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ABSTRACT

Dioscorea spp. tubers are known commonly as camote de cerro to the state
of Jalisco, México. Besides its use as food, it contains diosgenin, a raw material
used widely for synthesizing steroid hormones. The purpose of the present
research was to determine diosgenin contents by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS), as well as physical and chemical characteristics of sixty
Dioscorea spp. accessions cultivated in mesh shade coming from eleven localities
in the state of Jalisco and establish a protocol for obtaining in vitro callus of
Dioscorea plants. Extraction protocol for diosgenin was maceration combined with
ethanol 80%. Significant statistical differences for diosgenin content were found
between accessions, finding levels between 0.02 and 0.16 mg kg~ in dry basis.
Length, weight tuber, proportion pulp/skin, percentage of pulp and percentage of
skin showed significant differences. Chemical composition based in fresh weight
presented in moisture percentage a range of 71.93-83.26 %, crude protein 1.42~
1.74 %, ashes 0.80-1.16 %, lipid 0.13-0.17%, crude fibre 3.80-4.02 % and total
carbohydrates 13.97-25.44 %. Results show that tubers from Jalisco can be an
important source of nutrients for consumers. Is proposed a protocol for in vitro
callus production in Dioscorea spp. the culture medium contains: MS basal salt
with % major elements and 25 gL' of sucrose, 0.1 mgL™1 of picloram and 0.4 mgL™

of indoleacetic acid as growth regulators, nodal segment were used as explants.

ix
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| INTRODUCCION

En México, la combinacidn de numerosos climas, la diversidad floristica
nativa y la presencia de grupos humanos desde hace mas de 30,000 afios, han
favorecido la evolucién de las plantas, el endemismo y la domesticacion de varias
especies vegetales. A la fecha, las especies autdctonas de interés antropocéntrico
registradas en las estadisticas agricolas nacionales son 50 (maiz, frijol, cacao,
chile, amaranto, etc.) de las cuales 24 corresponden a cultivos anuales y 26 a
plantas perennes. Este grupo de por si amplio, no incluye numerosas especies
con valor de uso en las comunidades rurales. (Molina y Cérdova, 2006). Las raices
y tubérculos figuran entre los alimentos humanos mas antiguos y de gran
importancia nutricional, ecolégica y econdmica. En muchos paises tropicales, el
empleo de varios tubérculos y raices juega un papel muy importante como fuente
principal de energia y nutrientes esenciales a bajo costo, forraje e ingresos en
efectivo (Poot-Matu et al, 2000). Scott et al. (2000) sugieren que para el 2020,
mas de 2 mil millones de personas de Asia, Africa y América Latina dependeran

de estos cultivos como fuente contribuyente de alimentos.

Una planta de importancia agrondmica y que puede ser alternativa de
cultivo en nuestro pais es el camote del cerro, nombre dado a! tubérculo de las
especies del género Dioscorea en el estado de Jalisco. Dicho género es base de
la alimentacién en poblaciones de Africa, Asia y América Tropical y a nivel
mundial, es el cuarto cultivo mas importante de las raices y tubérculos después de
la papa, la yuca y el camote dulce (Mighouna y Dansi, 2003). Mas de 600 especies
existen alrededor del mundo y se le conoce tambhién como yam o fiame. En
México, existen entre 60 y 80 especies de Dioscorea, las cuales no se cultivan y
son obtenidas solamente por colecta, ya que se desarrollan generaimente de
forma silvestre (Mc Vaugh, 1989). En el estado de Jalisco, esta importante planta
esta localizada en las areas montafiosas, en donde los tubérculos son dificiles de
colectar y la sobre-explotacion ha llevado a disminuir las poblaciones naturales
(Mostul y Chazaro, 1996).

Marfa de Lourdes Contreras Pacheco 1
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Algunas especies de Dioscorea de México, han sido evaluadas por la
presencia de saponinas esteroidales en sus tubérculos (Sautour ef al, 2007),
mismas que al hidrolizarlas producen una sapogenina conocida como diosgenina,
compuesto de gran importancia como materia prima para la produccién de

hormonas esteroidales y como complemento en la medicina tradicional.

Existen diferentes especies y cultivares de Dioscorea en el mundo, en las
cuales se han realizado estudios para determinar las diferencias entre las
accesiones y se ha encontrado que a pesar de mostrar morfotipos similares, estas
pueden diferir en aspectos bioquimicos o fisiologicos (Akoroda, 1983; Mignouna ef
al, 2007; Mwirigi et al,, 2009). Se ha reportado que los tubérculos de Dioscorea
spp., en general contienen aproximadamente 67-84 % de agua, 2.0-4.5 % de
proteinas, 0.1-0.5 % de lipidos, 13-27 % de carbohidratos y 0.9-1.5 % cenizas
(Nagai et al., 2006). En Jalisco, el camote del cerro es una fuente importante de
alimento e ingreso para la poblacion rural, perc hasta ahora solamente se han
realizado estudios en términos de taxonomia, ecologia y fenologia (Mostul y
Chazaro, 1996), peroc no se tiene conocimiento de la composicién quimica de los

tubérculos que se consumen en las diferentes regiones.

En los ultimos afnos, el desarrollo de la llamada agricultura moderna ha
relegado y marginado la expansion de estas especies vegetales debido a que las
prioridades en la produccion de alimentos han sido orientadas a los cereales,
ademas, en comparacion con otros cultivos béasicos importantes como la yuca, el
maiz, el arroz y el sorgo, las especies del genero Dioscorea han sido poco
investigadas (Mwirigi et al,, 2009). Por lo tanto, la caracterizacion quimica es
importante ya que permite conocer, conservar y utilizar de forma racional los
recursos fitogenéticos tanto para el desarrollo de nuevos cultivares a fravés de
mejoramiento genético, como en la produccion de alimentos y otros bienes de

origen vegetal dandoles a la vez valor ético y econdmico (Burlingame et al., 2009).

Debido a su actividad bioldgica, los metabolitos secundarios de las plantas,
como la diosgenina, han sido utilizados por cientos de afios en la medicina

tradicional. Actualmente, en paises occidentales el 25 % de las moléculas usadas

Maria de Lourdes Contreras Pacheco 2
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en la industria farmacéutica provienen de las plantas, pero debido a que muchas
de ellas no desarrollan fuera de su ecosistema, la ciencia junto con la
biotecnologia han considerado el cultivo de tejidos vegetales como una forma
alternativa de producir los metabolitos secundarios de interés industrial,

principalmente farmacéutica y de alimentos (Bourgaud et al., 2001).

Maria de Lourdes Contreras Pacheco 3
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Il ANTECEDENTES

2.1 El género Dioscorea
2.1.1 Caracteristicas botanicas y taxonémicas

El género Dioscorea es una planta monocotileddnea, que presenta algunas
caracteristicas de las dicotileddneas, de tallo rizomatoso subterraneo con
tendencia a mantenerse perenne y tallo aéreo herbaceo y trepador que busca
apoyo en arboles y arbustos hasta alcanzar varios metros de longitud, el cual se
enrolla a la izquierda o derecha segun la especie. Puede ser alado, con espinas o
sin espinas, pubescente o no pubescente y circular, rectangular o poligonal en la
seccion transversal (Leon, 1987). Sus hojas son de tamario mediano, largamente
pecioladas y de forma acorazonada; se disponen de manera opuesta y/o alterna
en la misma planta. Las flores regulares, pequefas bisexuales o unisexuales,
dicicas, axilares o dispuestas en paniculas, espigas o racimos; las flores
masculinas se encuentran en gran nimero sobre panojas, constan de un cdliz con
tres sépalos y una corola con tres pétalos, normalmente presentan verticilos cada
uno con dos estambres. El fruto proviene de la flor en forma de capsulas
triloculares, secas y transparentes, las semillas son pequerias, aplanadas y de
color claro (Mc Vaugh, 1989).

Algunas especies de Dioscorea producen bulbillos (tubérculos aéreos)
mientras que otras forman tubérculos subterraneos de formas que van desde casi
esférico hasta completamente irregulares, de color y tamafio variable dependiendo
de la especie y las condiciones ambientales (Alvarez, 2000). Ei tubérculo esta
formado por la cabeza, el cuerpo y la cola, presenta raices adventicias y una
estructura llamada cormo. El tubérculo crece por un meristemo apical,
generalmente con geotropismo negativo. Esta cubierto por una corteza corchosa,
derivada de un feldgeno que permanece activo aun después de que se cosecha.
Debajo de la corteza se halla 1a zona cortical, formada por parénquima con bajo
contenido de almidén e inmediata la zona de meristemos del que derivan las

yemas. La mayor porcion del tubérculo la ocupa el cilindrico central, formado por
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paréngquima rico en almidon, hay haces vasculares numerosos, gue aparecen
rodeados de parénguima menos denso, por |0 que se destacan como areas mas
claras en un corte transversal del tubérculo. Hay ademas fibras, cristales de
oxalato de calcio y canales de mucilago y en algunas especies aparecen areas
con antocianinas que le dan un color morado a la pulpa, en donde el color basico
de ésta varia del blanco al amarillo (Ledn, 1987).

Segln el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, 2007)
la ubicacion taxonémica de las especies de Dioscorea es la siguiente:

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Lifiidae

Orden Dioscoreales
Familia Dioscoreaceae
Género Dioscorea L.
Especie varias

La denominacién por Carlos Linneo dei género Dioscorea, constituye un
merecido tributo a un destacado botanico y médico griego nacido hace casi dos
mil afios, llamado Pedaneo Dioscérides o Dioscérides de Anazarbos, que sirvid en
el ejército romano en tiempos de Nerdn (siglo I) y quien escribié la primera
farmacopea sistematica donde precisa descripciones de mas de 600 plantas
(Vazquez, 2004).

Maria de Lourdes Contreras Pacheco 5
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2.1.2 Aspectos agrondomicos

Las especies de Dioscorea crecen en diversos climas como bosque lluvioso
tropical, monzén tropical y sabana tropical con unas cuantas especies en zonas
templadas. El crecimiento de estas plantas estd severamenie restringido a
temperaturas inferiores a los 20 °C al requerir temperaturas en el intervalo de 25 a
30 °C para exhibir un desarrollo normal; se adapta a periodos secos y puede
sobrevivir bajo condiciones de déficit hidrico mejor que muchos otros cultives; sin
embargo, se ha demosirado que un déficit hidrico al inicio del ciclo de crecimiento
de la planta reduce su produccion y pospone el inicio de la tuberizacion
(Rodriguez, 2000). El crecimiento también es afectado por la duracion del dia.
Aungue los dias de mas de doce horas favorecen el crecimiento de los tallos y las
hojas, una tuberizacion satisfactoria Ginicamente ocurre cuando los dias son mas
cortos (Coursey, 1967). Son comunes en regiones inferiores a los 2,000 m de
altitud, sin embargo, algunas especies sudamericanas alcanzan los 4,000 msnm
(Ramirez y Téllez, 1992). Los mejores rendimientos se obtienen en suelos francos,
organicos, profundos y fértiles, que estén bien drenados y bien manejados. Tolera

un amplio intervalo de valores de pH, con un éptimo entre 5 y 6 (Montaldo, 1983).

De manera similar a la papa, las dioscoreas se pueden propagar
asexualmente por medio de tubérculos enteros o secciones transversales que
contengan yemas y que brotan después de un periodo de latencia. Si se planta el
tubérculo entero, las yemas aparecen en la parte basal; cuando se siembra
secciones de tubérculo en todas brotan yemas, sélo que la brotacidn es mas
rapida en la regién de la cabeza (apical) y en la seccidn central. La yemas se
derivan de una capa meristematica situada debajo de la corteza del tubérculo;
cuando salen aparecen como masas blancas de crecimiento rapido, que se
transforman en cormos del que se forman los tallos aéreos, raices y tubérculos
(Lebn, 1987). El tubérculo es el érgano de almacenamiento que permite a la planta
continuar indefinidamente su crecimiento. Las sustancias de reserva, elaboradas

en el follaje, son acumuladas en el tubérculo.

Maria de Lourdes Contreras Pacheco 6
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La recoleccion del tubérculo, que es la parte econdmicamente mas
importante de la planta, se lleva a cabo después de los 8 a 10 meses, induciendo
de manera involuntaria al cultivo de la misma porque al excavar y remover la tierra
alrededor del tubérculo, se corta la porcion inferior, dejando la parte superior o la
cabeza. La planta se deja crecer hasta el final de la temporada para la segunda
cosecha, lo que propicia un incremento en la productividad de la especie
recolectada (Opara, 2003).

En el centro y occidente de Africa, en donde el cultivo de estas especies es
una actividad comudn, los tubérculos son plantados entre febrero y abril,
dependiendo si es en bosque humedo o en la sabana y son cosechadas 180 a 270
dias después. Durante la cosecha, se trata de minimizar el dafio de los tubérculos
gque conduzca a la putrefaccién y a una disminucion del valor comercial. Los
tubérculos cosechados normalmente permanecen inactivos (no brotan) durante 30
a 120 dias dependiendo de las condiciones ambientales, la fecha de cosecha y la
especie. Esto significa que en estos paises, sdlo un ciclo de cultivo es posible al
afio (IITA, 2012).

En Jalisco, el camote del cerro se colecta de septiembre a marzo. La
recoleccidn se realiza excavando con un pico y barreta el sitio donde se encuentra
el tubérculo y sacando la tierra de forma manual, ya obtenido el tubérculo, se
limpia someramente de piedras o tierra y se coloca en canastos cilindricos de
carrizo para su transportacion. La colecta de esta especie no sigue ninguna norma
en especifico, sin embargo su aprovechamiento pudiera enmarcarse por la NOM-
004-RECNAT-1996, que establece los procedimientos, criterios y especificaciones
para realizar el aprovechamienio, transporte y almacenamienio de raices y
rizomas de vegetacion forestal, entre los que se incluye al barbasco (Dioscorea
spp.).

2.1.3 Origen y distribucion geografica

En un estudio realizado por Téllez (2009), se menciona que en la actualidad

ta familia Dioscoreaceae sélo esta formada por el género Dioscorea y que ahora
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solamente se reconocen alrededor de 350 a 400 especies, quedando Borderea
Miegev., Epipetrum Phil.,, Nanarepenta Matuda, Rajania L., Tamus L. y
Testudinaria Salisb., incluidos como sindbnimos de Djoscorea. También menciona
que las especies de Dioscorea estan agrupadas en alrededor de 70-75 secciones,
en donde, 25-30 pertenecen al subgénero Helmia y alrededor de 45-50 al
subgéenero Dioscorea.

Con una distribucién pantropical, se tiene conocimiento que estas plantas
fueron domesticadas aproximadamente hace 10,000 afios, siendo después de la
calabaza y la cebada, uno de los cultivos domesticados mas antiguos (Harlan,
1992). Las especies de Dioscorea, que son de importancia economica, se
presentan en tres regiones principales del mundo, representando a tres centros
independientes de diversidad y/o domesticacion: América Tropical (D. trifida),
Africa Occidental (D. rotundata, D. cayenensis, D.dumertorum) y al Sudeste
Asidtico (D.alata, D. esculenta), en donde D. bulbifera aparece tanto en Africa
como en Asia. D. alafa es la Unica especie sin representacion silvestre en el

mundo entero y es la mas ampliamente distribuida (Zannou et al., 2009).

Actualmente, las especies de Dioscorea son cultivadas en Africa, Asia,
parte de Sudamérica, en el Caribe y las islas del Pacifico Sur, asi como en
muchas otras regiones del mundo (Asiedu y Sartie, 2010), se les conoce
popularmente como batata, camote blanco, hualacamote, fiame en espariol o yam
en inglés y las podemos encontrar también en forma silvestre en las regiones
lluviosas de los trépicos, aunque también se encuentran en areas subtropicales y
en las templadas.

En México, podemos encontrar 74 especies (Téllez, 2009) de las cuales 40
son endémicas con algunos tubérculos comestibles (Téllez, 1996). Dos especies
de importancia econémica para nuestro pais son: D. compositae y D. mexicana.
La primera, denominada popularmente “barbasce”, es una planta de origen norte y
mesoamericano, mientras que D. mexicana es nativa de México y Mesoamérica.
Existe un nimero de especies de distribucidn restringida que han sido menos

colectadas y gue como consecuencia se conoce poco de ellas (Téllez, 2009), por
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ejemplo: D. insignis, endémica de Guerrero y Oaxaca, D. nematfodes, endémica de
Guanajuato, D. temascaltepecensis, endémica del Estado de Mexico entre otras.
Su distribucion conocida, es desde Sinaloa hasta Chiapas por el Pacifico, de
Tamaulipas a la Peninsula de Yucatan por el Golfo de Mexico y de Chihuahua

hasta Puebla y Querétaro por el centro (Ramirez y Téllez, 1992).

En Jalisco se le da el nombre de camote de cerro a los tubérculos de
especies de Dioscorea que crecen de manera silvestre y cuya extraccion genera
un alto grado de dificultad. D. remotifiora Kunth y D. sparsiflora Hemsley son
algunas de las especies endémicas de México que podemos encontrar en las
zonas montanosas de Jalisco.

2.1.4 Produccién mundial

De acuerdo al International Institute of Tropical Agriculture (IITA), la
produccion mundial de yam para el 2007 aumenté a 52 millones de toneladas, de
la_cual Africa provee el 96 %. La mayor parte de la produccion proviene de Africa
Occidental {94 %) siendo los paises de mayor produccion Nigeria y Costa de
Marfil. En términos de area cosechada, 4.6 millones de hectareas fueron plantadas
a nivel mundial en 2007, en donde, 4.3 millones provienen del centro y occidente
de Africa. Mientras tanto, en América la produccion anual del 2007 fue de 1.28
millones de toneladas, destacando como productores Colombia, Brasil, Cuba vy
Haiti (FAOSTAT, 2012). Para México en particular, no existen datos estadisticos.

Actualmente, las especies de Dioscorea comestibles y de valor comercial
son: el Aame blanco (D. rotundata), el iame amarillo (D. cayenensis), el trifoliado
(D. dumertorum), el fiame de agua (D. afata) y el chino (D. esculenta), el fame
aéreo (D. bulbifera), que ocurre tanto en Africa como en Asia y hasta el momento
las Unicas especies originarias de América son D. frifida, D. compositae y D.
mexicana (Coursey, 1967; Hahn, 1995). D. rotundata y D. alata, son las especies
mas cultivada en el mundo (lITA, 2012).
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La produccién del yam esta disminuyendo en algunas zonas productoras
tradicionales debido a la disminucidn de la fertilidad del suelo, aumento de la
presencia de plagas y el alto costo de mano de obra. Los pequefios produciores
por lo tanto, necesitan tener acceso a las innovaciones para reducir el trabajo y
mejorar la productividad.

2.1.5 Importancia y usos

En los paises tropicales, las raices y tubérculos son el segundo grupo de
especies cultivadas después de los cereales. Se producen con pocos insumaos y
son consumidos por los mas pobres, contribuyendo con la seguridad alimentaria
de los paises en desarrollo. Segun Scott et al. (2000), las raices y tubérculos

proporcionan mas del 6 % de la energia alimentaria a nivel mundial.

De todas las especies que conforman el genero Diocscorea, al menos 24 se
cultivan para emplearse como alimento, otras 12 se utilizan para la obtencion de
drogas y otras 26 siguen siendo objeto de recoleccion para fines ornamentales o
de ganaderia (Evans, 1993). La especies de Dioscorea son, después de 1a yuca y
el camote dulce, los cultivos tropicales mas importantes ya que constituyen la
principal fuente de calorias para muchos de los pobiadores del occidente de
Africa, el sudeste Asiatico y el Caribe (Mignouna et al., 2007), es fuente de empleo
e ingresos de los pequerios y medianos productores de las zonas rurales y juegan
un papel importante en la vida sociocultural de los mismos; desde tiempos
remotos se realiza anualmente en diferentes regiones del mundo el festival del
Nuevo Yam (Asiedu y Sartie, 2010). Su sabor es parecido al de la papa dulce o
batata (Huang ef al., 2007), se consume hervido, asado o frito y se utiliza para la
elaboracion de harina para la preparacién de atoles, pures, sopas o pastas.
Ademas, debido a los periodos relativamente largos de latencia de los tubérculos
de Dioscorea, estos pueden ser almacenados hasta por 6 meses a temperatura
ambiente sin cambios significativos en sus propiedades nutricionales, asegurando
también la disposicion del tubérculo fresco en el periodo anual de escasez al inicio
de las lluvias (Lebot, 2009).
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Muchas especies del génerc Dioscorea contienen saponinas, sapogeninas
como la diosgenina y alcaloides, que son utilizados como materia prima en la
industria farmaceutica para la sintesis de esteroides entre otros productos (Asiedu
y Sartie, 2010). Los tubérculos de estas plantas también son usados como
complemento en la medicina tradicional para el tratamiento de la indigestion,
anorexia, diarrea y diabetes. Ademas, tienen efecto hipoglicémico y promueven ia
salud de las mujeres en la tercera edad. Por la presencia de compuestos
antioxidantes, los tubérculos, asi como sus extractos y harinas, son recomendados
para minimizar el dafio y las enfermedades causadas por procesos oxidativos
como el envejecimiento, el cancer, las enfermedades cardiovasculares y el mal de
Alzheimer. Se le ha encontrado efecto antiinflamatorio, antirreumatico,
inmunorregulatorio, gastroprotector, anti-osteoporético y antifiungico (Sautour et
al., 2007; Raju y Metha, 2009; Cronin y Draelos, 2010). También se ha utilizado
para la produccién de alcohol, veneno para flechas, como insecticida para piojos,
sus bejucos se han utilizado para la elaboracion de cuerdas; su follaje se ha
empleado como alimento para aves de corral y el ganado, (Harian, 1992; Opara,
2003) y otras especies tienen uso ornamental como D, batatas, D. elephantipes y
D. sansiberensis (Waizel-Bucay, 2009).

En México, los aztecas utilizaban cataplasmas de tubérculos de Disocorea
para tratar la sarna y los forlnculos de la piel. En 1960, las dioscoreas silvestres
de Mexico fueron la primera fuente de material utilizado para la sintesis de
progesterona, andrdogenos y cortisona, recientemente su produccién sintética ha
minimizado la importancia de estas especies como fuente principal. En la
actualidad, en Jalisco se explotan de forma silvestre dos especies de camote de
cerro, D. remotiflora y D. sparsiflora, cuyos tubérculos recolectados se venden de
forma cruda o cocidos y son consumidos acompafiados de sal, limoén y chile
(Mostul y Chazaro, 1996, Guizar et al., 2008).
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2.1.6 Informacién nutricional y propiedades fisicas

Gran parte de los productores mas pobres del mundo en desarrollo y de los
hogares mas desnutridos, dependen de ias raices y tubérculos como una fuente
contribuyente —sino principal— de alimentos y nutricion. Las raices y tubérculos
producen cantidades notables de energia, incluso en comparacion con los

cereales, en donde la papa se sitla como lider seguida del yam {Scott ef af, 2000).

Ademas de sus agradables cualidades organolépticas, como sabor, olor,
color y textura, los tubérculos de Dioscorea son una excelente fuente de
carbohidratos, energia, fibra, vitaminas (especialmente vitamina C), minerales y
proteinas; son bajas en vitamina A, pero pueden tener cantidades importantes de
aminoacidos esenciales como la isoleucina y aquellos que contienen azufre.
También la composicion quimica del yam se caracteriza por su alto contenido de
humedad. El consumo medio per capita de yam en las principales regiones de
mayor produccion va de 0.5 a 1.0 kg por dia proporcionando mas de 350 calorias
a cada persona (Mignouna et al., 2007). Osunde (2008), afirma que el contenido
de nutrientes varia con la especie y el procedimiento de coccidon y que el contenido
de azucares y proteinas esta influenciado por la variedad, la localidad y el manejo
que se le dé a la planta, la madurez y el periodo de almacenamiento. En el Cuadro
1 se muestra de manera general la composicién nutrimental de la porcion
comestible del yam.

Segun Guizar ef al. (2008), los tubérculos de D. remotifiora y D. sparsifiora
y sus almidones puede llegar a tener mayor calidad nutrimental que la papa.
Ademas, sus almidones presentan mayores rendimientos que D. esculenta y D.

alata, y al igual que la papa y el chinchayote, tiene buenas caracteristicas para

utilizarse en la industria alimenticia.
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Nutriente Rango
Calorias (Kcal) 71-135
Humedad (%) 65-81
Proteina (g) 1.4-35
Grasa (9) 0.2-0.4
Carbohidratos (g) 16.4-31.8
Fibra (g) 0.40-10.0
Cenizas (g) 0.6-1.7
Calcio (mg) 12-69
Faosforo {(mg) 17-61
Hierrc {(mg) 0.7-5.2
Sodio (mg) 8.0-12.0
Potasio (mg) 294.0-397.0
Acido ascérbico (mg) 4.0-18.0
Niacina (mg) 0.30-0.809
Riboflavina {(mg) 0.01-0.04
Tiamina (mg) 0.01-0.11
B-caroteno (mg) 0.0-10.0

Fuente: Osunde, 2008.

Tesis Doctoral

Cuadro 1.Composicién nutrimental del yam en 100 g de porcidon comestible.

A pesar del bajo contenido de grasa en las dioscoreas, estudios realizados
por Muzac-Tucker ef al. (1993), Opute y Osagie (1978) vy Ye et al. (2010)
demostraron la presencia de acidos grasos insaturados en diferentes especies de
Dioscorea con la deteccion del acido linoléico y acido linolénico, asi como de otros
fitoesteroles como el campesterol, estigmasterol y B-sitostercl, que han sido
reportados por Lin y Yang (2008).

Otra caracteristica importante de las especies de Dioscorea es que
contienen pequefias cantidades de compuestos polifendlicos como taninos,

antocianinas, catequinas, entre otros, que contribuyen de manera importante en el
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sabor, color y propiedades antioxidantes de los tubérculos. Estos compuestos
fenolicos son también responsables de que los tuberculos de Dioscorea presenten
reacciones enzimaticas de oscurecimiento al ser cortados y expuestos al aire
(Bhandari et al., 2003; Chen et af,, 2008; Ramos ef al., 2010). Las especies de
Dioscorea contienen saponinas y sapogeninas esteroidales y algunas contienen
alcaloides como la dioscorina y derivados de esteroides, los cuales hacen que el
tubérculo tenga un sabor amargo y en ocasiones sea venenoso si se consumen
sin el tratamiento adecuado (Mignouna ef al., 2007; Chen et al., 2008).

Muchos alimentos, incluyendo las raices y tubérculos, no pueden ser
digeridos y por lo tanto consumidos en su forma natural, por lo que requieren de
procesos de coccidn que incrementan la palatabilidad, la asimilaciéon adecuada de
nutrientes y la eliminacién de sustancias que pudiesen ser potencialmente toxicas.
Estas sustancias llamadas antinutricionales estan conformadas por los
compuestos fendlicos, taninos, cianurc de hidrogeno, oxalatos e inhibidores de
amilasa y de tripsina. Shanthakumari et al. (2008) y Shajeela ef al. (2011}, hicieron
una evaluacion de los factores antinutricionales de diferentes especies silvestres
de Dioscorea y sugirieron los métodos adecuados para hacer de los tubércuios
una fuente de alimento confiable.

El tamano del tubérculo y la forma son diferentes, dependiendo de la
especie y las condiciones de cultivo, puede variar desde unos pocos centimetros y
gramos, hasta 2 a 3 m y mas de 50 kg (Opara, 2003). El tubérculo de la mayoria
de los cultivares importantes son de forma cilindrica, con algunos pelos como raiz.
Existen variedades cuya cascara es dificil de eliminar y hay otras en las cuales la
piel es tan suave que facilita su consumo. Lebot et al. (2008) observaron las
caracteristicas fisicas de variedades de D. alata determinando la influencia de la
forma del tubérculo, el color de la pulpa y de la cascara y la oxidacion, en la
calidad comestible del tubérculo y su aceptacién por el consumidor. Guizar et al.
{2008) determinaron en tubérculos de especies de D. remotiflora y D. sparsifiora,
morfologia, tamafio, peso y porcion comestible, en donde ésta dltima fue del 100

%, mayor a la raiz del chayote (86 %), que es conocido en la zona occidente del
pais como chinchayote.
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2.2 Las saponinas y sapogeninas

Las saponinas son glicosidos muy extendidos en el reino vegetal y también
en algunos animales como el pepino de mar. En las planias, las podemos
encontrar en diferentes paries como en raices, tubérculos, corteza, hojas, semillas
y frutas (Wina et al, 2005). Se caracterizan por su capacidad para producir
espuma cuando se agita una solucién acuosa que las contiene, ya que tienen la
propiedad de disminuir la tensidén superficial del agua. Son sustancias soélidas,
blancas, amargas con gran poder hemolitico (a concentraciones muy grandes,
rompen los glébulos rojos, poniendo en libertad la hemoglobina), suelen tener
actividad antibictica y ser toxicas para peces e insectos; aungue no es muy
confiable, esta propiedad ha sido utilizada para determinar la concentracion de
saponinas en soluciones acuosas (Qakenfull, 1981). Sobre el jabdn, tienen la
ventaja de que no se cortan con aguas duras y de poder emplearse para lavar
objetos delicados porque su solucion es neutra. A menudo la muerte de animales
como vacas, borregos, caballos y en general, animales que se alimentan de
pastos u otros forrajes como la alfalfa, se ha atribuido a la presencia de saponinas.
Por hidrolisis de las saponinas se obtienen las sapogeninas esteroidales, de gran
interés para la industria farmacéutica por ser precursores en la sintesis de
hormonas y corticoides. En los Ultimos afios, el desarrolio de técnicas
espectroscépicas de resonancia magnética nuclear y de espectrometria de masas
ha sido de gran ayuda en la caracterizacion y ha permitido un incremento en el
numero de publicaciones referidas a estos metabolitos (Camel, 2001; Kaufmann et
al., 2007, Liny Yang, 2008; Lee et al,, 2009).

2.2.1 Estructura quimica, clasificacion y distribucion

Las saponinas son glucdsidos en los cuales varias unidades de
monosacaridos, como glucosa, galactosa, acido glucurdnico, xilosa, ramnosa o
arabinosa, se enlazan mediante un enlace glucosidico a un resto denominado

aglicon (sapogenina) el cual puede ser de naturaleza triterpénica o esteroidal
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(Figura 1) y algunas veces esteroidal alcaloide. Los enlaces glucosidicos pueden
tener configuracion a o B. Segun el namero de uniones glusidicas al aglicon, las
saponinas se denominan: saponinas monodesmosidicas, cuando el azucar o
azucares (cadena de oligosacaridos) se unen al aglicon en la posicién C-3, o

saponinas bidesmosidicas, cuando los azlcares se unen por dos puntos al aglicéon
(C-3y C-26 0 C-28).

Las saponinas triterpénicas tienen el aglicbn con 30 atomos de carbono
(triterpeno) el cual se biosintetiza por la ruta del acido mevaiénico, todas derivan
del dammarano y se subdividen a su vez en: saponinas triterpénicas pentaciclicas,
que son las mas frecuentes y pueden ser derivados del oleano o derivados del
ursano (Figura 1A) y saponinas triterpénicas tetraciclicas que conservan la
estructura basica del dammarano.

Las saponinas esteroidales tambien se biosintetizan por la ruta de! acido
mevaldnico y son generaimente menos frecuentes que las saponinas triterpénicas
pentaciclicas. El aglicon de estas saponinas (sapogenina) presenta el esqueleto
tetraciclico caracteristico de este tipo de compuestos, denominado gonano
(ciclopentanoperhidrofenantreno) en el caso de ser saturado. La caracteristica
estructural fundamental de estas sapogeninas esta en la presencia de dos anillos
adicionales que se originan a partir del carbdn 17 del esqueleto base y estan
contenidos respectivamente en dos planos perpendiculares entre si. Ademas, el
atomo de carbono comun a estos dos nuevos anillos esta unido a dos atomos de
oxigeno (estructura de un cetal) por lo que a esta cadena lateral se le ha dado el
nombre de cadena espirocetalica. Por lo tanto, las saponinas esteroidales pueden
clasificarse de acuerdo a la estructura de los anillos E y F de la sapogenina, en
derivados de espirostano {Figura 1B) y en derivados de furostanol, que poseen un
ciclo menos que el espirostano pero también tiene un esqueleto de 27 atomos de
carbono (Figura 1C). Es frecuente encontrar que en la estructura de las
sapogeninas esteroidales, en vez de oxigeno en el anillo F o de OH en la cadena
unida en la posicidon 22, tienen nitrégeno (amina), por lo cual se consideran

saponinas y alcaloides a la vez, en donde, a pesar de su aplicacion industrial y
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farmacéutica, en determinadas concentraciones, son toxicas para
microorganismos, insectos, animales y humanos y por ello cuando estan

presentes en alimentos se consideran como factores antinutricionales (Diaz,
2009).

Figura 1. A) Saponina triterpenoide y saponinas esteroides: B) derivado de
espirostano; C) derivado de furostanol.

Como se habia mencionado, las saponinas se sinietizan por la via del acido
mevaldnico, misma via por la gue se forma el colesterol, cuya amplia distribucion
en el reino vegetal no habia sido conocida sinc hasta hace poco. En la actualidad,
el colesterol es considerado como precursor de un gran numero de saponinas
esteroidales (Tschesche, 1972; Vincken et al, 2007) como la dioscina cuya
sapogenina es la disogenina (Figura 2). En Dioscorea, Bennett et al. (1963);
Tschesche (1972), Rojas ef al. (1999) y Vend! et al. (2006) mencionan que en la
parte aérea de la planta, particularmente en la hoja, es el principal sitio de
biosintesis de saponinas esteroidales y que posteriormente son traslocadas al
tubérculo donde son almacenadas; en la célula, estos compuestos se encuentran
generalmente almacenados en vacuclas u organelos y son liberados al citoplasma
o extracelularmente (Diaz, 2009). En un estudio realizado en Trigonella foenum-
graecum L., Gdmez et al. (2004) observaron que los niveles maximos de

sapogeninas esteroidales son alcanzados en hojas jdévenes y los mas bajos en
tallo y raiz.
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Figura 2. Estructura de la dioscina, una saponina esteroidal.

Las saponinas triterpenoides son encontradas principalmente en dicotiledéneas
mientras que las saponinas esteroidales en monocotileddneas, sin embargo, hay
plantas que pueden contener ambas, como ia soya que tiene soyasapogenol A
(sapeonina triterpenoide) y estigmasterol (saponina esteroidal) o la avenacoside y
avenacina, esteroidal y triterpenoide respectivamente, en plantas de avena (Wina
et al., 2005). Los géneros mas importantes por su contenido en sapogeninas
esteroidales son, en la familia de las Lilidceas, Yucca, Trillium y Smilax; en las
agavaceas el género Agave y en las dioscoreaceas, el género Dioscorea. En las
dicotiledéneas son importantes Digitalis (Scrophulariaceae), Sofanum vy
Lycopersicum (Solanaceae) y Trigonella {Papilonaceae). Las fuentes mas ricas
para la explotacion comercial producen diosgenina y su isomero llamado

yamogenina, ambas convertibles rapidamente en progesterona.

En 1936, Tsukamoto et al (citado por Marker et al, 1940) aislaron la
diosgenina y dilucidaron su estructura como (3B, 25R)-Spirost-5-en-3-ol, a partir de
extractos de un yam oriental, Dioscorea tokoro Makino. La diosgenina deriva de la
dioscina, una espirostancl saponina y contiene, como en el caso del colesterol,
una doble ligadura en la posicion 5 (Figura 3); esta caracteristica llevd a Russei
Marker y colaboradores a transformar a la diosgenina, mediante una serie de

reacciones, en la 16-dehidropregnenoclona (16-D), sustancia clave para la sintesis
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de hormonas relacionadas con la progesterona. Esta serie de reacciones fue
conocida como “degradacion de Marker®, gue hoy en dia ha sufrido una serie de
modificaciones que han mejorado significativamente las condiciones de la reaccion
(Sharapin, 2000). Todo esto llevé a que, desde principios de la década de 1940,
se buscaran fuentes mas ricas en diosgenina, en donde, Dioscorea composita
Hemsl. y Dioscorea floribunda Mart. y Gal. fueron la principal fuente expiotada en
México y Ameérica Central (Martin, 1969; Dawson, 1891). Actualmente,
sapogeninas como la hecogenina, del Agave sisalana y la solasadina, de plantas

del género Solanum, pueden ser degradadas de la misma manera.

Figura 3. Estructura quimica de la diosgenina.

2.2.2 Métodos de extraccion

Las saponinas tienen elevado peso molecular y su aislamiento en estado
puro ofrece ciertas dificultades, por lo que, al ser heterdsidos, se pueden hidrolizar
con acidos dando una genina (sapogenina) y diversos azucares y acidos urénicos
relacionados. In vivo, las saponinas son hidrolizadas por las bacterias intestinales,
liberandoe asi el constituyente activo (Pengelly y Bennett, 2011). La dioscina, es un
glucosido soluble en solventes polares que al hidrolizarse se obtiene la aglicona
(diosgenina) que es completamente insoluble en soluciones acuocsas (Mishra y

Gaikar, 2004). La obtencidon de la diosgenina depende principalmente de la
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hidrolisis de los azlcares en la posicion C-3 (Zhu et al., 2010). Existe una gran
cantidad de trabajos en los que se reportan la extraccion de saponinas y
sapogeninas (Rojas et al., 1999; Nifio ef al., 2007; Lin y Yang, 2008). Las {écnicas
mas comunes para extraccidon de diosgenina en especies de Dioscorea incluyen la
hidrélisis acida, la fermentacion espontanea y la catélisis enzimatica (Zhang et al.,
1999; Qi ef al., 2009; Huang et al., 2007). Nifio ef al. (2007) obtuvieron diosgenina
en Dioscorea polygonoides usandge la hidrélisis enzimatica, sin embargo, Yang et
al. (2003) y Narula et al. (2005) aplicaron la hidrélisis acida con soluciones a base
de acido clorhidrico (HCI) o acido sulfurico (H2S0s4). En los mismos trabajos se
aprecia la existencia de un tronco comln en las metodologias utilizadas que se
puede resumir en los siguientes pasos:

a) Desgrasado del material vegetal: El mismo tiene como objetivo eliminar los
compuestos lipidicos que posee la pianta, que pueden afectar operaciones

posteriores. El desengrasado puede realizarse directamente al material vegetal o a
extractos obtenidos de éste.

b) Obtencidon de saponinas: Se realiza la extraccidn de! material vegetal
empleando solventes polares tales como metanol, etanol y n-butanol o mezclas
hidroalcohdlicas de cada uno de ellos. E! n-butano! es muy utilizado por su

especificidad para este tipo de compuestos.

c) Hidrélisis de las saponinas: Generalmente se realiza por via quimica, utilizando
un acido mineral como catalizador y su finalidad es liberar las sapogeninas. En la

industria, es comun el uso de acido sulfurico (Zhu et al., 2010).

Existen algunas enzimas del tipo de las glucosidasas que se han utilizado para

llevar a cabo dicha hidrdlisis con resultados mas satisfactorios (Nifio et al., 2007).

Ganzler et al. (1986, 1990), Kaufmann et al. (2007) entre otros, proponen como
una rapida y adecuada técnica, la extraccion asistida con microondas; la
extraccién con fluidos supercriticos, es otro novedoso método para la obtencion de
compuestos en matrices sdlidas (Camel, 2001; Brachet ef al., 2000).
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d) Extraccién de las sapogeninas liberadas en el proceso de hidrélisis: En este
proceso se utilizan solventes de mediana polaridad como acetato de etilo,

cloroformo, ciclohexano o tolueno.
2.2.3 Métodos de identificacion y cuantificacion

En el aislamiento y purificacion de estos compuestos, los métodos
cromatograficos juegan un papel decisivo. Si se cuenta con patrones adecuados la
cromatografia de capa fina (CCF) es un procedimiento eficaz para detectar de
forma rapida las sapogeninas presentes en un extracto (Lorey ef al., 1996), lo cual
puede ser corroborado por otros procedimientos. También se reporta el uso de la
cromatografia de capa delgada preparativa (CCDP) (Heftman, 1976; Luck de
Ugaz, 1988) y cromatografia de columna (CC) (Usubillaga y Meccia, 1987). Entre
los adsorbentes mas utilizados en estas técnicas se encuentran la alimina, la
silicagel de diferentes granulometrias y sephadex LH-20 (Hostettmann et al.,
1986). Una aplicacién practica de estas técnicas, se encuentra en los trabajos
realizados por Qi ef al (2009) y Zhu et al. (2010) en donde, previo a su
cuantificacion, pudieron identificar la presencia de diosgenina mediante CCF en
Dioscorea zingiberensis. Adicionalmente, la cromatografia gasecsa (CG) (Rojas et
al., 1999; Kaufmann et al., 2007} y mas recientemente la cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) (Gémez, et al., 2004; Lin y Yang, 2008) son técnicas que
se pueden combinar con las anteriores para determinar la presencia de saponinas
y sapogeninas. Ejemplo de esto Ultimo, es el trabajo de Lin y Yang (2008), en el
que determinan la presencia de saponinas esteroidales de tubérculos de
Dioscorea mediante la utilizacion combinada de CC y HPLC.

Entre otros métodos de identificacidon de sapogeninas se encuentran las
técnicas espectroscopicas, por ejemplo, el espectro infrarrojo (IR) nos puede
revelar la presencia de determinados grupos funcionales (OH, CO, etc.) que

poseen una frecuencia de absorcion caracteristica.

La espectrometria de masas (EM) es una técnica que ha tenido amplia

aplicacion en el campo de los productos naturales. En el caso de las sapogeninas
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esteroidales los trabajos de Budzikiewicz et al. (1964) marcaron pautas para la
interpretacion de los espectros y el establecimiento de los patrones de
fragmentacion de dichas sustancias. El espectro de masas de una sapogenina
esteroidal permite establecer el sistema de anillos, la naturaleza y posible
localizacidbn de un sustituyente. Lee ef al. (2008) identificaron y cuantificaron
saponinas estercidales en Panicum virgatum L. usando un método conformado
por HPLC-ESI-ES. Lin y Yang (2008}, determinaron la cantidad de diosgenina en
diferentes 6rganos de la planta de Dioscorea pseudojaponica Yamamoto, usando
la técnica de HPLC mostraron que el tubérculo fue el que presenté mayor
contenido. La cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masa (CG-
EM) ha resultado una fécnica eficiente para la cuantificacion de diversas
sapogeninas esteroidales en Trigonella foenum-graecum L. y en Dioscorea
zingiberensis (Taylor et al., 1997; Kaufmann et al., 2007; Liu et al., 2009).

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica muy poderosa y
atil en la caracterizacion de saponinas y sapogeninas esteroidales (Leeef al.,
2009), mostrando por medio de sefiales, los sustituyentes o insaturaciones en las
distintas posiciones de las saponinas o sapogeninas. En los glicosidos, ademas de
caracterizar el aglicon es necesario determinar el nimero de monosacaridos y
caracterizarlos, lo que se realiza a partir del nimero de sefales correspondientes

a carbonos anoméricos y por comparacion con espectros de azucares libres.

Las saponinas y sus geninas tienen un gran valor por sus diversas
funciones biolégicas asi como por los usos que se les han dado en la industria. Su
aislamiento sigue practicamente un mismo procedimiento, variando en la parte de
la hidrdlisis de las saponinas y cuya adecuada eleccién depende de los intereses
del investigador; asi también, las técnicas de cuantificacion, que son muy diversas
y algunas mas especializadas que otras, pueden manejarse con una adecuada

combinacion de dos o mas de ellas, de acuerdo al equipo gue se tenga disponible.
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2.2.4 Importancia y aplicaciones

El papel de las saponinas en las plantas alun no esta muy claro, pero se
cree que es importante en la defensa quimica de las mismas. Esto significa que
son consideradas como metabolitos secundarios, porque aunque son importantes
para la interaccion de la planta con su entorno, no son indispensables para la vida
de la misma, también, las saponinas son consideradas defensas constitutivas, es
decir, que se producen durante todo el ciclo de la célula pero su concentracion
puede aumentar como respuesta a un estimulo (Diaz, 2009). Hay estudios en los
gue se les ha encontrado actividad antifingica, antimicrobiana asi como contra
algunos herbivoros (Rochfort y Panozzo, 2007).

Los elementos fitoquimicos encontrados en las plantas, han ido ganando
importancia scbre las drogas sintéticas en la prevencion o tratamiento de
enfermedades cronicas. Es por eso que las saponinas y sus sapogeninas, han
sido utilizadas en la medicina alternativa o como complemente en la medicina
tradicional contra una variedad de enfermedades incluyendo diversos tipos de
cancer. Estudios etnobotanicos refieren que los aztecas y los mayas utilizaban
especies silvestres de Dioscorea como analgésico contra el dolor y en el afio 1500
A.C., los egipcios empleaban ias semillas de fenogreco, fuente importante de
sapogeninas esteroidales (Gomez ef al, 2004, Kaufmann et al, 2007), como

medicina para inducir el parto (Raju y Rao, 2012).

Las hormonas esteroidales, sexuales y corficoides, asi como los
anticonceptivos, son producios de transformacién, de sintesis parcial, cuya
materia prima es de origen vegetal. La primera materia prima utilizada fue la
diosgenina (Figura 4), aislada de los tubérculos del género Dioscorea,
principalmente D. composita Hemsl. y D. floribunda Mart. y Gal; el principal
productor de esta materia prima fue México, seguido en escala menor por China,
India, Puerto Rico y Guatemala. Posteriormente fue utilizada la hecogenina (Agave
sisalana), la solasodina aislada de varias especies del género Solanum y el
estigmasterol, aislado de la fraccion insaponificable del residuo de la refinacion del

aceite de soya (Glycyne max) (Sharapin, 2000).
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DIOSGENINA
Oximina — 16D —— Pregnenolona
Dihidroandrosterona Epoxido Progesterona
Testosterona 17-0H, Hidrocortisona
Anabolizantes Derivados
Estrona Flucrocorticoides
Estradiol
19-nor compuestos
L ]

Figura 4, Transformacion de la diosgenina en hormonas.

En 1958, Shrum y colaboradores llevaron a cabo un minucioso estudio de
plantas que contenian sapogeninas, particularmente de plantas de los géneros
Yucca, Agave, Strophanthus y Dioscorea y concluyeron que Dioscorea es la
fuente mas abundante de sapogeninas. Asi, se considera que los tubérculos de
Dioscorea de mayor importancia medicinal son D. composita, D. floribunda y D.
mexicana en México; D. elephantipes y D. sylvatica en Sudafrica; D. deltoideay D.
prazeri en la india (Ammirato, 1984).

En las Ultimas dos décadas, se han llevado a cabo diversos estudios para
comprender el papel beneficioso de la diosgenina contra enfermedades

metabdlicas como la hipercolesterolemia, dislipidemia, diabetes y obesidad (Raju y
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Rao, 2012); también se le ha encontrado actividad antinflamatoria,
anticancerigena, antireumatica, antienvejecimiento, inmunoregulatorio,
cardiocerebrovascular, gastropatia protectora, anti-osteoporosis y antifingico
(Sautour et al, 2007; Raju y Metha, 2009; Cronin y Draelos, 2010). Se ha
demostrado que, comparado con |la hecogenina y la tigogenina, la diosgenina es
mas efectiva contra el cancer. Esta bioactividad anticancerigena de la diosgenina
esta relacionada con su conformacién estructural, en particular por el doble enlace
en el atomo C-5 (Corbiere et al., 2003; Trouillas et al., 2005). Adicionalmente, ha
tenido buen papel en el tratamiento del VIH y la hepatitis-C, asi como en
enfermedades del higado (Raju y Rao, 2012).

2.3 Diversidad genética y la importancia de la caracterizacion

La relacion entre las plantas y los humanos nace mucho antes de que
surgiera la agricultura como actividad importante para la supervivencia. Las
plantas fueron, primero, fuente de alimento gracias a la colecta que se hacia de
ellos con ese proposito, lo mismo que sirvieron de materia prima para la
fabricacion de implementos diversos, vestido, pigmentos y medicina. Una vez que
surge la actividad agricola, la ya estrecha relacion entre plantas y humanos se
vuelve una dependencia simbidtica entre algunas especies vegetales y las
comunidades humanas.

Por ello, debido a factores economicos, ambientales, y de nutricidn y salud,
combinados con el incremento sostenido del nimero de pobladores humanos, se
hace necesario y obligado el estudio cientifico de aquellas especies vegetales que,
mediante el manejc apropiado, permitan tanto la adecuada administracion
ambiental, como el aprovechamiento y la produccidn sostenible de alimentos y
materias primas para uso farmacéutico, industrial, textil y culinario, entre otros.

Como todo organismo vivo que se desarrolla en condiciones naturaies, los
individuos que conforman una especie vegetal, estdn sometidos a diversos
factores biéticos (microorganismos, otras especies vegetales, animales inferiores y

superiores) o abidticos (clima y suelo), adaptando su informacion genética de
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acuerdo a su entorno. De esta manera, aunque la poblacion de individuos de una
misma especie comparte caracteristicas comunes y se pueden cruzar entre si
mismos, también es cierto que en cada uno existen muchas variantes individuales.
La suma de todos los individuos con sus respectivas variantes es lo que se conoce
como variabilidad genética de una especie. Por lo tanto, desde el punto de vista de
su expresion, la variabilidad contenida en el genoma de una especie puede
clasificarse en dos: 1) la que se expresa en caracteristicas visibles y que
conforman el fenotipo y 2) la que no se expresa en caracteristicas visibles y que
en general se refiere a los procesos o productos internos de la planta. En la
caracterizacion de una especie se estima la variabilidad genética existente de la
poblacién de individuos que lo conforman (Franco e Hidalgo, 2003).

Por lo tanto, resuita la necesidad de caracterizar especies de plantas atn
silvestres con potencial econdmico, para que se unan a la importante lista de las
especies ya domesticadas, de tal manera que, bajo sistemas de produccion
intensiva, provean de nuevas alternativas de aprovechamiento para la poblacion
humana (Benavides et al., 2010).
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2.4 El cultivo de tejidos vegetales en Dioscorea

Los tubérculos de Dioscorea son una fuente importante de alimento para
muchas regiones del mundo y en donde también es aprovechado en el campo de
la medicina y farmacologia por su considerable contenido de diosgenina. Aunque
la produccién de camotes de Dioscorea es solo 1/10 de la de yuca y batata, la
mayoria son cultivados y consumidos localmente; por lo tanto, cualquier
mejoramiento en esta especie es importante para incentivar la agricultura
sostenible en estas regiones (Royero, et al., 2007). La propagacion de este cultivo
por semilla sexual presenta dificultades ya que son plantas dicicas y con flores
pequefas (Acosta, 1987). Debido a su alta heterocigocidad, los cultivos y clones
élite son propagados vegetativamente (Kadota y Niimi, 2004). Para esto, se
emplea segmentos de tallos, bulbillos axilares llamados "gundas" y tubérculos
enteros o segmentos de los mismos. Las tasas de multiplicacién vegetativa son
muy bajas y este sistema constituye un medio de transmisién de plagas y
enfermedades. El desarrollo de nuevas técnicas de propagacion son necesarias

para proveer plantas de calidad.

El establecimiento de una metodologia eficaz para la propagacion in vitro de
especies de Dioscorea tiene gran importancia en diferentes areas de la agricultura,
ya que permite la produccién de plantas libres de patdgenos, rapida multiplicacion,
produccion de semilla de aita calidad y conservacion de germoplasma (Cabrera et
al., 2003; Balogun, 2009), asi como la obtenciéon de metabolitos secundarios de
alta calidad. Aplicando el cultivo de tejidos vegetales para la conservacion de
germoplasma, Borges et al. {2004) estudiaron el potencial de regeneracion de
plantas de D. alata preservadas in vitro; los resultados maostraron 100 % de
regeneracion de los explantes a partir de material in vitro mantenido en medio D-

571 suplementado con 1.5 % manitol + 0.1mgL™* BA + 2 gL de carbén activado.

Se calcula que mas de 100,000 metabolitos secundarios son producidos por
las plantas (Bhalla ef al, 2005) y un gran numero de ellos tienen actividad
biolégica, de ahi la necesidad de utilizar tecnologias diversas para su produccion,

caracterizacion e identificacion. Mundialmente existe un 44 % de nuevos
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medicamentos basados en productos naturales y en paises desarrollados el 25 %
de los medicamentos son derivados de plantas. La demanda de estos productos
naturales ha incrementado en los ultimos afios debido a que existen limitaciones
en los procesos de obtencion de formulas basadas en la sintesis gquimica,
ademas, el costo de los biofarmacos limita su disponibilidad en el mercado y no
satisface las necesidades de la poblacién mundial. Otro aspecto importante, ha
sido que muchas especies vegetales estan en peligro de extincidon o se han
extinguido debido a las condiciones ambientales provocadas por el hombre y a la
socbreexplotacion (Makunga y van Staden, 2008).

El cultivo de tejidos presenta aspectos y aplicaciones practicas muy
variadas en la que destaca la produccion de metabolitos secundarios de plantas.
Las principales ventajas del cultivo in vifro en comparacién con el cultivo
convencional de plantas, es que se pueden obtener las sustancias de interés al
controlar las condiciones ambientales y del medio, ya que estos sistemas son
independientes de factores externos como disponibilidad de tierra, clima vy
condiciones geopoliticas. Ademas, es posible controlar las condiciones del cultivo
alcanzando mayor rendimiento y calidad (Arias ef al, 2009} y el proceso de
extraccion puede ser mas simple, rapido y eficiente (Pérez y Jiménez, 2011).
Hasta el momento, la mayoria de las investigaciones relacionadas con la
producciéon de metabolitos secundarios de plantas mediante cultivo in vitro han
estado centradas en la utilizaciéon de tejidos indiferenciados como callos vy

suspensiones celulares.

Con técnicas como el cultivo de células en suspension, es posible obtener
metabolitos secundarios como la diosgenina, incluso a concentraciones mas
elevadas que en la planta entera. Rokem et al.(1985), describieron la aplicacion de
diferentes métodos para mejorar la produccion de diosgenina en suspensiones
celulares de D. deltoidea. Otros estudios, como los realizados por Rojas et al.
(1999), Gomez et al. (2004), Narula et al. (2005), entre muchos otros, han buscado
alternativas a partir del cultivo de tejidos vegetales para hacer eficiente la

produccién de diosgenina. Para lograr el éxito en la aplicacion de estos sistemas
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de propagacion clonal, es importante tener en cuenta el genotipo, su estado
fisiologico, la seleccidn del explante (parte de la planta), el suministro de nutrientes
al medio de cultivo, el empleo de reguladores de crecimiento y las condiciones
ambientales para el desarrollo de las plantulas y/o metabolitos de interés (Perea y
Buitrago, 2000). Es por tanto el cultivo de tejidos vegetales, una herramienta para

el aprovechamiento racional de nuestra biodiversidad.
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Il HIPOTESIS

Existen diferencias en el contenido de diosgenina y en composicidn quimica

en plantas de camote de cerro de diferentes localidades del Estado de Jalisco.

Las caracteristicas fisicas de las accesiones de camote de cerro de las

diferentes localidades del Estado de Jalisco no presentan diferencias.

IV OBJETIVOS

4.1 Objetivos Generales:

Cuantificar el contenido de diosgenina y determinar la composicion quimica
de poblaciones locales de camote del cerro (Dioscorea spp) colectadas en el
Estado de Jalisco, México.

4.2 Objetivos Especificos:

1. Establecer un protocolo para la extraccidn y cuantificacion de diosgenina
en tubérculos de camote del cerro.

2. Cuantificar el contenido de diosgenina mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas de accesiones de camote del cerro

provenientes de diferentes localidades del Estado de Jalisco.

3. Determinar las caracteristicas fisicas y la composicidn quimica de
tubérculos de camote del cerro.

4. Establecer un protocolo para la produccidn de callos in vitro de

accesiones de Dioscorea del Estado de Jalisco.
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V MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar de trabajo

Este trabajo se desarrolld en el Centro Universitario de Ciencias Biologicas
y Agropecuarias (CUCBA), de la Universidad de Guadalajara (UDG}), ubicado en
Nextipac, Jalisco. El CUCBA esta situado a 20° 45" Ny 103° 31" O, con una aititud
de 1650 m. Los analisis cromatograficos y de composicion quimica de las
accesiones de camote del cerro se desarrollaron en el Centro de Investigacion y
Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ) ubicado en
Guadalajara, Jalisco.

5.2 Material vegetal

Se colectaron tubérculos de Dioscorea de once localidades de! Estado de
Jalisco: Acatic, Chapala, Ixtlahuacan de los Membrillos, Ixtlahuacan del Rio,
Manzanilla de la Paz, San Antonio (Chapala), San Gabriel, Zapotlanejo, Autlan,
San Martin Hidalgo y Cocula (Cuadro 2). El material vegetal se conservé en bolsas
de papel, a la sombra y a temperatura ambiente hasta su brotacion. Después de
su establecimiento, dichas accesiones fueron identificadas taxondmicamente por
investigadores del Instituto de Botanica de la Universidad de Guadalajara (IBUG) a
partir de muestras de tallo, hoja v flor, en la Figura 5 se muestran las dos especies
identificadas. De esa coleccion, se seleccionaron fubérculos de 60 accesiones de
las localidades mencionadas {Cuadro 3), cuyas especies correspondieron a D.
remotiflora y D. sparsiffora, en donde ésta Ultima es la mas predominante entre las

accesiones seleccionadas.
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Cuadro 2. Muestreo de las accesiones de Dioscorea colectadas en el Estado de

Jalisco.

Localidad Coordenadas pi?_(izi:?de:d
Chapala 20°1824"'N, 103° 11'39.917°0 5
San Antonio (Chapala) 20°19°18"'N, 103° 13'17.90"°0 5
Cocula 20°28°19°'N, 103° 46" 8.84°0 4
Ixtlahuacan de los Membrillos 20°21°14.5'N, 103°14'27.47°0 5
Manzanilla de la Paz 20°3'16.1"°N, 103° 3’2470 9
Acatic 20°52°16.1"°N, 102° 54'24.17°0 5
Ixtlahuacan del Rio 20°59°1'N, 103° 111.94"°0 5
San Gabiriel 19°43°57.04°N, 103° 43°52"°0 6
Zapotlanejo 19°57°6.2"'N, 105° 14°23.7°0 5
San Martin Hidalgo 20°22°16.7"°N, 103° 58'49.3°0 5
Autlan 20°22°16.7°°N, 103° 58'49.3°0 6
TOTAL 60

Figura 5. Especies de Dioscorea identificadas, colectadas de 11 localidades del
Estado de Jalisco: A) D. sparsiflora; B) D. remotiflora.
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Cuadro 3. Sesenta accesiones de Dioscorea provenientes del Estado de Jalisco

utilizadas para el presente estudio.

No. de . . No. de ) .
Accesién Localidad Especie Accesion Localidad Especie

1 Chapala D. sparsifiora 253 Ixtlahuacan del Rio D. sparsiflora
3 Chapala D. sparsiftora 259 Ixtlahuacéan del Rio D. sparsiflora
4 Chapala D. sparsiflora 261 Ixtlahuacén del Rio D. sparsiflora
5 Chapala D. sparsiflora 264 Ixtlahuacéan del Rio D. sparsiflora
10 Chapala D. remotiflora 267 Ixtlahuacan de! Rio D. sparsiflora
33 San Antonio (Chapala) D, sparsiflora 303 San Gabriel D. sparsifiora
35 San Antonio (Chapala) D. sparsiflora 305 San Gabriel D. sparsifiora
38 San Antonio {Chapala) D. sparsifiora 307 San Gabriel D. sparsiflora
42 San Antonio {Chapala) D. sparsiflora 310 San Gabriel . sparsifiora
83 San Antonio (Chapala) D. sparsiflora 313 San Gabriel D. sparsiflora
48 Cocula D. sparsiflora 314 San Gabriel D. sparsifiora
55 Cocula D. sparsiflora 350 Zapotlanejo D. sparsifiora
72 Cocula D. sparsifiora 354 Zapotlanejo D. sparsifiora
76 Cocula D. sparsifiora 357 Zapotlanejo D. sparsifiora
88 Ixtlauacan de los Membrillos D. sparsifiora 359 Zapotlanejo D. sparsiflora
89 Ixtlauacan de los Membrillos D. sparsifiora 362 Zapotlaneio D. sparsiflora
91 Ixtlauacan de los Membrillos D. sparsifiora 420 Autlan D. sparsiflora
167 Ixttauacan de los Membrillos D. sparsiflora 421 Autlan D. sparsiflora
169 Ixtlauacan de los Membrilios D. sparsifiora 422 Autlan D. sparsiflora
201 Manzanilla de la Paz D. sparsiflora 430 Autlan D. sparsifiora
205 Manzanilla de la Paz D. sparsiflora 434 Autlan D. sparsifiora
206 Manzanilla de la Paz D. sparsiflora 435 Autlan 0. sparsiflora
207 Manzanilla de la Paz D. remotiflora 471 San Martin Hidalgo D. sparsiflora
208 Manzanilla de ia Paz D. sparsiffora 472 San Martin Hidalgo D. sparsiftora
221 Acatic D. remotiflora 473 San Martin Hidalgo D. sparsiflora
224 Acatic D. sparsifiora 475 San Martin Hidalge D. sparsiflora
225 Acatic D, remotifiora 478 San Martin Hidalgo D. sparsiflora
239 Acatic D. remotifiora 600 Manzanilla de la Paz D. sparsifiora
243 Acatic D. remotifiora 600-1 Manzanilla de la Paz D. sparsifiora
600-2 Manzanilla de la Paz D. sparsiflora

600-8 Manzanilla de la Paz D. sparsifiora

Maria de Lourdes Contreras Pacheco

33



Tesis Doctoral

5.2.1 Establecimiento del camote de cerro en vivero

Para el desarrollo de este proyecto, en junio de 2010, las plantas de camote
de cerro fueron crecidas a partir de 200 g de segmentos de tubérculo en etapa de
brotacion (Figura 6A) en un sustrato formado de 30 % de jal y 70 % de tierra de
hoja (agregando a la mezcla 2 kg de vermicomposta) sobre cajas de plastico
negras de 60 x 40 x 25 cm de altura {(Figura 6B) en un vivero con malla sombra al
50 % ubicado en el CUCBA (Figura 6C). A cada contenedor se le colocd rafia
como futor ya que las plantas son de habito trepador. Antes y después del
temporal de lluvias, las plantas se regaron dos veces por semana. La fertilizacion
se llevd a cabo cada semana agregando nitrégeno, fosforo y potasic a una
proporcion de 20-10-10 (Scott Peters®) y una dosis de 5 gl.™", aplicando 50 mL de
la solucidn por contenedor; a partir del mes de agosto hasta noviembre, se fertilizé
una vez por mes con 5 g de nitrato de calcio granulado por contenedor. Se
realizaron podas periddicas manteniendo las plantas a una altura aproximada de 2

m. Los tubérculos se cosecharon manualmente en enero del 2011 (Figura 6D).
5.2.2 Conservacion y multiplicacién del material vegetal in vitro

Para la formacién de callos en condiciones in vitro se utilizd material vegetal
de accesiones de camote de cerro jn vitro de una coleccion perteneciente al
Laboratorio de Cultivo de Tejidos del CUCBA.

Se realizaron transferencias mensuales, llevando a cabo la conservacidon
del material vegetal in vitro por medio de proliferacion de yemas axilares (Figura
7A) de la siguiente manera: se utllizd como explante, segmentos de brotes de
cada uno de los materiales; bajo campana de flujo laminar, los explantes se
transfirieron a frascos de vidrio con tapa de plastico autoclavable no hermética
conteniendo 25 mL de medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) estéril con
2 mgL™ de cinetina (KIN) como regulador de crecimiento para inducir la brotacion
de yemas axilares. Los cultivos se incubaron a 27 °C con un fotoperiodo de 16 h

luz y 8 h de oscuridad y una intensidad luminica de 1500 luxes (Figura 7B).
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Figura 6. Establecimiento del camote de cerro en vivero: A) tubérculo en etapa de

brotacion; B) establecimiento de los tubérculos en contenedores; C) vivero con

malla sombra; D) cosecha del tubérculo.

Figura 7. Conservacion y multiplicacion in vitro de camote de cerro: A) proliferacion

por medio de yemas axilares; B) conservacion de accesiones.
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5.3 Extraccién y cuantificacion de diosgenina en accesiones de camote de
cerro del Estado de Jalisco

5.3.1 Protocolo para la extraccion de diosgenina

El proceso se llevd a cabo con material vegetai originario de la localidad de
Ixtlahuacan del Rio. Se probaron cuatro métodos de exfraccion con cuatro
soluciones como solventes de extraccidn para la obtencion de saponinas. La
combinacién de estos factores dio lugar a un experimento factorial el cual se llevd
a cabo en un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones
{Cuadro 4). Los tubérculos cosechados, se limpiaron y cortaron en hojuelas de 2
mm de espesor con una rebanadora MEXCUT® K-250 y se secaron en un horno
poOr conveccion (SANSON®, CONVECTION PLUS HCX II) a 60 °C hasta peso
constante. Previo a su analisis, el material seco se molié en un molino de cuchillas
IKA®-WERKE M20 y se pas6 por un tamiz malia 40 para homogeneizar el tamafio
de particula. La harina obtenida se desgrasd en un aparato Soxhlet con éter de
petroleo (p.e. 30-60 °C) durante 4 h, eliminando el exceso de solvente en un horno
a 60 °C por 2 h. La harina desgrasada se sometido a los cuatro métodos de
extracciéon: extraccion en Soxhlet (ES), maceracion (MC), maceracion con
ultrasonido (MC-US) y bafio en agua {BA) con cuatro tipos de disolventes: metano!
al 100 %, (MeQOH100), etanol acuoso al 70 % (EtOH70), etanol acucso al 80 %
(EtOH80) y 2-propanol acucso al 70 % (PropOH70). Cada tratamiento se hizo por
triplicado. El método ES se llevo a cabo de acuerdo a lo propuesto por Nifio ef af.,
(2007):10 g de harina se extrajeron con 200 mL de solvente en un aparato Soxhlet
durante 6 h. El extracto se concentrd hasta sequedad a 40 °C a presién reducida,
después se resuspendio en 10 mL de agua y se extrajo tres veces con 6 mL de n-
butanol saturado con agua y el extracto butanélico se concentré hasta sequedad a
40 °C a presion reducida en un evaporador rotatorio para obtener el crudo de
saponinas. Para MC, se modificé el método reportado por Lin y Yang (2008): 50 g
de harina se extrajeron con 400 mL de solvente por 48 h a temperatura ambiente.
La mezcla se filiré y se lavd con 100 mL de solvente y éste se removio en un

rotavapor. El residuo se resuspendié en 25 mL de agua destilada y se extrajo con
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25 mL de n-butanol por 3 veces. El extracto butandlice se lavdé con 50 mL de agua
destilada por tres ocasiones y se concentrd a sequedad a presion reducida en un
rotavapor a 40 °C, para obtener el crudo de saponinas. MC-US, se desarroll6 tal
como MC pero aplicando 5 min de ultrasonido con una frecuencia de 40 kHz
(BRANSON® 2510) antes de filtrar la mezcla. EI método BA se llevd a cabo con
100 mg de harina desgrasada usando un método similar a Taylor ef al. (2000) para
Trigonella foenum-graecum.

Cuadro 4. Disefio experimental bifactorial: Método de extraccion vs solvente.

Método de extraccion®

Solvente ES MC MC-US BA
MeOH100 1 2 3 4
EtOH70 5 6 7 8
EtOHS80 9 10 11 12
PropQH70 13 14 15 16

*Cada tratamiento se hizo por triplicado. MeOH100, 100 % metanol, EtOH70, 70 % etanol
acuoso; EtOHB80, 80 % etanol acuoso; PropOH70, 70 % 2-propanol acuoso; ES,

extraccion en Soxhlet; MC, maceracion; MC-US, maceracion-ultrasonido; BA, bafio en
agua.

La hidrdlisis del crudo de saponinas se llevé a cabo adicionando 5 mL de
agua y 5 mL de acido sulftrico 1 M en 70 % de 2-propanol acuoso. La mezcla se
calentd en una autoclave a 120 °C y una presion de 1.2 kg/cm? por tres horas.
Después de enfriar, se adiciond agua. Para obtener la diosgenina, el hidrolizado
se extrajo tres veces con ciclohexano, centrifugando 2 min a 3,000 rpm entre cada
extraccion. La mezcla de los extractos de ciclohexano se neutralizé lavando con
solucion de NaOH 1 M y agua, el resto de humedad se elimin6 agregando MgSQO,
anhidro, se filtré y se concentrd hasta sequedad. Previo al analisis por CG-EM, el

residuo se resuspendié con ciclohexano (1 mL).
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El método y solvente de extraccién de diosgenina, MC+EtOH80, fue
modificado por Tostado (2012) y se aplicé a 25 g de la harina desgrasada de cada
una de las sesenta accesiones de las once localidades de Jalisco por duplicado.
Los extractos obtenidos se resuspendieron a 1 mL con ciclohexano y se
analizaron para diosgenina por CG-EM haciendo dos inyecciones para cada
muestra.

5.3.2 Analisis por cromatografia de gases-masas (CG-EM)

La cuantificacion de diosgenina se llevé a cabo en un cromatdgrafo de
gases Agilent 6890N acoplado con un espectrometro de masas Agilent 5975 y
equipado con un autoinyector Agilent 7863B series (Palo Alto, CA, EUA). El
detector selectivo de masas fue operado a 70 eV. Se utilizd helio como gas
acarreador a un flujo constante de 1.2 mL/min. La inyeccidn (1 uL) se llevé a cabo
en modo split (1:1) a 250 °C. La linea de transferencia y la temperatura del
detector fueron 230 y 300 °C, respectivamente. La separacién se realizé en una
columna capilar HP-5MS de 30 m x 0.25 mm d.i x 0.25 ym recubierta con una
pelicula de fenil metil siloxano. La temperatura inicial del horno fue de 200 °C,
después se realizé un incremento lineal a una velocidad de 10 °C/min hasta 270
°C, enseguida 1 °C/min hasta 286 °C y finalmente 10 °C/min hasta 300 °C,
manteniendo por 5 min. El tiempo de corrida fue de 29.40 min. La identificacion de
la diosgenina se llevd a cabo en modo SIM utilizando el ion base de m/z 139
ademas de los iones de m/z 282, 271, 300, 343 y 414. Se obtuvo una curva de
calibracién usando siete concentraciones de diosgenina en un rango de 0.2 y 50
ppm (~ 95% de pureza SIGMA® EUA [CAS: 512-04-9)) resultando un coeficiente
de determinacion (R?) de 0.998. Las soluciones se prepararon en etanol grado
cromatogréfico (MERCK®, Alemania). La integracién de la diosgenina se hizo
usando un software Agilent Technologies MSD ChemStation E.02.01. La
cuantificacién en las muestras se basd en la relacion del area del pico usando el
ion principal m/z 139 con la ecuacibn de la curva de calibracion. Los
cromatogramas obtenidos se analizaron también con el apoyo de la libreria del
equipo (NISTO5L A.01.00). El contenido de diosgenina en las diferentes
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accesiones fue el promedio de las dos muestras con sus respectivas inyecciones y
se expreso en my por kg de tubérculo seco.

5.4 Cuantificaciéon de diosgenina en hojas de plantas de Dioscorea en
accesiones de Jalisco

Aungue no es un objetivo del proyecto, se quiso aprovechar la metodologia
utilizada para la extraccién de diosgenina en tubérculos para aplicarla en hojas de
las plantas de Dioscorea. Las hojas de las accesiones seleccionadas (Cuadro 5),
se colectaron de la parte aérea de las plantas de Dioscorea establecidas en el
vivero con malia sombra. 100 a 150 g de material vegetal se sec6 en un horno a
60 °C hasta peso constante. Previo al analisis, el material seco se molid en un
molino de acero inoxidable para obtener un polve fino el cual se pasé a traves de
un tamiz malla 40. A 5 g de la harina de hoja se le aplict el protocolo de extraccion
utilizado para el tubérculo del camote de cerro aplicando MC+EtOH80. Cada
muestra se hizo por duplicado y los extractos secos obtenidos se resuspendieron
a 1 mL con ciclohexano y se analizaron para diosgenina per CG-EM haciendo dos

inyecciones por cada muestra.
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Cuadro 5. Accesiones de Dioscorea seleccionadas para andlisis de diosgenina en

hoja.

Localidad No. Accesion Especie
Chapala 1 D. sparsifiora
Chapala 5 D. remotiflora
San Antonio (Chapala) 38 D. sparsiffora
Cocula 48 D. sparsiflora
Ixtlahuacan de los Membrillos 91 D. sparsiffora
Manzanilla de la Paz 205 D. sparsiflora
Manzanilla de la Paz 600-1 D. sparsifiora
Acatic 225 D. remotifiora
Ixtlahuacan del Rio 261 D. sparsifliora
San Gabriel 307 D. sparsifiora
Zapotlanejo 359 D. sparsifiora
San Martin Hidalgo 471 D. sparsiflora
Autlan 421 D. sparsiflora

5.5 Caracteristicas fisicas y quimicas de los tubérculos
5.5.1 Analisis fisico del camote de cerro

Inmediatamente después de la cosecha del tubérculo de cada accesion de
las once localidades de Jalisco se les determind longitud y peso (LT y PT),
proporcion pulpa/cascara (P/C) y porcentaje de pulpa y cascara (%P y %C,
respectivamente). La longitud se determiné midiendo con cinta métrica todo el
tubérculo; el peso se obtuvo pesando el tubérculo recién cosechado y limpio en
una balanza granataria; la proporcién pulpa/céscara se determind dividiendo el
peso de la pulpa entre el peso de la cascara al pesar por separado la pulpa y la
cascara. El porcentaje de pulpa y cascara se determind con el peso de cada uno
dividido entre el peso total del tubérculo x 100.
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5.5.2 Composicion quimica del camote de cerro

Este analisis se llevd a cabo en fresco en material vegetal preparado con
tubérculos de cinco accesiones de la misma localidad, excepto Cocula del que se
utilizaron solo cuatro accesiones, que se mezclaron para formar una muestra
Unica dando como resultado once muestras, cada una correspondiente a una de
las once zonas de estudio. Las muesiras se enviarcn al Centro de Investigacion y
Asistencia en Tecnologia y Disefic del Estado de Jalisco (CIATEJ), en donde
todas las determinaciones se desarrollaron de acuerdo a métodos oficiales de
analisis: de acuerdo a la norma NMX-F-083-1986 se determind humedad,;
proteinas totales (calculada a partir del contenido de nitrogeno, N x 6.25) obtenida
usando el metodo Kjeldahl, de acuerdo a NMX-F-608-NORMEX-2002; cenizas
segin NMX-F-807-NORMEX-2002, grasa mediante la obtencion del extracto
etéreo por el método Soxhlet segun NMX-F-615-NORMEX-2004; fibra cruda
seglin NMX-F-813-NORMEX-2003 y carbohidratos totales, calculados por
diferencia de acuerdo a la AOAC 986.25 (AOAC, 1990).
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5.6 Protocolo para la produccién de callos in vitro en accesiones de
Dioscorea del Estado de Jalisco.

Para ello se hicieron pruebas con diferentes genotipos, contenedores,
explantes, tipos y concentraciones de reguladores de crecimiento como cinetina
(KIN), acido naftalenacético (ANA), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido
indolacético (AIA) y 4écido picolinico (picloram), asimismo, se hicieron
modificaciones en la concentracion de la fuente de carbohidratos {sacarosa) y de

elementos mayores del medic de cultivo MS. Los experimentos desarrollados
fueron los siguientes:

1. Fuente de carbohidratos vs elementos mayores. De acuerdo a resultados
observados en pruebas preliminares se estableci®é un experimento
bifactorial basado en diferentes concentraciones de carbohidratos: 15, 20 y
25 gL"1 de sacarosa y cuatro concentraciones de macronutrientes tomando
como base al medio MS: 1/4, 1/2, 3/4 y 1. A su vez, cada tratamiento se
preparé con dos diferentes reguladores, uno con 2 mglL™ de 2,4-D y el otro
con 7.5 mgL™" de picloram. Se agregé 1 gL' de polivinilpirrolidona (PVP)
como antioxidante y 2 gL de phytagel. En cajas Petri conteniendo el
medio, se colocaron come explantes, fres segmentos de tallo de plantas in
vifro de camote de cerro de aproximadamente 1 cm de largo cortados a su
vez en cinco partes de las accesiones 34 y 309, originarias de San Antonio
y San Gabriel, respectivamente. Se hicieron seis repeticiones por
tratamiento. La variable a medir fue el numero de callos formados por caja

entre los 45 y 50 dias de establecido el experimento.

2. Cinetina vs acido indolacético. Con el fin de observar la influencia de los
reguladores de crecimiento en la formacion de callos, se utilizaron cuatro
diferentes concentraciones de KIN: 0, 0.25, 0.5y 0.75 mgL." y tres de AlA;
0, 1y 2 mgL". El medio MS se preparé con 25 gL™' de sacarosa y con 2.5
mL/L de los elementos mayores, se agregé 7.5 mgL™"' de picloram, 1 gL de
PVP y 2 gL de phytage!. Se utilizaron cajas Petri y como explantes cuatro

nudos y cuatro entrenudos de plantas in vitro de camote de cerro (haciendo
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pequefios cortes sin separar) por caja de la accesion 34 originaria de San
Antonio. La variable a medir fue el nimero de callos formados y la calidad
del callo, en donde 3 = bueno, 2 = regular, 1 = malo y 0 = nada, entre los 45

y 50 dias de establecido el experimento.

3. Acido indolacético vs picloram. Conjuntando lo obtenido en los
experimentos anteriores, se establecio este Uitimo para observar el efecto
de la concentracién de AlIA a 0, 0.1, 0.4 y 1.0 mgL" combinado con el
picloram a 0, 0.1, 0.4 y 1.0 mgL™" en la formacién del callo usando nudos
como explantes. El medio MS se preparé con 25 gL' de sacarosa y con 2.5
mL/L de los elementos mayores, se agregd 1 gL de PVP y 2 gL de
phytagel®. Se colocaron cuatro nudos por caja de plantas in vitro de camote
de cerro de la accesion 1 originaria de Chapala. En esta ocasion la variable
a medir fuel el nUmero de callos formados por caja y la cantidad de cada

callo (en mm?) entre los 45 y 50 dias de establecido el experimento.

En todos los casos, las cajas se incubaron a 27 °C con un fotoperiodo de 16

hluz y 8 h de oscuridad y una intensidad luminica de 1,500 luxes.
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5.7 Analisis estadistico de 1os datos

Para evaluar el mejor método para la extraccion de diosgenina, se aplico un
modelo lineal generalizado (GLM de SAS Institute, 1999) y la prueba Tukey (a =
0.05) para evaluar diferencias entre medias. El analisis estadistico de los niveles
de diosgenina y las caracteristicas fisicas de las accesiones de las diferentes
localidades de Jalisco se llevd a cabo aplicando GLM y la prueba de Tukey-
Kramer (a = 0.05). El| analisis de los datos de los diferentes experimentos
desarrollados para formacion de callo en cultivo in vifro fueron evaluados usando
como herramienta el método de analisis de varianza (ANVA) por medio del
programa STATGRAPHICS® PLUS 4.0; en los casos en que se detectaron
diferencias significativas, se realizé la comparacion de medias con base a la

prueba de diferencias minimas significativas (DMS) (a = 0.05).
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VI RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1 Extraccion y cuantificacidn de diosgenina en accesiones de camote de

cerro

6.1.1 Protocolo para la extraccion de diosgenina

En el analisis estadistico para el experimento Méfodo de extraccion vs
solvente, se detectaron diferencias altamente significativas para el método de
extraccion (p = 0.0000) y para los solventes utilizados en el procedimiento de
obtencién de saponinas (p = 0.0026); adicionalmente, la interaccidon entre métodos
de extraccion y solvente resulto altamente significativa (p = 0.0026). Con base en
este ultimo resultado se aplicd un andlisis GLM de los 16 tratamientos resultantes
de combinar métodos de extraccién y solventes; el analisis detecté diferencias
altamente significativas entre tratamientos (p < 0.0001). En el Cuadro 6 se observa
que el valor promedio mas alto corresponde al métode de extraccion MC y al
solvente EtOHB80 (0.034 mg/kg en base seca). El métode de extraccion MC a la
temperatura ambienie de extraccidn empleada, es comparable a lo reportado por
Qi ef al. (2009) para obtener saponinas y sus agliconas en Dioscorea zingiberensis
y por Lin et al. (2008) en Dioscorea pseudojaponica. A pesar del uso comun de
alcoholes de cadena corta y de mezclas acuosas con alcohol para la extraccion
de saponinas en Dioscorea (Taylor et al., 1997, Yang et al., 2003; Kaufmann ef al.,
2007), fue de nuestro interés comparar la eficiencia de diferentes solventes en la
extraccién de diosgenina de tubérculos de camote de cerro seguido por la
aplicacion de una condicion estandar de hidrdlisis con acido sulfurico y asi
confirmar lo reportado por Taylor et al. (2000), quienes demostraron la efectividad

del etanol acuoso al 80 % para recuperar la diosgenina en semillas de fenogreco.
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Cuadro 6. Comparacion de medias en la recuperacién de diosgenina {mg/kg en

base seca) utilizando diferentes métodos de exiraccién y solventes.

ES MC MC-US BA Promedio
MeOH100 0.021bcd 0.019cd 0.020bcd  0.000e 0.015
EtOH70 0.000e 0.027abc 0.025abc  0.000e 0.013
EtOH80 0.031ab 0.034a 0.023ab¢c  0.000e 0.022
PropOH70 0.010de 0.024abc 0.012d 0.000e 0.011
Promedio 0.015 0.026 0.020 0.000

MeOH100, 100 % metanol; EtOH70, 70 % etanol acuoso; EtOH80, 80 % etanol acuoso;
PropOH70, 70 % 2-propanol acuoso; ES, extraccion en Soxhlet; MC, maceracion; MC-US,
maceracion-ultrasonido; BA, bafo en agua. Medias con la misma letra no son
estadisticamente diferentes usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

Recientemente, una técnica extractiva que esta siendo desarrollada para ia
obtencion de extractos naturales es el uso de solventes asistidos con ultrasonido.
Esta aplicacién depende del fenémeno acustico que se genere dentro del material
que contiene los compuestos de interés causado por la penetracion de
vibraciones, lo que produce una cierta fragmentacion del material en cuestion, que
permite asi un rapido contacto del solvente con las sustancias afines. En este
trabajo, 1a aplicacion de 5 minutos de ultrasonido durante el proceso de extraccidon
solvente-harina desgrasada de camote de cerro, no resultd significativamente
diferente en la recuperacion de diosgenina al compararla con la extraccion en
ausencia de ultrasonido (Cuadro 6). Ei incremento en la potencia ultrasénica
podria mejorar la recuperacion del metabolito de interés. La aplicacién de ondas
de ultrasonido mas utilizadas para extracciéon tiene intensidades de 1 a 1000
W/ecm? (Shoh, 1988), sin embargo, existen trabajos como el realizado por Villa y
Orozco, (2003) en el que demuestran que la aplicacién de diferentes intensidades
de ultrasonido para la extraccion del pigmento del azafran de bolita, no mejoré los
rendimientos en la extraccién. De igual manera, Valencia ef al. (2011) concluyeron

que la aplicacidon de ultrasonide no mostro diferencias significativas con otros
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métodos de extraccion (reflujo y Soxhlet) en la obtencidn de compuestos

antioxidantes de Guadua angustifolia Kunth.

Por ser un procedimiento mas sencillo de desarrollar y menos costoso, se
selecciond como protocolo para la extraccion de disogenina a MC como método
de extraccion y 80 % de etanol acuoso como solvente de extraccion. Ei método
MC+EtOHS80, el cual fue maodificado por Tostado (2012), en donde se disminuyd el
tiempo de contacto harina desgrasada-solvente (1:28 pfv) a solo 6 h, realizando
dos extracciones con 350 mL de solvente cada 3 h, se aplico a la harina

desgrasada de cada una de las 60 accesiones evaluadas del Estado de Jalisco.

6.1.2 Analisis cromatografico

Las condiciones experimentales usadas para la cuantificacion de
diosgenina por GC-EM en las muestras de camote de cerro, presentaron patrones
de fragmentacién similares al estandar de diosgenina tomando como base al ion
principal de m/z 139, apareciendo en un tiempo de retencién aproximado de 17.63
min (Figura 8), lo que muesira las buenas condiciones analiticas del equipo. Los
valores medios de diosgenina obtenidos para cada localidad se muestran en el
Cuadro 7. Los niveles de diosgenina de las 60 accesiones de Dioscorea van de
0.02 mg/kg a 0.16 mg/kg en base seca, mostrando diferencias altamente
significativas (p < 0.0001) entre las localidades. La concentracién mas baja de
diosgenina (0.025 mg/kg) se obtuvo de tubérculos originarios de Autlan y los
tubérculos con el valor mas alto de diosgenina fueron de San Antonio (Chapala)
(0.16 mg/kg) y de San Gabriel {(0.12 mg/kg), siendo D. sparsiflora la misma
especie de los tubérculos de cada una de las tres localidades. Aungue los niveles
de diosgenina obtenidos en este trabajo se observan bajos, coinciden con lo
reportado por Martin (1969), quien hace una lista de las especies de Dioscorea
que ya han sido analizadas por su contenido en sapogeninas, mostrando que
algunas presentan solo trazas de éstas. Hata et al. (2003) evaluaron el contenido
de sapogeninas en variedades nativas de Dioscorea provenientes de Colombia,
para las que cobtuvieron valores promedio en el intervalo de 0 a 7.8 mg/100 g {(en

base seca), lo que mostrd la existencia de variedades en las cuales la presencia
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de sapogeninas y diosgenina es baja o practicamente cerc. En un trabajo
realizado por Taylor et al. (2002) para determinar diosgenina en semillas de
diferentes accesiones de fenogreco, aseguraron que los niveles de ésta estuvo
afectada tanto por factores ambientales (origen) como genéticos, por lo que, a
pesar, de que las plantas de camote de cerro en este proyecto fueron crecidas en
las mismas condiciones ambientales y que la mayoria corresponde a la especie D.
sparsiflora, el factor genético pudo ser relevante en las diferencias significativas
observadas entre las accesiones de las diferentes localidades de Jalisco. Por otro
lado, Shrum ef al. {(1958), en un trabajo realizado en tubérculos D. floribunda y D.
composita, demostraron que en la cosecha del tubérculo en el segundo y tercer
periodo anual, el contenido de diosgenina fue mayor que en los tubérculos
cosechados en el primer periodo, ademas, en un estudic realizado por Hang et al.
(2004), en diferente germoplasma de D. zingiberensis, se determindé que el
contenido de diosgenina esta fuertemente relacionado con el peso del tubérculo y

Huai et al. (1989) demostraron que los factores climaticos estan fuertemente
relacionados con la biosintesis de ésta.
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Figura 8. Cromatograma obtenido por CG-EM del estandar de diosgenina y de una

muestra de extracto de camote de cerro originario de Acatic obtenido por el

método de extraccion MC+EtOHS80.
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Cuadro 7. Comparacion de medias de los niveles de diosgenina (base seca) de las

60 accesiones de Dioscorea spp. provenientes de las once localidades del Estado
de Jalisco.

Localidad Observaciones  Diosgenina (mg/kg) CV. (%)

Autlan 24 0.02a +0.008 33.1
Ixttahuacan del Rio 20 0.03ab +0.012 38.9
Cocula 16 0.04ab +0.017 452
Chapala 20 0.04ab +0.021 53.1
San Martin Hidalgo 20 0.05ab +0.036 757
Ixtlahuacan de los Membrillos 20 0.06abc + 0.071 117.9
Zapotlanejo 20 0.07abc £ 0.053 77.1
Acatic 20 0.08abc + 0.048 64.7
Manzanilla de la Paz 36 0.09bc +0.088 95.8
San Gabriel 24 0.12cd £ 0.064 55.4
San Antonio (Chapata) 20 0.16d = 0.157 100.2
Media general 0.07 + 0.077

*Los datos mostradoes son la media 2 DE (desviacién estandar). Medias con la misma letra
no son estadisticamente diferentes usando la prueba de Tukey-Kramer (a = 0.05).

Durante el analisis por CG-EM de las muestras desgrasadas de camote de
cerro, se detectaron tres fitoesteroles alrededor del espectro de diosgenina (Figura
9) aue fueron tentativamente identificados con la base de datos espectral del
equipo (Apéndice A1), NISTO5L A.01.00, como: campesterol, stigmasterol y G-
sitosterol. Cabe destacar que el contenido de esteroles ya se ha reportado en
muchas especies de Dioscorea (Opute y Osagie, 1978; Muzac-Tucker et al., 1993)
y el Bsitosterol también ha sido identificado en semilla de fenogreco (Taylor ef al.,
1997, 2002) Los fitoesteroles tienen una estructura similar a la del colesterol y se
sabe que producen efectos hipocolesterclémicos, ademas de tener propiedades

antiinflamatorias, antitumorales, bactericidas y fungicidas, lo que los hace
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importantes aliados en la prevencion de enfermedades y actualmente constituyen

un modelo muy adecuado para el desarrollo de alimentos funcionales (Valenzuela

y Ronco, 2004). También, éacidos grasos como el acido linoléico y el acido

linolénico se han aislado de tubérculos de Disocorea por Xu ef al. (2008).
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Figura 9. Cromatograma de un extracto de camote de cerro de la accesion 239, en

donde, de acuerdo a la base de datos de espectros del equipo de CG-EM

(NISTO5L A.01.00): 1 =

campesterol, 2 =

stigmasterol, 4 = B-sitosterol; y de

acuerdo al estandar de diosgenina, 3 = diosgenina.
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6.2 Analisis de diosgenina en hojas de plantas de Dioscorea

Los valores medios de diosgenina en hoja obtenidos por CG-EM para cada
localidad se muestran en la Cuadro 8. Los niveles de diosgenina de las
accesiones de Dioscorea van de 0 a 3.33 mag/kg en base seca, mostrando
diferencias altamente significativas (p < 0.0001) entre las localidades. La
concentracion mas baja de diosgenina (0 mg/kg) se obtuvo de hojas provenientes
de plantas originarias de Autlan, misma localidad en la que los tuberculos de
camote de cerro presentaron el valor mas bajo en diosgenina; las hojas con el
valor mas aito en diosgenina fueron de Zapotlanejo (3.33 mg/kg), lo cual no
coincide con el origen del valor mas alto de diosgenina en tubérculos de camote
de cerro. En la determinacion de saponinas en distintos o6rganos de D.
pseudojaponica, Lin y Yang (2008) obtuvieron altas concentraciones en corteza ia
cual fue mas alta que la obtenida en pulpa y ésta a su vez, mas alta que en hojas
(24.41 pgfg en base seca) y ésta, mayor que en tallos. Este comportamiento,
contrario a lo obtenido en este trabajo, en donde los niveles de diosgenina en hoja
resultaron mas altos que los obtenidos en el tubérculo, confirma la aseveracién de
Dinan et al. (2001) que indican que pueden existir variaciones considerables en el
contenido de saponinas y sapogeninas (principalmente cuantitativas) en los
diferentes 6rganos de las plantas. Ademas, Bennett ef al. (1963) encontraron que
el principal sitio de la biosintesis de esteroides se encuentra en el vastago de la
planta de Digscorea, principalmente en la hoja (Vend| et al, 2006) y que en la
senescencia de ésta los esteroides son traslocados al tubérculo. Sin embargo, en
otras especies como Solanum chamaeacanthum, los tallos y hojas son la fuente
de sapogeninas esteroidales, como la chamagenina (Basterrechea ef al,, 2000);
en agavaceas, sapogeninas como la yamogenina y la diosgenina son aisladas de
sus hojas (Hernandez et al., 2005; Orestes et al., 2008) y en fenogreco, a partir de
las semillas de la planta (Taylor et al., 1997, 2000 y 2002). Asimismo, Lin y Yang
(2008) mencionan que hasta el momento no hay informes exhaustivos sobre la
variacion del contenido de saponina en diferentes oOrganos de plantas de
Dioscorea. Esta aseveracion ubica a este trabajo como portador de nuevos

conocimientos, asi como, despierta el interés en la realizacion de futuros trabajos
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relacionados con la determinacion de diosgenina en diferentes partes de la planta

de camote de cerro, asi como en diferentes etapas de desarrollo de la misma.

Cuadro 8. Comparacion de medias de los niveles de diosgenina (base seca) en

hojas de accesiones de Dioscorea spp. provenientes de las once localidades del
Estado de Jalisco.

Localidad Observaciones *Diosgenina (mg/kg)
Auilan 4 0.00a £ 0.000
San Martin Hidalgo 4 0.14a £ 0.072
Acatic 4 0.25a + 0.018
Ixtlahuacan de los Membrillos 4 0.72ab =+ 0.052
Chapala 8 0.93bc + 0.706
Cocula 4 1.38bcd + 0.074
San Antoénio (Chapala) 4 1.52cde £ 0.088
Ixtlahuacan del Rio 4 1.84def % 0.129
Manzanilla de la Paz 8 2.07ef + 0.156
San Gabriel 4 2.53f + 0.084
Zapotlanejo 4 3.33g <+ 0.324

*Los datos mostrados son la media + DE (desviacidn estandar). Medias con la misma letra
no son estadisticamente diferentes usando la prueba de Tukey-Kramer (¢ = 0.05).
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6.3 Propiedades fisicas y quimicas de tubérculos de camote de cerro

6.3.1 Caracteristicas fisicas

Después de la cosecha de los tubérculos de las 60 accesiones de
Dioscorea spp. que fueron establecidos en un vivero de malla sombra bajo las
mismas condiciones de cultivo, fueron evaluadas diferentes caracteristicas fisicas.
El analisis estadistico de dichas caracteristicas se presenta en el Cuadro 9. El
largo, peso y la proporcion pulpa/cascara del tubérculo demostraron diferencias
estadisticas altamente significativas (p = 0.0020, p = 0.0023 y p = 0.0083,
respectivamente) entre las accesiones de diferente origen geografico. Los
tubérculos de San Gabriel fueron los que tuvieron un mayor peso y longitud,
1,449.67 g y 5.14 m, respectivamente; mientras que San Martin Hidalgo y Autlan
mostraron los mas bajos promedios en el peso y la longitud de los tubérculos
(471.20 g y 2.28 m; 545.33 g y 1.18 m, respectivamente). Para la relacion
pulpa/cascara, Autlan presenté el valor promedio mas alto (6.9) e Ixtiahuacan de
los Membrillos mostré el valor promedio mas bajo (4.44), 1o que significa que los
tubérculos cuyo origen es Autlan tiene una mayor porcién comestible (86.48 %),
sin embargo, en Jalisco el camote de cerro es consumido por los habitantes de la
region sélo cocido sin eliminar la cascara lo que hace que la porcién comestible
sea del 100 %, como lo confirma Guizar et al. (2008) en un trabajo realizado en D.
remotiflora y D. sparsiflora. Por otro lado, el porcentaje de pulpa (%P) y cascara
(%C) fue diferente significativamente entre las localidades (p = 0.0217 y p =
0.0334, respectivamente). Autlan tiene el %P mas alto y %C mas bajo siendo
estadisticamente diferentes a la Manzanilla de la Paz para ambas caracteristicas.
Lebot et al. (2006) consideran que algunas de las caracteristicas fisicas externas
del tubérculo no siempre garantizan la calidad de las propiedades organolépticas
del mismo. De manera coincidente con la accesiones de camote de cerro aqui
evaluadas, en un estudio de variabilidad morfolégica en especies de yam
originarias de Kenia, Mwirigi et al (2009) mostraron que determinadas
caracteristicas de la parte aérea de la planta asi como de la parte subterranea,

especificamente del tubérculo, presentaron importante variabilidad morfolégica,
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atribuido, de acuerdo a estos autores, al origen de la muestra asi como al

genotipo, sin embargo, mencionan que las especies de Dioscorea, comparado con

el maiz, son menos vulnerables a cambios climaticos y que estos estudios pueden

ser usado para seleccionar variedades con mayor rendimiento, ademas de ser

Utiles para la planificacién de la conservacion y el mejoramiento genético del

cultivo.

Cuadro 9. Comparacién de medias de las caracteristicas fisicas de las 60

accesiones de camote de cerro originarias de once localidades del Estado de

Jalisco.

Localidad PT {(g) LT (m) %P %C PIC

Acatic 916.80abc £ 4135 345ab+212 8246ab+1.72 1699ab+156 4.89b+(0.51
Autlan 54533ab + 605 1.18a 051 B86.48b £1.18 12.57a +058 6.89 +0.38
Chapala 1082.40abc +597.2 259 b +0.95 8270ab+3.26 16668ab+2985 515ab+1.35
Cocula 1261.00abc £ 3725 338ab+1.58 85.05ab+148 13.75abx£1.18 6.23ab £0.61
Ixtlahuacan del Rio 1378.80bc +£3259 360ab+0.58 8330abx2.87 1576ab+287 544abx1.08
Ixttahuacan de los Membrillos 1166.40abc £ 3721 3 11abx 056 80.30ab 1296 18.42ab+287 4453 £0.76
Manzanilla de la Paz 1247.55hc +5438 285ab+1.19 7841a +686 18.18b +449 457a +1.23
San Antonio (Chapala) 1320.00abc +201.1 359ab+0.39 8383abx1.15 1534ab+1.35 5.50ab+0.54
San Gabyrigt 1449.66¢c +636.0 514b +228 81.90ab+321 16.95ab+3.12 507abzx1.55
San Martin Hidalgo 471.20a +1196 228a +139 8238ab+245 17.24ab+240 487abz:0.82
Zapotlanejo 1102 40abc £ 162.6 3.74ab+1.26 82.64ab+3.27 1663ab+3.32 518ab+1.33

*Los datos mostrados son la media * DE (desviacion estandar). Medias con la misma letra no son
estadisticamente diferentes usando la prueba de Tukey-Kramer (a = 0.05). PT, peso del tubérculo; LT,

longitud del tubérculo; %P, porcentaje de pulpa; %S, porcentaje de cascara; P/C, proporcién
pulpalcascara
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6.3.2 Composicioén quimica

El resultado de los analisis quimicos se presenta en la Cuadro 10. El
porcentaje de humedad oscildé en un rango entre 71.93-83.26 %, la proteina cruda
entre 1.42-1.74 %, las cenizas entre 0.80-1.16 %, la grasa va desde 0.13-0.17 %,
la fibra cruda y los carbohidratos totales fluctian entre 3.80-4.02 % y 13.97-25.44
%, respectivamente. Los valores encontrados en el presente estudio son
parecidos a reportados en investigaciones anteriores en tubérculos de diferentes
especies de Dioscorea (Bhandari et al., 2003; Shajeela ef al., 2011). Bhandari ef
al. (2003) reportaron el contenido de fibra cruda (0.6 a 1.5 % del peso fresco) en
cuatro especies de fiame silvestre de Nepal, siendo los valores mas bajos que los
reportados para el camote de cerro aqui evaluado. En papa, batata, yuca y
malanga se presentan contenidos similares de proteina pero con una menor
cantidad de fibra (Burlingame ef al, 2009). En un estudio hecho por la FAO
(1995), para el contenido de nutrientes en alimentos seleccionados, se reporta que
cada 100g de yam fresco proporciona 118 kcal, 1.5 g de proteina y 0.2 g de grasa
entre otros nutrientes, pero estos valores pueden variar segun la especie o
variedad. La seleccién de las caracteristicas exiernas por si solas no pueden
garantizar la calidad de las propiedades organolepticas, pero cuando las
accesiones con quimiotipos adecuados son combinadas con una variedad de
fubérculo que posee atractivas caracteristicas fisicas, pudieran obtenerse
alimentos con caracteristicas interesantes para los consumidores (Lebot ef al.,
2006). Ei contenido elevado de carbohidratos, la importante cantidad de fibra y la
baja proporcion de grasas, hacen que los tubérculos de camote de cerro del
Estado de Jalisco provean los requerimientos dietéticos necesarios para quienes

lo consumen, dandole aplicaciones como complemento nutricional o para incluirse
en la formulacion de dietas.
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Cuadro 10. Compaosicion quimica (% en fresco) de tubérculos de camote de cerro

originarios de las once localidades del Estado de Jalisco.

Localidad Humedad Proteina Ceniza Grasa Er'::jz Car_truggf:ier:tos
Acatic 78.38 1.56 0.84 0.15 3.88 19.08
Autian 73.26 1.42 1.16 0.17 3.90 23.99
Chapala 80.93 1.49 0.95 013 3.88 16.49
Cocula 78.29 1.46 0.99 0.15 3.81 19.11
Ixtiahuacan del Rio 77.59 1.46 0.88 0.16 3.80 19.91
Ixtiahuacan de los Membrillos 71.93 1.62 0.87 0.14 3.95 25.44
Manzanilla de la Paz 81.65 1.48 0.93 0.16 3.86 15.78
San Antonio (Chapala) 80.98 1.50 0.93 0.16 4.02 16.43
San Gabriel ’ 75.69 1.74 1.02 0.16 3.99 21.39
San Martin Hidalgo 83.26 1.66 0.96 0.15 3.85 13.97
Zapoilanejo 74.45 1.56 0.89 0.15 3.95 22.89
Maximo 83.26 1.74 1.16 0.17 4.02 25.44
Minimo 71.93 1.42 0.80 0.13 3.80 13.97
Promedio 78.17 1.53 0.95 0.15 3.80 19.19
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6.4 Protocolo para formacién de callo in vitro de camote de cerro

6.4.1 Evaluaciéon de los componentes del medio de cultivo,
reguladores de crecimiento y genotipo

En este experimento en el nimero de callos formados por unidad
experimental (caja Petri), no hubo diferencias significativas en los siguientes
factores evaluados: concentracion de sacarosa con un valor de p = 0.2904,
elementos mayores del medio basal MS con p = 0.4304, accesiones con p =
0.1367 y tipo de regulador utilizado con p = 0.4197 (Apéndice A2); adicicnalmente,
la interaccion entre los factores evaluados no fue significativa. Como ejemplo, en
ta Figura 10 se pueden apreciar las caracteristicas de callos formados en este
experimento a los 50 dias de establecido. En general, fueron de color claro y
consistencia suave, pero de tamafio pequefio y poco friables. Los callos soh--una
formacion desorganizada (desdiferenciada) de un grupo de células, resultado de
una alta actividad mitética de células diferenciadas en respuesta a un estimulo. La
mayoria de los tegjidos requieren de uno o mas factores de crecimiento para
estimular el desarrollo de los callos, entre estos factores se encuentran los
componentes del medio de cultivo, los reguladores de crecimiento o factores
fisicos como el manejo del fotoperiodo, la temperatura ademas del genotipo
(Dodds y Roberts, 1990). Diversos trabajos, orientados a la formacién de callos de
especies de Disocorea, modifican la concentracion de los elementos mayores del
medio basal M3, la concentracion de la fuente de carbono, asi como, el tipo y
concentracion de reguladores de crecimiento. Chen et al. (2003), Zhu et al. (2009)
indujeron la formacidén de callo en explantes de Dioscorea zingiberensis Wright
modificando los macroelementos a la mitad del medio basal MS vy la fuente de
carbono a 20 gL' de sacarosa, utilizando bencilaminopurina (BAP) y acido
naftalenacético (ANA) como reguladores, en cambio, en la misma especie, Heping
et al. (2008) utilizaron el medio MS sin modificar, complementado con 3% (p/v) de
sacarosa con BAP y AlA. Sin embargo, Gémez (2011) obtuvo callos de especies
de Dioscorea originarias del Estado de Jalisco utilizando el medio MS con la mitad

de los macroelementos y 25 gL™ de sacarosa con benciladenina (BA) y acido
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2,4 5-tricloro-fenoxiacético (2,4,5-T). Hasta el momento, no existen trabajos
relacionados con la micropropagacion de Dioscorea sparsiflora y el Unico trabajo
publicado para morfogénesis de Dioscorea remotiflora (Bernabé et al., 2012), logré
la formacion de callos en el medio basal MS adicionado con 3 % (p/v) de
sacarosa, sugiriendo que la calidad del callo podia ser mejorada. Con estos
resultados se propuso como medio de cultivo para el siguiente experimento, el
medio basal MS con % de los elementos mayores, adicionando 25 gL™ de
sacarosa como fuente de carbono y la accesion 34 por contar con suficiente
material vegetal, modificando el tipo de regulador de crecimiento.

Figura 10. Caracteristicas de los callos in vitro formados a partir de tallos de
plantas in vifro de camote de cerro. A) callo color claro, B) callo de tamarfio
pequefio, C) callo de consistencia suave, D) callo poco friable.
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6.4.2 Efecto de los reguladores de crecimiento y el tipo de explante

En el andlisis de varianza de este experimento, no hubo diferencias
significativas para los reguladores de crecimiento KIN y AlA, tanto para nimero de
callos como para calidad del callo (ver Apéndice A3 y A4), pero si hubo diferencias
altamente significativas para el tipo de explante, tanto en el numero de callos
formados como para calidad del callo presentando un valor de p = 0.0000y p =
0.0000, respectivamente; adicionalmente, la interaccion entre los factores
evaluados para las dos variables no fue significativa. En el Cuadro 11 y 12
podemos observar que los nudos con un meristemo formaron mayor niimero de
callos y con mejor calidad, respectivamente, que los explantes provenientes de
tallo (Figura 11). En este estudio se aprecio la efectividad, tanto de KIN como de
AlA, en la formacion de callos a partir de nudos de plantas de camote cerro in
vitro. Narula et al. (2005), utilizaron con éxito estos dos reguladores en el medio de
cultivo MS con 3 % (p/v) de sacarosa en Disocorea bulbifera. Se dice que es
importante que el medio de culiivo tenga un buen equilibrio de citocininas y
auxinas para lograr obtener callos en crecimiento active (Dodds y Roberts, 1990).
Esta comprobado que diferentes tejidos responden en forma distinta a iguales
concentraciones de un mismo regulador de crecimiento habiéndose observado
que la respuesta depende de la edad y de su estado fisiologico asi como del
genotipo (Mineo, 1990). Amir ef al. (2013) y Bernabhé et al. (2012), obtuvieron de
manera exitosa, callos a partir de segmentos nodales de Dioscorea deftoidea y
Disocorea remotiflora, respectivamente. Es importante resaltar que en la mayoria
de los casos, los callos formados en este estudio eran de apariencia poco friable,
ligeramente suaves y, a pesar de haber utilizado antioxidantes, tenian un color
amarillento parduzco (Figura 11). Hay muchos trabajos de investigacion que
relacionan al genotipo con la formacién de compuestos fendlicos, responsables del
oscurecimiento de los callos ademas de retardar el crecimiento de las células;
existen antioxidantes tales como acido ascoérbico que puede ser utilizado para
disminuir la acumulacion de estos compuestos en los cultivos (Amir et al., 2013) o
la combinacién de este con acido citrico y PVP (Bernabé et al, 2012). Por lo

anterior, la accesion 34 no es recomendable para la formacidn de callos in vitro.
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Cuadro 11. Comparacién de medias del niUmero de callos formados con diferentes

explantes.
Explante Numero de callos
Tallo 0. 04a £ 0.09
Nudo 0.84b £ 0.18

*Los datos mostrados son la media * DE (desviacién estandar).Medias con la misma letra
no son estadisticamente diferentes usando la prueba de DMS (a = 0.05).

Cuadro 12. Comparacién de medias para calidad de callos formados con

diferentes explantes.

Explante Calidad de callo
Tallo 0. 04a £ 0.012
Nudo 1.79b + 0.56

*Los datos mostrados son la media = DE (desviacién estandar). Medias con la misma letra
no son estadisticamente diferentes usando la prueba de DMS (g = 0.05).
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Figura 11. Comparacién de medias para calidad de callos formados con diferentes
explantes.

6.4.3 Influencia de las auxinas en la generacion de callos

En el presente experimento, hubo diferencias altamente significativas en
cantidad de callo para AlA y picloram con un valor de p = 0.0015 y p = 0.0001,
respectivamente, sin embargo, para numero de callos formados sélo hubo alta
significancia en el uso del picloram con p = 0.0000 (Apéndice A5 y A6),
adicionalmente, la interaccion entre los factores evaluados para las dos variables
no fue significativa. Haciendo el analisis de la comparacion multiple de medias
para la cantidad de callo generado utilizando AlA, es posible obtener los mismos y
mejores resultados con concentraciones de 0 y 0.4 mgL™ del regulador (Cuadro
13), observandose el mismo efecto al adicionar al medio picloram a
concentraciones de 0.1 y 0.4 mgL" (Cuadro 14). En cambio, niveles de picloram
de 0.1, 0.4 y 1 mgL™" incrementaron el nimero de callos por contenedor (Cuadro
15). Las propiedades fisicas que caracterizan a los callos formados bajo las
condiciones antes mencionadas son la de callos mas grandes, friables, suaves y
cristalinos (Figura 12); siendo importante resaltar el efecto positivo de la soluciéon
antioxidante, como lo reportan Bernabé ef al. (2012) y que la accesion 1 de

camote de cerro es recomendable para formacion de callos in vitro.
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Cuadro 13. Comparacién de medias para cantidad de callo (mm?) con diferentes
concentraciones de AlA.

AIA (mgL ™) Cantidad de callo
1 493a +7.75
0.1 6.65ab + 8.60
0 8.13bc + 7.62
0.4 10.06¢c + 10.35

*Los datos mostrados son la media £ DE (desviacidn estandar). Medidas con la misma
letra no son significativamente diferentes usando la prueba de DMS (a = 0.05).

Cuadro 14. Comparacion de medias para cantidad de callo (mm?) con diferentes
concentraciones de picloram,

Picloram (mgL™") Cantidad de callo
0 4.18a +6.44
1 6.67ab *+5.78
0.4 9.18bc +9.32
0.1 9.74c +11.39

*Los datos mostrados son 1a media + DE (desviacién estandar). Medidas con la misma
letra no son significativamente diferentes usando la prueba de DMS (a = 0.05).
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Cuadro 15. Comparacion de medias para numero de callos formados con
diferentes concentraciones de picloram.

Picloram (mgL™) Cantidad de callo
0 2.1a+0.50
1 550 %033
0.1 3.8b +0.21
0.4 3.9b+0.15

*Los datos mostrados son la media + DE (desviacién estandar). Medidas con la misma
letra no son significativamente diferentes usando la prueba de DMS (a = 0.05).

Figura 12. Callos in vitro formados a partir de explantes de nudo de plantas de
camote de cerro in vitro en el experimento acido indolacético vs picloram con las
siguientes condiciones A) AIA = 0 mgL™ y PIC = 0.1 mgL™ B) AIA= 0.4 mgL"y
PIC = 0.1 mgL™.
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El picloram es una auxina sintética muy eficiente para el cultivo de tejidos
vegetales, puesto que ofrece ciertas ventajas en relacion con otras auxinas
sintéticas como el 2,4-D, por ser soluble en agua, menos téxica, efectiva a
concentraciones mas bajas y, en dltimo lugar, por ofrecer un mayor potencial para
la regeneracion de plantas a partir de callos (Collins et al., 1978). Al igual que en
este experimento, el picloram incrementé el desarrollo del callos in vifro en
explantes de Triticum aestivum L. (Mendoza y Kaeppler, 2002) y es considerado
buen iniciador de callos embriogénicos en explantes de Ananas comosus L.

(Sripaoraya et al., 2003) y en Bactris gasipaes Kunth (Steinmacher ef al., 2007).

Con los resultados obtenidos se propone como protocelo para la obtencion
de callos in vitro de plantas de Dioscorea originarias del Estado de Jalisco, un

medio basal MS con las siguientes modificaciones:

. ¥4 de elementos mayores

. 25gL" de sacarosa

Adicionando al medio:

. Acido indolacético (AlA): 0.4 mgL™
. Picloram: 0.1 mgL”’

. Polyvinylpyrrolidone (PVP): 1 gL'1
. Phytagel: 2 gL

Nudos como explantes y cada explante se debe bafar con una solucidn
antioxidante preparada con acido citrico (100 mgL™1) v Acido ascérbico (100 mgL™
antes de colocarlo en el medio. Los cultivos bajo condiciones de incubacion a 27
°C de temperatura, un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad y una intensidad
luminica de 1500 luxes.
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VIl CONCLUSIONES

Las investigaciones acerca del solvente de extraccion y el método de
extraccion, nos permitieron proponer un protocolo para la obtencién de diosgenina
en accesiones de camote de cerro del Estado de Jalisco en donde, la
concentracion de etanol acuosc al 80 % y maceracion por 6 h, haciendo dos
extracciones de 350 mL cada 3 h, desempenaron un papel importante, en la
eficiencia de exiraccion de diosgenina. Las condiciones del GC-EM y la columna
capilar HP-5MS fueron particularmente Utiles para la separacién de diosgenina en
los extractos ademas de ser eficiente y relativamente rapido.

Los valores mas altos de diosgenina en las accesiones de Jalisco se
encontraron en tubérculos de las localidades de San Antonio y San Gabriel, sin
embargo, Zapotlanejo presenté el valor mas alto en hoja. En el futuro, seria
importante realizar trabajos en los que se evalle el contenido de diosgenina de los
diferentes genotipos de camote de cerro del Estado de Jalisco en diferentes

periodos de cosecha y distintas condiciones climaticas.

Las diferencias encontradas entre accesiones para las propiedades fisicas
de los tubérculos estan asociadas en mayor grado con el origen geografico; las
accesiones de San Gabriel fueron las de mayor rendimientc mientras que los
tubérculos de Autian proporcicnan mayor porcidn comestible. En general, se
observa que la mayoria de las accesiones evaiuadas resultaron ser una buena

fuente de proteina, fibra cruda, cenizas y carbohidratos.

La importancia de determinar las caracteristicas fisicas y quimicas de las
especies de Dioscorea, podrian contribuir a la seleccion de un genotipo ideal para
los consumidores. Estos estudios, pueden colocar o considerar a los tubérculos de
Dioscorea como alimentos funcionales, ya que no solo podrian resoclver problemas
de enfermedades cronicas que ahora prevalecen en casi todos los paises, sino
tambien, fomentar la industria y motivar a los colectores al establecimiento de este
genero como un cultivo incrementando su produccion para elaborar preductos con
valor afiadido y saludables.
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Los experimentos planteados en este proyecto nos permitieron establecer un
protocolo para formacién de callo en cultive in vifro de camote de cerro. La
caracteristica mas importante de los callos, desde un punto de vista funcional, es
que este crecimiento anormal de células tiene el potencial para desarrollar raices,
tallos y embriones que pueden a su vez formar plantas, ademas de tener
aplicacién en la ingenieria genética para la obtencion de transgénicos. En otros
protocolos, el callo se genera para su uso en procedimientos biotecnolégicos tales
como la formacion de cultivos en suspension de la que metabolitos de importancia

econdmica y de salud, pueden ser obtenidos.
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Espectros identificados con la base de datos espectral NISTO5L A.01.00, del CG-

EM como A) campesterol, B) stigmasterol c) p-sitosterol.

Apéndice A2

Analisis de varianza de los tratamientos para nimero de callos formados, teniendo

como factores MS mayores, sacarosa, accesion y regulador de crecimiento.

Fuente de variacion Z.L. C. M. Pe P
MS mayores 3 202 0.93 0.4304
Sacarosa 2 273 1.25 0.2904
Accesion 1 4.91 2.24 0.1367
Regulador 1 1.43 0.66 0.4197
Error 123 2.18

* = (P = 0.05) Significativo; ** = (P < 0.01) Altamente significativo
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Analisis de varianza de los fratamientos para nimero de callos formados, teniendo

como factores los reguladores de crecimiento KIN y AlA y nudo y entrenudo como

explantes.

Fuente de variacion G.L. C. M. Fc Pb>F
KIN 3 0.013 0.64 0.5895
AlA 2 0.011 0.54 0.5872
Explante 1 18.148 857.15 0.0000**
Error g2 0.021

Total 115

* = (P = 0.05) Significativo; ** = (P < 0.01) Altamente significativo

Apéndice A4

Analisis de varianza de los tratamientos para calidad de callos, teniendo como

factores los reguladores de crecimiento KIN y AIA y nudo y entrenudo como

explantes.

Fuente de variacién G.L. C. M. Fc Pb>F

KIN 3 0.088 0.49 0.6921

AlA 2 0.199 1.09 0.3392

Explante 1 85.354 467.19 0.0000™*
Error 92 0.182

Total 115

* = (P = 0.05) Significativo; ** = (P < 0.01) Altamente significativo
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Apéndice A5

Andlisis de varianza de los tratamientos para cantidad de callos (mm?), teniendo

como factores los reguladores de crecimiento AlA y Picloram.

Fuente de variacién G.L. C.M. Fc Pb>F
AlA 3 369.14 5.27 0.0015*
Picloram 3 500.61 7.14 0.0001**
Error 92 70.07

Total 312

* = (P = 0.05) Significativo; ** = (P < 0.01) Altamente significativo

Apéndice A6

Analisis de varianza de los tratamientos para numero de callos, teniendo como

factores los reguladores de crecimiento AlA y Picloram.

Fuente de variacion G.L. C.M. Fc Pb>F
AlA 3 0.7199 1.16 0.3310
Picloram 3 12.9323 20.89 0.0000**
Error 63 0.6190

Total 78

* = (P = 0.05) Significativo; ** = (P < 0.01) Altamente significativo
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