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RESUMEN

RESUMEN

Los tubérculos de Dioscorea sparsiflora, conocidos en el occidente de México como
“camote de cerro”, son utilizados en el estado de Jalisco y estados vecinos como fuente de
alimento, medicina alternativa y son una fuente de ingresos para personas de pequefias
comunidades. Estos tubérculos no se cultivan, sino que son extraidos directamente de su
habitat natural. El objetivo fue desarrollar un método para la induccién de microtubérculos
in vitro de Dioscorea sparsiflora. Para esto, se realizaron cuatro experimentos en los que se
probo el efecto del fotoperiodo de incubacion, y la adicion al medio de cultivo de: sacarosa,
retardantes de crecimiento y poliaminas; sobre la microtuberizacion in vitro de las accesiones
papa aérea (PA), 112, 121y 751. También se realiz6 un experimento donde se probd el efecto
del paclobutrazol y de 6-benciladenina (CyStar®) en la eliminacion de dormancia de
tubérculos de D. sparsiflora. Se indujo microtuberizacion en presencia de 60 y 90 g L de
sacarosa, asi como con 10 y 12 h de fotoperiodo en la accesion PA. El paclobutrazol a una
concentracion de 1 mg L resultd favorable para la microtuberizacion de las accesiones 751
y 121, la microtuberizacion de esta Gltima se vio favorecida ademas por la poliamina
espermina en concentraciones de 10 y 15 mg L. Por otro lado, el paclobutrazol también
favoreci6 la eliminacion de dormancia en tubérculos de D. sparsiflora a una concentracion
de 10 mg L™
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ABSTRACT

ABSTRACT

The Dioscorea sparsiflora tubers, better known in western Mexico as "camote de cerro”, are
used in Jalisco and surrounding states as alternative medicine and also they are a source of
income for small communities' habitants. These tubers are not cultivated, they are just
extracted from their natural habitat. The objective was to develop a method for the induction
of in vitro microtubers of D. sparsiflora. Four experiments were performed testing the
incubation photoperiod effect and the addition to the medium sucrose, growth retardants and
polymines, on the in vitro microtuberization of the accessions of D. sparsiflora air potato
(PA), 112, 121, and 751. Also, an experiment was performed to assess the paclobutrazol and
6-benzyladenine (CyStar) in the tubers’ dormancy elimination of D. sparsiflora.
Microtuberization was inducted in presence of 60 and 90 g L™ of sucrose along with 10 and
12 h photoperiod in the PA accession. Paclobutrazol at a concentration of 1 mg L™ was
favorable for the microtuberization of accessions 751 and 121, microtuberization of the latter
was further favored by polyamine spermine at concentrations of 10 and 15 mg L. On the
other side, the paclobutrazol also favored the D. sparsiflora tubers’ dormancy elimination at

a 10 mg L™* concentration.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las plantas que producen raices tuberosas y tubérculos como la papa (Solanum
tuberosum), batata (Ipomoea batatas), flame (Dioscorea spp) y yuca (Manihot esculenta)
desde hace mucho tiempo son cultivos basicos para los humanos, debido a que contribuyen
de forma sustancial al suministro de proteinas y micronutrientes, como la vitamina C, siendo
esenciales en la alimentacion de paises en desarrollo (Andres et al., 2017; Chandrasekara y
Kumar, 2016).

En el caso de Dioscorea, estos cultivos almacenan almidon, lo que les adiciona valor
al ser usados en la fermentacion de alimentos, bebidas y alimentos para animales (Ray y
Sivakumar, 2009), asi como en la elaboracion de harinas (Ahmed y Urooj, 2008). Ademas,
el contenido de saponésidos y sapogeninas que se encuentran de manera abundante en los
tubérculos de las dioscoreas, son utilizados industrialmente para la obtencion de diosgenina,
la cual se emplea como precursor de la semisintesis de farmacos esteroidales (Waizel-Bucay,
2009). En el mundo se producen 65°937,599 t de tubérculos de Dioscorea en una superficie
de 7°454,583 ha con un rendimiento de aproximadamente 9 t/ha (FAOSTAT, 2017).

En la Zona Occidente de México, se conoce como “camote de cerro” a los tubérculos
de Dioscorea sparsiflora, gue pertenece a la familia Dioscoreaceae, la cual es casi exclusiva
de zonas tropicales, de hierbas trepadoras con un tallo rizomatoso subterraneo, con tendencia
a mantenerse perenne; hojas opuestas en la base de los tallos y alternas arriba, con varios

nervios principales y nervacion secundaria reticulada (Leon, 1987).

Las plantas de D. sparsiflora son utilizadas en Jalisco y estados vecinos como
alimento y por sus propiedades en la medicina alternativa, para tratar padecimientos como la
menopausia; ademas, se ha encontrado que sus tubérculos poseen un alto contenido de
proteina y fibra (Contreras-Pacheco, 2013). El camote de cerro se colecta de manera silvestre
por personas conocidas como “camoteros”, con el fin de venderlo crudo o cocido, actividad
que ha ido incrementando afio con afio, esto ha provocado una escasez y una lenta

recuperacion de la poblacion debido a su continua explotacion.

La microtuberizacion in vitro ha sido utilizada como una forma de propagacion en

varias especies de Dioscorea como D. fordii (Yan et al., 2011), D. opposita (Li et al., 2014)
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INTRODUCCION

y D. cayenensis (Ovono et al., 2007), debido a que permite la obtencion de microtubérculos
que pueden servir como material de propagacion (semillas “asexuales™), y una multiplicacion
rapida de éstos en grandes cantidades, en un espacio reducido, sanas y en cualquier época del
afio (Perea y Buitrago, 2000), sin embargo, no existe informacién sobre la induccion de

microtubérculos en D. sparsiflora.

Evaluar la efectividad de la microtuberizacién in vitro en D. sparsiflora ayudaria a
que en un futuro se pueda cultivar, en lugar de solo extraerlo de su habitat natural, ayudando
a contrarrestar los efectos de su explotacion; por otro lado, seria una forma de conservar
germoplasma, sentando asi, una base para proximos estudios sobre genética, fisiologia y

bioquimica de esta especie.
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ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

2.1. Caracteristicas del género Dioscorea

La familia Dioscoreaceae alberga seis géneros y cerca de 850 especies, siendo el
género Dioscorea el mayor con alrededor de 600 especies (Coursey, 1976). Segun

Raemaekers (2001) su ubicacién taxondmica es la siguiente:
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Dioscoreales

Familia: Dioscoreaceae

Género: Dioscorea

Téllez (1996) describe las siguientes caracteristicas botanicas:

e Rizomas o tubérculos: lefiosos o carnosos, simples o agrupados, de corteza delgada,

gruesa o0 suberosa.

e Tallos: dextrovolubles o levovolubles, alados o lisos, rollizos o angulados, armados

0 inermes, glabros o pubescentes; con tricomas simples, unicelulares, glandulares.

e Hojas: alternas, opuestas o verticiladas, simples o palmado-compuestas, peciolos
usualmente con pulvinulos distales o proximales, 3-15 nervadas, las secundarias

usualmente reticuladas horizontalmente.

¢ Inflorescencias: axilares, las estaminadas en racimos o paniculas y las pistiladas en

espigas o racimos.
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ANTECEDENTES

e Flores: unisexuales, actinomorficas, perianto funeliforme o campanulado; seis
tépalos, en dos verticilos similares o diferenciados. Flores estaminadas usualmente
con seis estambres, en dos verticilos, todos fértiles o los tres més internos abortados,
filamentos libres o connatos, anteras introrsas, tecas coherentes; estaminodios
presentes o ausentes. Flores pistiladas epiginas, estaminodios seis, tres 0 ausentes;

estilos libres 0 en una columna, simple o ramificada.

e Frutos: capsular o samaroide, con dos cavidades abortadas, dehiscente o indehiscente,

1-3- alado, cortdceo o membranaceo.

o Semillas: aplanadas u esféricas, reticuladas, semi-lisas o verrugosas, aladas periférica

o lateralmente o sin ala.
2.2. Distribucion geogréfica de las dioscoreas

Las dioscéreas alcanzaron una distribucion mundial al final del Cretaceo y su
evolucidon subsecuente ocurrio por separado en el Viejo y Nuevo Mundo (Bhattacharjee et
al., 2011). Rodriguez-Delgadillo (2000) menciona que existen secciones taxonomicas
diferentes del género en los dos hemisferios, pero ninguna esta representada en ambos, y que,
la separacion del ancestro asiatico del africano ocurrié posteriormente, en el Mioceno. Estas
plantas fueron domesticadas hace aproximadamente 10,000 afios en Africa, siendo uno de

los primeros cultivos en domesticarse (Perea, 2001; Evans, 1993).

Podemos encontrar 74 especies en México (Téllez, 2009), siendo 40 endémicas con
algunos tubérculos comestibles (Téllez, 1996). Dichas especies se encuentran distribuidas en
diferentes estados de la republica desde Sinaloa a Chiapas en el Pacifico, de Tamaulipas a la
Peninsula de Yucatan en el Golfo de México y de Chihuahua hasta Puebla y Querétaro en el
Centro del pais. En el estado de Jalisco se encuentran presentes 29 especies del género
Dioscorea (Ramirez-Delgadillo et al., 2010), entre las que destacan D. sparsiflora y D.

remotiflora por ser las mas utilizadas para el consumo como alimento (Guizar et al., 2008).
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ANTECEDENTES

2.3. Condiciones agroclimaticas

Las dioscéreas crecen en diversos climas, principalmente bosque lluvioso tropical,
monzon tropical y sabana tropical. Son originarias de regiones forestales por lo que, la
capacidad para trepar es una adaptacion para este ambiente. Los agricultores suelen utilizar
tutores para mantener las plantas erguidas, sin embargo, existen especies que no necesitan

dicho apoyo (Rodriguez-Delgadillo, 2000).

Estas plantas requieren de suelos fértiles, profundos, con textura franca y drenada. Su
crecimiento también parece ser afectado por la duracion del dia, sin embargo, mas de 12 h

luz favorecen el crecimiento de tallos y hojas (Coursey, 1967).

Un desarrollo favorable de los tubérculos de Dioscorea se presenta bajo una
temperatura de entre 25 y 30 °C y temperaturas inferiores a los 20 °C pueden retrasar el
rebrote (Rodriguez-Delgadillo, 2000), se requiere de una precipitacion anual de
aproximadamente 1500 mm para un buen crecimiento y desarrollo de las dioscoreas
(Montaldo, 1991).

2.4. Produccion mundial de tubérculos

Seguln datos de la FAOSTAT, en el afio 2016 se produjeron en el mundo 65°937,599
t de tubérculos de Dioscorea en una superficie de 7°454,583 ha con un rendimiento de
aproximadamente 9 t/ha, siendo Africa el pais mas importante, con una produccion de
63°938,210 t; en América Latina, destacan los paises de Haiti, Colombia y Brasil como los
mayores productores. Durante afios la produccion mundial de tubérculos ha estado
encabezada por la papa (Solanum tuberosum), batata (Ipomoea batatas), yuca (Manihot
esculenta) y fiame o yam (Dioscorea spp), este Ultimo ocupando el segundo lugar como

tubérculos comestibles (Opara, 2003).
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ANTECEDENTES

2.5. Importanciay usos de las dioscéreas

El cultivo del iame ha contribuido a satisfacer los requerimientos energéticos y
nutricionales de una gran parte de las poblaciones en paises en desarrollo (Perea, 2001;
Tamiru et al., 2008). Las dioscoreas tienen un gran valor nutricional debido a su alto
contenido de minerales, como el calcio, el hierro, el fosforo y la vitamina C (Udensi et al.,
2008). Tienen una composicion similar a la de la papa; sin embargo, el fiame tiene un
contenido mayor de proteinas, lo cual le confiere una importancia mayor con respecto a otros
tubérculos (Gonzélez, 2012).

El fiame aporta a la dieta de mas de 300 millones de personas, aproximadamente 200
calorias diarias (Balogun, 2009) y principalmente se consume en forma cocida, en sopas,
guisados o frito (Mostul y Chazaro, 1996). Se ha utilizado en la fabricacién de harinas, dulces

y papillas para bebé (Gonzélez, 2012).

Los tubérculos de las dioscoreas contienen metabolitos secundarios con beneficios
medicinales (Li et al., 2010), estos metabolitos han sido utilizados en el tratamiento de
enfermedades coronarias (Gong et al., 2011) y gastritis (Pérez et al., 2005). Ademas, se ha
reportado que en la cascara existen compuestos que tienen propiedades anticancerigenas y

antimicéticas (Olayemi y Ajaiyeoba, 2007).

Algunas dioscoreas son utilizadas en la industria para la extraccion de alcaloides y
saponinas, particularmente las diosgeninas, utilizadas en la elaboracion de farmacos
esteroidales y recientemente se han utilizado en la extraccion de compuestos para la

obtencion de bioplésticos (Bonilla y Hernandez, 2012).

Debido a su alto valor nutrimental e importancia en la industria, su cultivo se ha
considerado, junto al de la papa (Solanum tuberosum), como uno de los que mas se

produciran en los proximos afios (Cabrera, 2009).
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ANTECEDENTES

2.5.1. Importancia del camote de cerro

“Camote de cerro” es el nombre con el que cominmente se les conoce a los tubérculos
de D. sparsiflora Hemsley y D. remotiflora Kunth (figura 1). Estas plantas se encuentran
principalmente en los estados de Jalisco y Michoacén, y sus tubérculos son recolectados por
los llamados “camoteros” con la finalidad de consumirlos o venderlos, convirtiéndose en una
importante fuente de ingresos (Jones et al., 2011). Los camotes son vendidos cocidos o
crudos a lo largo de las carreteras, en lugares donde los automovilistas deben disminuir la
velocidad, como intersecciones de carreteras o cruce de ferrocarril; aunque también son muy
populares en los mercados locales, teniendo diferentes precios segun sea el caso (Mostul y
Chazaro, 1996). En lo que respecta al contenido nutrimental, Contreras-Pacheco (2013)
reportd mayores porcentajes de proteina cruda, humedad, cenizas, grasa, fibra cruda y
carbohidratos en camote de cerro en comparacién con las reportadas para varias especies de
Dioscorea y menciona también que estos porcentajes son similares a los reportados en otros

tubérculos como papa, batata y yuca.

Figura 1. Dioscorea sparsiflora Hemsley. A) Planta femenina y B) Planta masculina.
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ANTECEDENTES

Ademas de su consumo como alimento, también son utilizados en la medicina
alternativa para el tratamiento de los sintomas de la menopausia, ya que las personas que

tienen este padecimiento mencionan que es muy efectivo para atenuar sus sintomas.
2.6. Propagacion tradicional del género Dioscorea

Las dioscéreas son propagadas vegetativamente a través de tubérculo entero o
secciones del mismo (Olivier et al., 2012) o por bulbillos aéreos que se forman en la base de

las hojas de plantas adultas (Gonzalez, 2012).

Realizando la plantacion de tubérculos, el desarrollo del tallo y el follaje se lleva a
cabo a las dos semanas. El tubérculo se caracteriza por un crecimiento lento durante su
iniciacion, pero después de tres meses se agiliza. La mayor tasa de produccién de fotosintesis
se logra después de los tres meses de emergencia de la planta y hay un gran almacenamiento
de almiddn, finalmente el proceso se vuelve lento nuevamente al final del desarrollo

vegetativo de la planta (Gonzalez, 2012).

La rapidez del rebrote del tubérculo dependera de su edad fisiologica, debido a que
los tubérculos pasan por un periodo de dormancia, tiempo durante el cual no rebrotan; sin
embargo esta dormancia se pierde alrededor de los seis meses después de la cosecha
(Coursey, 1967).

El principal problema de las especies que se propagan vegetativamente, como es el
caso de las dioscdreas, es que este méetodo de propagacion es lento y poco prolifico, por lo

que existe la necesidad de aplicar métodos rapidos de producciéon masiva (Bradshaw, 2010).
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ANTECEDENTES

2.7. Cultivo in vitro del género Dioscorea

La propagacion in vitro es un método que ayuda a estudiar, conservar y proteger
muchas especies de importancia, ademéas permite utilizar algunas ventajas biotecnoldgicas
sobre el cultivo tradicional. Normalmente, las plantas absorben nutrientes del suelo. En el
cultivo in vitro, las plantas absorben macro y micronutrientes, vitaminas, fuentes de carbono

provisto en un medio de cultivo basico (sélido o liquido) (George et al., 2008).

Para llevar a cabo de manera exitosa el cultivo in vitro, la seleccion de un medio de
cultivo adecuado es de gran importancia, siendo el medio Murashige y Skoog (1962) el mas
utilizado (Bhojwani y Dantu, 2013). Por lo general, los medios de cultivo, son adicionados
con diferentes suplementos, como la sacarosa que es aprovechada como fuente de carbono,
y reguladores de crecimiento, los cuales son compuestos sintéticos obtenidos a partir de las
hormonas vegetales que las plantas biosintetizan para controlar los procesos de aparicion de
raices y yemas, dormancia, division celular, floracion y maduracion. Los reguladores de
crecimiento, son utilizados en pequefias cantidades; sin embargo, el tipo de regulador y la

concentracion depende de la planta y el tipo de tejido (EI-Esawi, 2016).

El uso de las técnicas de cultivo in vitro en las dioscoreas permite principalmente la
produccién de plantas limpias, produccién masiva de material vegetal en espacio reducido,
conservacion de las caracteristicas genotipicas de un material 0 aumentar su variabilidad

genética preexistente (Perea y Buitrago, 2000).
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2.7.1. Microtuberizacion de las dioscoreas

En las plantas silvestres que desarrollan 6rganos de almacenamiento como tubérculos,
cormos, rizomas o bulbos; el fomento de su cultivo ayudaria a facilitar el trasplante de plantas
con una elevada tasa de supervivencia, asi como un manejo adecuado de los érganos de

almacenamiento para su uso como material de siembra (Bhojwani y Dantu, 2013).

La microtuberizacién consiste en la obtencion de pequefios tubérculos en
condiciones in vitro o ex vitro a partir de explantes nodales o apicales, empleando para su
formacion y crecimiento medios de cultivo y condiciones de incubacion idoneas para la
propagacion (Ovono et al., 2010a). La formacion in vitro de 6rganos de almacenamiento se
ha logrado en varias especies de Dioscorea a través del aumento de la concentracion de
sacarosa, variaciones en el fotoperiodo, temperatura y la adicion de reguladores de
crecimiento como auxinas, citocininas, giberelinas y acido jasmonico (Bhojwani y Dantu,
2013; Gong et al., 2017).

Con el empleo de microtubérculos como material vegetal de plantacién es posible
lograr un progreso en la produccion, pues se pueden plantar directamente en el campo y
debido a que provienen de plantas limpias se evita la propagacion de enfermedades, aunque
su valor econémico para la obtencion de semillas esta relacionado con el rendimiento y el
tamafio de los microtubérculos (Dhital y Lim, 2012). Borges et al., (2004) menciona que los
microtubérculos se han convertido en el material vegetal de mayores perspectivas para el

intercambio internacional de germoplasma.
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2.8. Dormancia

En las plantas, la dormancia es la suspension temporal del crecimiento visible de

cualquier estructura vegetal que contenga un meristemo (Lang et al., 1987).

Los tubérculos son 6rganos vegetativos que hibernan, y como muchos otros 6rganos
similares (semillas, bulbos, yemas), presentan grados variables de dormancia (Okubo, 2000).
Se pueden encontrar ejemplos de dormancia en todos los niveles de complejidad bioldgica.
Los dérganos inactivos suelen ser més resistentes a las tensiones bidticas y abidticas, como

tal, la dormancia se considera un mecanismo de supervivencia (Suttle, 2004).

La dormancia es la etapa final de la vida de un tubérculo que sirve para preservarlos
como organos de reproduccion vegetativa de crecimiento bajo condiciones desfavorables
(Aksenova et al., 2013). Cuando los tubérculos se encuentran en estado de dormancia, el
crecimiento de brotes no ocurrird, incluso si el tubérculo se encuentra en condiciones ideales

para que esto ocurra (Struik y Wiersema, 1999).
Lang et al., (1987) divide la dormancia en tres tipos:

e Endo-dormancia: el meristemo es detenido por factores fisioldgicos que se originan
dentro de la estructura afectada.
e Para-dormancia: el meristemo es detenido por factores fisioldgicos externos.

e Ecto-dormancia: el meristemo es detenido debido a factores ambientales externos.
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2.8.1. Fases de la dormancia en tubérculos
Ile et al., (2006) describe tres fases para la dormancia en tubérculos:

Fase I: iniciacion de la aparicién de meristemo de brotacion del tubérculo. Esta fase
comienza a partir de la aparicion del tubérculo. La fase | de la dormancia se puede definir
como el periodo durante el cual no se observa actividad meristematica activa, por lo tanto, se

presenta una dormancia profunda o endodormancia.

Fase II: brotacion de los meristemos del tubérculo al primordio foliar. La fase Il
comienza con la aparicién del meristemo de brotacion del tubérculo. Se presenta un cambio
en el estado de la dormancia, de una endo-dormancia a una endo-/eco- dormancia. Esta fase

termina con la aparicion del primordio foliar.

Fase I11: brotacion del primordio foliar. Es el periodo que abarca desde el desarrollo
del brote apical completo, hasta su eventual aparicion en la superficie del tubérculo (como

brote externo). Esta fase esta influenciada por la temperatura y la humedad relativa.
2.8.2. Factores que afectan la duracion de la dormancia

Malagamba (1997) sefiala que los principales factores que afectan la duracion del

periodo de dormancia son los siguientes:

e Lavariedad. La dormancia del tubérculo puede durar menos de un mes o varios
meses, segun la variedad.

e Condiciones de crecimiento. Las condiciones en las cuales se producen los
tubérculos semillas afectan la duracion del periodo de dormancia. Por ejemplo,
las temperaturas altas, el bajo contenido de humedad y la baja fertilidad de un
suelo durante el crecimiento del tubérculo, aceleran el desarrollo fisiologico y la
reduccion en el periodo de dormancia.

e Temperatura de almacenamiento. Las temperaturas altas durante el
almacenamiento aceleran el proceso de envejecimiento fisioldgico del tubérculo
y por consiguiente reducen el periodo de dormancia.

e Madurez del tubérculo. Los tubérculos inmaduros tienen usualmente un reposo

mas largo de poscosecha que los cosechados ya maduros.
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e Tamafo del tubérculo. El tamafio es un factor que influye en la duracion del
periodo de dormancia. Los tubérculos pequefios tienen un periodo mas
prolongado que los méas grandes. Ademas, los tubérculos pequefios presentan una
pérdida de peso méas acelerado, porque la superficie por unidad de peso es
significativamente mayor. Este efecto de los tubérculos pequefios con relacion a

los méas grandes, es independiente del ambiente de almacenamiento.
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3. HIPOTESIS

El aumento de la concentracion de sacarosa, la adicion de retardantes de crecimiento
y poliaminas en el medio de cultivo asi como la modificacion de las condiciones de

incubacidon induciré la microtuberizacion in vitro de D. sparsiflora
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Desarrollar un método para la induccién de microtubérculos in vitro de Dioscorea
sparsiflora.

4.2. Objetivos especificos
e Evaluar el efecto de las concentraciones de sacarosa, la adicién de retardantes de

crecimiento y/o compuestos ancilares en el medio de cultivo para la obtencion de
microtubérculos de D. sparsiflora.

e Evaluar el efecto del fotoperiodo en la microtuberizacion in vitro de D. sparsiflora.

o Determinar el efecto del paclobutrazol en la eliminacion de dormancia en tubérculos
de D. sparsiflora.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lugar de trabajo

El trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Centro
Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias (CUCBA), de la Universidad de
Guadalajara, ubicada en Nextipac, Zapopan, Jalisco México a 20° 45N y 103° 31°O, con una
altitud de 1650 m.

5.2. Multiplicacion del material vegetal in vitro

Se realiz6 la propagacion in vitro de las accesiones 121, 751 y papa aérea (PA) de
Dioscorea sparsiflora Hemsley, proporcionadas por el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del
Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias (CUCBA), en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 2 mg L™ de cinetina ajustados a un pH 5.8 +
0.5y con 8 g L de agar como agente gelificante en frascos de vidrio con capacidad de 100
mL, cada uno con 25 mL de medio de cultivo. Las plantulas fueron propagadas cortando
segmentos nodales con al menos dos yemas axilares de la planta madre y colocandolos en
los frascos con el medio nuevo. Los frascos fueron incubados bajo un fotoperiodo de 16 h
luz/8 h oscuridad con una intensidad luminica de 2,000 lux (30 pmol m? s1) y una

temperatura de 27 + 2 °C.
5.3. Experimentos para la induccion de microtubérculos in vitro

Se realizaron cuatro experimentos, en donde las variables a evaluar fueron la
concentracion de sacarosa, las condiciones de fotoperiodo, los retardantes de crecimiento
paclobutrazol y cloruro de cloro colina y la concentracion de la poliamina espermina, en las
accesiones 121, 751 y PA.

Los medios de cultivo fueron ajustados a un pH 5.8 + 0.5 y con 8 g L™ de agar como
agente gelificante y se esterilizaron en autoclave a 121 °C y 1.3 kg/cm? de presion durante 15

min.
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El establecimiento de los experimentos se llevé a cabo en una campana de flujo
laminar, en donde se tomaron las plantas madre, previamente propagadas in vitro, y se
separaron en segmentos nodales con dos yemas axilares, los cuales fueron colocados en
frascos de vidrio de alimento infantil con capacidad de 100 mL, cada uno con 25 mL de
medio de cultivo. Después de esto, los frascos fueron sellados y rotulados para ser llevados

a incubacion a una temperatura de 27 + 2 °C.

Las variables de respuesta consideradas para todos los experimentos fueron el nimero
de microtubérculos por planta, asi como el peso y didmetro de los microtubérculos obtenidos.

5.3.1. Sacarosa y fotoperiodo en la obtencion de microtubérculos de la accesion
PA

El disefio experimental empleado fue un bifactorial 3x3 para la evaluacion de tres
concentraciones de sacarosa (30, 60 y 90 g L™?) y tres condiciones de fotoperiodo (8, 10y 12
h de iluminacion), con una intensidad luminica de 2,000 lux. Teniendo como resultado nueve

tratamientos con 18 repeticiones por accesion.

5.3.2. Paclobutrazol y cloruro de cloro colina (CCC) en la obtencién de

microtubérculos de la accesién 751

El disefio experimental seleccionado para este experimento fue un bifactorial 4x4 con
diez repeticiones por tratamiento. Las concentraciones de paclobutrazol utilizadas fueron 0,
0.1, 1y 3 mg L en combinacion con 0, 125, 250 y 500 mg L* de CCC. Todos los
tratamientos fueron adicionados con 6 % de sacarosa y se incubaron bajo un fotoperiodo de

12 h con una intensidad luminica de 2,000 lux.
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5.3.3. Efecto del paclobutrazol en la obtencion de microtubérculos de la accesion
121

Un disefio completamente al azar fue utilizado en este experimento para cada
accesion, donde se probaron 0, 0.1, 1 y 3 mg L de paclobutrazol, dando como resultado
cuatro tratamientos con diez repeticiones, adicionados con 6 % de sacarosa e incubados bajo

un fotoperiodo de 12 h con una intensidad luminica de 2,000 lux.

5.3.4. Efecto de la poliamina espermina en la obtencidén de microtubérculos de

la accesion 121

Se disefi6 un experimento completamente al azar evaluando cuatro concentraciones
de la poliamina espermina (0, 10, 15 y 20 mg L?). Cada tratamiento contd con diez
repeticiones y fueron adicionados con 6 % de sacarosa e incubados bajo un fotoperiodo de

10 h con una intensidad luminica de 2,000 lux.
5.4. Eliminacion de dormancia en tubérculos de D. sparsiflora

Se llevé a cabo un experimento bifactorial 3x4 con 10 repeticiones por tratamiento,
donde se comparé el efecto de tres concentraciones de paclobutrazol (0, 5y 10 mg L?) y
cuatro de 6-benciladenina (0, 2, 4 y 8 mg L) en la eliminacion de dormancia en segmentos
de tubérculos obtenidos en campo de D. sparsiflora. Para el establecimiento del experimento
se tomaron tubérculos de D. sparsiflora, se cortaron en trozos de 2 cm de largo que
presentaban un diametro aproximado de 2 cm y se colocaron en recipientes con capacidad de
300 mL. Dichos trozos fueron sumergidos durante 24 h en 100 mL de tratamiento y pasado
este tiempo se llevaron a incubacion a 28 °C, tomando como variables de respuesta la fecha
de aparicién de los brotes.
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5.5. Adaptacion de plantas y/o induccion de minitubérculos ex vitro de D.

sparsiflora

Se conoce como minitubérculos a los pequefios tubérculos obtenidos en suelo bajo
condiciones ex vitro a partir de plantulas obtenidas in vitro (Olivier et al., 2012). Un ensayo
preliminar fue desarrollado con 20 plantas de la accesién 751 enraizadas en medio MS
adicionado con 1y 3 mg L™ de paclobutrazol y 20 plantas de la misma accesion enraizadas
en medio MS con 2 mg L™ de cinetina. Un mes después de haberse establecido in vitro, las
plantas se rescataron de los frascos y se lavaron con agua corriente para quitar por completo
el medio de cultivo de las raices, después se les aplico el enraizador &cido indol-3-butirico al
1.0 % (RADIX 10000®) y se colocaron en charolas de unicel de 60 cavidades con turba de
musgo. Las charolas se llevaron a un invernadero con intensidad luminica de 12500 lux, una
humedad relativa del 90 % y una temperatura de 30 + 5 °C y se colocaron debajo de una
mesa la cual fue cubierta con plastico. Después de una semana, se retiro el plastico y las

charolas se asperjaron cada tercer dia con 1 g L™ de Captan Ultra® (carboxamida).

Posteriormente se realiz6 un experimento utilizando las accesiones 10, 112, 121, 751
y PA bajo las mismas condiciones que el ensayo preliminar (figura 2), esto con el fin de
evaluar el porcentaje de supervivencia de las plantas, el nimero de minitubérculos por planta,

asi como el peso y didmetro de dichos minitubérculos.
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Figura 2. Charolas colocadas en invernadero con 20 plantas de las accesiones 112, 121, 751

y PA enraizadas en medio MS adicionado con 1y 3 mg L™ de paclobutrazol.
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5.6. Analisis estadistico

Los datos de las variables nUmero de microtubérculos, peso y didmetro, fueron
analizados con base a un anélisis de varianza (ANVA) y en los casos en donde se detectaron
diferencias significativas se realiz6 una comparacion de medias con base en la prueba de

Diferencia Minima Significativa (DMS).

En algunos ensayos al realizar la prueba de normalidad se observo que los datos no
provenian de una distribucion normal, por lo que se procedio a realizar una transformacion,
los datos de las variables peso y didmetro se ajustaron a una distribucion normal mediante el
logaritmo natural y se analizaron con base en el ANVA vy la prueba DMS. Los datos de
namero de microtubérculos no presentaron una distribucién normal, asi que para su andlisis
se utilizo la prueba no paramétrica Kruskal Wallis y en los casos en los que se detectaron

diferencias significativas se realizé una comparacién de medianas de Mood.

Finalmente, los datos de presencia/ausencia se analizaron con base en una regresion

de Poisson.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Experimentos para la induccion de microtubérculos
6.1.1. Sacarosa y fotoperiodo en la obtencion de microtubérculos de la
accesion PA

Los resultados del ANVA mostraron que existen diferencias altamente
significativas en las condiciones de fotoperiodo (P = 0.000) para la obtencion de
microtubérculos (figura 3a) a los 90 d de cultivo in vitro (ver anexo 1). Debido que los
datos no se ajustaron a una distribucion normal (ver anexo 2), se procedio a realizar el
analisis con la prueba no paramétrica Kruskal Wallis la cual coincidio en que existen
diferencias altamente significativas (P = 0.000) en las condiciones de fotoperiodo sobre
el nimero de microtubérculos a los 90 d de cultivo in vitro. Por otro lado la prueba de
medianas de Mood, la cual se basa en el numero de casos mayores a la mediana, muestra
que un fotoperiodo de 10 y 12 h resultaron eficaces en la induccion de microtubérculos
in vitro (figura 3b) de la accesion PA a los 90 d (cuadro 1). Castafieda-Nava (2016)
observo que un fotoperiodo de 8 h present6 los mejores promedios de tuberizacion en la
accesion PA, sin embargo no se reporta su efecto en el peso y didmetro de los
microtubérculos. Por otro lado, en D. rotundata, se ha observado que fotoperiodos de 12
y 16 h favorecen la microtuberizacion y fotoperiodos de 8 y 24 h la disminuyen (Ng,
1988). Lo anterior se debe a que los cambios en el fotoperiodo tienen un efecto muy
marcado en el desarrollo y crecimiento de las especies de Dioscorea, que influyen en el

desarrollo del tubérculo (Marcos et al., 2009).
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Figura 3. Obtencion de microtubérculos in vitro. a) Microtubérculos obtenidos in vitro de
D. sparsiflora. b) Microtubérculo de la accesion PA propagada en 10 h de fotoperiodo y 60
g L de sacarosa. ¢) Microtubérculo de la accesion 751 propagada en medio MS con 3 mg
L de paclobutrazol y 500 mg L™ de CCC. d) Microtubérculo de la accesion 121 propagada
en medio MS con 1 mg L™* de paclobutrazol. €) Microtubérculo de la accesion 121 en medio

MS con 10 mg L* de espermina.
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Cuadro 1. Efecto del fotoperiodo sobre el nimero de microtubérculos de la
accesion PA de Dioscorea sparsiflora a los 90 d de cultivo in vitro.

Mediana del No. de

Fotoperiodo n<= n> microtubérculos
Valor-P 0.000**
8 46 2 Oa
10 38 14 1b
12 36 15 1b

** Altamente significativo (P < 0.01)

Gran mediana= 1.0

n<= Numero de eventos menores a la gran mediana

n> Numero de eventos mayores a la gran mediana

1 Datos con diferente letra son estadisticamente distintas (P < 0.05) con base en la
Prueba de la Mediana de Mood

El analisis de varianza realizado sefial6 la existencia de diferencias significativas (P
= 0.013) entre las concentraciones de sacarosa para la obtencion de ndmero de
microtubérculos in vitro de la accesion PA a los 90 d (ver anexo 1). Debido a que los datos
no pudieron ajustarse a una distribucion normal (ver anexo 2) éstos se analizaron con base
en la prueba no paramétrica Kruskal Wallis, esta coincidié en que existe una diferencia
significativa (P = 0.018) entre las concentraciones de sacarosa. Concentraciones de 60 y 90
g L resultaron eficientes para la obtencion de microtubérculos de la accesion PA a los 90 d
(figura 3b), mientras que una concentracion de 30 g L™ condujo a una reduccidn en el nimero
de microtubérculos (cuadro 2). Altas concentraciones de sacarosa resultan ser eficaces en la
obtencion de microtubérculos, debido a que esta se convierte en almidén durante el desarrollo
de los microtubérculos, el almidon es acumulado, lo que genera a la vez un aumento en el

peso y el diametro (Al-Hussaini et al., 2015).
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Cuadro 2. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre el nimero
de microtubérculos de la accesion PA de D. sparsiflora a los 90 d de

cultivo in vitro.

Mediana del No. de

Sacarosa n<= n> ) X
microtubérculos

Valor-P 0.018*

30gL? 45 5 1.0a

90 gLt 40 10 1.0ab

60gL? 35 16 10 b

* Estadisticamente significativo (P < 0.05)

Gran mediana = 1.0

n<= NUmero de eventos menores a la gran mediana
n> Ndmero de eventos mayores a la gran mediana

En el caso de la variable peso, los datos se ajustaron a una distribucién normal al
utilizar el logaritmo natural, por lo que se analizaron mediante un ANVA y posteriormente a
los resultados de este analisis se les aplicd la inversa, por lo que los resultados que se
presentan a continuacion son los valores reales; los cuales mostraron alta significancia para
fotoperiodo (P = 0.000) y concentracion de sacarosa (P = 0.000), sin embargo también la
interaccidn entre estos dos factores resultaron altamente significativos (P = 0.000). Debido a
esta interaccion se realizé un ANVA simple de los nueve tratamientos, dicho andlisis arrojo
que existe una diferencia altamente significativa (P = 0.000) entre los nueve tratamientos y
la prueba de Diferencia Minima Significativa (DMS) dio como resultado que los tratamientos

que pertenecen al grupo con mayores pesos presentan promedios de 0.77 y 0.85 g (cuadro 3).

Induccion de microtubérculos in vitro y eliminacion de dormancia en Dioscorea sparsiflora Hemsley 25



RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 3. Comparacion multiple de medias para peso de microtubérculos de la accesion PA

de D. sparsiflora.

Sacarosa (g L)

30 60 90
Fotoperiodo (h)
8 0.47 g£1.09a 0.57 g£1.08ab 0.76 g+1.07cd
10 0.67 g+1.09bc 0.85 g+1.05d 0.68 g+1.06bc
12 0.59 g+1.06b 0.77 g+1.05¢d 0.79 g+1.06cd

Prueba de Diferencia Minima Significativa (DMS) (P <0.05).

+ Desviacion estandar

Los datos de la variable didmetro también se pudieron ajustar a una distribucion
normal, por lo que se analizaron mediante un ANVA,; el analisis mostr6 que existen
diferencias altamente significativas (P = 0.000) entre las concentraciones de sacarosa, al
presentar mayores promedios con 60 y 90 mg L™ (cuadro 4). Cambios en la concentracion
de sacarosa, dependiendo de la especie, puede 0 no tener un efecto importante en la
microtuberizacion (Ovono et al., 2007). Uchendu et al., (2016) reportan que concentraciones
altas favorecen la tuberizacion, asi como la obtencién de microtubérculos con un mayor peso
en D. rotundata. Ademas, Li et al., (2014) encontraron que, concentraciones superiores a 60
g L't inhibe la tasa de tuberizacion en D. opposita, y sefialan esta concentracion como optima
para la obtencion de mejores pardmetros de tuberizacion (numero de microtubérculos, peso
y diametro). Observaciones similares se han reportado para papa, ya que altas
concentraciones de sacarosa en el medio de cultivo han resultado favorable en la induccion
de microtubérculos y en el aumento del didmetro y el peso de éstos (Xu et al., 1998; Islam et
al., 2017).
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Cuadro 4. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre el diametro de los
microtubérculos de la accesion PA de D. sparsiflora

Sacarosa (g L) Diametro (mm)
Valor-P 0.000**
30 2.02+1.08ai
60 2.21+1.13b
90 2.25£1.03 b

** Altamente significativo (P < 0.01)

1 Datos con diferente letra son estadisticamente distintas (P < 0.05) con
base en la Prueba de Diferencia Minima Significativa (DMS)

+ Desviacion estandar

6.1.2. Paclobutrazol y cloruro de cloro colina (CCC) en la obtencién de
microtubérculos de la accesion 751

La prueba de ANVA arrojé la existencia de diferencias altamente significativas
(P = 0.000) entre las concentraciones de paclobutrazol y significativas (P = 0.039) entre
las concentraciones de CCC en la obtencion de microtubérculos de la accesion 751 a los
120 d de cultivo in vitro (ver anexo 3). Debido a que los datos no se ajustaron a una
distribucion normal (ver anexo 4) se realizd el anélisis con base en la prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis la cual mostr6 que existe una diferencia altamente
significativa (P = 0.000) entre las concentraciones de paclobutrazol y entre las
concentraciones de CCC (P = 0.009). Una concentracion de 1 mg L™ de paclobutrazol
resulto eficiente para la obtencién de un mayor nimero de microtubérculos de la accesion
751 alos 120 d (cuadro 5).
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Cuadro 5. Efecto de la concentracion de paclobutrazol sobre el
namero de microtubérculos de la accesion 751 de D. sparsiflora a
los 120 d de cultivo in vitro.

Mediana del No. de

Paclobutrazol n<= n> . )
microtubérculos
Valor-P 0.000**
0.1mgL? 32 8 Oa
Omg L™ 34 6 Oa
3mgL? 28 12 Oa
1mglL? 13 27 2 bi

** Altamente significativo (P < 0.01)

Gran mediana=0

n<= NUmero de eventos menores a la gran mediana

n> Numero de eventos mayores a la gran mediana

1 Datos con diferente letra son estadisticamente distintas (P < 0.05) con base
en la Prueba de la Mediana de Mood

Los retardantes de crecimiento también han resultado eficientes en la induccién de
microtubérculos in vitro de varios genotipos de papa (Harvey et al., 1991). Simko (1994)
reporta que, el paclobutrazol en concentraciones menores a 10 mg L acelera la formacion
de microtubérculos de papa (cv. Rema) y menciona que concentraciones mayores
disminuyen el nimero de éstos. El autor sefiala que la inhibicion de la biosintesis de
giberelina provocada por el paclobutrazol es lo que conduce a la aceleracion de la
microtuberizacién. El didmetro de los microtubérculos obtenidos también se vio influenciado
por la concentracién de paclobutrazol; los datos se ajustaron a una distribucién normal
mediante la utilizacion del logaritmo natural, permitiendo asi su andlisis mediante un ANVA,
dicho analisis mostré que existen diferencias significativas (P = 0.011) y la prueba DMS
arrojo que una concentracion de 3 mg L™ fue la que permitié la obtencién de microtubérculos

con mayor diametro (cuadro 6) (figura 3c).
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Cuadro 6. Efecto de la concentracion de paclobutrazol sobre el diametro de los
microtubérculos de la accesion 751 de D. sparsiflora a los 120 d de cultivo in

vitro.
Paclobutrazol Diametro (mm)
ANVA 0.010*
0.1mgL? 1.1+1.3a
1mgL? 1.1+1.4a
Omg L™ 1.2+1.1ab
3mgL? 1.6+1.3 b

* Estadisticamente significativo (P < 0.05)

1 Datos con diferente letra son estadisticamente distintas (P < 0.05) con
base en la Prueba de Diferencia Minima Significativa (DMS)

+ Desviacion estandar

Concentraciones de 125 y 500 mg L de CCC fueron los mejores para la obtencion
de microtubérculos de la accesion 751 a los 120 d (figura 4). Zakaria et al., (2008) mencionan
que una concentracion de 500 mg L redujo el tiempo de tuberizacion e incrementé el
numero de microtubérculos de papa, sin embargo en este estudio se encontrd que tanto 500
como 250 mg L tienen un efecto estadisticamente similar en la microtuberizacion de D.

sparsiflora (figura 3c).

Induccion de microtubérculos in vitro y eliminacion de dormancia en Dioscorea sparsiflora Hemsley 29



RESULTADOS Y DISCUSION

Gréfica de caja y bigotes
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Figura 4. Gréfica del efecto de la concentracion de cloruro de cloro colina (CCC) sobre el

ndmero de microtubérculos de la accesion 751 a los 120 d de cultivo in vitro.

Ademas de la produccion de microtubérculos, concentraciones de 1y 3 mg L™ de
paclobutrazol ayudaron al desarrollo de platas vigorosas con una gran cantidad de raiz en

plantas de la accesion 751 de D. sparsiflora (figura 5).

Induccion de microtubérculos in vitro y eliminacion de dormancia en Dioscorea sparsiflora Hemsley 30



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 5. Desarrollo de raiz vigorosa en plantas de la accesién 751 de D. sparsiflora a los
30 d de cultivo in vitro. a) Desarrollo de raiz en medio MS con 1 mg L™ de paclobutrazol. b)
Desarrollo de raiz en medio MS con 3 mg L™ de paclobutrazol.

6.1.3. Efecto del paclobutrazol en la obtencion de microtubérculos de la
accesion 121

El analisis de varianza dio como resultado que existe una diferencia significativa
(P = 0.010) entre las concentraciones de paclobutrazol para la obtencion de
microtubérculos de la accesiéon 121 a los 120 d (ver anexo 5). Dado que los datos no
fueron normales (ver anexo 6), el andlisis se llevo a cabo con la prueba no paramétrica
Kruskal Wallis, esta coincidié en que existen diferencias significativas (P = 0.017) entre
las concentraciones de paclobutrazol para el nimero de microtubérculos. Un mayor
nimero de microtubérculos se obtuvo con 1 mg L de paclobutrazol (cuadro 7) (figura
3d). Harvey et al., (1992) reportan que una concentracion de 3 mg L™ de paclobutrazol
aumenta el porcentaje de tuberizacion en papa a las 8 semanas de incubacion, los autores
le atribuyen la inhibicion de la iniciacion de la formacion de microtubérculos al aumento

de los niveles enddgenos de giberelinas.
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Cuadro 7. Efecto de la concentracion de paclobutrazol sobre el
namero de microtubérculos de la accesion 121 de D. sparsiflora a
los 120 d de cultivo in vitro.

Paclobutrazol n<= n> Mediana
Valor-P 0.017*
3mglL* 7 3 la
OmgL? 8 2 1.5a

0.1mglL? 9 1 2.5a
1mgL? 3 7 55 bi

*Estadisticamente significativo (P < 0.05)

Gran mediana = 3

n<= Numero de eventos menores a la gran mediana

n> Numero de eventos mayores a la gran mediana

1 En las columnas, datos que presentan diferente letra son estadisticamente
distintas (P < 0.05) con base a la Prueba de la Mediana de Mood

6.1.4. Efecto de Ila poliamina espermina en la obtencion de
microtubérculos de la accesion 121

La prueba Kruskal Wallis mostr6 que existen diferencias significativas entre las

concentraciones de espermina (P = 0.042); se observd un mayor numero de

microtubérculos con 10 y 15 mg L (figura 3e) a los 120 d de cultivo in vitro de la

accesion 121 de D. sparsiflora (figura 6), esto se debe a que las poliaminas putrescina,

espermina y espermidina se consideran como reguladores de crecimiento vegetal puesto

que participan en los procesos fisiolégicos de las plantas (Podwyszynska et al., 2012).
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Figura 6. Gréfica del efecto de la concentracidn de la poliamina espermina sobre el nimero

de microtubérculos de la accesion 121 a los 120 d de cultivo in vitro.

Ovono et al., (2010b) mencionan que la utilizacion de poliaminas en el medio de
cultivo favorece la formacion de microtubérculos en el complejo Dioscorea cayenensis—
Dioscorea rotundata y reporta que en presencia de 20 mg L™ de espermina la aparicion de
los microtubérculos se acelera, al mostrar de un 20 a un 50 % de las plantas con presencia de
microtubérculos después de los 14 d, sin embargo, los autores manifiestan que la
disminucion en el tiempo de microtuberizacion no estd directamente relacionada con las

concentraciones de poliaminas ya gue solo se relaciona con la induccién de microtubérculos.
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6.2. Eliminacion de dormancia en tubérculos de D. sparsiflora

Debido a que la toma de datos se llevé a cabo tomando en cuenta la presencia o
ausencia de brotes en trozos de tubérculos de D. sparsiflora en estado de dormancia, estos se
analizaron con una regresion de Poisson, la cual arrojo que existe una relacion
estadisticamente significativa (P = 0.035) entre la concentracion de paclobutrazol y la

incidencia de brotes.

Una concentracion de 10 mg L de paclobutrazol permiti6 la brotacion de tubérculos
de D. sparsiflora a partir de los 30 d de incubacion a 28 °C alcanzando mas de un 50 % de
los trozos con brotes a los 90 d (figura 7) mientras estos se encontraban en estado de
dormancia (figura 8), sin embargo la citocinina 6-benciladenina no tuvo un efecto
significativo sobre la brotacidn de los trozos de tubérculos de D. sparsiflora. Shiwachi et al.,
(2003) mencionan que los retardantes de crecimiento uniconazol-P y prohexadione-calcium
reducen el periodo de dormancia en tubérculos de D. rotundata y D. alata a partir de los 21
d debido a que tienen efecto inhibitorio en la biosintesis de giberelinas en tubérculos de
Dioscorea; contrario a esto, se ha observado que la aplicacidn exdgena de giberelinas ayuda
a la ruptura de la dormancia en tubérculos de papa a causa de que generan un ligero aumento

en la concentracion de glucosa (Alexopoulos et al., 2007).
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Figura 7. Gréfica del modelo ajustado para la incidencia de brotes de tubérculos de D.

sparsiflora en estado de dormancia por paclobutrazol a los 90 d de incubacion.

2000 ym,

Figura 8. Eliminacion de dormancia en tubérculos de D. sparsiflora con con 10 mg L de

paclobutrazol. a) Brote a los 30 d de incubacion. b) Brote a los 60 d de incubacion.
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6.3. Adaptacion de plantas y/o induccion de minitubérculos ex vitro de D.
sparsiflora
Mientras se realizaban experimentos para la induccion de microtubérculos in vitro
con paclobutrazol, se observo que éste en concentraciones de 1 y 3 mg L™ logré que las
plantas desarrollaran una gran cantidad de raiz en comparacion con las plantas propagadas
en medio con 2 mg L™ de cinetina, lo que llevo a suponer que ésta caracteristica ayudaria a
una adaptacion a condiciones ex vitro eficaz de plantas de D. sparsiflora. Se ha observado
que el placlobutrazol aumenta el diametro de las raices en plantas de Chrysanthemum cv.
Lillian Hoek (Burrows et al., 1992) y promueve el desarrollo masivo de yemas adventicias

en Aechmea fasciata (Ziv et al., 1986).

En un ensayo preliminar se encontr6 que las plantas propagadas en medio con 1y 3
mg L de paclobutrazol después de dos semanas de establecimiento en invernadero,
mostraron una supervivencia del 100 %, mientras que las plantas propagadas en medio con
2 mg L de cinetina no sobrevivieron al cambio de un ambiente in vitro a uno ex vitro. A los
60 d de haber pasado las plantas a invernadero las que sobrevivieron comenzaron a
desarrollar minitubérculos, los cuales, 60 d después de su aparicion ya se encontraban en
condiciones de ser cosechados (el proceso completo tomo6 en total 120 d). Las plantas
desarrollaron en promedio cinco minitubérculos por planta, con un peso promedio de 0.7 g
(figura 9).

En el experimiento donde se utilizaron las accesiones 10, 112, 121, 751 y PA se
observé una supervivencia en la adaptacion a condiciones ex vitro del 100 % en las plantas
propagadas en medio MS adicionado con 1y 3 mg L™ y de un 40 % en las plantas propagadas
en medio MS adicionado con 2 mg L™ de cinetina y solo en las plantas tratadas con
paclobutrazol se presentd desarrollo de minitubérculos a los 60 d. Se ha observado que la
utilizacién de paclobutrazol incrementa la acumulacion de almidon en bulbos de lirio (Lilium
Oriental ‘Sorbonne’) (Zheng et al., 2012) y en tubéerculos de papa (Tekalign y Hammes,
2005) en condiciones ex vitro, pero, a diferencia de este estudio, la forma de aplicacion del

paclobutrazol se llevé a cabo mediante aplicacion foliar o directamente sobre el suelo.
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El aumento de la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo, la adicion de retardantes
de crecimiento (como el paclobutrazol o el cloruro de cloro colina (CCC)), la poliamina
espermina y el aumento del fotoperiodo durante la incubacion de los medios de cultivo,
resultd eficiente para la obtencion de microtubérculos de Dioscorea sparsiflora; la
produccion en masa de microtubérculos impulsaréa el cultivo a gran escala de esta especie de

importancia econdmica y alimenticia en el estado de Jalisco, México.

Figura 9. Obtencién de minitubérculos ex vitro. a) y b) Plantas con minitubérculos de la
accesion 751 de D. sparsiflora propagadas previamente en medio MS adicionado con 1 mg
L de paclobutrazol y adaptada a condiciones de invernadero. ¢) Minitubérculo proveniente
de plantas de la accesion 751 de D. sparsiflora propagadas previamente en medio MS
adicionado con 1 mg L de paclobutrazol y adaptada a condiciones de invernadero.
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7. CONCLUSIONES

e Fotoperiodos de 10 y 12 h resultaron favorables para la obtencion de microtubérculos

de la accesion PA de D. sparsiflora a los 90 d de cultivo in vitro.

e La adicion de 60 g L de sacarosa al medio de cultivo ayuda a la obtencién de
microtubérculos in vitro de D. sparsiflora y esta concentracién en combinacién con
un fotoperiodo de 10 h ayuda a que los microtubérculos obtenidos tengan un mayor

peso.

e El paclobutrazol a una concentracion de 1 mg L ayudé a la obtencion de
microtubérculos in vitro de la accesion 751 de D. sparsiflora.

e Mas de cinco microtubérculos se obtuvieron in vitro de la accesion 121 de D.

sparsiflora con 1 mg L de paclobutrazol.

e La poliamina espermina en concentraciones de 10 y 15 mg L induce la formacidn

de microtubérculos de la accesion 121 de D. sparsiflora a los 120 d de cultivo in vitro.

e Una concentracion de 10 mg L de paclobutrazol estimula la brotacion de tubérculos

en estado de dormancia de D. sparsiflora.
e Propagar plantas de D. sparsiflora en medio MS adicionado con 1y 3 mg L de

paclobutrazol por un mes ayuda a una eficiente adaptacién a condiciones de

invernadero y estimula una alta produccion de minitubérculos.
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ANEXOS

ANEXQOS

Anexo 1
Analisis de varianza para numero de microtubérculos de la accesion PA de Dioscorea
sparsiflora con tres condiciones de fotoperiodo y tres concentraciones de sacarosa a los 90 d

de cultivo in vitro.

Analisis de Varianza para Microtubérculos - Suma de Cuadrados Tipo 11

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Efectos principales
A:Fotoperiodo 11.3953 2 5.69766 8.35 0.0004
B:Sacarosa 6.02073 2 3.01037 441 0.0138
Interacciones
AB 5.04421 4 1.26105 1.85 0.1228
Residuos 96.8457 142 0.682012
Total (corregido) 119.881 150

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para Microtubérculos por Fotoperiodo

Fotoperiodo Casos MedialLS SigmalLS Grupos Homogéneos

8 48 0.51585 0.119355 X
10 52 1.0098  0.114565 X
12 51 1.17007 0.115775 X

Método: 95.0 porcentaje LSD
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Pruebas de Multiple Rangos para Microtubérculos por Sacarosa

Sacarosa Casos MedialLS SigmaLS Grupos Homogéneos

3 50 0.634804 0.116839 X
9 50 0.942402  0.116839 XX
6 o1 1.11852 0.116068 X

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Anexo 2

Prueba de normalidad para nimero de microtubérculos de la accesién PA de Dioscorea
sparsiflora con tres condiciones de fotoperiodo y tres concentraciones de sacarosa a los 90 d

de cultivo in vitro.

Pruebas de Normalidad para Micotubérculos

Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.810391 0.0

Debido a que el valor-P méas pequefio de las pruebas realizadas es menor a 0.05, se puede
rechazar la idea de que Micotubérculos proviene de una distribucion normal con 95% de
confianza.
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ANEXOS

Anexo 3

Anadlisis de varianza para numero de microtubérculos de la accesion 751 de D. sparsiflora
con cuatro concentraciones de cloruro de cloro colina (CCC) y cuatro concentraciones de
paclobutrazol a los 120 d de cultivo in vitro.

Analisis de Varianza para Microtubérculos - Suma de Cuadrados Tipo 11

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Efectos principales
A:CCC 13.8688 3 4.62292 2.85 0.0398
B:Paclobutrazol 120.769 3 40.2563 24.78 0.0000
Interacciones
AB 16.6563 9 1.85069 1.14 0.3390
Residuos 233.9 144 1.62431
Total (corregido) 385.194 159

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para Microtubérculos por CCC

CCC Casos MedialLS SigmalLS Grupos Homogéneos

0 40 0.5 0.201513 X

250 40 0.725 0.201513 XX
500 40 1.125 0.201513 X
125 40 1.225 0.201513 X

Método: 95.0 porcentaje LSD

Pruebas de Multiple Rangos para Microtubérculos por Paclobutrazol

Paclobutrazol Casos Media LS Sigma LS Grupos’
Homogeneos

0.1 40 0.275 0.201513 X

0 40 0.275 0.201513 X

3 40 0.65 0.201513 X

1 40 2.375 0.201513 X

Método: 95.0 porcentaje LSD
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ANEXOS

Anexo 4
Prueba de normalidad para niumero de microtubérculos de la accesion 751 de D. sparsiflora
con cuatro concentraciones de cloruro de cloro colina (CCC) y cuatro concentraciones de

paclobutrazol a los 120 d de cultivo in vitro.

Pruebas de Normalidad para Microtubérculos

Prueba Estadistico Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk  0.643629 0.0

Debido a que el valor-P més pequefio de las pruebas realizadas es menor a 0.05, se puede
rechazar la idea de que Microtubérculos 120 proviene de una distribucion normal con 95%
de confianza.

Anexo 5

Anadlisis de varianza para numero de microtubérculos de la accesion 121 de D. sparsiflora

con cuatro concentraciones de paclobutrazol a los 120 d de cultivo in vitro.

ANVA para Microtubérculos por Paclobutrazol

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados G Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 64.475 3 21.4917 4.33 0.0104

Intra grupos 178.5 36 4.95833

Total (Corr.) 242975 39

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Pruebas de Multiple Rangos para Microtubérculos por Paclobutrazol

Paclobutrazol Casos Media Grupos Homogéneos
3 10 2.1 X

0 10 22 X

0.1 10 26 X

1 10 5.2 X

Método: 95.0 porcentaje LSD

Anexo 6

Pruebas de Normalidad para Microtubérculos

Prueba Estadistico Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk  0.913232 0.0049379

Debido a que el valor-P méas pequefio de las pruebas realizadas es menor a 0.05, se puede
rechazar la idea de que Microtubérculos proviene de una distribucion normal con 95% de
confianza.
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