto de la D.
mexicana como de la D. composita, para ser subcultivados (Figura 12A). Estos se
colocaron en placas de vidrio, se cortaron en segmentos nodales (Figura 12B) y
finalmente fueron depositados en frascos de cristal en el mismo medio de cultivo y bajo
las mismas condiciones de crecimiento del explante original (12C). Se realizé un
subcultivo para cada especie, con varias repeticiones; tres para D. composita y dos para

D. mexicana.

Figura 12. Subcultivo de D. mexicana. A) Seleccion de Brotes; B) Obtencion de
segmentos nodales y C) Siembra en medio Basal MS con sus respectivas
hormonas.

7.7 Evaluacion de respuestas callogénica y rizogénica en D. Mexicana

La respuesta callogénica y rizogénica en D. mexicana fueron evaluadas mediante la
observacion de la formacidn y expansidon de estas estructuras, incluyendo su tamafio y
morfologia. Ademads, se determiné el porcentaje de formacidn de callos y raices mediante

la siguiente ecuacidn.
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E.C.7

Numero de segmentos con callos o raices

X 100

Porcentaje de formacién(raiz o callo) = -
Numero total de segmentos

7.8 Reactores de inmersion temporal automatizado RITA en D. composita y D.

mexicana

Se cultivaron segmentos nodales de plantas de D. composita y D. mexicana en reactores
de inmersién temporal (RITA®), después de su previo establecimiento in vitro. Las
condiciones fueron las siguientes; los segmentos se sumergieron durante 2 minutos con
una frecuencia de 6 horas, utilizando 300 ml de medio de cultivo. Se empled una densidad
de indéculo de al menos 10 explantes para D. composita y 26 para D. mexicana. Se
mantuvieron las condiciones descritas para el establecimiento y subcultivos; medio MS
adicionado con vitaminas MS, 1 mg/L de BAP, 2 ml/L de PPM, 30 g/L de sacarosa,
fotoperiodo largo de 16 horas luz, bajo luz blanca fluorescente (54 umol/m?s) a una

temperatura de 26+2 °C por 3 meses.

7.9 Toma y analisis de resultados

Se realizé un disefio experimental completamente al azar de una via. La unidad
experimental fue el explante (segmento nodal) y el nimero de repeticiones por cada
tratamiento fue de al menos 60 (n=60), con 3 réplicas, sin discriminacion de resultados.
Se determind si existia diferencia entre los tratamientos por medio de un analisis de
varianza con 95 % de confiabilidad. En el caso donde se presenté diferencia significativa
entre los tratamientos, se realizd la prueba de comparacion multiple de medias Tukey
con una confiabilidad del 95 % con el programa MINITAB 2019, con la finalidad de

seleccionar el mejor tratamiento en cada etapa del cultivo in vitro.
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8.RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Establecimiento in vitro de Dioscorea composita

8.1.1 Efectividad del tratamiento de desinfeccion previo

El protocolo de desinfeccidn utilizado en esta experiencia, como primera alternativa para
el establecimiento in vitro de D. composita, se basd en un método previamente disefiado
por Sanchez-Lépez G. (2018). Sin embargo, los resultados mostraron que la eficiencia de
este protocolo fue del 0 %, que representa el porcentaje de explantes sin contaminacion.
Este valor contrasta significativamente con el reportado por la autora del protocolo
original, quien tuvo una eficiencia del 38.51%. Esta discrepancia en los resultados puede
atribuirse posiblemente a la diferencia en la época del afio en que se recolectdé el material
vegetal. En la investigacion previa, los explantes fueron recolectados entre los meses de
abril y junio, mientras que en esta investigacion se replicé el protocolo con explantes
recolectados en octubre y noviembre. Se sabe que los meses de mayor precipitacién y
mayor humedad relativa que abarca de agosto a diciembre en el hemisferio norte,
favorecen en mayor medida la proliferacién de microorganismos, mientras que en época

seca (enero-abril) la incidencia de estos se reduce (Sancho & Guevara, 1991).

8.1.2 Evaluacidn de la factibilidad de los procedimientos de exposicidn secuenciales a

los agentes desinfectantes

Los resultados de los tratamientos TD1, TD2 y TD4 no fueron favorables, dado que los
porcentajes de contaminacion bacteriana y fungica fueron muy elevados, mas del 85 %
de los segmentos nodales sembrados se contaminaron mientras que en el TD3 se
obtuvieron mejores resultados; 22.31 + 17.6 % de explantes viables (Tabla 6) gracias al
uso de un antibiético de amplio espectro. Sin embargo, si se comparan los tratamientos
TD3 y TD5 se da por hecho que existe diferencia estadisticamente significativas entre
cada uno, el mejor tratamiento fue el TD5 con una eficiencia del 53.11 + 8.96 % que
representa el porcentaje de explantes libres de contaminaciones, a pesar de esta clara

reduccion de contaminaciones, dichos resultados contrastan con los que reportan Mwrigi
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et al. (2010), citado por Bonilla M. & Hernandez C. (2012), dado que ellos obtuvieron una
eficiencia del 85 % aplicando la misma metodologia de exposicidn secuencial a agentes

desinfectantes a los explantes de las especies D. alata y D. rotundata.

Tabla 6. Porcentajes de contaminacién bacteriana, fungica y eficiencia de

cada procedimiento.

Tratamientos de % Contaminacion y Eficiencia (promedio)

desinfeccion

Bacteriana Fungica Eficiencia
TD1 58.88+9.214 40.42 + 8.86 A8 0.68+1.18
TD2 35.28 +6.614 61.18+7.46 4 1.81+1.59°8
TD3 48.62 + 40.4 A 28.45+23.348 22.31+17.68
TD4 52.52+16.92 A 34.61+11.397% 12.89+10.198
TD5 30.13+17.01 7 16.74+8.80 8 53.11+8.96"°

Nota: Letras iguales en cada columna, indican que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre tratamientos mediante el analisis ANOVA por la prueba de Tukey
(N=15, p=0.05), esto significa que la falta de diferencias significativas entre las medias de
los tratamientos puede deberse a la alta variabilidad en los datos y al tamaiio de la
muestra que es relativamente pequefio.

8.1.3 Incidencia de contaminaciones microbiolégicas en explantes de D. composita

segun la época del aiio.

La figura 13 presenta el porcentaje promedio de contaminacion en explantes que se
establecieron mensualmente durante el periodo comprendido entre junio 2022 y mayo
2023. El mayor porcentaje de contaminacion se presenté en los meses de octubre-
diciembre, época de mayor precipitacion y humedad relativa, dichos resultados también
son reportados por Sancho & Guevara (1991), quienes trabajaron con papaya, ellos
explican que este problema se debe al deslizamiento de las gotas de lluvia desde las hojas

hasta el tallo de la planta, favoreciendo asi el acumulamiento de microorganismos en los
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espacios intersticiales alrededor de las yemas axilares y entre los primordios foliares de
la misma, por tal motivo se imposibilita la eliminacion total de cualquier microorganismo
con agentes antisépticos convencionales. Con el paso del tiempo, con la llegada de la
época seca (marzo-mayo) se redujo drasticamente el porcentaje de contaminacion
(Figura 13), este comportamiento no solo se ha observado en plantas de Dioscorea,
también en plantas de Aloe vera L. y Carica papaya, (Perez Alonso et al., 2015; Sancho &
Guevara, 1991). Por lo tanto, se llega a la conclusidon de que la época del afio infiere
directamente en el estado fisiolégico de la planta madre y por ende puede perturbar o
no, segun sea el caso, el establecimiento in vitro de las especies Dioscorea, dicha
aseveracion coincide con estudios previos, realizados en D. Rotundata y D. alata (Mantell

et al., 1980 citado por Krikorian A. D., 1994).

CONTAMINACION VS PERIODO DE TIEMPO

120

100 1

TD4

80 D3

60

D5
40

% total de contaminacion

20

Jun-Ago Oct-Nov Nov-Dic Ene-Feb Mar-May

PERIODO
2022-2023

Figura 13. Perfil de contaminacién total (hongos y bacterias) durante un periodo de
dos afios en D. composita.

8.1.4 Efecto del antibidtico Quinofres (levoflaxacino) en yemas de D. composita.

El desarrollo de las primeras yemas laterales de los explantes de D. composita fue visible
a los 7 dias de siembra. Las yemas laterales de los segmentos nodales que no fueron

incubados con el antibidtico Quinofres (levoflaxacino), correspondientes a los
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tratamientos TD1, TD2 y TD4, tenian buenas caracteristicas, eran verdes y vigorosas con
una elongacion bastante marcada a las 3 semanas de siembra (Figura 14A), sin embargo,
estas fueron muy susceptibles a contaminaciéon debido a la poca astringencia de los
tratamientos. Por otra parte, los explantes que fueron tratados con el antibidtico
anteriormente mencionado, correspondientes al tratamiento TD4, permanecieron en un
ambiente totalmente aséptico. A pesar de esto, desarrollaron yemas cloréticas de lento
crecimiento, apenas perceptibles después de dos meses de siembra (Figura 14B y 15B).
Después de cinco meses experimentaron necrosis completa (Figura 15B). Tras esto
resultados se suspendid el uso del agente antimicrobiano. Szewczyk-Taranek et al. (2016),
reportan resultados similares, ellos cultivaron brotes de Staphylea pinnata L. en medio
MS suplementado con 100-300 mg de doxiciclina y la misma concentracién de
gentamicina, durante 4 meses. Se encontré que la doxiciclina resulté ser fitotdxica para
la planta, causando la muerte de sus brotes. Por otro lado, la gentamicina inhibid el
desarrollo de los brotes, seguido de una marcada clorosis en comparacién con el control.
A pesar de que los antibidticos tienen un alto potencial para eliminar fitopatégenos, esta
accién no excluye la posibilidad de resultados adversos, como la fitotoxicidad, como

también lo han reportado Mbah & Wakil (2012) en brotes de D. rotundata.

Figura 14. Comparacion de la calidad de brotacion utilizando levoflaxacino. A) brote
vigoroso y verde de 3 semanas con una longitud de aproximadamente 3 cm; B)
brote clorético de 2 meses desarrollado a partir de un explante incubado con el
antibidtico levoflaxacino (Quinofres).
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Figura 15. Efecto del antibidtico levoflaxacino en brotes de D. composita. A) brote
clorético de 2 meses y B) brote necrosado pasados 6 meses.

8.1.5 Efecto del Biocida Plant Preservation Mixture (PPM) en yemas de D. composita.

El biocida Plant Preservation Mixture (PPM), usado en el tratamiento TD5 redujo el 53 %
de las contaminaciones microbianas que se habia presentado anteriormente al hacer uso
de otros tratamientos de desinfeccion, ademas, no se observaron efectos no deseados,
como necrosis o inhibicién del crecimiento vegetal. Esto concuerda con lo reportado por
Digonzelli et al. (2005), los cuales evaluaron la accion bacteriostatica y/o bactericida del
PPM para controlar la contaminacién con Pseudomonas, y su efecto sobre el crecimiento
in vitro de cana de azucar. EI PPM no tuvo efectos inhibitorios sobre la longitud y nimero
de macollo, pero si repercutido de manera satisfactoria en el control de los contaminantes.
Segun Digonzelli et al. (2005), las concentraciones optimas del antibidtico para un mejor
control de contaminaciones fungicas y bacterianas, se encuentra en un rango de 0.5 a 2
mL/L, ya que es un preservante de amplio espectro, que afecta a enzimas fundamentales
en el ciclo del acido citrico y en la cadena de transporte de electrones, concentraciones
bajas a las ya mencionadas reduce la eficiencia del mismo, dicha concentracién coincide
con los 2 ml/L usados en este estudio. En la figura 16, se observan brotes de 10 dias
cultivados en medio MS tratado con PPM, existe una gran diferencia morfologica de estos
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respecto a los que fueron cultivados con el antibidtico levoflaxacino (Quinofres) (Figura

14B).

Figura 16. Brotes de D. composita de 10 dias, sembrados en Medio MS,
suplementado con el biocida PPM.

8.1.6 Contaminaciones recurrentes en el cultivo in vitro

Las contaminaciones mas frecuentes detectadas tras varios meses fueron de bacterias y
hongos. La bacteria mds comun en sus primeras dos semanas de aparicion era blancuzca
y lechosa, y al mes cambiaba a un color amarillento (Figura 17A), en tanto que, el hongo
mas comun era de aspecto algodonoso y blancuzco (Figura 17B). La investigacion
realizada por Folgueras et al. (2016), nos ofrece un panorama general sobre la frecuencia
de estos contaminantes en las especies de D. alata, D. cayenesis y D. rotundata, en dichas
plantas detectaron la presencia de virus, hongos y bacterias los cuales provocaban la
pudricién de sus tubérculos. Por otro lado, Doncel M & Pérez-Cordero (2017), hablan
sobre la persistencia de estos microorganismos dentro del tejido de otras especies de
Dioscorea, en este estudio aislaron un total de 64 morfotipos de bacterias enddfitas de

las variedades de fiame. Enddfito, término que hace referencia a aquellos
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microorganismos que viven dentro de los diferentes tejidos, tales como las raices, tallos,
hojas, flores y frutos. Los principales organismos endofitos pueden ser bacterias, virus y
hongos. Al vivir dentro de la planta, pueden intercambiar nutrientes, sustancias que
estimulen el crecimiento vegetal o incluso, pueden promover mecanismos de defensa
contra patdégenos invasores (Santoyo Pizano, n.d.).

Antes de continuar, es importante sefialar que en el siguiente estudio de
microorganismos no se llevd a cabo un andlisis microbiolégico detallado. La identificacidn
visual de microorganismos puede ser desafiante debido a las similitudes entre ciertos
grupos, como bacterias y levaduras, lo que puede dificultar su distincidn. Sin embargo,
los hongos filamentosos suelen presentar caracteristicas Unicas, como estructuras
filamentosas visibles a simple vista. Si bien en la presente investigacién no se prioriza la
identificacidon de hongos y bacterias, se reconoce su importancia potencial como drea de
interés para investigaciones posteriores.

El comportamiento de estos microorganismos en nuestra planta de estudio fue variado,
tanto hongos como bacterias aparecieron a los cinco y quince dias de siembra, otros
tantos, principalmente algunas bacterias, permanecieron latentes dentro del explante
durante 3 meses, se manifestaron con la apertura de las primeras y ultimas yemas
laterales. Segin Hernandez & Gonzales (2010), diversos factores pueden desencadenar
un efecto inhibidor en estos microorganismos, por ejemplo, la alta presion osmética, el
pH y ciertas hormonas del medio de cultivo. Debido a este efecto, muchos organismos
requieren un periodo de adaptacién a las nuevas condiciones antes de manifestarse. Si
hay algo que enfatizar de la Dioscorea, es la porosidad tan marcada de su tallo que era
visible después de cada corte transversal (Figura 18A). Esta caracteristica fisioldgica y
todos los factores anteriormente mencionados, sin lugar a dudas, se complementan y
posibilitan el acceso y alojamiento de diferentes agentes microbianos en el interior de la
planta como se observa en la figura 18B, y, por ende, repercuten directamente en el éxito

de cualquier protocolo de desinfeccion superficial.
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Figura 17. Contaminacion bacteriana (A) y fungica (B) presentada en D. composita.

Figura 18. Detalle de la morfologia interna del tallo. A) corte transversal del tallo
donde se aprecian los vasos conductores del tallo de D. composita y B) probable
contaminacién de origen endégeno en D. composita.
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8.1.7 Proliferacion de brotes de D. composita

El tratamiento de desinfeccién TD5 al ser mas eficiente que su andlogo el tratamiento
TD4, como se menciond anteriormente, fue seleccionado para evaluar la respuesta de
brotacién de explantes de D. composita en funciéon de BAP y una combinacion de BAP
mas ANA. El mayor porcentaje de brotacidn se alcanzé con una concentracion de 1 mg/L
de BAP sin la combinacion hormonal (tabla 7). Esta misma tendencia se ha observado en
otras especies de Dioscorea, como en el caso de la D. zingiberensis, donde el porcentaje
de brotacidn se vio influenciado de manera negativa por la combinacidon hormonal (Chen
et al., 2003), sin embargo, al realizar una comparacién entre el promedio de brotacion
por segmento nodal de cada tratamiento hormonal, no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas (tabla 7). La CFB registrada fue de 0.13 + 0.15 a una
concentracion de 1 mg/L de BAP. Por otro lado, con el tratamiento hormonal BAP + ANA,
se obtuvo una CFB de 0.05 + 0.04. Sin embargo, no se encontraron diferencias

significativas en las CFB de cada tratamiento, como se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Brotacidon de segmentos nodales de D. composita provenientes de
campo.
Tratamientos Promedio de Porcentaje de CFB
proliferacién de brotacion de
brotes Vi explantes

BAP (1 mg/L) 0.31+0.20~ 31.75 +21A 0.13+0.15A
BAP + ANA (1 mg/L + 0.20+0.134 20.12 +13A 0.05 +0.044
0.5 mg/L)

Nota: Letras iguales en cada columna indica que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre tratamientos mediante el analisis ANOVA por la prueba de Tukey (N=6,
p=0.05). Vi, representa el promedio de proliferacién de brotes en el subcultivo previo.
Este valor se empled para calcular la tasa geométrica de propagacion (r) en conjunto con
Vf, la cual se mencionara mas adelante.
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8.1.8 Proliferacion de brotes de D. composita en el primer subcultivo

Los segmentos nodales formaron brotes a los 15 dias de haber sido subcultivados,
algunos eran de aproximadamente 7 cm de longitud, otros, yemas apenas perceptibles a
la vista. Sin embargo, los porcentajes de brotacién y la CFB fueron muy superiores a los
valores obtenidos de explantes provenientes de campo (Tabla 8). Este comportamiento
puede deberse al efecto de adaptacion que van experimentado los segmentos nodales
en los medios de cultivo con reguladores de crecimiento. A medida que se realizan mas
subcultivos, es probable que estos segmentos se adapten progresivamente a las
fitohormonas y a las condiciones in vitro (Vilchez et al., 2009; Castro Garibay et al., 2023)

(Tabla 10).

Tabla 8. Brotacion de segmentos nodales D. composita en el primer

subcultivo Vf.

Tratamientos Promedio de Porcentaje de CFB
proliferacién de brotacion
brotes Vf
BAP(1mg/L) 0.73 73 £12.404 0.54+0.174
BAP+ANA (1 mg/L+ 0.33 33.334 0.14
0.5 mg/L)

NOTA: En el tratamiento fitohormonas 2, correspondiente a la combinacién hormonal
BAP + ANA se realizd solo una réplica, por lo que los valores de brotacidon y porcentaje no
corresponden a un promedio, sino al dato puntual de una observacion. La razén por la
gue no se hicieron 3 réplicas como en el primer tratamiento, fue debido a la baja CFB que
este presentd en la etapa de establecimiento, lo que influyd en la disponibilidad de
material de siembra en la etapa de subcultivo. De acuerdo al andlisis de varianza
(ANOVA), con 95 % de confiabilidad, no se hayo diferencia significativa entre los
tratamientos. Vf, representa el promedio de proliferacién de brotes en el subsecuente
subcultivo, util para el calculo de r.
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8.2 Establecimiento in vitro de Dioscorea mexicana

El establecimiento de la D. mexicana resultd sencillo mediante la implementacion del
tratamiento TD5, que previamente se habia utilizado con éxito en la especie D.
composita.

La frecuencia de contaminaciones fue muy baja tanto en explantes sembrados en el
medio con BAP solo, como en el medio con BAP mas ANA. Aproximadamente el 8 % del
material vegetal se contamind en ambos casos, mientras que el resto se mantuvo en un
ambiente totalmente aséptico. Estos explantes desarrollaron brotes después de 7 dias, y
a las 2 semanas, su longitud era de aproximadamente 5 cm (ver Figura 19A).
Posteriormente crecieron de manera vigorosa y formaron nudos bien definidos a los 21
dias (ver Figura 19B).

En la tabla 9 se detalla la viabilidad de este tratamiento, junto con los datos

correspondientes a la formacién de brotes, callos y raices.

Tabla 9. Resultado del establecimiento in vitro de D. mexicana.
Tratamiento Porcentaje de Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje Promediode CFB
Hormonal contaminacion  Eficiencia de de de proliferacion
total brotacion Formaciéon Formacion de brotes Vi
de callo de raices
8.82 91.18 88.23 0 0 1.64 1.44
BAP/ANA
8.1 91.9 35.13 64.86 10.81 0.35 0.12

Nota. Vi representa el promedio de proliferacidn de brotes en el subcultivo previo, en
este caso, de D. Mexicana.
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Figura 19. Desarrollo de brotes de D. mexicana. A) brotes de 14 dias y B) brotes de 21

dias.

8.2.1 Respuesta de explantes de D. mexicana a diferentes Fitohormonas

De acuerdo a la tabla 9, el mejor regulador del crecimiento vegetal fue BAP a una
concentracion de 1 mg/L, el 88.23% de los explantes que fueron tratados con esta
hormona desarrollaron brotes vigorosos, mientras que la combinacién de BAP mas ANA,
brotes mas delgados y en muy bajo porcentaje (Figura 20A), sin embargo, en este
tratamiento se indujeron respuestas caulogénicas y callogénicas al mismo tiempo (Figura
20B) y a los 50 dias, respuesta rizogénica (Figura 20C). Este comportamiento es muy
recurrente en estas plantas, como se sefiala en el estudio de Chen et al. (2003), que se
basa en la D. zingiberensis. Segun este estudio, es inevitable que se forme callo cuando
se usan dos reguladores de crecimiento, especificamente BAP y ANA, en el mismo medio

de cultivo.
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Figura 20. Tipos de respuesta al tratamiento hormonal de segmentos nodales de D.
mexicana. A) brote de buen grosor creciendo en medio suplementado con BAP
(izquierda) y brote delgado creciendo en medio suplementado con BAP mas ANA
(derecha); B) explante con Brote y callo y C) respuesta rizogénica de explantes

después de 50 dias de haberse cultivado

8.2.2 CFB de D. mexicana

La proliferacion de yemas que originan brotes y el desarrollo de los mismos en D.
mexicana fue totalmente diferente en comparacion con los desarrollados en D.
composita. Algunos explantes colocados en medio MS con BAP produjeron un nimero
maximo de hasta 6 brotes, mientras que otros generaron un minimo de 2 (ver Figura
21A). Por otro lado, aquellos sembrados en medio con BAP mds ANA solo produjeron 1
brote por segmento nodal (Figura 21B). Este contraste en los resultados se evidencia al
compararlos con los obtenidos por Dessalegn et al. (2015), quienes trabajaron con
Dioscorea spp. y encontraron que el mayor promedio proliferacion de brotes (6.40 + 0.28)

se logré en un medio MS suplementado con 1.5 mg/L de BAP mas 0.15 mg/L de ANA.
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Otros estudios, como el realizado por Jirakiattikul et al. (2016) en la especie D. birmanica,
muestran resultados similares a los reportados en esta investigacion, donde el mayor
promedio de brotes se consiguié cuando se suplementaron 2 mg/l de BAP al medio de
cultivo. Se puede entender entonces que cada especie de Dioscorea puede asimilar y
responder de manera diferente a las concentraciones y combinaciones hormonales del
medio de cultivo. La mayor CFB fue de 1.44 y se observd en el medio suplementado con

1 mg/L de BAP (ver tabla 9).

Figura 21. Proliferacidén de brotes de D. mexicana. A) segmento nodal con 6 brotes
(Izquierda) y 2 brotes (derecha) creciendo en medio MS suplementado con BAP y
B) segmento nodal con 1 brote creciendo en medio MS suplementado con BAP

mas ANA.

8.2.3 Subcultivo de D. mexicana

Se subcultivaron segmentos nodales de aproximadamente 1 cm de longitud, los cuales
desarrollaron yemas laterales a los 7 dias. Posteriormente, a los 25 dias, se observaron
brotes de aproximadamente 10 cm de longitud (Figura 22A). Esta tendencia de brotacion
y crecimiento solo se observd en el Medio de cultivo suplementado con BAP, con un

promedio de CFB de 0.78 £ 0.31 (Tabla 10).
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Por otro lado, los explantes cultivados en Medio MS suplementado con BAP + ANA, no

formaron brotes. Sin embargo, el 100 % de ellos desarrollaron callo a los 15 dias (figura

22B). Esta propensién también se observd en explantes provenientes de campo (Figura

20B) y en la especie de D. hispita, donde se visualizé la influencia de la combinacién de

las hormonas anteriormente mencionadas en la formacion de callo (Mahmod et al,,

2020).

Figura 22. Proliferacién de brotes en D. mexicana. A) brote de 25 dias

desarrollandose en medio MS con BAP y B) explantes de 15 dias con respuesta

callogénica.
Tabla 10. CFB del subcultivo en D. mexicana.
Tratamientos Promedio de % brotacion CFB % Formacion
proliferacion de de raices
brotes Vf
BAP 0.87+0.17 A 87.5+ 1747 0.78+0.314 0
BAP/ANA 0+0°8 0+08 0+08 100

Nota. Se realizaron dos replicas por tratamiento hormonal.
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8.3 Aplicacion de RITA en el subcultivo de D. composita y D. mexicana

Se promovid el crecimiento y la calidad de los brotes obtenidos empleando sistemas de
inmersion temporal (SIT) en ambas especies, lo cual coincide con los efectos observados
del SIT Plantima® en Dioscorea fordii y Dioscorea alata (Yan H., et al., 2011).

La densidad de indculo en D. composita fue de 10 segmentos nodales, lo que generd un
promedio de 3.5 brotes por explante, sumando un total de 54 explantes (Figura 23) con
una CFB de 3.5 y medio enriquecido con BAP (1 mg/L), utilizando reactores RITA®. En D.
mexicana la densidad del indculo fue de 26 explantes, lo que resultd en un promedio de
5.2 brotes por explante. Esto dio como resultado un total de 287 explantes con una CFB
de 4.99 en medio MS suplementado con BAP (1 mg/L) (Figura 24). Nuestros resultados
en cuanto al numero de brotes por explante entran dentro del rango de lo reportado con
Dioscorea cayenensis-rotundata (fame africano), en el que se obtuvo un maximo de 3.8
brotes por explante a una concentracion de 1 mg/L de BAP, 5 a 20 segmentos nodales
por biorreactor RITA®, 200 ml de medio, 1 min de inmersién cada 12 horas. La brotacidn
puede aumentar si se aumenta la frecuencia de inmersion a 1 min cada 4 horas (Polzin,

F., etal., 2014).
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Figura 23. Aspecto de la promocién del crecimiento de D. composita bajo esquema
RITA®. A) cosecha de segmentos nodales a los 3 meses de cultivo B) y C) detalle
de la calidad de brotes y D) conteo de brotes.

56



Figura 24. Aspecto de la promocion del crecimiento de D. mexicana y proliferacién
de segmentos nodales bajo esquema RITA®. A) cosecha de segmentos nodales a
los 3 meses de cultivo B) y C) detalle de la calidad de brotes, D) conteo de brotes

y E) subcultivo de nuevos explantes.

8.4 Comparacion de la eficiencia de proliferacion de brotes entre el sistema SIT y el

método convencional en frasco

Se consiguido un aumento en el promedio de proliferacion de brotes cultivados en el
sistema de inmersidon temporal (SIT) con respecto al esquema de frasco descrito
anteriormente (ver Tabla 11), esto concuerda en Dioscorea fordii y Dioscorea alata,
aunque las condiciones de cultivo difirieran con respecto a nuestra experiencia (250 ml
de medio, 3 min de inmersidn cada 4 horas, durante seis semanas) (Yan H., et al., 2011).
Esto sugiere un papel de los SIT para aumentar la productividad ademds de la tasa de
multiplicacién mas rapida y reducir los costos en el cultivo de tejidos convencional debido
a una reduccion significativa de la contaminacién y el costo de la mano de obra, entre
otros factores, como la aireacién del cultivo combinada con la automatizacion. En los SIT,
el crecimiento se ve favorecido ya que no hay inmersion continua en el medio liquido. Se
ha informado el uso de SIT tipo TIB para patatas, pifia, manzana, café, hierba de limén,

palma aceitera, eucalipto, fresa, entre otros. Los brotes del fiame cultivados en TIB
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tuvieron un mejor crecimiento y las hojas tenian un mayor contenido de pigmento
fotosintético que otras caracteristicas. El aspecto interesante del uso de TIB para la
propagacion del fiame es que es posible la produccion tanto de plantulas como de
microtubérculos. Esto implica que se pueden plantar microtubérculos suficientemente
grandes directamente en el campo como se informé para D. alata. dado que es la especie
econdmicamente mdas importante en el cinturén de fiame de Africa occidental, es

fundamental que se preste atencion a su propagacion en TIB (Balogum M. et al., 2014).

Tabla 11. Extracto de datos de los promedios de proliferacion entre la etapa

de establecimiento (Vi), primer subcultivo (Vf1) y subcultivo en biorreactor

(Vf2).
Vi Vf1 vf2
D. composita
BAP 0.31 0.73 3.5
D. mexicana
BAP 1.64 0.87 5.2

Con los valores promedio de proliferacion del sistema convencional, desde la etapa de
establecimiento (Vi) hasta el primer subcultivo (Vf1), y evaluando la BAP a razén de 1.0
mg/L, se determind la tasa de cambio de (r) utilizando la formula de la E.C.6. A partir de
los datos extraidos de la tabla 11, se obtuvo una tasa de cambio de 3.48 para D. composita

y de 2.5 para D. mexicana. La r fue diferente para cada especie.
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9.CONCLUSIONES

Los protocolos de exposiciéon secuenciales a los agentes desinfectantes fueron
mas eficaces que los de una sola exposicidon en el establecimiento de los cultivos
in vitro de Dioscorea composita, permitiendo ademas establecer los cultivos in
vitro de D. mexicana.

El protocolo de desinfeccidon secuencial TD5 fue el que permitié establecer con
mayor eficiencia los cultivos in vitro de D. composita y D. mexicana, en un 53 %y
91 %, respectivamente.

La fitohormona BAP, o combinada con el ANA indujeron la proliferacién de yemas
preexistentes en ambas especies.

El biocida PPM, es un excelente agente que inhibe el desarrollo de hongos y
bacterias presentes en las especies D. composita y D. mexicana.

La BAP sin otro complemento hormonal, favorece en gran medida la capacidad de
formacién de brotes (CFB) en D. composita y D. mexicana.

La combinacidon hormonal BAP y ANA estimula la formacién de callos y raices en
los explantes de D. mexicana.

El uso de sistemas de Inmersion Temporal (SIT) aumenta notablemente la
eficiencia de la proliferacion de brotes de D. Composita y D. Mexicana en
comparacion con el método tradicional en frascos con medio MS sdlido, con una

CFB de 3.5y 4.99 respectivamente.
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10.PERSPECTIVAS

Evaluar diferentes concentraciones de BAP para optimizar la proliferacién de
brotes en las especies de D. composita y D. mexicana.

Analizar la relevancia de la asociacion microbiana en las plantas de D.
mexicana y D. composita.

Analizar el impacto de las estaciones del afio en el proceso de establecimiento
in vitro de D. composita y D. mexicana.

Establecer el proceso completo de micropropagacion hasta la etapa de vivero
Realizar subcultivos para obtener valores de ry generar graficos comparativos

de los resultados en recipientes de cultivo convencionales y en RITA.
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12. ANEXOS

ANEXO 1. Ficha técnica del PPM™

—

.
=
-
o
gt
lant Cell

' PPM-Preservative
w

»
.

t Tissue Culture Media

SECCION 3: Composicion / informacién sobre los ingredientes.
341. Sustancla

No aplicable: el producto es una mezcla
3.2

Mozcla

[ Nombre

Ingrediante propletario”

Propietario” <05

Acute Tox. 4 (Oral). H302
Acute Tox. 4 (Inalacién:poivo,vapor).

H332
Skin Corr. 1B, H314
Eye Dam. 1, H318
Resp. Sens_ 1, H334
Skin Sens. 1, H317

SECCION 9: Propiedades fisicas y quimicas.

9.1. f I6n sobre propledades fisicas y quimicas basi
Estado fisico : Liquido

Color : Claro a ambar claro
Olor : Neutro

Umbral de olor : Datos no disponibles
pH : 38

Punto de fusion : Datos no disponibles
Punto de congelacién : Datos no disponibles
Punto de ebullicion : Datos no disponibles
Punto de inflamabilidad : No aplica

Velocidad de evap ion relativa ( de : Datos no disponibles
butilo = 1)

Inflamabilidad (sélido, gas) : No aplica

Limites de explosién : Datos no disponibles
Propiedades explosivas : Datos no disponibles
Propiedades oxidantes : Datos no disponibles
Presién de vapor : Datos no disponibles
Densidad relativa : Datos no disponibles
Densidad relativa de vapor a 20 °C : Datos no disponibles
Solubilidad : Infinito en agua

Log Pow : Datos no disponibles
Log Kow : Datos no disponibles
Temperatura de autoignicién : Datos no disponibles
Temperatura de descomposicién : Datos no disponibles
Viscosidad : Datos no disponibles
Viscosidad, cinematica : Datos no disponibles
Viscosidad, dindmica. : Datos no disponibles
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ANEXO 2. Evaluacion de la factibilidad de los procedimientos de exposicion
secuenciales a los agentes desinfectantes

Andlisis de Varianza

FuenteGL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 4 5518.8 1379.70 13.81 0.000

Error 10 998.9 99.89

Total 14 6517.7

Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

BAP 3 0.317 0.208 (0.037, 0.596)
BAP/ANA 3 0.203 0.1320 (-0.0761, 0.4827)

Desv.Est. agrupada = 0.174308

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media  Agrupacidn
BAP 3 0.317 A
BAP/ANA 3 0.2033 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANEXO 3. Proliferaciéon de yemas en D. composita
Promedio de brotacion

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 1 0.01927 0.01927 0.63 0.470
Error 4 0.12153 0.03038

Total 5 0.14080

Medias
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Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

BAP 3 0.317 0.208 (0.037, 0.596)
BAP/ANA 3 0.2033 0.1320 (-0.0761, 0.4827)
Desv.Est. agrupada = 0.174308

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
Factor N Media Agrupacion

BAP 3 0.317 A

BAP/ANA 3 0.2033 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANEXO 4. Porcentaje de brotacion

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 1 202.9 202.9 0.66 0.464

Error 4 1238.5 309.6

Total 5 1441.5

Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
BAP 3 31.8 21.2 (3.5, 60.0)
BAP/ANA 3 20.12 12.96 (-8.08, 48.33)

Desv.Est. agrupada = 17.5965

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
Factor N Media Agrupacion

BAP 3 318 A

BAP/ANA 3 20.12 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

72



ANEXO 5. Capacidad de formacidn de brotes (CFB)
Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor FValor p
Factor 1 0.009418 0.009418 0.71 0.446
Error 4 0.052824 0.013206

Total 5 0.062243

Medias

Factor N Media  Desv.Est. ICde 95%

BAP 3 0.1309 0.1553 (-0.0533, 0.3151)
BAP/ANA 3 0.0517 0.0480 (-0.1325, 0.2359)

Desv.Est. agrupada = 0.114918

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
BAP 3 0.1309 A
BAP/ANA 3 0.0517 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



