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Resumen

El sector de la energia se ha posicionado como un area de prioridad ya que su
consumo esta fuertemente unido al progreso econdémico de todos los paises. Sin
embargo, el rapido incremento en su costo y el reconocimiento de la condicidn
finita de las reservas de los combustibles fésiles, ha hecho que aumente el interés
mundial en los recursos de energia renovable. En este sentido, las propiedades de
Jatropha curcas L. la han destacado, ya que se adapta muy bien a areas
marginales semiaridas, es resistente a la sequia, vive en suelos pobres en
nutrientes, no compite por suelos que presenten mejores oportunidades de uso y
su aceite puede ser procesado para su uso como sustituto del diesel (biodiesel). El
Cultivo de Tejidos Vegetales es una herramienta biotecnolégica que permite el
cultivo y manipulacion de células, tejidos y érganos vegetales de los cuales se
pueden regenerar plantas completas. Esta herramienta genera ventajas como la
clonacion, conservacion, mejoramiento genético y produccion de compuestos
vegetales. El Cultivo de Tejidos Vegetales brinda la posibilidad de una
propagacion masiva de la planta deseada, con caracteristicas previamente
seleccionadas, en un tiempo reducido y libres de patdégenos, ventajas que
determinan su aplicacion exitosa para la produccion de biodiesel a partir del
aceite extraido de las semillas de Jatropha curcas L. En el presente trabajo se
realizd mediante Cultivo de Tejidos Vegetales la induccién de las vias
morfogenéticas de organogénesis y embriogénesis somatica. Se probaron
diferentes medios de cultivo y diferentes explantes de los cuales el mejor medio
de cultivo fue el JO-3 compuesto por sales MS adicionado con vitaminas R2 y BA
(6-bencilaminopurina)como regulador de crecimiento (Cuadro 1). En el medio
JO-3 el explante que mostrd los mejores resultados fue el de la regién basal de
hoja de 1 cm?, ya que la proliferacion de callo y de brotes fue mayor, ademas la
regeneracion de plantas fue a partir de estos brotes. La via morfogenética que
presentd mejores resultados fue la organogénesis.



Introduccion

| sector de la energia a partir de combustible fésil constituye un area de
E prioridad para todas las naciones, pues es un hecho que su consumo ha

estado unido al progreso econdmico, politico y social de la humanidad. Sin
embargo, el rdpido incremento en su costo y el reconocimiento de la condicidn
finita de las reservas de los combustibles fésiles, ha hecho que aumente
grandemente el interés mundial en los recursos de energia renovable (Toral et al.,
2008). Esto ha influido en las tendencias de la biotecnologia vegetal, resultando
en intentos de usar células y tejidos vegetales para el mejoramiento y rapida
propagacion de plantas productoras de aceite con posibiidad de aplicacién
para combustibles (Totik Sri Mariani, 2006).

La especie Jatropha curcas L. es miembro de la familia Euphorbiaceae, crece en
climas tropicales y semitropicales, en altitudes que van desde 5 a 1000 msnm, se
desarrolla en suelos pobres y arenosos. Se considera que su centro de origen es
México y Centroamérica. Se distribuye en la Republica Mexicana a lo largo de la
vertiente del Golfo, vertiente del Pacifico y en la Peninsula de Yucatan (Schmook
y Sdnchez, 2000).

En algunas localidades de México se conoce como “piiidn” o “pifioncillo”. La
semilla contiene un importante contenido de proteina (25-30%) y grasa (55-60%).
Esta planta es considerada toéxica pues se ha encontrado en la semilla la
presencia de ésteres de forbol (Herrera et al., 2001).

J. curcas es una especie que potencialmente constitue una fuente de energia
alternativa. Semillas con cascara contienen de 55 a 60% de aceite que puede ser
usado para la elaboracion de biodiesel a través de un proceso quimico llamado
transesterificacion y aplicarse en motores para diesel (Ismidianty y Rachmi, 2010).

Varias especies vegetales pueden ser procesadas para proporcionar un sustituto
al combustible diesel, J. curcas es una de ellas, y posee propiedades que le
confieren ventajas sobre otros cultivos:

+ Es altamente resistente a la sequia.

* No desplaza otros cultivos importantes para la alimentacién humana.

* No compite por tierras que presentan mejores oportunidades para otros
usos (Toral et al., 2008).

La propagacion de J. curcas L. de manera tradicional se realiza mediante
esquejes, este método tiene algunas limitaciones en cuanto a las condiciones
necesarias para una plantaciéon, ya que, sélo funciona en suelos fértiles y con
suministro de agua permanente (Franken y Nielsen, 2009). El Cultivo de Tejidos
Vegetales (CTV) ofrece ventajas ante los métodos tradicionales de propagacion,
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una de las mas destacables es la de regenerar plantas completas a partir de
explantes, los cuales son fragmentos de tejido de cualquier planta viva. Esta
ventaja tiene aplicaciones en la propagacion masiva de plantas destinadas a
diferentes fines (Dutta e Ibaraki, 2008).

El CTV es una herramienta biotecnoldégica que comprende el establecimiento,
mantenimiento y desarrollo de cultivos de células vegetales, tejidos y 6rganos
bajo condiciones artificiales de ambiente, de nutricibn y de asepsia (Ismidianty y
Rachmi, 2010). El CTV esta formado a su vez de multiples técnicas mediante las
cuales se puede ejercer un control relativo sobre los procesos morfogenéticos,
fisiolégicos y bioguimicos del tejido en estudio (Abdelnour-Esquivel y Escalant,
1994).

En el presente trabajo se buscd determinar la ruta morfogenética mas eficiente
para la propagacion in vitro de Jatropha curcas L. mediante la experimentacion
con diferentes medios de cultivo y explantes. Los resultados obtenidos buscan
aportar la informacién necesaria para ser utilizado como referencia en trabajos
posteriores con la especie J. curcas, especialmente en México, ya que se trabajo
con una variedad mexicana.
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1.1 Aspectos generales de Jatropha curcas L.

| Clase:
Magnoliopsida

Orden:
Geraniales

Familia:

-

Euphorbiaceae

-’

7~

Género:
Jatropha

~

Especie:
— Jatropha
curcas L.

.

J

Figura 1. Clasificacion

taxonémica de Jatropha

1.1.1 Clasificacion taxondmica

El género Jatropha L. pertenece al Reino Plantae, Subreino
Tracheobionta, Division Magnoliophyta, Clase Magnoliopsida,
Subclase Rosidae, Orden Geraniales, Familia Euphorbiaceae,
Subfamilia Crotonoideae, y fue determinado por Linneo
incluyendo en él siete especies, dos de ellas hoy incluidas en
el Género Cnidoscolus, una especie posteriormente
segregada como tipo del género Manihot y otra especie hoy
referida al género Aleurites; mientras que las tres especies
linneanas restantes aun forman parte del género Jatropha: J.
gossypifolia, J. multifida y J. curcas (Toral et al., 2008)(Figura 1).

1.1.2 Descripcion botanica

J. curcas es un arbusto o pequefio arbol. Crece silvestre y en
semicultivo. La especie fructifica hasta dos veces por afio
asociada a la temporada de lluvias. En la época de secas
pierde sus hojas. Sus requerimientos en cuando a los suelos son
minimas por lo que puede vivir en suelos pobres y pedregosos
(Schmook & Sanchez, 2000). En su fase adulta mide hasta 5 m
de altura. La planta es monoica y posee flores unisexuales. La
polinizacidn es por insectos (Garg et al., 2011).

curcas L. (Toral et al., 2008).



ANTECEDENTES

Jatropha curcas L. presenta las siguientes
caracteristicas morfolégicas (Toral et al.,
2008):

Copa
Ancha e irregular, con fuste ramificado a
poca altura.

Tallo
Es un cilindro verde, robusto, que produce
ramas con savia lactea o rojiza viscosa.

Raiz

Generalmente se forman cinco raices en
los arbolilos, una central y cuatro
periféricas.

Corteza

De color verde amarillenta, palida y casi
lisa, delgada como el papel. Corteza
interna blanca con rayas rojas. Exuda una
savia de sabor astringente.

Hojas
Simples, con peciolos largos. Son hojas
anchamente ovadas, abiertamente

cordadas en Ila base <con cinco
nervaduras; lamina acorazonada, de 7-32
cm de diametro, con tres a cinco l6bulos,
de margen entero, acuminados, pocCoO
profundos y grandes. El haz es verde; el
envés verde claro, glabro o con tricomas
finos (Figura 2). Filotaxis espiral (Figura 3).

Flores

Ubicadas en inflorescencias que se forman
en las axilas de las hojas. Cada flor
presenta diez estambres en el androceo,
en dos espirales distintas de cinco cada
uno. En el gineceo, tres estilos delgados y
el estigma bifurcado. Son verdoso-amarillas
y pubescentes. Los pétalos son de 6-7 mm
de largo.

Figura 2. Hojas simples y en forma de corazén
de Jatropha curcas L.

Figura 4. Semillas escarificadas de Jatropha
curcas L.

Figura 5. Fruto drupaceo con semillas de
Jatrobha curcas L.



ANTECEDENTES

Semillas
Dos a tres por fruto, oblongo elipsoidales, de aproximadamente 2 cm de largoy 1
cm de ancho, palidas, con lineas negras (Figura 4).

Frutos

Drupaceo y ovoides. Después de la polinizacién, se forma una fruta trilocular de
forma elipsoidal y lisas. Los frutos son inicialmente verdes, pero cambian a
amarillentas y posteriormente a café oscuro o negro. Las capsulas de los frutos son
de 2.5 a 4 cm de largo por 2 cm de ancho. Al inicio las capsulas son carnosas,
pero dehiscentes cuando secas. Cada inflorescencia da un manojo de
aproximadamente 10 frutos o mas. El desarrollo del fruto necesita alrededor de 90
dias desde la floracién hasta que madura la semilla (Figura 5).

1.1.3 Origen y distribucion (en México y el mundo)

Se considera que su centro de origen es México y Centroameérica. La distribucion
de la especie se localiza en la Republica Mexicana a lo largo de la vertiente del
Golfo, vertiente del Pacifico y en la Peninsula de Yucatan (Schmook & Sanchez,
2000), en los estados de Sonora, Sinaloa, Quintana Roo, Chiapas, Yucatan,
Tamaulipas, Puebla, Hidalgo, Veracruz y Morelos (Herrera et al., 2001) (Figura 6).

GOLFO DE MEXICO

OCEANO PACIFICO

REPUBLICA MEXICANA

Figura 6. Distribucion de Jatropha curcas L. en México (Herrera et al., 2001)
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ANTECEDENTES

Diversos autores coinciden en que su centro de origen es México y
Centroamérica debido a investigaciones hechas a partir de herbarios localizados
en diferentes paises en donde se encontraron una mayor cantidad de ejemplares
provenientes de México y diversos paises de Centroamérica como Belice, Costa
Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua y Panama. Varios de los
ejemplares también provenian del Caribe y en menor cantidad de Sudamérica
(Heller, 1996).En la Figura 7 se muestra la distribucion mundial de la especie J.
curcas y su centro de origen.

Desde el Caribe, Jatropha curcas fue distribuida posiblemente por
marineros portugueses a través de las Islas Cabo Verde y lo que hoy es Guinea
Bissau hacia otras naciones de Africa y Asia. Actualmente es cultivada en la
mayoria de los paises tropicales y subtropicales (Garg et al., 2011).

Se han encontrado documentos en los que se menciona que el pifidn ya se
conocia antes del afio 1810 en Cabo Verde y que su exportacion comenzd en
1836 (Heller, 1996).

G

Digj?

Centro de
origen

Figura 7. Distribucion geografica mundial y Centro de origen de Jatropha curcas L. (Heller, 1996)
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ANTECEDENTES

J. curcas es una planta que pierde sus hojas en época de secas. Esta adaptada a
condiciones aridas y semiaridas (Heller, 1996), Miunch (1986) reporté que el
“piAdn” pudo soportar afos sin lluvia en Cabo Verde. Sin embargo, también
crece exitosamente con altas precipitaciones (Heller, 1996).

Crece en climas tropicales y semitropicales (Schmook y Sanchez, 2000).La
mayoria de las especies del género Jatropha se encuentran en areas secas
estacionales como pastizales de sabana o matorral espinoso (Heller, 1996).

La distribucion actual del “piAidn” muestra que la introduccién ha sido mas
exitosa en regiones secas en los trépicos, con una precipitacion media anual de
entre 300 y 1000 mm.

El “piAdn” se encuentra principalmente en altitudes que van desde 5 a
1000 msnm (Herrera et al., 2001). Las areas en donde han sido recolectados los
ejemplares muestran temperaturas medias anuales por encima de los 20°C y
hasta los 28°C (Heller, 1996).

Crece en suelos bien drenados, con una buena aireacidn y esta bien
adaptada a suelos pobres con un bajo contenido de nutrientes, suelos
pedregosos, incluso puede vivir en cursos de arroyos secos y en laderas secas
donde se propagan mediante semilla. En suelos gruesos o pesados la formacion
de raices es reducida (Heller, 1996).

J. curcas es extensamente cultivada en los tropicos como cerco vivo, debido a
que es faciimente propagada con este propdsito por esquejes y porque la
especie no es consumida por el ganado, esto se puede encontrar en El Salvador,
Guinea, Mali, Burkina Faso, México, entre otros (Pramanik, 2003).

En México se utlliza ademas de manera medicinal en afecciones de la piel y
dolor, por lo que se consume como infusion. Ademas se reporta el consumo hojas
jovenes y las semillas tostadas, sirven como alimento en la region de Papantla,
Veracruz (Herrera et-al, 2001).

En Cabo Verde el “pifibn” fue plantado en zonas aridas para el control de
la erosidon del suelo y su madera llegé a utilizarse como material inflamable. En
Madagascar es usada como planta soporte para la vainilla. En Nepal se ha
utilizado en forma de biomasa fresca como abono en cultivos de arroz en los que
ha aumentado el rendimiento en un 11%(Bahadur et-al, 2013).

En algunas regiones de Brasil se planta el pifidon alrededor de las casa para
protegerlas ante desgracias. En Usambara se utliza para determinar la
culpabilidad o la inocencia de algun acusado mediante la ingesta obligada del
veneno del “pifién”, si el acusado vomita el veneno esto indica que es inocente, y
si muere indica que era culpable (Pramanik, 2003).

Los extractos de cualquier parte del piAidn muestran propiedades
insecticidas, aunque se siguen haciendo pruebas antes de usarse para
proteccion de cultivos (Pramanik, 2003).

Se fabrican jabones de manera tradicional utilizando el aceite de las
semillas (Bahadur et-al, 2013).

12



ANTECEDENTES

Preparaciones de la planta completa, incluyendo semillas, hojas y corteza, de
manera fresca o cocida, son usadas en la medicina tradicional y con propositos
veterinarios. El aceite tiene una fuerte accibn como purgante y es usado
ampliamente para enfermedades de la piel y para mitigar el dolor como el
causado por el reumatismo.La coccidn de las hojas se usa contra la tos y como
un antiséptico después del parto. En Nigeria las ramas se usan para masticarlas
como un chicle (Bahadur et-al, 2013).

La savia del tallo se utiliza para detener el sangrado de heridas. Nath y
Dutta (1992) demostraron que la sanacion de las heridas se debe a la curcaina,
una enzima proteolitica aislada del latex. Kone-Bamba et al. (1987) demostraron
los efectos coagulantes en el plasma sanguineo.

Henning (1996) reportd el uso del aceite de J. curcas en motores en Segou, Mali
durante la Segunda Guerra Mundial.

En Mali se ha demostrado que el aceite de Jatropha curcas L. es
competitivo con el diesel importado, especialmente en areas remotas donde el
combustible no esta disponible.

Puede utilizarse una mezcla de aceite vegetal (80%), petréleo (14%) y
alcohol (6%) que puede utilizarse en todos los motores diesel, pero tendria sus
limitaciones en areas rurales debido a la falta de disposiciéon de petréleo y alcohol
(Heller, 1996).

1.2 Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV)

El CTV es conocido también como propagacion in vitro (del latin en vidrio)
y se le nombra de esta manera porque se cultiva en recipientes de vidrio o
plastico transparentes. La técnica consiste en cultivar fragmentos de tejidos
vegetales con potencial de diferenciacion en un medio de cultivo sintético
provisto de un balance de nutrientes y hormonas (Abdelnour-Esquivel y Escalant,
1994) bajo condiciones asépticas controladas que le brindan al cultivo un
microambiente adecuado para cumplir los objetivos del estudio (Ismidianty y
Rachmi, 2010).

El CTV es un método de propagacion asexual, los individuos regenerados a
partir de la planta madre son genéticamente idénticos entre ellos e idénticos a la
planta madre (clones). Esto a diferencia de la propagaciéon mediante semilla
(sexual) en la que cada semilla tiene su propia informacién genética resultado de
la combinacion de material genético entre los progenitores, por lo que cada
planta es un individuo unico (Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994).

El CTV comprende de diferentes técnicas como son:

o Cultivo de células e Aislamiento y fusiébn de
e Cultivo de anteras protoplastos

e Cultivo de 6vulos e Seleccion celular

e Cultivo de embriones e Suspension de células
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El CTV puede utiizarse para distintos fines como: la micropropagacion, el
mejoramiento genético, la conservacion de germoplasma y la obtencion de
plantas libres de virus y patdgenos. En el presente trabajo se hizo uso de las
ventajas que tiene en la micropropagacion:

e Incremento del nUmero de plantas por genotipo, es decir, en el método
convencional de propagacion asexual un esqueje da lugar a una planta,
pero con el CTV un solo explante tedricamente puede dar lugar a una
cantidad infinita de plantas.

¢ Reduccion del tiempo de multiplicacion.

e Alta produccién en el nimero de plantas es un espacio reducido y en un
tiempo menor.

¢ Un mejor control sanitario en el material vegetal que se propaga.

e Facilidad en transportar el material vegetal de una ciudad o pais a otro.

e Multiplicacion rapida de poblaciones de plantas que cuentan con pocos
individuos (Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994).

e La produccién de plantas genéticamente iguales que poseen una
caracteristica deseable, en ausencia de semillas y de los polinizadores
necesarios para la produccion de semillas.

e Produccién de plantas a partir de semillas que presentan alguna dificultad
para germinar y crecer (Ismidianty y Rachmi, 2010).

La interaccion de los factores: tipo de explante, condiciones de asepsia,
medios de cultivo y el microambiente de incubacioén, determinara la respuesta in
vitro, debido a esto es necesario hacer consideraciones de cuéles son los
objetivos de nuestra investigacion que se pretenden alcanzar con el uso del CTV
para poder determinar de manera especifica el tipo de explante y el sistema de
cultivo que seran utilizados (Roca y Mroginski, 1993).

llamado indculo, es el 6rgano, tejido o fragmento de tejido o células
que provienen del material vegetal que sera la planta madre, para iniciar el
cultivo in vitro (Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994).

La seleccidn del explante es el primer paso para el establecimiento de
cultivos y depende de los objetivos perseguidos de la investigacion y de la
especie vegetal con la que se va a trabajar (Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994)
(Roca y Mroginski, 1993).

Suelen utilizarse apices, hojas, raices, cotiledones, anteras, e inclusive tejidos
altamente especializados (Roca y Mroginski, 1993).

Los hongos y las bacterias son los contaminantes mas
comunes en los cultivos, debido a que viven en cualquier lugar, de hecho, el
medio de cultivo y las condiciones fisicas les ofrecen un ambiente propicio para
proliferar y pueden sintetizar metabolitos toxicos para el explante e incluso
competir por los nutrientes del medio de cultivo (Razdan, 2003).
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Para evitar que los cultivos se contaminen se toman diferentes medidas de
precaucion: el trabajo y manipulaciéon del material se debe hacer en ambientes
asépticos, se esterilizan los medios de cultivo, se esteriliza el material con el que se
va a manipular el material vegetal, y se sigue un protocolo de desinfeccidén para
la superficie de los explantes (Roca y Mroginski, 1993).

son una mezcla de diferentes sustancias quimicas sobre o
dentro de los cuales se regula el crecimiento de los explantes, al igual que su
diferenciaciobn mediante un balance de nutrientes y hormonas (Abdelnour-
Esquivel y Escalant, 1994).

Los componentes y la preparacion del medio de cultivo seran
determinados por los objetivos que se persigan (Roca y Mroginski, 1993). De
manera general sus componentes son: 1) nutrientes inorganicos (macronutrientes
y micronutrientes), 2) fuente de carbono, 3) suplementos organicos, 4) reguladores
de crecimiento y 5) agente gelificante (en el caso de medios de cultivo sélidos y
semisolidos) (Razdan, 2003).

El pH del medio de cultivo puede ser especifico para cada planta, en
general el pHvadeunrangode 45a7.

la respuesta morfogenética puede ser alterada
por la temperatura y por la calidad e intensidad de la luz, en general se
recomienda que la iluminacién sea con lamparas fluorescentes que brinden entre
1000 y 4000 lux de iluminacién, en un fotoperiodo de 16/8 h y temperatura de 25 a
28°C (Roca y Mroginski, 1993).

Existen otros factores fisicos bajo los que se encuentran los cultivos que son
importantes, como el intercambio gaseoso, en el que comunmente se trata de
gases como el Oz, CO2y CzHs y la humedad dentro del frasco, que se encuentra
alrededor del 100% por lo que la planta no desarrolla sistemas de regulacion
hidrica (Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994).

La embriogénesis somatica y la organogénesis son dos procesos
morfogenéticos que se presentan en el cultivo in vitro de especies vegetales
(Razdan, 2003).

Los factores que afectan la respuesta morfogenética son: 1) el genotipo, 2)
las condiciones quimicas del cultivo, 3) las condiciones fisicas del cultivo y 4) el
explante. El genotipo es un factor determinante en los procesos morfogenéticos,
desde la capacidad del explante para el establecimiento del cultivo hasta su
capacidad de formar callo o para su diferenciacibn en nuevos 6rganos. Los
medios de cultivo y las condiciones a las que seran sometidos los cultivos estaran
determinados para cada situacidn en particular, debido a todos estos
argumentos no se puede generalizar las metodologias o protocolos a seguir para
cualquiera de las vias morfogenéticas, aunque en general la respuesta
morfogenética pasa por tres diferentes fases: fase de adquisicion de la
competencia, fase de inducciéon y fase de realizacion. En la primera fase, las
células no responden al estimulo organogénico pero lo hacen en una fase de
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desdiferenciacion; en la segunda, las células son receptivas al estimulo
morfogenético, por lo que hay una relacidon entre los reguladores de crecimiento
y el érgano a desarrollar; y en la tercera, la célula sufre divisiones que resultaran
en un érgano (Radice, 2004).

La organogénesis se refiera a la formacion de 6rganos en los explantes
cultivados, ya sean raices o brotes adventicios. La organogénesis puede ser
directa cuando los 6rganos formados surgen a partir del explante, e indirecta
cuando en el explante se origina callo y a partir de éste se da la formaciéon de
brotes adventicios (Razdan, 2003).

En la organogénesis, algunas células del explante comienzan a dividirse
hasta formar un meristemoide, en este proceso la célula cambia su estado de
diferenciacion. El meristemoide posee las mismas caracteristicas de una zona
meristematica al estar compuesto por células pequefas, isodiamétricas, de pared
celular delgada, de varias vacuolas y de nudcleo grande central. Cada
meristemoide es capaz de desarrollarse y formar uno o mas brotes adventicios
(Roca y Mroginski, 1993).

El proceso por el cual se originan los meristemoides es llamado induccion,
en el que una célula es inducida a dividirse a consecuencia de un gradiente de
cambios cuantitativos en la disponibilidad de nutrientes y reguladores de
crecimiento dentro del mismo explante y en el medio de cultivo (Tang y Newton,
2007).

La embriogénesis somatica es el proceso mediante el cual se originan
embriones somaticos que, a diferencia de la embriogénesis cigdtica, no son
producto de unién de gametos sino que es un proceso asexual, a pesar de esto
los embriones somaticos tienen, al igual que los embriones cigodticos, la
capacidad de formar una nueva planta después de su germinacion (Dutta e
Ibaraki, 2008). Como resultado de la induccion se logra que la célula soméatica se
convierta en una célula proembriogénica a partir de la cual se obtendran los
embriones somaticos (Mariani et al., 2012).

La embriogénesis somatica es posible bajo condiciones controladas de
cultivo in vitro, pero también puede darse en la naturaleza, es conocida como
apomixis (Asker y Jerling, 1992).

La embriogénesis somatica puede ser directa, en donde los embriones
somaticos se forman directamente sobre el explante o de manera indirecta, en
donde hay una fase de formacién de tejido calloso o una suspensidon celular
embriogénica a partir de los que hay una diferenciacibn hacia embriones
somaticos (Radice, 2004).
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Se ha reportado la propagacion in vitro de esta planta debido a que muchos
investigadores han buscado una soluciéon al problema de la produccién de
componentes quimicos de interés que tiene Jatropha curcas L., varios de ellos de
interés farmacologico, pero también los hay de interés alimentario y como una
alternativa para la produccion de biodiesel.

Datta et al. (1993) citado por Garg et al. (2011) lograron la propagacion de
Jatropha curcas L. a partir de plantas madre de 7 meses de edad. De éstas se
tomaron explantes que consistieron en nodos. De los medios utilizados para iniciar
los cultivos y que permitié la proliferacion de los brotes fue el medio MS basal
adicionado de 22 uM de BA y 55.6 uM de sulfato de adenina, en este medio se
produjeron 6.2 +- 0.56 brotes por explante con un longitud de 2+-0.18 cm después
de 4 a 6 semanas. Se transfirieron a un medio MS basal adicionado con 2.3 uM de
Kn, 0.5 uM de AIB y 27.8 uM de sulfato de adenina por 4 semanas y asi tanto el
numero de brotes como su longitud se vieron significativamente mayores, con
30.8 +- 5.48 brotes por explante y de una longitud de 4.8 +- 0.43 cm. Para el
enraizamiento se utilizé un medio MS basal adicionado de 1 uM de AIB por 2 a 3
semanas y después de la elongacion de las raices ocurrid al transferirlas a un
medio MS basal por 2 a 3 semanas, con una tasa de enraizamiento del 52%. Las
plantulas de 12 a 16 semanas fueron aclimatizadas en suelo exitosamente con
una tasa de aclimatizacion de 78%.

Li et al. (2007) reportaron la transformacién genética de Jatropha curcas L.
mediante Agrobacterium tumefaciens en la que se producen callos resistentes a
fosfinotricina después de 4 semanas en medio MS adicionado con 0.05 mg L AIB,
1.5 mg Lt BA, 1 mg L1 de fosfinotricina y 500 mg L1 cefotaxima. El callo fue
transferido a una medio MS adicionado de 1.5 mg L1 BA, 0.05 mg L AIB, 0.5mg L
AG3, 1 mg L1 fosfinotricina y 250 mg L! cefotaxima, en donde la hubo una
diferenciacion a brotes de un 33% del callo. Los brotes resistentes fueron
transferidos a un medio MS al 50% adicionado de 0.3 mg L1 AIB. El 13% de los
explantes inoculados produjeron plantas después de aproximadamente 4 meses.
Este procedimiento es muy util tanto para la introduccién de genes de interés en
J. curcas como para el analisis molecular de la funcion de los genes (Cuadro 1).

Soomro y Memon (2007) han reportado el establecimiento de callos y
cultivos en suspensidon de Jatropha curcas L. a partir de explantes de hoja e
hipocoétolo de plantas de 4 dias de edad en medios MS con distintas
concentraciones de 2,4-D, BA, AG3 y leche de coco. El mejor crecimiento de
callo fue en el medio con 0.5 mg L 2,4-D s6lo y con 2%v/v de leche de coco con
el hipocdtilo como explante, el callo crecié de manera rapida de 7 a 30 dias y
posteriormente disminuyd su tasa de crecimiento. Este callo friable y de color
verde fue utilizado para el establecimiento de cultivos en suspensibn homogéneos
y clordéfilos. EIl maximo crecimiento se llevé a cabo en un medio con 0.5 mg L 2,4-
D con un indculo inicial de densidad celular del 1% (Cuadro 1).

Thepsamran et al. citado por Garg et al. (2011) reportan la multiplicacion
de brotes a partir de yemas axilares utilizadas como explantes en un medio MS
adicionado con 2.22 micromolar de BA y 0.049 micromolar de AIB, el cual fue el
medio con mas proliferacion de brotes, alrededor de 5.9 brotes por explante
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transcurridas 6 semanas. Los brotes fueron transferidos a un medio MS con 2.6
micromolar de AIB y después de 5 semanas se pasaron a un medio MS sin
reguladores de crecimiento.

Singh et al. citado por Garg et al. (2011) reportan un protocolo de
regeneracion utilizando segmentos de tallo de genotipos seleccionados de
Jatropha curcas L. en donde la induccién se hizo en un medio de cultivo MS
adicionado con 1 mg L1de BAP y 1 mg L1 Kn, los brotes fueron transferidos a un
medio MS adicionado con 0.5 mg L1de BAPy 1 mg L1 AlA. Los brotesde 4a 5 cm
de largo fueron individualizados y cultivados en medio MS con diferentes
concentraciones de AIB, el 40% de enraizamiento fue logrado en el medio con
una concentracion de 0.1 mg L1 AIB después de 5 semanas. Ademas se hizo el
enraizamiento directo sumergiendo la parte basal de los brotes en medio MS con
0.1 mg L1 AIB y una matriz de alginato de sodio al 3.5%, colocadas en bolsas de
polietileno con sustrato estéril, agua destilada y fungicida, en donde se alcanz6
un 65% de enraizamiento en tres semanas. Las plantas fueron transferidas a un
invernadero con un 92% de establecimiento.

Mariani et al. (2012) reportan el primer articulo sobre embriogénesis
somatica directa en J. curcas en el cual toman como explante el hipocatilo y se
coloca en medio MS basal adicionado con combinaciones de 2,4-D (9 x 10-6 M,
1.35 x 10-5 M,1.8 x 10-5 M) y BAP (0 M, 4.4 x 10-6 M) y Kn (0 M, 4.4 x 10-6 M), AIA
(1.14 x 10-5 M, 1.71 x 10-5 M, 2.28 x 10-5 M) y BAP (0 M, 5.7 x 10-6 M). El callo
embriogénico se transfiere a un medio de células en suspensibn MS mas 6.75 x 10-
6 M de 24-Dy 4.4 x 10-7 M de Kn. De este medio las células en suspension se
trasladaron a un medio MS mas 1.35 x 10-5 M de 2,4-D y 4.4 x 10-7 M de Kn. Las
células se subcultivaron en dos medios diferentes de induccién embriogénica
antes de pasar al medio de germinacidon de embriones que estaba formado por
MS mas vitaminas Gamborg, 3 ppm de AG3 y 1 ppm de AIA, en el que la
germinacion de los embriones fue de 63.3% pero no hubo casi desarrollo de
plantulas (Cuadro 1).

Tiran et al. (2010) utiliza un genotipo sobresaliente del cual se tomaron los
explantes que consistieron en yemas apicales y axilares para obtener la
propagacion via organogénesis y utilizando a la hoja como explante para la via
de la embriogénesis soméatica. Para la organogénesis se parte de las plantas
resultado de la germinacion de semillas, de éstas se toman las yemas apicales y
axilares, se pasan por un método de desinfeccidon con cloro al 10 o 15% y se
cultivan en un medio MS mas BAP (0.5mg L?), se subcultivan en el mismo medio
para la multiplicaciéon y elongacion de los brotes, para el enraizamiento se
colocan en un medio MS al 50% adicionado de AIB y se aclimatizaron. Para la via
de la embriogénesis somatica se utilizaron las hojas como explante, se cortd la
hoja en cuadros de 1 cm? y se desinfectaron con detergente y cloro, para la
induccioén de callo los explantes se cultivaron en medio MS adicionado con Kn
(3mg L) y AIB (3mg L1) y se incubaron en luz. Se transfirieron los callos a un medio
MS mas Kn y AIB, para la multiplicaciéon y germinacidon de los embriones se pasan
a un medio MS mas Kn y AIB, posteriormente se pasa a la fase de aclimatizacion
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Trabajos previos de la Regeneracion de Jatropha curcas L.

Explante Medio de cultivo Via regenerativa Referencia
Nodos axilares MS + BA (1.0-40 mg L'l) + | Organogénesis directa. Shriva§tava y
1 Banerjee,
NA(O.ZS-E.O mg L") + AIB(0.25- 2008.
20mgl’)
Nodos axilares MS+BA (22.2mg L'l) + | Organogénesis indirecta Manjari  et-al,
Adenina(55.6 mg L") 2007.
Cotiledones MS + BA (1.5 mg L'l) + AIB (0.05 Organogénesis directa Li et-al, 2007.
mg L)
Epicotilos MS + AIB (1.0 mg L'l) +BA (0.5 Qrganogenesis directa e | Qin et-al, 2004.
1 indirecta
mgl)
o MS+ BA (0.01 - 2.0 mg L") + AlB | Organogénesis indirecta Sujatha et-al.,
Hipocabtilos 1 2000
(05-10mgl’) :
Nudos con | MS+ AIA (1 uM) + 2,4-D (1 uM)+ | Organogénesis indirecta Coutifio-
yema axilar BA (10 pM)+ Kin (10 uM) Cortés  et-al,
2013.
Hipocatilo MS+ 2,4-D (1.35x10-5 M)+ Kn | Embriogénesis somatica Ismidianty y
(4.4x10-6 M) Rachmi, 2010
Hoja e | MS+ 2,4-D (0.5 mg L'1)*+ leche | Embriogénesis somatica Soomro y
hipocétilo de coco Memon, 2007
Hipocatilo MS+ 2,4-D (9 x 10-6 M, 1.35 x | Embriogénesis somatica | Mariani et-al,
10-5 M,1.8 x 10-5 M)+ BAP (0 M, | directa 2012
44 x 10-6 M) y Kn (0 M, 4.4 x
10-6 M).
Yemas axilares | MS+ BA(0.5 mgL1)/ MS+ Kn | Organogénesis Tiran et-al,
y apicales; hoja | (3mg L1)+ AIB (2 mg L1) indirecta/embriogénesis 2010
somatica indirecta

1.3 Biocombustibles

Llamamos combustible a cualquier material que es capaz de liberar energia una
vez que se oxida de manera violenta con desprendimiento de calor poco a
poco.

Existen diferentes tipos de combustibles: combustibles sélidos, combustibles
fluidos, combustible fésil y biocombustibles.

Considerando a la biomasa como una fuente alternativa al combustible
fosil, los materiales biolégicos pueden utilizarse como combustible: los aceites
vegetales, de girasol o soja; la remolacha azucarera y los cereales que producen
bioetanol; los residuos organicos como el aceite de cocina usado, el estiércol y los
residuos vegetales.

Los biocombustibles son aquellos combustibles obtenidos de una fuente
biolégica, de manera renovable a partir de restos organicos.

Los biocombustibles se clasifican en dos, de acuerdo al motor al que se
aplican: para motores de gasolina se aplican los bioalcoholes y sus derivados; y
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para los motores diesel, los aceites vegetales y sus derivados (Campos y Marcos,
2008).

Los biocarburantes son biocombustibles que pueden ser empleados en un
motor de combustidon interna, que proceden de materias primas vegetales, a
través de transformaciones bioldgicas y fisico-quimicas. De los diferentes
biocarburantes los mas importantes desde el punto de vista econdémico son el
bioetanol y el biodiesel. Estos combustibles pueden utilizarse en parte para sustituir
costosas importaciones de petréleo por parte de paises sin litoral (Heller, 1996).

Las ventajas ambientales del uso de los biocarburantes son: la reduccion
entre un 40% y un 80% de emisiones de didéxido de carbono con respecto a los
combustibles convencionales. Ademas, no emiten dioxido de azufre ni particulas
favoreciendo la disminucion de la concentracion de particulas en suspension
emitidas, de metales pesados, mondxido de carbono, de hidrocarburos
aromaticos policiclicos y de compuestos organicos volatiles (Angulo et al., 2008).

El Biodiesel es una mezcla de ésteres metilicos que se obtienen a partir de
un proceso quimico llamado transesterificacion (Benjumea et al., 2009).

La produccion de aceites vegetales se destina en su mayoria al sector
alimentario, y s6lo se destina una pequefia parte para otros usos no alimentarios
como lo es la produccion de glicerina, lubricantes y la produccion de biodiesel.
Para la produccion de biodiesel el aceite de canola es la materia prima mas
utilizada, enseguida es el aceite de girasol, seguido por el aceite de soja y palma.
Son pocas las especies vegetales utilizadas para la produccion de aceite vegetal.
Existe una problematica en el hecho de que el volumen de aceite necesario para
la produccion de biodiesel proviene del mismo cultivo destinado a fines
alimentarios. Por tal motivo es que se deben usar materias primas distintas a las
convencionales para que se destinen a la produccién de biodiesel (Benjumea et
al., 2009).

Los aceites vegetales alternativos son aquellos que pueden brindar una
mejor opcién para destinarlos hacia la produccién de biodiesel, algunas de las
especies vegetales que poseen el aceite son la Brassica carinata, la Cynara
cardunculus, Camelina sativa, Crambe abyssinicay Jatropha curcas. Estas
especies no son comestibles o cual es una ventaja para su uso como materia
prima energética.

En la busqueda de especies vegetales que pueden ser procesadas para
proporcionar un sustituto al combustible diesel, Jatropha curcas representa una
nueva alternativa, ya que presenta una serie de ventajas que la han posicionado
como una de las mejores opciones de cultivo destinado a la produccion de
biodiesel.
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Caracteristicas favorables:

e Latoxicidad de la planta es percibida por los animales y no la consumen.

e Esta planta esta clasificada como una especie no invasora, por lo que el
cultivo queda bien establecido.

e La semilla contiene un importante contenido de proteina (25-30%) y grasa
(55-60%) (Herrera et al., 2001). El aceite puede ser usado en motores para
diesel cuando se adiciona al combustible diesel o (Ismidianty y Rachmi,
2010).

¢ Tiene altas tasas de rendimiento. El rendimiento por hectarea es de cinco
toneladas de semilla, de las cuales dos toneladas son de aceite (Herrera et
al., 2001).

e Requiere solamente de una moderada cantidad de agua de lluvia y
puede soportar largos periodos de sequia, ya que es altamente resistente,
si se presentan condiciones de alta precipitacibn J. curcas se ve
beneficiada y presenta un mayor crecimiento.

e Es un cultivo permanente, que una vez establecido puede durar por varias
décadas, por lo que elimina las normales preparaciones anuales de
semillas y siembra.

e Debido a su baja demanda en fertilidad del suelo, es ideal para reforestar
areas marginales, asi permite el aprovechamiento de suelos no aptos para
produccion.

¢ No desplaza otros cultivos importantes para la alimentacién humana (Toral
et al., 2008).

e Aprovechamiento de los subproductos derivados de la elaboracion del
biodiesel, como lo son la pasta residual rica en proteinas (Herrera et al.,
2001) y la glicerina que se forma como subproducto de Ila
transesterificacion (Benjumea et al., 2009).
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Objetivos

Objetivo general

e Determinar el proceso morfogenético mas eficiente para la
micropropagacion de Jatropha curcas L.

Objetivos particulares

e Seleccionar las mejores condiciones para la germinacion de semilla, tanto
en condiciones in vitro y de invernadero.

e Seleccionar el mejor explante para la regeneracién de Jatropha curcas L.

e Probar diferentes medios para inducir embriogénesis somatica y
organogeénesis.
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Materiales y
meétodors

3.1 Ruta critica
Para realizar esta investigacion se siguio la ruta critica que se muestra en la Figura 8.

Lote original de 100
semillas, localidad Puebla

Germinacién
I ]

80 semillas in vitro 20 semillas in vivo
Medio MS 25% sin hormona con antibidtico Macetas con sustrato peat moss y vermiculita 2:1

Plantas de 3 meses

de edad
N Tratamiento
Explantes Plantas de 1 afio de O
[ 1 edad de Puebla, Pue. I
Yemas apicales y axilares Hoja e

Fertilizacion

l ]

Desinfeccion

Establecimiento de cultivosinvitro | | Incubacion
Induccion Fotoperiodo 16/8 y T 25 °C
Embriogénesis

somatica Organogénesis
I ]

Proliferacion [=——

Regeneracion de brotes y
germinacion de embriones

Desarrollo y enraizamiento de
plantulas

Evaluacion de las rutas regenerativas

Cinética de
crecimiento

Conteo de brotes
— por explante

Figura 8. Ruta critica para la regeneraciéon de Jatropha curcas L.
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3.2 Lugar donde se realiz6 el trabajo de investigacion

El presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio 116 de Cultivo de Tejidos
Vegetales que pertenece al departamento de Bioquimica de la Facultad de
Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México, bajo la direccion de la
Maestra en Ciencias Teresa de Jesus Olivera Flores y formd parte de un proyecto
de investigacion en el que se trabajé con el Dr. Modesto Javier Cruz Gomez del
laboratorio 122 del Edificio de Ingenieria Quimica de la Facultad de Quimica,
quien nos otorg6 el material biolégico inicial.

3.3 Material biolégico

Esta investigacion se inicid con 100 semillas de Jatropha curcas L. de origen
Zacatlan, Puebla.

Se destinaron:

e 80 semillas para germinacion in vitro.
e 20 semillas para germinacién en condiciones de invernadero.

Las semillas destinadas a germinacion in vitro fueron sometidas a un protocolo de
desinfecciéon que ya se habia establecido para el proyecto, pues ya habia
trabajo previo. Para llevar a cabo el método de desinfeccion de semillas se utilizo:

e Alcohol al 70%

¢ Hipoclorito de sodio al 30% e Benomil4g L?
e Tritén 100 (3 gotas por cada e Agrimycin 500® 4g L
250 ml) e H0 desionizada estéril
e Microdyn (15 gotas por cada
250 ml)

Se siguid el procedimiento de la Figura 9, en donde la agitacion mencionada en
cada paso se realizé en una agitadora magnética y dentro de la campana de
flujo laminar. Al finalizar el proceso de desinfeccidn de las semillas, éstas fueron
colocadas siguiendo su polaridad en frascos con medio para germinacion
previamente preparado y esterilizado, se colocaron de 3 a 4 semillas por cada
frasco. La composicion del medio de germinacion fue: sales MS al 25%
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Solucién de hipoclorito de

L SOjCanpana sodio + tritén 100 +
Escarificacion agregar alcohol, Microdyn
fisica-mecanica agitacion

durante 1 minuto. Agitacion durante 15

minutos.
T ¢ Solucion de
enjugszgscgsnr?-l o Benomil Tres enjuagues con
desionizada estéril durante 10 minutos H,0 deS'PF;'Zada
en agitacion. esteri
Solucién de
Agrimicyn Cuatro enjuagues
durante 10 min en con H,0 esteéril.
agitacion.

Figura 9. Procedimiento del protocolo de desinfeccion de semillas.

En cuanto a las semillas destinadas para su germinacién en invernadero, se
necesitaron los siguientes materiales:

e Semilleros limpios
e Sustrato peat mossy vermiculita en proporcion 2:1
e Agua corriente.

Se hizo una observacion e identificacién de las partes de la semilla para
colocarla en la polaridad correcta dentro de los semilleros. El sustrato fue
depositado en los semilleros casi hasta el borde, las semillas fueron colocadas
cuidadosamente casi en la superficie de los semilleros, s6lo con un poco de
sustrato sobre ellas para permitir el paso de luz solar. Fueron regadas con agua
corriente tres veces a la semana o segun la demanda de agua.

Las plantas obtenidas a partir de semillas que se utilizaron al inicio de esta
investigacion fueron insuficientes por lo que se compraron plantas de un afio de
edad de origen Puebla, que fueron puestas bajo condiciones de invernadero. Se
fertilizaron mediante un riego semanal de una solucion MS al 25% + BA 1mg L +
vitaminas R2 al 100%. Las plantas fueron regadas tres veces por semana con agua
corriente. Como una medida preventiva se les someti6 a un tratamiento
fitosanitario que consistido en la aspersibn una vez por semana de Agrimycin 5009
4g Lt y Benomil 4g Lt durante un mes. Las plantas perdieron todas sus hojas por
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tres razones: estas plantas de J. curcas fueron transportadas por carretera por lo
cual llegaron un poco maltratadas, ademas sufrieron un periodo de adaptacion
climética, y por ultimo el tratamiento fitosanitario. Asi la fertilizacion continué por
un mes masy el tratamiento fitosanitario fue suspendido.

Las plantas obtenidas a partir de la germinaciéon en condiciones de
invernadero con tres meses de edad fueron las primeras donadoras de explantes.
Posteriormente fueron las de 1 aifio de edad.

Este trabajo de investigacidn continud con el trabajo previo llevado a cabo
en el laboratorio de CTV, por lo que se utilizaron los medios nutritivos que habian
generado los mejores resultados: el medio JO-1 (MS+BA 3mg L1+ Adenina 2.5mg L-
1) para la via organogénica y el medio JE-1 (N6+ 2,4-D 4mg L1) para la
embriogénesis somatica.

Ademas se utilizaron otros medios de cultivo basados en el articulo de Tiran et al.
que son: el medio JO-2 (MS+ BA 0.5mg L) y JE-4 (MS+ AIB 2mg L1+ Kin 3mg L1).

Y finalmente se utiliz6 una combinaciéon de los medios que pertenecian a la
misma via morfogenética, es decir, se combiné el medio JO-1 con el medio JO-2y
se obtuvo el medio JO-3 (MS+BA 3 mg L1). Y los medios JE-1 y JE-4 se combinaron
para dar lugar al medio JE-5 (MS+ 2,4-D 4mg L1).

Los medios de cultivo son denominados asi en donde:
Jindica el nombre del género Jatropha

O indica la via morfogenética organogénesis.
E indica la via morfogenética embriogénesis somatica.

En todos los medios nutritivos se utilizaron las sales del medio Murashi y
Skoog (1962) (Anexo 1), excepto el medio denominado JE-1 en donde se utilizaron
sales N6 (Anexo 1). Estos medios fueron adicionados con vitaminas, aminoacidos,
reguladores de crecimiento, una fuente de carbono y un agente gelificante. La
composicion especifica de cada medio durante las diferentes etapas de este
trabajo se muestra en el Cuadro 2.

Los medios de cultivo fueron sometidos a una esterilizacién en autoclave
vertical a 122 °Cy a 1.22 Kg cm? durante 18 minutos.

3.4 Condiciones de incubacion

Los cultivos se mantuvieron bajo condiciones de incubacion a 25+2 °C y
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad.

3.5 Establecimiento de cultivos in vitro de Jatropha curcas L.

El establecimiento de cultivos in vitro de cualquier especie parte de la previa
investigacion bibliografica y del material vegetal con el que se cuente.
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Para evaluar el mejor explante para la regeneracion de J. curcas se probaron dos
tipos de explante. Los explantes seleccionados fueron hoja y yemas (apicales y
axilares).

Los explantes fueron tomados cuando la planta de tres meses de edad
tenia un minimo de dos nudos de altura, en el caso de las plantas producto de la
germinacion de semilla en invernadero. Se tomaron de estas plantas las yemas
axilares, aquellas que se encontraban por arriba del segundo nudo y las yemas
apicales. En cuanto a los explantes de hojas se tomaron aquellas que a simple
vista estuvieran sanas, es decir, sin ningun tipo de herida o de coloraciéon amarilla.

Las plantas de origen Puebla, Puebla de igual manera fueron donadoras
de explantes, estos explantes también consistieron en yemas axilares y hojas, las
cuales se eligieron por su apariencia fisica saludable y aproximadamente de la
parte media de la planta, es decir, no se eligieron tan cercanas a la yema apical
ni tampoco a la parte basal de la planta.

Ambos tipos de explantes fueron sometidos a un mismo método de desinfeccion.
El método utilizado se basé en un método de desinfeccion de hojas de violeta
africana, modificando el tiempo entre cada solucidon desinfectante debido a las
diferencias entre las hojas. El método de desinfeccion requirié de:

e Solucién jabonosa e Acido ascorbico 200 mg L+t
e Etanol al 70% e Acido citrico 200 mg L
e Hipoclorito de sodio al 8% v/v e Cefotaxima 125 mg L1

Se siguié el procedimiento de la Figura 10, en donde cada paso requiere de
agitacion suave, de manera manual dentro de la campana de flujo laminar. Para
finalizar el método de desinfeccion se realizan enjuagues con agua desionizada
estéril y una solucion antioxidante que debe ser previamente preparada y
esterilizada, la cual se compone de acido ascoérbico 200 mg L y acido citrico 200
mg L1, y cefotaxima 125 mg L.

= En campana

e njuague con agua

Solucién jabonosa e e, Etanol du‘ran%: 30 seg
Agitacion

Ultimo enjuague en 3 eni H.0 . . .
solucion antioxidante enjuagues con H, Hipoclorito de sodio

estéri desionizada esteéril durante 10 minutos

Figura 10. Procedimiento del método de desinfeccion de explantes.
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Después del método de desinfeccion del material vegetal, éste se mantuvo
dentro de la campana de flujo laminar inmersas en una solucién antioxidante,
permanecieron ahi durante el tiempo transcurrido entre el termino de la
desinfeccion y la siembra de los explantes.

Dentro de la campana de flujo laminar se introdujeron los siguientes materiales ya
estériles:
¢ Vidrios de 10 cm? aproximadamente
Pinzas
Bisturi del nUmero 3 con navaja del numero 11
Frascos con medio de induccion
Cajas Petri
Tubo de ensayo con alcohol al 96%

Sobre los vidrios se colocaron de manera individual los 6rganos desinfectados,
comenzando por las yemas apicales y axilares. De ellas se eliminaron solamente
los excesos de tallo que tenian, con la finalidad de que s6lo se sembraran las
yemas, con precaucion de no lastimarlas. El tamafio de estos explantes fue de
aproximadamente 1.5 6 2 cm de largo.

En cuanto a las hojas de igual manera se fueron colocando una a una
sobre el vidrio con las pinzas. Con ayuda del bisturi se eliminé todo el margen de
la hoja.

La hoja se seccioné en tres partes:

e Apical
¢ Media
e Basal

De cada una de esas partes se cortaron segmentos de 1cm? con y sin nervadura
central. Estos segmentos fueron los explantes utilizados de hoja.

Se realizaron 4 ensayos diferentes, cada uno basado en el resultado del anterior.

Las yemas apicales y axilares fueron sembradas individualmente en cada
frasco con medio de cultivo. Se colocaron de manera que siguieran su polaridad
y aproximadamente la mitad de la yema quedd inmersa en el medio de cultivo.

En cuanto a los explantes de hoja se sembraron tres por cada frasco con
medio de cultivo. Los segmentos de 1lcm? fueron colocados sobre el medio de
cultivo, con el haz hacia arriba y el envés de la hoja en contacto con el medio de
cultivo.
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Se utilizaron ambos tipos de explantes en los respectivos medios de cultivo
de induccioén (Cuadro 2), es decir, las yemas apicales y axilares en los medios de
organogeénesis y las hojas para los medios de embriogénesis somatica. Los medios
de cultivo de la via organogénica contaron con 5 repeticiones cada uno y los de
la via embriogénica con 20 repeticiones cada uno.

Se realiz6 el subcultivo cada tres semanas.

Se utilizaron yemas apicales, y segmentos de hoja de 1 cm? y se sembraron
en los correspondientes medios de induccién (Cuadro 2); las yemas en medios de
induccién de organogénesis y las hojas en medios de induccién de embriogénesis
somatica. Los medios de cultivo de la via organogénica contaron con 5
repeticiones cada uno y los de la via embriogénica con 20 repeticiones cada
uno.

El subcultivo se hizo cada dos semanas.

Se utllizaron ambos tipos de explantes y se sembraron en los
correspondientes medios de induccion (Cuadro 2). Los medios de cultivo de la via
organogénica contaron con 5 repeticiones cada uno y los de la via
embriogénica con 20 repeticiones cada uno.

El subcultivo se realiz6 cada dos semanas.

Se utilizaron como explantes Unicamente los segmentos de hoja y se
sembraron en los tres medios de induccion correspondientes a la via regenerativa
organogénesis (Cuadro 2). Cada medio de cultivo con el que se trabajé (JO-1,
JO-2 y JO-3) tuvo un total de 20 repeticiones, es decir, 20 frascos con 3 explantes
de hoja en cada uno.

Se realizo el subcultivo cada dos semanas.

Una vez llevada a cabo la induccién, se hicieron observaciones periédicas
en las que se evaluaron los cambios que presentaban los explantes de hoja para
cada medio. Las observaciones tuvieron como objetivo detectar el momento en
el que la formaciéon de callo aparece, la cantidad de callo medida en
porcentaje, la cantidad de oxidacidn medida en porcentaje, determinar el
numero de brotes por explante, la longitud de los brotes y el peso fresco.

Una vez obtenido el callo se tomé 1g de callo por frasco, en total de 3 a 5
repeticiones para cada medio, se pesaron en balanza analitica cada semana
para obtener una cinética de crecimiento, que posteriormente fue sometida a
analisis estadisticos.

Cuando se contaba ya con brotes, éstos fueron contados y medidos cada
semana para obtener el niUmero de brotes por explante y la longitud que
alcanzaron.

Para dar validez al conjunto de datos resultado de todas estas
evaluaciones antes mencionadas se realiz6 la prueba estadistica T de Student a
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los datos de porcentaje de callo, porcentaje de oxidacion y niumero de brotes
por explante de cada medio de cultivo. La prueba estadistica T de Student
permite saber si hay diferencias significativas entre los diferentes tratamientos para
poder identificar aquel que da mejores resultados.

3.6 Proliferacion y mantenimiento de cultivos de organogénesis y
embriogénesis somatica.

Después de haber permanecido bajo induccién, tanto de Ila via
regenerativa de organogénesis como de embriogénesis somatica, fueron
transferidos a sus respectivos medios de proliferacion (Cuadro 2), lo cual
transcurrid hasta que se observd la aparicion de brotes, que fue en
aproximadamente 4 meses a partir de la siembra de los explantes.

Cada frasco contenia callo embriogénico y organogénico
respectivamente, y en condiciones axénicas dentro de la campana de flujo
laminar fueron cuidadosamente transferidos al nhuevo medio. Al contenido de
cada frasco se le eliminé el callo oxidado y aquellos restos de tejido madre que
aun perduraban.

Se tuvo ademas extrema precaucion para manipular el callo debido a la
presencia de brotes. Aquellos frascos que contenian una cantidad alta de callo
fueron divididos en dos o tres partes de tal manera que los nuevos frascos con
medio de proliferacién no estuvieran saturados.

En la etapa de proliferacion se mantuvieron los subcultivos cada dos
semanas. Permanecieron en estos medios de proliferacidon aproximadamente tres
meses.

3.7 Regeneracion de plantulas.

Después de transcurridos tres meses aproximadamente en los diferentes
medios de proliferaciéon (Cuadro 2) se transfirieron todos los cultivos de cada via
regenerativa a un mismo medio de Regeneracion (MS+BA 0.5mg L1+AIA 0.5mg L-
1). Se decidié hacer este cambio de medio de cultivo debido a la presencia de
brotes, pues éstos ya habian desarrollado pequefias hojas.

Los cultivos se mantuvieron en este medio y se hicieron observaciones del
callo y de los brotes, los cuales se evaluaron sélo bajo un criterio visual, acerca de
su tamarfio y desarrollo, aquellos que ya alcanzaban un mayor tamafio, grosor y
tenian hojas definidas, fueron individualizados, es decir, se aislaron del callo del
cual provenian.

Los callos con brotes en desarrollo permanecieron en el medio de
Regeneracion hasta que los brotes alcanzaran un mayor tamafio y pudieran ser
individualizados. Y aqguellos brotes ya individualizados se colocaron en frascos con
medio de Enraizamiento MS+BA (6mg L1, 3mg L1)(Cuadro 2).
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3.8 Enraizamiento.

Aquellos explantes que fueron individualizados y colocados en frascos con
medio de regeneracion (Cuadro 2) fueron evaluados basados en sus
caracteristicas fisicas, y cuando se observd que ya habian alcanzado una mayor
altura, grosor y numero de hojas, fueron transferidos a un medio nuevo, el medio
de enraizamiento.

Se siguiod el siguiente procedimiento en condiciones axenicas y dentro de la
campana de flujo laminar:

Las pequefas plantulas, que antes se mencionaron como brotes
desarrollados e individualizados, se sacaron de los frascos que tenian medio de
cultivo de regeneracion y fueron colocadas en un frasco con medio de cultivo
liguido de enraizamiento (medio 1, Cuadro 2).

Las plantulas se dejaron en este medio liquido, dentro de campana, con el
frasco cerrado, durante tres horas, con agitacion manual periédica, cuidando
gue la base del tallo de las plantulas estuviera inmersa en el medio de cultivo.

Transcurridas las tres horas se sacaron del medio liquido de enraizamiento y
se colocaron individualmente en frascos de vidrio medianos con taparosca que
contenian medio solido MS sin reguladores de crecimiento. Se hicieron subcultivos
periddicos de cada dos semanas en el medio sélido durante tres meses.

Tras una evaluacion de la presencia o ausencia de la formacion de raices
en las plantulas regeneradas, se hizo una nueva estimulaciéon a las plantulas que
consistid en pasarlas al medio 2 de enraizamiento (Cuadro 2) durante una
semana y posterior a ese tiempo transferilas a medio MS sin reguladores de
crecimiento. Se hicieron subcultivos periddicos cada dos semanas durante dos
meses.

De igual manera se hicieron observaciones constantes para detectar la
presencia de raices en cada una de las plantulas. Se necesité de otro estimulo
para las plantulas, por lo que las plantulas fueron transferidas al medio 3 de
enraizamiento (Cuadro 2) y transcurridas dos semanas en este medio se pasaron
a medio MS sdlido sin reguladores de crecimiento. Se hicieron subcultivos cada
dos semanas durante dos meses.

Posterior a los dos meses de permanecer en medio MS sin reguladores de
crecimiento las plantulas se pasaron al medio 4 de enraizamiento (Cuadro 2) para
dar un estimulo final, en el medio 4 permanecieron una semana solamente y
enseguida se pasaron a medio MS sin reguladores de crecimiento.

En cada uno de los cambios de medio de cultivo se hizo una evaluacion
basada solamente en la observaciéon acerca de la presencia de raices del
numero total de plantulas regeneradas.
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Cuadro 2. . Medios de cultivo probados en diferentes etapas de la regeneracion de Jatropha curcas L.

Viaregenerativa

Medio
Explante

CERNTEENTTE] MS 100% (MS 1 50%)

Vitaminas R2
Glicina
Cock 20

Adenina
Kinetina
BA
AIB
AIA
2,4-D
Glutamina
Arginina
L-prolina
Caseina
PVP
Cisteina
Sacarosa
Gelificante

D O PRO A O
Organoge briog Organoge brioge
JO-1 JO-2 JO-3 JE-1 JE-4 JE-5 JO-1 JO-2 JO-3 JE-1 JE-4 JE-5
yema yema yema hoja hoja hoja
MS 100% | MS100% | MS100% | N6100% | MS100% | MS100% |MS 100% (MS 150%)[ MS 100% (MS 1 50%)| MS 100% (MS 150%)| N6100% | MS 100% (MS 150%) | MS 100% (MS 1 50%)
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
100% 100%
2.5mg 1mg 2.5mg 1mg
3mg
3mg 0.5mg 3mg 3mg 0.5mg 2mg 2mg 0.3mg
2mg 1mg
4mg 4mg 4mg 2mg
50 mg 50 mg
15mg 15mg
2.768 2.768 2.768 2.76 g
200 mg 200 mg 200 mg 200 mg
1lg 1lg 1lg 1lg 1g 1lg lg 1g
30g 30g 30g 30g 30g 30g 30g 30g 30g 30g 30g 30g
Gellan 3.3 g|Gellan 3.3 g|Gellan 3.3 g|Gellan 3.3 g|Gellan 3.3g|Gellan 3.3 g Agargell 85g Agargell 8.5¢g Agargell 85g Agargell 85g Agargell 8.5g Agargell 85g
Cuadro 2. Continuacion
REGENERACION ENRAIZAMIENTO
Organogénesis Organogénesis
JR-1 1 2 3 4
MS50% | MS50% MS 50% MS 50%
100%
100%
0.5mg
6mg 6mg 3mg 6mg
0.5mg 3mg
28 32
25mg
308 30g 30g 30g 30g
Agargell 85g ninguno | Gellan3.3g | Gellan3.3g| Gellan3.3g




Resultadors

4.1 Germinacion

Las semillas destinadas a germinacion in vitro fueron sometidas a un
protocolo de desinfeccion. El protocolo de desinfeccidon tuvo un 100% de
efectividad, ya que ninguna semilla presenté contaminacion por hongo o
bacteria.

Las semillas bajo condiciones in vitro se sembraron siguiendo su polaridad
en medio de cultivo MS al 25% con antibiético (cefotaxima 125 mg L!) bajo
condiciones de fotoperiodo. Un 50% de las semillas germinaron y el otro 50% no
presentaron ningun efecto. Las plantulas obtenidas de Ila germinacion
presentaron un tamafio de tallo muy bajo, sélo de un par de centimetros, incluso
algunas sOlo presentaron la emergencia de raiz. Las semillas tardaron
aproximadamente un mes en germinar. Debido a esta respuesta se cambiaron a
medio MS 50% bajo condiciones de oscuridad, permanecieron en ese medio
durante dos meses y no hubo diferencia en la respuesta antes presentada (Figura
11).

En cuanto a la germinacién bajo condiciones de invernadero, se presentd
un mayor porcentaje de germinacion, el cual fue de un 80%. Las plantulas que se
originaron presentaron un mayor tamafo tanto del tallo como de las hojas. Las
semillas tardaron 13 dias en germinar (Figura 11).
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Figura 11. Germinacién en invernadero y germinacion in vitro de Jatropha curcas L. Resultado
de la germinacion, en donde se observa la diferencia en el tamafio del tallo y hojas después de
un mes a partir de su siembra.

4.2 Desinfeccion y diseccion del material vegetal

En los dos primeros ensayos el protocolo de desinfeccion brind6 los
resultados esperados pues hubo una contaminacion del 0% en donde las plantas
permanecian en solucidon de hipoclorito de sodio al 8% un lapso variable de 7 a 10
minutos. En el tercer ensayo al tratarse de plantas donadoras de explantes
diferentes se presentd contaminacion en un 90% de los cultivos, por lo cual se
decidié dejar el material vegetal por 10 minutos en la solucién de hipoclorito al
8%. Asi el método de desinfeccion que se muestra en la Figura 10 quedo
establecido después del tercer ensayo.

Una vez establecidos los cultivos se observé que aquellos explantes que habian
sufido dafio al cortarlos no respondian o tenian una baja respuesta en
comparacion con aquellos explantes sanos, esto en cuanto al engrosamiento que
presentaban y la formacion de callo.

De igual manera aquellos explantes de hoja que pasaban de la medida de 1 cm?
no presentaban una buena respuesta debido a que el explante se hacia curvo
en su parte media al momento en el que se comenzaba a engrosar, asi
Unicamente los extremos del explante permanecian en contacto con el medio
nutritivo y la respuesta fue favorable. Por el contrario, los explantes que eran mas
cercanos a la medida de 1 cm? mostraron un engrosamiento que precedio a la
formacion de callo. En cuanto a las yemas apicales y axilares las que eran
menores a 1.5 cm no presentaron una buena respuesta, solamente se engrosaron
pero no hubo generacion de callo ni de brotes adventicios. Las yemas que si eran
de la medida 15 o 2 cm si presentaron mayor respuesta, ya que hubo
engrosamiento y posteriormente formacion de callo.
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4.3 Siembra de explantes. Induccion y proliferacion
Primer ensayo

Las yemas axilares y apicales no mostraron respuesta sino hasta después de
dos meses y medio después de haber establecido los cultivos. Se trataba de un
callo friable y de coloracion verde claro. Los callos se formaron principalmente a
partir de yemas apicales, pero también de algunas de las yemas axilares. En el
medio de cultivo JO-1 se presentd la
formaciéon de callo aun algunas semanas
después, se tratdé de un callo verde, friable
y poco proliferante. En el medio de cultivo
JO-2 se generd un callo poco proliferante
pero de coloracidon verde y friable. En
cuando al medio de cultivo JO-3 éste
presentd las mejores respuestas, ya que
hubo formacién de callo un poco mas
proliferante, era friable y de coloraciéon
verde (Figura 12). La mayor parte de las
yemas eran axilares y no presentaron
respuesta. Figura 12Callo verde y friable del medio JO-3
Se hicieron subcultivos periédicos cada tres
semanas.

Los explantes de hoja comenzaron a formar callo 5 semanas después de
establecer los cultivos. El callo prolifer6 bastante, se trataba de un callo verde y
friable en general.

Los explantes de hoja en el medio JE-1 para el segundo subcultivo sélo
mostraban un poco de engrosamlento Algunos no presentaron respuesta debido

B a la oxidacién que tuvieron. Al momento
del tercer subcultivo los explantes
mostraron una oxidacion total y ninguna
respuesta.

Los explantes de hoja en el medio
JE-4 presentaron respuesta en cuanto a la
formacion de callo antes de llegar al
segundo subcultivo, es decir, 5 semanas
aproximadamente después del
establecimiento de los cultivos. El callo era
verde y friable y proliferaba bastante,
tanto que no se notaba casi la presencia
Figura 12. Callo verde y friable del medio JE-4  del explante al estar cubierto por el callo

formado (Figura 13).

Los explantes de hoja en el medio JE-5 presentaron de igual manera
produccion de callo aproximadamente 5 semanas después de establecidos los
cultivos. El callo no era tan proliferante como el de JE-4 pero si era verde y friable,
de hecho mostraba algunas partes de callo blanquecinas que se tornaban
amaillas.
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Antes de llegar al tercer subcultivo
aquellos callos provenientes de los
medios JE-4 y JE-5 presentaron una alta
oxidacion, tal fue el dafio que ésta causo
que solo se lograron recuperar algunos
de los frascos. Aproximadamente un 90%
de los callos se perdieron por oxidacion
total (Figura 14).

Debido a esta respuesta, se
decidié realizar una segunda induccion
pero con algunas modificaciones a los
medios de cultivo que consistieron
Unicamente en agregar a los medios
correspondientes a la via embriogénica
PVP 1g Lt como se muestra en el cuadro
1. Ademas se planed reducir el tiempo
entre cada subcultivo, en vez de hacerlo
cada tres semanas se planed hacerlo
cada dos semanas.

Figura 14. Callo originado en el medio JO-1.

Segundo ensayo

Se utllizaron como explantes yemas
apicales y segmentos de hoja de 1 cmz?
para la via organogénica y
embriogénica respectivamente.

En cuanto a los explantes de hoja
los medios JE-1 y JE-5 no habian
generado ninguna respuesta a los dos
meses de incubacioén, todo lo contrario
del medio JE-4 que formd un callo verde
intenso, friable y ademas con una
proliferacion acelerada (Figura 16).

Figura 13 Oxidacion total de cultivos del medio

JE-4

El poco callo generado por el medio JO-2
se fue perdiendo por oxidacidn hasta que
sOlo se tenia material vegetal de
medios JO-1 y JO-3, el callo tenia una
coloraciéon verde, consistencia friable y
proliferacion lenta (Figura 15).

los

Figura 15. Callo originado en medio JE-4.
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Las yemas apicales independientemente del medio en el que se encontraban
generaron callo, el cual se observé aproximadamente dos meses después de
haber establecido los cultivos. A partir del siguiente mes se comenzo a distinguir la
formacioén de brotes (Figura 17).

a)

Figura 16. a),b) y c) Origen y desarrollo de brotes en el medio JO-3. d) Desarrollo de
brotes en medio JO-1.

Se observd en todos los medios, tanto los correspondientes a la organogénesis
como los de embriogénesis somatica, una hiperhidratacion, por lo cual los medios
para los siguientes subcultivos fueron modificados, ya que, en un principio se
utiizaba como agente gelificante Gelzan (3.3 g L1) y no fue favorable para los
callos, por lo que se cambid el agente gelificante a Agar gell (8.5g L1). Los
subcultivos se hicieron cada dos semanas y hubo una reduccion en la oxidacion.

Tercer ensayo

Se utilizaron las yemas apicales y axilares y los segmentos de hoja como explantes
para todos los medios de cultivo, es decir, los segmentos de hoja se cultivaron en
los 6 diferentes medios de induccion, al igual que las yemas.

Durante el primer mes y medio a partir del establecimiento de los cultivos
los explantes de hoja se engrosaron en los 6 medios de induccién y hubo un
desarrollo de yemas preformadas en el medio JO-3.

A los dos meses y medio la formacion de callo sucedidé en las yemas
cultivadas en el medio de cultivo JO-3, donde ademaéas se observd la formacion
de brotes y algunos de ellos comenzaban a desarrollarse. Las yemas en los otros
medios de cultivo presentaron una alta oxidacion, no hubo formacion de callo.

Los explantes de hoja al mes y medio presentaron un engrosamiento
general y en algunas zonas, sobre todo de la vena media, se formé callo,
igualmente los bordes de los explantes formaron un poco de callo verde claro.
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A los dos meses y medio, los cultivos de los medios JO-1, JE-1 y JE-5 no
presentaron formacion de callo ni brotes, y presentaron oxidacion. Algunos
explantes cultivados en el medio JO-2 presentaron formacion de callo en el borde
del explante y brotes en la vena media de la hoja, los cuales provenian
directamente del explante.

El medio JO-3 fue el que presentd mejor
respuesta pues hubo poca oxidacion y
tuvo desarrollo de callo en el borde de los
explantes y formaciobn de brotes que
provenian directamente de los explantes.
El medio JE-4 presentd oxidacion pero fue
el que mas produjo callo aunque éste no
era muy prolifero y hubo formacion de
brotes directamente sobre el explante
(Figura 18).

Figura 17. Formacion directa de brote en
medio JE-4 a partir de explante de hoja.

Se observd una contaminacion
por bacteria en un 90% de los cultivos. A
los medios de cultivo se le adicion6 un
antibiotico (Cefotaxima 125 mg L1).

La contaminacioén no desaparecio
por lo que los cultivos fueron muriendo,
ademas de que siempre hubo oxidacion
que también contribuyé a la pérdida del
material vegetal (Figura 19).

Figura 18. Cultivo contaminado por bacteria.

Cuarto ensayo
Se utilizaron unicamente los segmentos de hoja como explantes y se cultivaron en
los medios para organogénesis, es decir, los medios JO-1, JO-2 y JO-3.

A partir de la siembra de los explantes se tomaron parametros mediante la
observacion constante de los cultivos. Los parametros medidos fueron: porcentaje
de callo (Grafica 1-3) y porcentaje de oxidacion (Grafica 4-6).

Al comparar las Graficas 1-3 se determind el medio de cultivo y la zona de
hoja en donde hubo un mayor porcentaje de callo. A su vez, al comparar las
Graficas 4-6, se determind la zona de hoja y el medio de cultivo en el que se
presentd una menor oxidacion. La Gréafica 7 muestra el mejor explante y el mejor
medio de cultivo basados en los resultados de las Graficas 1-6.

Para evaluar la respuesta del mejor explante en el mejor medio de cultivo,
se realiz6 una cinética de crecimiento (Grafica 8) y un conteo de numero de
brotes por gramo de callo (Grafica 9), y se tomaron las medidas de los brotes
(Grafica 10).
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Las siguientes graficas (Grafica 1-3) muestran el porcentaje de callo que se
obtuvo en cada uno de los medios para los tres diferentes explantes
correspondientes a las zonas de la hoja.

La Grafica 1 muestra el porcentaje de callo que fueron adquiriendo los
explantes de cada una de las zonas de la hoja para el medio JO-1, en donde la
toma de datos fue quincenal y donde claramente se observa que los explantes
que pertenecen a la zona Basal de la hoja fueron los que mas ganancia en
porcentaje de callo presentaron, ya que alcanzaron un 32%, en comparacion
con los explantes de hoja de la parte media en donde sélo se alcanzé un 11% y
de la parte apical en dénde s6lo alcanzaron un 7%. En cada una de las tomas de
datos se observa que los explantes de la parte Basal de la hoja fueron los que
presentaron un mayor porcentaje de callo.

Callo JO-1
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Gréfica 1. Porcentaje de callo adquirido por los explantes de hoja en el medio de cultivo JO-1 a
través del tiempo.
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En la Gréfica 2 se muestra el porcentaje de callo que adquirieron los explantes de
las diferentes zonas de la hoja al transcurso de las tomas de muestras que fue de
manera quincenal para el medio JO-2. Asi podemos observar que para la ultima
toma de datos se observa que los explantes de la zona Basal ganaron un 23%
aproximadamente de callo, para la zona Media los explantes alcanzaron un 12%
y para la zona apical los explantes alcanzaron sélo un 7%. En cada una de las
tomas de datos los explantes de la parte Basal de la hoja fueron los que tenian un
mayor porcentaje de callo.
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Gréafica 2. Porcentaje de callo adquirido por los explantes de hoja en el medio de cultivo
JO-2 a través del tiempo.
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La Grafica 3 muestra la ganancia de porcentaje de callo que adquirieron
los explantes de cada una de las zonas de la hoja para el medio JO-3, en donde
observamos que para las primeras tomas de datos los explantes de la zona Basal
de la hoja son los que adquieren un mayor porcentaje de callo, para el dia 60 los
explantes de la zona Apical se perdieron totalmente por oxidaciéony los explantes
de la zona Basal y Media son similares en cuanto a la ganancia de porcentaje de
callo. Para el dia 90 los explantes de la parte Basal son los que alcanzan un mayor
porcentaje de callo, alcanzando casi un 60%. En cuanto a la zona Media se
alcanzé casi un 30% de callo, de hecho en el dia 75 se puede observar un
porcentaje mayor que a los 90 dias debido a la oxidacibn que presentaron
algunos explantes y que ocasiono la pérdida de callo.
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Grafica 3. Porcentaje de callo adquirido por los explantes de hoja en el medio de cultivo JO-3 a
través del tiempo.
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Las siguientes graficas (Grafica 4-6) muestran el porcentaje de oxidacion

que presentaron los cultivos para cada medio utilizado en las tres diferentes zonas
de la hoja.

La Grafica 4 muestra el porcentaje de oxidacion que fueron adquiriendo
los explantes de cada una de las zonas de la hoja para el medio JO-1 en el
transcurso del tiempo. Los explantes fueron adquiiendo cada vez mas un
porcentaje de oxidacion independientemente de la zona de la hoja a la que
pertenecian, pero se logra observar que aquellos explantes de la zona Apical son
aquellos que adquieren un mayor porcentaje de oxidacion, seguido por los
explantes de la zona Media y los de la zona Basal fueron los que presentaron
menor porcentaje de oxidacion. Para la ultima toma de datos los explantes de la
zona Apical alcanzaron casi un 60% de oxidacion.
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Gréfica 4. Porcentaje de oxidacion adquirido por los explantes de hoja en el medio de cultivo JO-1
a través del tiempo.
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La Grafica 5 muestra el porcentaje de oxidacion que fueron adquiriendo
los explantes de las diferentes zonas de la hoja a lo largo del tiempo. La parte
Apical fue la que en cada una de las tomas de datos presentd un mayor
porcentaje de oxidacion, en la ultima toma de datos los explantes de esta zona
alcanzaron un porcentaje mayor del 50%, seguido por la parte Basal. Los
explantes de la zona Media fueron aquellos que presentaron un menor
porcentaje de oxidacion en cada una de las tomas de datos.

Oxidacion JO-2

60

50

40

30 Basal
B Media

B Apical
20

Porcentaje de oxidacion (%)

10

15 30 45 60 75 90
Dias

Gréfica 5. Porcentaje de oxidacion adquirido por los explantes de hoja en el medio de cultivo JO-2
a través del tiempo.
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La Grafica 6 es el resultado de la toma de datos de manera quincenal que
se hizo para determinar el porcentaje de oxidacion que los explantes de todas las
zonas de la hoja iban adquiriendo a lo largo del tiempo. Asi podemos observar
que los explantes de la zona Apical fueron aquellos que alcanzaron un punto
maximo de porcentaje de oxidacion en la toma de datos 4, alcanzando un 100%
de oxidacion, por lo que para la siguiente toma de datos ya no habia explantes
de esta zona vivos. Los explantes de la parte Media de la hoja fueron adquiriendo
un porcentaje de oxidacion que alcanzé para la ultima toma de datos un valor
de 30%. Y por ultimo los explantes de la zona Basal de la hoja fueron los que
presentaron menor porcentaje de oxidacién en todas las tomas de datos.

Oxidacion JO-3

120

100
x
< 80
c
i
o
5]
S
3
o 60 M Basal
©
2 B Media
8
[= .
7} Apical
(5]
5 40
a

20 ' i

0 el - J

15 30 45 60 75 90

Dias

Grafica 6. Porcentaje de oxidacion adquirido por los explantes de hoja en el medio de cultivo JO-3
a través del tiempo.
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En la Grafica 7 se muestra el comportamiento que tuvo la parte Basal de la
hoja en cada uno de los medios, asi en la grafica puede destacarse que los
mejores explantes son los de la zona basal de la hoja, pero también muestra el
comportamiento que tuvo bajo los diferentes medios de cultivo, y asi se
determina también el mejor medio de cultivo.

La Grafica 7 es el resultado de la comparacion del porcentaje de callo que
fueron adquiriendo los explantes de la zona Basal de la hoja en cada uno de los
medios de cultivo de la via de la Organogénesis. En cada una de las tomas de
datos se observa que va incrementando de manera significativa el porcentaje de
callo. El medio de cultivo JO-3 es en el que los explantes alcanzaron un mayor
porcentaje de callo en cada una de las tomas de datos, alcanzando para la
ultima toma de datos un 33% de callo. El medio JO-2 muestra que los explantes
fueron adquiriendo un porcentaje de oxidacion muy proporcional en cuanto a la
toma de datos, es decir, entre una toma y la otra no hubo una adquisicion de
callo abrupta. El medio JO-1 presentd en la mayoria de las tomas de datos un
menor porcentaje de callo, pero para la ultima toma de datos si presentd una
elevada adquisicion de callo.
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Gréfica 7. Porcentaje de callo adquirido a través del tiempo en explantes de hoja de zona basal en
los diferentes medios de cultivo.
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La Gréfica 8 muestra la ganancia de peso fresco medida en gramos en el
transcurso de 10 semanas en las que se pesaron los callos que partieron de un
peso inicial de 1 g con excepcién del medio JO-1 en el que nunca se alcanzo el
peso de 1 g. En cuanto a los callos del medio JO-3 se observa que cada semana
incrementaron considerablemente su peso, comenzando con s6lo un gramo éste
medio alcanzo6 el peso de casi 13 g en promedio. En cuanto a los callos del medio
JO-2 podemos observar que si incrementd un poco su peso para la udltima

semana, pero no alcanzo los 2 g.
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Gréfica 8. Cinética de crecimiento, peso en gramos adquiridos a través del tiempo en los diferentes

medios de cultivo.
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Para obtener la Grafica 9. Niumero de brotes por explante, se contaron el
numero total de brotes y se dividié por el total de explantes, que en JO-1 fue de 9
y en JO-2 y JO-3 fue de 15.

En la Grafica 9 se observa que el promedio de brotes en los tres diferentes
medios (JO-1, JO-2 y JO-3) en la primer semana es bastante bajo, lo cual va
cambiando en el transcurso de las semanas, ya que se observa coOmo de manera
proporcional se va incrementando el promedio de brotes por explante. En cada
semana se observa que el medio de cultivo en donde es mayor el promedio de
brotes por explante es el medio JO-3, el cual recordemos es la combinaciéon del
medio JO-1 (que dio los mejores resultados al inicio del proyecto) y JO-2 (medio
de cultivo que se obtuvo de la investigacion bibliografica). Y el medio de cultivo
en el que siempre es mas bajo el promedio de brotes por explante es el medio JO-
1 en cada una de las semanas. En la Ultima semana el medio JO-3 alcanza un
numero promedio de brotes de 33, en tanto que el medio JO-2 alcanza 15y el
medio JO-1 sélo alcanza 6, es bastante grande la diferencia.
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Grafica 9. Numero de brotes promedio por explante a través del tiempo en los diferentes medios de
cultivo.
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En la Grafica 10 se muestran los resultados que se obtuvieron a partir de
medir cada uno de los brotes en cada semana transcurrida, esto por cada uno
de los medios de cultivo. Claramente el medio JO-3 presenta los brotes con una
mayor longitud en cada una de las semanas en las que se midieron, seguido por
el medio de cultivo JO-1. La longitud de los brotes se muestra en milimetros y
vemos como para la semana 9 los brotes en el medio JO-3 llegan a alcanzar un
promedio de 6.5 mm, en el medio JO-1 alcanzan un promedio de 2.5 mm y en el
medio JO-2 alcanzan el promedio de 1.5 mm.
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Grafica 10. Longitud de brotes a través del tiempo en los diferentes medios de cultivo.

La prueba estadistica T de Student nos permite afirmar que hay diferencias
significativas entre los diferentes medios de cultivo para los parametros de
porcentaje de callo, porcentaje de oxidacion y numero de brotes por explante.

Tabla 1. Datos estadisticos para la prueba T de Student para porcentaje de callo y oxidacion.

. % Callo % Oxidacion
No. Muestra Medio : : : :
Promedio Varianza Promedio Varianza
17 JO-1 15.5882353 | 218.382353 | 45.5882353 | 552.757353
18 JO-2 17.5 524.264706 | 31.6666667 | 455.882353
12 JO-3 37.5 641.727273 | 28.8333333 | 950.878788

A partir de los datos de la Tabla 1 resultado del conjunto de datos presentados en
el Anexo 2, se realizdé la Prueba T de Student para comparar cada uno de los
medios de cultivo utilizados en este trabajo.
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Tabla 2. Resultados de prueba T de Student para el porcentaje de callo y la oxidacion.

3 e

Hipotesis |gl [(n1+n2)-2] Valor de tablas Eallehd M @xidasionli)
ValordeT | ValordeT

Ho:JO-1=J0-2 33 0.05 1.6924 0.29509 1.83049

Ha: JO-1#£J0-2 0.001 2.4448

Ho:JO-2=J0O-3 78 0.05 1.7011 2 20055 0.27708

Ha: JO-2#J0-3 0.001 2.4671

Ho:JO-3=J0O-1 27 0.05 1.7033 2 69057 1.58492

Ha: JO-3#J0-1 0.001 2.4727

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos de la comparaciéon de medias
que se realiza en la prueba T de Student. Asi podemos enumerar los siguientes
resultados en cuanto al porcentaje de callo:

Entre JO-1 y JO-2. Se acepta la hipdétesis nula (HO) ya que el valor de T es
menor al de tablas, por lo tanto entre JO-1y JO-2 no hay diferencias.

Entre JO-2 y JO-3. Se rechaza la hipétesis nula ya que el valor de T es mayor
que el valor de tablas (a 0.05), por lo tanto entre JO-2 y JO-3 hay una
diferencia significativa.

Entre JO-3 y JO-1. Se rechaza la hipétesis nula ya que el valor de T es mayor
al valor de tablas (a 0.001), por lo tanto entre JO-2 y JO-3 hay una
diferencia altamente significativa.

En cuanto al porcentaje de oxidacion:

Entre JO-1 y JO-2. Se rechaza la hipdtesis nula (Ho) ya que el valor de T es
mayor al de tablas (a 0.05), por lo tanto entre JO-1 y JO-2 hay una
diferencia significativa.

Entre JO-2 y JO-3. Se acepta la hipdtesis nula ya que el valor de T es menor
gue el de tablas, por lo tanto entre JO-2 y JO-3 no hay diferencias.

Entre JO-3 y JO-1. Se acepta la hipdtesis nula ya que el valor de T es menor
gue el de tablas, por lo tanto entre JO-3 y JO-1 no hay diferencias.

Para realizar la prueba T de Student en el conjunto de datos de numero de brotes
por explante para cada tratamiento, se realiz6 la Tabla 3 que es el resultado de
los datos presentados en el Anexo 2.

Tabla 3. Datos estadisticos para realizar la prueba T de Student para el parametro nimero de brotes
promedio por explante.

Ml.l:le:.tra Medio Promedio | Varianza
9 JO-1 5.55555556 | 15.0277778
15 JO-2 15.5333333|10.6952381
15 JO-3 33 19.8571429
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Tabla 4. Resultados de la prueba T de Student para el parametro Niumero de brotes por explante.

Hipétesis gl [(n1+n2)-2] Valor de tablas Valorde T
otz | 2 [over [ asom ] S
:g jgj:jgj 28 0%0051 ;Zg;i 12.23864
:Z jg:;:jgj 22 0%0051 ;;g; 15.86208

La Tabla 4 presenta los resultados de la prueba T de Student a partir de los datos
de la Tabla 3, para el parametro nimero de brotes por explante. Se pueden
enumerar los siguientes resultados:

e Entre JO-1 y JO-2. Se rechaza la hipdtesis nula, ya que el valor de T es
mayor al valor de tablas (a 0.001), por lo tanto entre JO-1 y JO-2 hay una
diferencia altamente significativa.

e Entre JO-2 y JO-3. Se rechaza la hipdtesis nula, ya que el valor de T es
mayor al valor de tablas (a 0.001), por lo tanto entre JO-2 y JO-3 hay una
diferencia altamente significativa.

e Entre JO-3 y JO-1. Se rechaza la hipdtesis nula, ya que el valor de T es
mayor al valor de tablas (a 0.001), por lo tanto entre JO-3 y JO-1 hay una
diferencia altamente significativa.

El Cuadro 3 presenta los mejores resultados de cada uno de los cuatro diferentes
ensayos reportados, en los que se puede observar que siempre destaca el medio
JO-3y el explante de zona basal de hoja.

Cuadro 3. Resultados sobresalientes de los ensayos realizados.

Ensayo Organogénesis Explante Medio de | Caracteristicas
(tipo) cultivo del callo
1 X Yemas apicalesy JO-3 Friable, verde
axilares y hoja claro
2 Indirecta Yemas apicales JO-3y JO-1 | Verde intenso,
proliferante y
friable.
3 Directa Yemas apicales y JO-3y JE-4 Poco
hoja proliferante,
casi nulo.
4 Indirecta Hoja (zona basal) JO-3 Verde intense,
friable,
proliferante.
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4.4 Regeneracion de plantulas

Durante la induccién y la proliferacién de cultivos se mantuvieron haciendo
los subcultivos periddicos cada dos semanas, en cada uno de éstos se retiraba de
manera cuidadosa las partes de callo que presentaran oxidacion, esto sumado al
cambio a medio fresco, originéd que el callo y los brotes que se generaban se
mantuvieran saludables.

Los callos y brotes permanecieron
en estas etapas un periodo de 7 meses
aproximadamente.

El desarrollo de estos brotes siguid
y se observé un engrosamiento en el
tallo y formacion de mas hojas, asi los
brotes se hicieron mé&s grandes en
cuanto a altura, grosor y numero de
hojas. Aquellos brotes que alcanzaron
estas caracteristicas fueron
individualizados para pasar a la

siguiente etapa, los cuales fueron 6 en
total (Figura 20). Figura 19. Planta regenerada de Jatropha
curcas L. a partir del medio JO-3.

4.5 Enraizamiento

Para continuar con el desarrollo de los 6 brotes obtenidos en la induccion,
proliferacion y regeneracion, éstos se transfiieron a un medio de cultivo de
enraizamiento.

Los brotes desarrollados que se cambiaron al medio de cultivo liquido y
posteriormente al medio de cultivo sélido de sales MS sin reguladores de
crecimiento, no presentaron contaminaciéon al pasar por este proceso, las
condiciones axénicas fueron suficientes. La agitacibn manual bajo las que
estuvieron durante tres horas en el medio liquido no provoc6 dafos en los brotes,
asi que cuando se colocaron en el medio MS sin reguladores de crecimiento no
tuvieron oxidacion, ni pérdida de hojas, ni fracturas.

Al encontrarse los brotes en el
medio MS sin reguladores de
crecimiento y en condiciones de
fotoperiodo de 16/8 durante tres
meses, se presentd la formacion de
raices en sélo una plantula, pero no
se presentd formacion de raices en
las demas plantulas, asi que se
sometieron a otro tratamiento
(Figura 21).

Figura 20. Planta regenerada de Jatropha o1
curcas L. con raiz a partir del medio JO-3.



RESULTADOS

Se colocaron en el medio 2 de enraizamiento durante una semana y se
colocaron en medio MS sin reguladores de crecimiento de nuevo, donde
permanecieron dos meses, con subccultivos peridédicos, pero no hubo respuesta.
Al someterse a un tercer tratamiento, en el medio 3 de enraizamiento tampoco
hubo una respueta favorable, al no encontrarse presencia de raices en ninguna
de las plantulas.

Asi las plantulas se sometieron a un cuarto y dltimo tratamiento, en el que
se quedaron en el medio 4 de enrizamiento una semana y de nuevo se colocaron
en medio MS sin reguladores de crecimiento. Al realizarse los subcultivos
periddicos de cada dos semanas a medio fresco no se presento la formacion de
raices en las demas plantulas. Asi al final de todos los tratamientos a los que
fueron sometidas las plantulas se presenté la formacién de raices s6lo en una de
seis plantulas.
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La germinacién de las semillas de Jatropha curcas L. se realiz6 de dos diferentes
maneras, de un total de 100 semillas 20 fueron germinadas bajo condiciones de
invernadero y 80 en condiciones in vitro.

La germinacion de semillas de las diferentes especies comienza con la
absorcion de agua y termina cuando la radicula emerge (Herrera et al, 2006). En
el caso de J. curcas Franken, Y.J. y Nielsen, F. (2009) reportaron que las semillas
tienen un periodo de germinacion de 10 dias aproximadamente. En el caso del
presente trabajo, al poner las semillas a germinar bajo condiciones de
invernadero, emergieron su raiz y cotiledones después de 13 dias a partir de su
siembra, mientras que en las semillas bajo condiciones in vitro la germinacion se
observo a los 30 dias a partir de su siembra.

Las semillas para su germinacion tienen tres requerimientos ambientales
esenciales, que son: agua, oxigeno y temperatura (Herrera et al, 2006). Cualquier
alteraciéon a estos factores puede afectar cualquiera de las etapas de la
germinacion de la semilla que puede traer como resultados la germinacion nula
0 que el posterior desarrollo y crecimiento de la plantula sea deficiente. En el caso
de las semillas germinadas bajo condiciones de invernadero los requerimientos
ambientales antes mencionados permitieron que las semillas germinaran en el
tiempo que la literatura lo indicaba y las plantulas alcanzaron un buen desarrollo y
crecimiento, pero en las semillas bajo condiciones in vitro no se obtuvo un buen
resultado a pesar de que las condiciones ambientales estan controladas. Las
condiciones de fotoperiodo in vitro (16/8) no son iguales que en el entorno natural
en el que se encontraban las semillas de invernadero. La humedad relativa bajo
condiciones in vitro es cercana al 100% y en el ambiente de invernadero es
mucho mas baja. En cuanto a la disponibilidad de oxigeno, en un ambiente in
vitro es mucho menor el intercambio gaseoso que hay en los cultivos. Por dltimo el
protocolo de desinfeccidon bajo el que se sometid a las semillas destinadas a
germinacion in vitro pudo haber sido muy agresivo, dafiando asi el embrién, ya
gue las semillas primero pasaron por una escarificacion fisica que dejé al embrién
sin la proteccion suficiente ante el protocolo de desinfeccion.
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El método de desinfeccidn del explante brindd los resultados esperados ya
que en primer lugar se empled una solucibn jabonosa que por su accion
tensoactiva permitid eliminar polvo, sustancias que ese emplearon en el
tratamiento fitosanitario, y cualquier otra particula que se pudo disolver en el
agua para luego ser eliminados mediante enjuagues.

Posteriormente se utilizé el etanol al 70% el cual actud a nivel de membrana
sobre los microorganismos y provocO cambios en la fluidez de ésta. Por su
naturaleza anfiflica puede interactuar con moléculas polares, y por su naturaleza
hidrofébica puede interactuar con regiones hidrofébicas de lipidos y proteinas,
afectando el funcionamiento de éstas Ultimas como enzimas y canales e incluso
desnaturalizandolas.

El tamafio de los explantes es de suma importancia pues en este trabajo

determinaron la respuesta en cuanto a la formacién de callo y brotes, ya que,
aguellos de hoja mayores a 1 cm? no pudieron estar totalmente en contacto con
el medio de cultivo, asi su respuesta se vio limitada. Por otro lado, los explantes de
yema que fueron menores a 1.5 cm dieron una respuesta nula, por lo que
podemos pensar que al tomarlas de la planta donadora no se tomé completa,
sino s6lo una parte de la yema, lo cual pudo provocar la reduccion en la tasa de
proliferacion caracteristica de las células que forman parte de cualquier
meristemo.
La induccién y proliferacion estuvieron basadas en diferentes medios de cultivo,
los cuales fueron evaluados por las respuestas presentadas en los explantes,
aunque es importante recordar que la respuesta de éstos no sélo depende de la
composicion del medio de cultivo en el que se encuentra, sino de una serie de
factores medio ambientales en los que la planta donadora de explantes esta
inmersa y de la propia informacion genética que porta el explante. A pesar de
qgue el CTV puede crear una serie de condiciones artificiales de ambiente,
nutricion y asepsia (Ismidianty and Rachmi, 2010), s6lo ejercemos un control
relativo sobre los procesos morfogenéticos, fisiolégicos y bioquimicos (Abdelnour-
Esquivel y Escalant, 1994). Partiendo de esta idea es que se emplean mas de un
medio de cultivo para ambas vias morfogenéticas (Cuadro 2), ya que no
podemos controlar al 100% la respuesta del explante, por estas mismas razones se
trabajé con diferentes explantes, que fueron los de hoja y yemas apicales y
axilares. A pesar de que los explantes provenian del mismo lote de plantas
donadoras, de que todos pasaron por un proceso de desinfeccion idéntico y de
gue estuvieron manipulados bajo las mismas condiciones artificiales que nos
permite crear el CTV, se muestran diferentes respuestas en los diferentes medios
de cultivo (Graficas 1-6).

Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994 nos hablan de que hay una interaccion
entre el tipo de explante, normas de asepsia, medios de cultivo y microambiente
de incubacioén y en este trabajo podemos observar que en efecto, la interaccion
entre todos estos factores nos han brindado respuestas diferentes que podemos
comparar y asi determinar tanto la mejor via de regeneracion como el mejor
explante y medio de cultivo, que son los objetivos de este trabajo (Grafica 7).

De manera constante en los diferentes ensayos reportados destacan los
mismos medios de cultivo que nos brindan los mejores resultados (JO-3) y se
destaca el mejor explante (zona basal de hoja). En los primeros ensayos los
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medios de cultivo y los explantes eran diferentes para cada via regenerativa,
pero después se probaron los diferentes explantes para todos los medios
independientemente de la via regenerativa a la que estaban destinados. Asi se
pudo determinar que el mejor medio de cultivo fue el medio de la via
organogénica JO-3 y el mejor explante fue la zona basal de hoja (Grafica 7).

En cuanto al explante el que mostré los mejores resultados en los ensayos
reportados fue el de hoja (zona basal), ya que, siempre presentd una alta
proliferacion en varios medios de cultivo, ademas de que presento la formacion
de brotes que posteriormente se desarrollaron y formaron plantulas. La formacion
de brotes a partir de hoja fue de manera directa e indirecta en diferentes
ensayos. Las yemas axilares y apicales a pesar de ser zonas meristematicas que
poseen células que se encuentran en constante division a una velocidad alta, no
produjeron los resultados como los mostrados en hojas, ya que la proliferacion de
callo no fue tan alta como en hojas, ademas hubo una formacién de brotes de
manera indirecta y la mayoria de ellos no lograron desarrollarse, s6lo unos cuantos
comenzaban a mostrar la formacion de hojas pero no aumentaron de longitud,
grosor, ni numero de hojas. La mayoria de las yemas no presentaban respuesta,
debido posiblemente a que la diseccién por la que pasaron al ser extraidas de la
planta madre fue agresivo y la zona meristematica no se encontraba completa
sino fracturada. De ahi que la mejor opcion para las siguientes inducciones fueron
las hojas.

Los explantes de hoja que mejor respondieron en todos los ensayos fueron
los pertenecientes a la zona basal. La zona basal de la hoja estad unida al tallo
mediante el peciolo y posee una mayor area de nervadura central. La nervadura
central contiene los tejidos conductores xilema y floema primarios, que en hojas
viejas son el resultado de la maduracion del procambium (Dickison, 2000). Asi
podemos atribuir la respuesta tan favorable que tuvieron los explantes de hoja, y
sobre todo los de la zona basal, pues contenian una mayor superficie con
nervadura central, la cual contiene los tejidos conductores que a su vez son el
resultado de la maduracion de una zona meristematica en la que sus células se
encuentran en constante division.

Otro aspecto al que podemos atribuir la respuesta de los explantes de hoja
es el origen de éstas. Las hojas en angiospermas se originan como grupos de
células a los costados del meristemo apical (Dickison, 2000), asi encontramos de
nuevo su ligadura con zonas meristematicas en los que sus células tienen una
mayor tasa de division y con la caracteristica de ser totipotenciales. De hecho,
una de las funciones mas importantes que tiene el apice es la formacién de hojas.

La respuesta generada por ambos tipos de explantes fue la generacion de
brotes de manera directa en algunos ensayos y de manera indirecta en otros. La
generacion de brotes nos habla de que la respuesta pertenece a la via
organogénica. No todos los ensayos reportados en este trabajo muestran la
formacién de brotes, ya que influyeron distintas variables para obtener la
formaciéon de brotes, como el explante utilizado, la época del afio en que se
tomaron los explantes de la planta en condiciones de invernadero, el estado
fisiolégico de la planta, el tamafio de explante, el medio de cultivo utilizado, el
propio genotipo de la planta, etc. La organogénesis depende de las diferencias
en la actividad hormonal regional, es decir, que cada regién de la planta tiene
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una actividad hormonal diferente, y de eso depende la formacion de érganos. La
actividad hormonal provoca la activacion y silenciamiento de genes que
conducen aspectos especificos del desarrollo de érganos (Taiz and Zeiger, 2010).

Zonas especificas de acumulacion de auxinas promueven la formacién de
hojas (Taiz and Zeiger, 2010).Asi se puede inferir que las yemas apicales y axilares
son zonas de acumulacion de auxinas, asi como la zona basal de la hoja, por su
cercania a la yema axilar, ya que como mencionamos anteriormente la yema
apical tiene la importante funcidon de formar hojas e incluso de la filotaxia, y a
partir de las yemas axilares se desarrollan las hojas. Otros factores ambientales o
mutaciones afectan el tamafno y forma del meristemo (Taiz and Zeiger, 2010).lo
cual influye directamente en la formacién de hojas, pero también en la respuesta
obtenida en los ensayos reportados en éste trabajo, y que pueden dar la
explicacion a la respuesta variable que se obtuvo de éstos, ya que aunque los
explantes de yema pertenecian a un mismo lote de plantas los resultados eran
diferentes, al igual que si comparamos la respuesta obtenida entre lotes de
plantas distintos.

Las auxinas son un factor clave que determina la filotaxia y formacién de
hojas. Los sitios de la formacién de hojas estan relacionados a los patrones del
transporte polar de las auxinas (Taiz and Zeiger, 2010).Los patrones del transporte
polar de auxinas es diferente en cada primordio foliar dependiendo de su edad,
lo que nos sugiere que también es diferente en las hojas formadas dependiendo
de su edad, lo cual también influyé en la respuesta obtenida en los diferentes
ensayos realizados y reportados en este trabajo, y destaca la importancia de
elegir el explante adecuado, lo cual se considera fue correcto en éste caso, ya
que se eligieron hojas que no fueran demasiado jévenes ni tampoco viejas, que
presentaron una buena respuesta formando brotes que se desarrollaron y
formaron plantulas.

Los articulos consultados para la previa busqueda bibliografica sobre la
Regeneracion de J. curcas utilizan una amplia variedad tanto de medios de
cultivo como de explantes (Cuadro 1).

Shrivastava y Banerjee, 2008; Manjari et-al, 2007; y Coutifio-Cortés et-al,
2013, reportan el uso de nodos axilares para la induccién de la organogénesis. De
igual manera se hizo en este trabajo, ya que utilizamos yemas apicales y axilares
para la induccién de la misma via regenerativa. Comparando sus resultados con
los que se reportan en este trabajo se obtuvo la misma via morfogenética que se
buscaba de acuerdo a nuestros objetivos, es decir, se obtuvo la organogénesis
indirecta, como lo reporta Manjari et-al, 2007 y Coutifio-Cortés et-al, 2013,
ademas también se obtuvo la organogénesis directa, como lo reporta Shrivastava
y Banerjee, 2008. Los medios de cultivo que utilizan estos autores se tratan de sales
MS, ademas todos adicionan al medio BA en diferentes concentraciones y alguna
auxina. En este trabajo se utilizan también las sales MS y se adiciona BA (3 mg L%1),
pero no se utiliza ninguna auxina.

Algunos otros autores como explantes los cotiledones (Li et-al, 2007) o
epicaotilos (Qin et-al, 2004) e hipocatilos (Sujatha et-al., 2000., Ismidianty y Rachmi,
2010., Soomro y Memon, 2007., y Mariani et-al, 2012) buscando tanto la via
organogénica como la embriogénesis somatica, de hecho la mayor parte de
autores que utilizan el hipocdtio es para inducir la via de la embriogénesis
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somatica, pero en el caso de este trabajo se usan los explantes de hoja de 1cmz?
para esta via. La via de la embriogénesis somatica no se pudo lograr en este
trabajo con los explantes utlizados. Aquellos autores que reportan Ila
organogénesis utilizan un medio de cultivo con sales MS adicionado con BA en
cantidades mas bajas que las utilizadas en este trabajo (3 mg L1).

Los autores que reportan la embriogénesis somatica (Ismidianty y Rachmi,
2010; Soomro y Memon, 2007; y Mariani et-al, 2012) utilizan medios de cultivo con
sales MS adicionados con 2,4-D en diferentes concentraciones, pero en este
trabajo no resulté de manera satisfactoria este regulador de crecimiento, ya que
fue de los medios probados (JE-1) el que brindé los resultados menos favorables
en cuanto a la formacién de callo. De hecho en este trabajo no se obtuvo un
resultado favorable de la via de la embriogénesis somatica.

Soomro y Memon, 2007 y Tiran et al., utilizan explantes de hoja para la
inducciéon de la embriogénesis somatica, al igual que se hizo en este trabajo,
aunque no haya sido exitoso para este caso. Los medios de cultivo que utilizan
son sales MS adicionados de 2,4-D y AIB respectivamente, estos dos diferentes
reguladores de crecimiento fueron utilizados para este trabajo sin éxito en la
induccioén de la embriogénesis.

A diferencia de Tiran et al., los cuales reportan el uso de hojas como
explante para inducir la via de la embriogénesis soméatica, nosotros lo hicimos ya
en el ultimo ensayo probando la hoja para la induccién de la via organogénica,
lo cual resulté bastante satisfactorio ya que se obtuvieron brotes que se
desarrollaron hasta obtener plantulas. Al igual que ellos elegimos las yemas
axilares y apicales para la induccién de la via organogénica en los primeros
ensayos y resultod satisfactoria al obtener de las yemas de manera indirecta brotes.

La mayor parte de la literatura que hace referencia a la regeneracion de J.
curcas reporta como resultados exitosos aquellos de la via de la organogénesis, y
de esta via regenerativa comunmente se reporta la que se obtiene de manera
indirecta (Cuadro 1). Este trabajo de investigacion reporta ambos tipos de
organogeénesis.

El uso de los explantes de hoja se encuentra reportado para la via de la
embriogénesis somatica en los articulos consultados (Cuadro 1), en cambio en
este trabajo, el explante de hoja fue el que brindd los mejores resultados para la
via organogénica.

Comparando la gran cantidad de investigaciones realizadas para la
regeneracion de J. curcas se puede observar que aunque se utiliza la misma
especie (Jatropha curcas L.), los mismos explantes, y a veces los mismos medios
de cultivo o muy parecidos las respuestas son muy distintas, ya que, el resultado
depende de multiples factores fisicos, pero también dependen del genotipo que
tiene cada planta de la que se obtienen los explantes, como en el caso de este
trabajo en el que se probd uno de los medios de Tiran et al. para la via
organogénica (JO-2) y uno para la via de embriogénesis somatica (JE-4) (Cuadro
2) y el resultado fue totalmente diferente, ya que, el explante utilizado para la via
de la embriogénesis somatica (hoja) fue bastante exitoso pero en los medios de
cultivo para la via organogénica. De hecho los medios utilizados de Tiran et al. no
fueron los que generaron los resultados mas exitosos, sino que una modificacién
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de éstos (JO-3)(Cuadro 2)fueron los que mostraron los resultados mas favorables
en cuanto a la formacion de callo y brotes.

Como antes ya se ha mencionado los factores implicados en la respuesta
de los ensayos antes presentados son muchos, pero se debe destacar el medio
de cultivo, ya que es un factor determinante para cada ensayo. Los mejores
medios de cultivo se fueron probando hasta determinar como el mejor medio el
JO-3 como se puede apreciar en la Grafica 7, del cual analizando su
composicion (Cuadro 2) se puede entender la respuesta presentada.

Todos los argumentos en los que se habla sobre el mejor medio de cultivo y
el mejor explante estan basados en el analisis estadistico mediante la prueba de T
de Student que se realiz6 para ese conjunto de datos (Anexo 2). El analisis
estadistico que se realiz6 a partir de la toma de datos como el porcentaje de
callo, oxidacién y niumero de brotes por explante nos permite afirmar que para
este trabajo, el mejor medio de cultivo, es decir aquel que formé un callo
prolifero, en el que hubo menor oxidacion, y el que formé en el explante de hoja
un mayor numero de brotes fue el JO-3, ya que mostré diferencias significativas
entre los otros medios de cultivo. Los resultados ya habian sido analizados
anterioremente de manera cualtitativa, mediante observaciones y mediante las
graficas presentadas, pero no fue hasta que se realizé la prueba estadistica que
qgue se pudo afirmar con total certeza que el medio JO-3 tiene diferencias
significativas y altamente significativas respecto a los otros medios de cultivos con
los que se trabajé en cuanto a porcentaje de callo, y al nimero de brotes por
explante.

La composicién del medio de cultivo JO-3 (Cuadro 2) es uno de los
multiples factores que permitieron que se destacara en las diferentes inducciones
realizadas. El medio contiene sales MS al 100% que le permitié brindar los
micronutrientes y macronutrientes necesarios para la proliferacion de callo y la
aparicion de brotes de manera directa e indirecta. En la composicion del medio
JO-3 también se encuentran la Glicina al 100%, la vitamina R2 al 100%,
reguladores de crecimiento, sacarosa, agente gelificante, y agua, los cuales
cumplen con funciones especificas en las plantas, o en este caso, en los
explantes.

Las sales MS forman parte del medio de cultivo JO-3 que fue seleccionado
como el mejor medio de cultivo a lo largo de todos los ensayos presentados en
este trabajo, éstas contienen los elementos minerales esenciales que requieren las
plantas y en este caso el explante.

Los elementos minerales esenciales se clasifican por su concentracion
relativa en la planta como macronutrientes y micronutrientes (Taiz and Zeiger,
2010), los cuales se encuentran en el medio de cultivo utilizado, ya que sin ellos
puede haber anormalidades en el crecimiento, desarrollo o reproduccion de la
planta.

Entre los macronutrientes podemos mencionar algunas de sus funciones y
asi se puede entender su importancia en el metabolismo de la planta. Muchos de
los macronutrientes cumplen una funciébn como cofactores de enzimas, es decir,
su ausencia generaria la funcién nula o ineficiente de mas de 40 enzimas
diferentes. El nitrégeno (N) es constituyente de aminoacidos, acidos nucleicos,
amidas, proteinas, nucledtidos, coenzimas, etc. El fostato (P), componente del
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azucar fosfato, acidos nucleicos, nucleétidos, fosfolipidos, etc. En cuanto a los
micronutrientes, muchos de ellos cumplen una funcién en procesos fotosintéticos,
en la formacion de O: forman parte de citocromo, algunos son componentes de
pared celular, otros son importantes para la funcion de algunas enzimas, algunos
en la regeneracion de fosfoenolpiruvato, etc. S6lo por mencionar algunos de los
elementos esenciales, de las funciones tan importantes que cumplen y destacar
gue su presencia es indispensable en el medio de cultivo.

Otro componente del medio de cultivo son las vitaminas, en el caso de
esta investigacion se utilizaron las vitaminas R2. Las plantas las producen por si
mismas, pero en el caso de plantas en cultivos in vitro se le deben adicionar al
medio, ya que aumentan la sobrevivencia de las plantas.

La composicion del medio en la parte de reguladores de crecimiento es
determinante en la respuesta que se desea obtener. En el CTV se utilizan auxinas y
citocininas en balance para estimular la divisibn celular y controlar la
morfogénesis (Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994). En el caso de esta
investigacion el medio JO-3 que fue el que presentd una mejor respuesta solo
contiene BA (3 mg L1) en la induccidn y proliferacidon. Se puede pensar que éste
medio presentd los mejores resultados ya que el explante bajo tratamiento, es
decir, la hoja basal con nervadura central, de manera endégena contiene una
alta concentracion de auxinas, por lo ya antes analizado en cuanto a su posicion
tan cercana a la yema axilar que es una zona meristematica, por el origen de la
nervadura central del procambium, ya que en las zonas meristematicas se
sintetizan las auxinas, y basados ademas en el argumento de que en zonas de
acumulacién de auxinas se originan las hojas . Asi ya s6lo con la adicién de BA (3
mg.L1) resulté muy favorable, pues como se menciona en la introduccion un
balance entre las auxinas y citocininas determina la respuesta de los explantes,
entre otros factores. De hecho dos reguladores de crecimiento pueden actuar de
manera sinérgica o antagonista en ciertas circunstancias, ya que un regulador de
crecimiento puede afectar la biosintesis o0 metabolismo de otro, y eso también
depende de los niveles de éstos de manera enddgena en la planta.

BA es un regulador de crecimiento que pertenece a las citocininas que
derivan de adeninas y es sintético. La importancia de esta citocinina es que
estimula la sintesis de proteinas y participa en el ciclo celular, incluso en el érgano
al que se aplica se convierte en un receptor de aminoacidos que migran hacia él.
El BA ademas puede participar en la activacion de la sintesis de RNA, sintesis de
proteinas y en la actividad de algunas enzimas (Radice, 2004).

Las citocininas adicionadas al medio de cultivo superan la dominancia
apical y liberan de la latencia a las yemas axilares. Estimulan la formacién de
brotes, por tal motivo se utiliza en el CTV para la induccién de la organogénesis.
En el caso de esta investigacion se utilizdé para la induccién de la organogénesis,
por lo que se adicion6 al medio de cultivo BA. Los brotes obtenidos se presentaron
tanto de forma directa como indirecta.

Ademas de todo lo antes mencionado es importante la adicién de las
citocininas al medio de cultivo, ya que aunque la planta de manera endégena
posee concentraciones de citocininas, los 6rganos aislados o explantes en
condiciones in vitro en ocasiones son incapaces de sintetizar suficiente
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concentracion para mantener el crecimiento. Incluso algunos callos son
dependientes de la citocinina para poder llevar a cabo la division celular.

El uso de BA, una citocinina sintética, es bastante comun en el cultivo de
tejidos vegetales, ya que tienen una gran estabilidad. Las condiciones de
fotoperiodo (16/8 h) bajo el que se encontraron los cultivos de todos los ensayos
reportados, también afectd la respuesta de éstos, ya que la accion de las
citocininas son dependientes de luz.

El medio JO-3 (Cuadro 2) esta adicionado con sacarosa, la cual juega un
papel como fuente de carbono, sustituyendo el carbono de la atmésfera fijado
por las plantas de manera natural en un ambiente ex vitro, ya que las plantas en
condiciones in vitro se presenta una actividad fotosintética muy baja o incluso
nula. También juega un papel importante en la osmoregulacién del medio al no
dejar las moléculas de agua tan disponibles.

Por dltimo los medios de cultivo utilizados (Cuadro 2) tenian un
componente del medio llamado agente gelificante (excepto el medio 1 de
enraizamiento). El agente gelificante en un inicio se trataba de Gelzan, pero al
observarse en los callos y posteriormente en los brotes un poco desarrollados, un
fendbmeno de hiperhidratacion se decidi6 cambiar de agente gelificante. La
hiperhidratacién ocurre en los cultivos in vitro y se detecté en el callo y brotes
como una turgencia, en la que hay mucho contenido de agua dentro de las
células, lo que puede ocurrir como consecuencia de esto es un fenébmeno de
vitrificacion en la que el agua dentro de las células se congela, formando
cristales, los cuales rompen las membranas celulares y generan como
consecuencia la muerte celular. Para evitar esta serie de problemas, se hizo el
cambio de agente gelificante, se eligié el Agar gell, el cual en comparacién con
el Gelzan, posee un potencial osmético mayor, asi la disposicion del agua en el
medio de cultivo fue mas baja. El fendbmeno de hiperhidratacion pudo haber
ocurrido también por el genotipo de la planta, ya que J.curcas es una planta que
en estado natural puede vivir en suelos con alta desecacion, y puede sobrevivir a
largos periodos de sequia, incluso puede vivir en zonas marginales semiaridas
(Toral et al., 2008), ya que esta mejor adaptada a condiciones aridas o semiaridas
(Heller, 1996). Incluso algunos autores mencionan que en cultivo tradicional J.
curcas L. es intolerante a la humedad permanente (Franken y Nielsen, 2009).

Es interesante observar los mejores resultados en un medio de cultivo sin
tantos componentes como aminoacidos, combinacion de mas reguladores de
crecimiento, cocteles, o preparaciones naturales complejas (por ejemplo el agua
de coco), y tiene mucho sentido, ya que la planta en su entorno natural, crece en
suelos muy pobres en nutrientes, suelos que ya formaron parte de un cultivo
anterior, suelos que fueron utilizados incluso en potreros (Schmook y Sanchez,
2000).

El primer ensayo mostré una oxidacidon total en los callos de la via
embriogénica, pero en general la oxidacién se presenté no sélo en la induccion,
sino también en la proliferacion, regeneracion y enraizamiento. Fu et al, 2014.
realizaron un estudio en el que midieron el contenido de fenoles en extractos de
diferentes partes de la planta y se encontraron en altas concentraciones.

De esta manera, la oxidaciéon presente en los ensayos con J. curcas L. que
se presentan en esta tesis, la podemos atribuir al alto contenido de fenoles que la
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propia planta produce y secreta al medio de cultivo, el cual en muchas
ocasiones se tornaba café o casi negro (Figura 14) (Gréaficas 4-6), ademas del
estrés que pudieron sufrir los explantes en el momento de la diseccion y la
desinfeccion.

Los problemas de oxidacidon que se presentaron en el primer ensayo
conllevaron a la modificacién del medio de cultivo en el que se agrego el PVP a
los medios de cultivo de la via de embriogénesis somatica. Ademas de seguirse
utiizando en el medio de regeneracion JR-1 (Cuadro 2), ya que también en esa
etapa se presentaron problemas de oxidacion en los brotes en desarrollo. SE
adicion6 también cisteina (Cys).

La adicion al medio de cultivo del PVP y cisteina se deben a que tienen
una accién antioxidante. El PVP (polivinylpirrolidona) es un polimero soluble en
agua formado por monédmeros de N-vinylpirrolidona, el cual tiene muchos usos a
escala industrial, pero adicionado al medio de cultivo actia como un adsorbente
de polifenoles que pueden causar la desactivacion de algunas proteinas. En
cuanto a la cisteina (Cys) se trata de un aminoacido no esencial azufrado, y tiene
una accion antioxidante, ya que tiene un efecto desintoxicante sobre los
explantes, evitando el deterioro causado por las toxinas.

El medio de cultivo JR-1 (Cuadro 2) presenta en su composiciéon BA (0.5 mg
L1) y se adiciona la auxina AIA (0.5 mg L), lo cual se hizo debido a que se
buscaba que los brotes que ya habian sido producto de la induccién y
proliferacion se desarrollaran, para lo cual los efectos de la citocinina de estimular
la division celular y la diferenciacion de brotes ya no es necesaria para esta
etapa, sino que ahora los brotes que ya se han diferenciado es necesario que se
desarrollen hasta formar la plantula, ademas las citocininas en altas
concentraciones pueden contrarrestar los efectos de las auxinas.

Dicho esto se adiciono la auxina AIA con la finalidad de que los brotes se
elongaran, tanto el tallo, los entrenudos, y las hojas, ya que el AlA estimula la
elongacion celular, el crecimiento de brotes y por ultimo estimula el desarrollo de
raices.

El AIA es la auxina mas utilizada, es natural, y tiene efecto en la pared
celular, ya que incrementa su extensibiidad, ademas es importante en la
diferenciacion del xilema y floema, lo que también se busca para el desarrollo de
brotes para obtener una plantula funcional.

En la etapa de enraizamiento las citocininas son totalmente omitidas, ya
que como se menciond antes, las citocininas en concentraciones altas pueden
contrarrestar los efectos de las auxinas, asi pueden inhibir o retrasar la formacion
de raices y contrarrestar totalmente la accién de las auxinas para promover la
iniciacion de raices. Las auxinas se aumentaron en concentracion en la etapa de
enraizamiento, en el caso de los medios de enraizamiento empleados (Cuadro 2)
en estos ensayos (1, 2, 3 y 4) se utilizaron concentraciones altas de auxina AIB (6
mg L1) en medio liquido (medio 1) y posteriormente en medios sélidos (medios 2, 3
y 4) por poco tiempo, solo se les dio un estimulo fuerte para posteriormente
colocarse en un medio MS sin hormona y que este cambio provocara el desarrollo
de raices para obtener un planta completa.

A pesar de haberse hecho esto la respuesta presentada no fue
satisfactoria, ya que solo una de las plantulas presenté el desarrollo de raices,
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solamente una de seis plantulas desarrolld raices. La respuesta generada pudo
deberse a que los explantes y los brotes originados a partir de ellos, estuvieron
sometidos por un periodo muy largo a concentraciones altas de BA, tanto en la
induccidén como proliferacion, lo cual provocé una buena respuesta en cuanto a
la formacion y diferenciacidon de los brotes, pero no en la posterior formacion de
raices, ya que como antes se menciond las citocininas pueden inhibir la accidon
de las auxinas para promover la formacion de raices.

En la Grafica 8. Peso fresco se encuentran los datos que son el resultado de
la medicién en gramos que se hizo del callo a lo largo de cada semana. En la
Gréfica 9 se pretende analizar en cada medio de cultivo la ganancia que hay
respecto al nimero de brotes promedio que poseen los explantes al paso de las
semanas. La Grafica 10 en cambio, es el resultado de las mediciones en longitud
gue se hicieron para cada uno de los brotes contados en la Gréafica 9, y se puede
apreciar que los brotes van ganando milimetros en promedio al pasar las
semanas.

La Grafica 8, Grafica 9 y Grafica 10 muestran un comportamiento
sigmoidal, que realmente coincide con el modelo de una curva de crecimiento
para cualquier poblacién, en donde el peso ganado en gramos cambia en
funcién del tiempo; el nimero de brotes cambia en funcién del tiempo; y la
longitud de los brotes aumenta en funcién del tiempo, respectivamente.

La curva modelo (Figura 22) y las

’_l.E'FEt.*E‘"‘“r” Gréafica 8 nos indica al inicio una fase lag, la

P - T cual muestra el establecimiento del cultivo,
rogressive . R R

/ deceleration comienza con una cantidad determinada de

¥ peso fresco, en este caso es 1g de callo en

) medio sdolido. En esta fase que es de corta

! duracién no hay crecimiento celular, sino

:I'Linear hasta que comienza la fase exponencial. La

! fase exponencial en un inicio presenta una
] velocidad de crecimiento es lenta, es decir, el
aumento de tamafno por unidad de tiempo,

gue puede deberse a la cantidad baja del

CELL NUMBER

Leg } Exponantial nimero de células que estan en constante
divisidn. Se le denomina fase exponencial ya
TIME qgue el numero de células con capacidad de

Figura 21. Curva modelo que representa  dividirse va aumentando de la siguiente
el crecimiento en funcion del tiempo  gnera: 1, 4, 8, 16, etc. En el caso de este
(Bhojwani y Razdan, 1996) . . .
trabajo se mide la ganancia de peso fresco
en funcién del tiempo.

Le sigue la fase lineal, en la que a periodos iguales de tiempo,
corresponden aumentos iguales en el crecimiento. La siguiente fase es la
senescencia, en la que la velocidad de crecimiento va disminuyendo poco a
poco conforme pasa el tiempo, en algunos casos se le llama fase de
desaceleracion y termina hasta que se detiene el crecimiento, en donde decimos
gue la curva llega a una etapa estacionaria, y ya no se presenta crecimiento
alguno aunque la funcién tiempo siga. Y en la Grafica 8 podemos observar que
ya no hay un aumento de peso fresco aunque el callo sigue en contacto con
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medio de cultivo, incluso aunque el medio de cultivo sea renovado en cada
subcultivo y con nutrientes que siguen estimulando el crecimiento y division
celular. Se debe tener en cuenta que las graficas obtenidas en los experimentos
no siempre presentan de manera notable las fases antes mencionadas, en
ocasiones las fases no se distinguen facilmente una de otra, aunque en general
tienden a mostrar un comportamiento muy similar.

De igual manera que se explico la curva modelo (Figura 22) con la Grafica
8, el comportamiento en la Grafica 9 y Grafica 10 se ajusta también al modelo. En
el caso de la Grafica 9 podemos observar que en la fase lag se tiene una baja
cantidad de brotes promedio por explante, no hay formacién de nuevos brotes
sino hasta la fase exponencial. En el caso de la Gréafica 10, en la fase lag no se
muestra un crecimiento medido en milimetros, sino hasta la fase exponencial. La
fase lag es de corta duracién y no presenta cambios en las mediciones hechas
para ambas graficas.

Cuando comienza la fase exponencial y posteriormente la linear, ambas
graficas muestran un incremento en el numero de brotes por medida de tiempo y
un incremento en la longitud de los brotes medida en milimetros,
respectivamente. Esto para cada uno de los medios de cultivo, que fueron
renovados en cada subcultivo y que también permitieron que los explantes
tomaran lo necesario para este fin, ya que se trata de medios de cultivo para
induccion y proliferacion que de hecho tienen la finalidad de incrementar estas
respuestas.

En la fase estacionaria observamos que a medida que pasa el tiempo ya
no hay cambios en nuestros parametros a medir, primero ocurre progresivamente
y después ya no hay nada de cambios aunque pase mas tiempo. En el caso de la
Gréafica 9 no es muy notable esta fase, pero se debe considerar que los casos
reales en ocasiones no se comportan igual que el modelo, aunque se observa
gue los cambios en el niumero de brotes en las Ultimas semanas ya no sigue la
misma velocidad, aunque siguen aumentando el nimero de brotes, no tiene la
misma tasa que en las primeras semanas.

La Gréafica 10 muestra un comportamiento mas parecido con la curva
modelo, ya que, para las Ultimas mediciones se muestra, primero una
desaceleracion progresiva, pero posteriormente ya no hay cambios en el
promedio de longitud de brotes en funcién del tiempo, y se logra visualizar mejor
para el caso del medio JO-3.

La cinética de crecimiento no ha sido reportada por los autores de la
bibliografia consultada de regeneracion de J. curcas (Cuadro 1) por lo cual se
destaca el presente trabajo, ya que tiene aplicaciones en temas como cultivos
en suspensidon pues para realizarlos es necesario tomar en cuenta en qué
momento tomar el inéculo de callo. Los cultivos en suspension ademas tienen
multiples aplicaciones, como la obtencibn de metabolitos secundarios, la
seleccion de lineas celulares, para la proliferacion y germinacion de embriones
somaticos, se ha pensado en utilizar cultivos en suspension para la producciéon a
larga escala de proteinas recombinantes de alta calidad (Ryu et-al, 2004) y
muchas otras aplicaciones mas. Tiene aplicaciones en seleccionar el momento
en el que deben estar el callo para hacer transformacién genética e introducir
algun plasmido con un gen de interés (Dutta e |baraki, 2008).
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onclusioners

A continuacion se presentan las conclusiones obtenidas del presente trabajo:

e Se realizd la germinacibn mediante dos vias, germinacion in vitro y
germinacion ex vitro (condiciones de invernadero), siendo la germinacion bajo
condiciones de invernadero la 6ptima para obtener plantas donadoras de
explantes. La germinacion in vitro fue deficiente, debido a las condiciones de
incubacion y al método de desinfeccion.

e Los explantes utilizados fueron segmentos de hoja de 1 cm?2. Se probaron
segmentos de hoja Basal, Media y Apical siendo los segmentos de hoja Basal
los que mostraron el mejor resultado en cuanto a la formacion de callo, de
igual manera se obtuvo el menor porcentaje en oxidacidon en cada uno de los
diferentes medios de cultivo y presentd formacion de brotes.

e Se probaron seis medios de cultivo diferentes de los cuales se determind de
acuerdo a los resultados obtenidos que el mejor medio de cultivo es el JO-3.

e Se probaron diferentes medios de cultivo tanto para organogénesis como

para embriogénesis, encontrandose que la ruta regenerativa mas eficiente fue
la de organogénesis, observandose tanto de manera directa como indirecta.
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Anexo 1. Soluciones Concentradas

SOLUCIONES CONCENTRADAS (100X) DEL MEDIO CONOCIDO
COMO MS (Murashigue & Skoog 1962)

NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA P.M. (9) \ 1L (9)
Solucioén I: NITRATOS
Nitrato de Potasio KNO3 101.108 | 190
Nitrato de Amonio NH4NO3 80.04 165
Solucion Il: SULFATOS
Sulfato de Magnesio MgSO4.7H20 246.498 | 37
i G0 MErEENESS MnSO4.4H.0 223.0618| 2.23

MnSO4.H-O 169.01 | 1.69
Sulfato de zinc ZNnS04.7H0 287.54 | 0.86
Sulfato de cobre CuS04.5H,O 249.68 |0.0025
Solucioén Ill: HALOGENOS

CacCl,.2H.0 147.02 44
Cloruro de Calcio CaClz.H.O 128.99 | 38.5

CacCly 110.99 | 33.2

Yoduro de Potasio Kl 166.01 | 0.083
Cloruro de Cobalto CoCl,.6H-O 237.93 0.0025
Solucién IV: FOSFATO, ACIDO BORICO, MOLIBDATO

KH2PO4.H2O 154.086 |19.248
Fosfato de Potasio KH2POg4 136.09 17

KoHPO4 1742 | 21.76

Acido bodrico H3BO3 61.86 | 0.62
Molibdato de sodio Na>Mo00O4.2H.O 241.95 | 0.025
Solucién V: QUELANTES
Sulfato ferroso FeS04.7H0 278.028 | 2.784
Na2EDTA Ci10H14N20sNaz 336.2 3.36
Na2EDTA.2H20 Ci10H14N20gNa2.2H.O| 372.3 | 3.724
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SOLUCIONES CONCENTRADAS (100X) DEL MEDIO CONOCIDO
COMO N6 (CHU et.al 1972)

FORMULA

P.M. (g) 1L (Q)

NOMBRE DEL COMPUESTO
Solucion I: NITRATOS

Nitrato de Potasio KNO3 101.108 | 283
Sulfato de Amonio (NH4)2SO4 132.146 | 46.3
Solucion Il: SULFATOS
Sulfato de Magnesio MgS0O4.7H20 246.498 | 18.5
L ey e MnSO4.4H.0O 223.0618| 0.44
MnSO4.H-O 169.01 |0.332
Sulfato de zinc ZNS0O4.7H0 287.54 | 0.15
Solucion llI: HALOGENOS
CaCl,.2H.0O 147.02 | 16.6
Cloruro de Calcio CaCl>.H.O 128.99 |14.56
CacClz 110.99 |12.53
Yoduro de Potasio Kl 166.01 | 0.08
Solucion 1V: FOSFATO, ACIDO BORICO
KH2PO4.H2O 154.086 | 45.14
Fosfato de Potasio KH2POg4 136.09 40
K2HPO4 174.2 |51.04
Acido boérico H3BOs 61.86 | 0.16
Solucién V: QUELANTES
Sulfato ferroso FeS04.7H0 278.028 | 2.78
Na2EDTA Ci10H14N20sNa> 336.2 |3.365
Na2EDTA.2H20 Ci10H14aN20sNaz2.2H,O| 372.3 3.73
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REGULADORES DE CRECIMIENTO Y COMPUESTOS ORGANICOS
Soluciones concentradas (100X), para preparar

COMPUESTO FORMULA 10(%;"'
Acido indol-3-acético (AIA) C10HsNO> 175.2 10
Acido indol-3-butirico (AIB) C12H1sNO, | 203.2 10
Acido 2,4-Diclorofenoxiacético CsgHeCl203 221 10
(2,4-D)
6-Bencilaminopurina (BA) Ci12H11Ns 225.3 10
Cinetina (6-furfulaminopurina) C10H9NsO 215.2 10
(Kn)
Acido aminoacético (Glicina) C2HsNO:2 75.07 20
Hemisulfato (Adenina) CsHsNe 184.2 100
1/2HSO4
VITAMINAS

Soluciones concentradas (100X), para preparar

COMPUESTO FORMULA P.M. (g) 250 ml (mg)

Myoinositol CsH12056 180.2 2.5x 103
Ac. Nicotinico CsHsNO:2 123.1 25
Piridoxina-HCI CsH11NO3HCI 205.6 25

Tiamina-HC| | C12H17N4OSCIHCI | 337.3 50
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Anexo 2. Datos estadisticos

Tabla Al. Porcentaje de callo y oxidaciéon para el medio JO-1

Dia 13 Dia 29 Dia 47 Dia 61 DIENY Dia 88
Zonadelahoja %callo % oxidacion % callo % oxidacion % callo % oxidacion % callo % oxidacion % callo % oxidacion % callo % oxidacié
Basal 0.8 0 4.6777778 | 1.3333333 | 12.555556 3.33 19.444444 | 4.4444444 | 20.555556 11 22.5 36.875
Media 0.4 0 1.89 14 4.2 3.6 9.4 22.6 9.4 31 11 50
Apical 0.25 0 0.8375 4.25 2.5 7.5 7.5 21.25 6.25 40 7.5 57.5
PROMEDIO | [ORE:ERREE] 0 2.4684259( 2.3277778 | 6.4185185|  4.81 [ 12.114815] 16.098148 | 12.068519 | 27.333333 | 13.666667 | 48.125
Contaminacion Ul 0.05 0.1 0.1 0.1 0.15

Tabla A2. Porcentaje de callo y oxidacion para el medio JO-2

Zonadalahoja Dia13 Dia 29 Dia 47 Y DIEYY) Dia 88
% callo % oxidacion % callo % oxidacion % callo % oxidacion % callo % oxidacidon % callo % oxidaciéon % callo % oxidacion
Basal 0.38 0.00 6.76 5.29 17.14 13.14 22.00 26.43 26.43 32.86 27.86 39.29
Media 0.63 0.00 1.10 2.29 3.57 5.86 7.57 13.14 10.00 18.57 12.14 21.43
Apical 0.75 0.00 1.88 9.75 5.00 22.75 5.00 35.50 5.00 48.00 8.75 52.50
PROMEDIO 0.58 0.00 3.24 5.77 8.57 13.92 11.52 25.02 13.81 33.14 16.25 37.74
Contaminacion o] 0.00 0.05 0.05 0.05 0.05

Tabla A3. Porcentaje de callo y oxidacion para el medio JO-3

Dia 13 Dia 29 Dia 47 Dia 61 Dia 67 Dia 88
Zonadelahoja %callo % oxidacion % callo % oxidacion % callo % oxidacion % callo % oxidacién % callo % oxidacion % callo % oxidacid
Basal 0.3333333 0 11.041667 2 23.75 2.5 33.75 7 40 22.5 58.75 23.75
Media 0.3888889 0 7.0069444 |  3.875 15.625 5.5 26.25 17.875 2925 | 26.1975 | 26.875 | 31375
Apical 0.25 0 2.875 135 7.5 16.5 0 100 0 0 0 0
PROMEDIO  JUEYZIpZ5 0 6.974537 | 6.4583333| 15.625 | 8.1666667 30 124375 | 34.625 | 24.34875 | 42.8125 | 27.5625
Contaminacion JoXts] 0.05 0.1 0.2 0.2 0.2
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Tabla A4. Promedios para obtener el nUmero de brotes y longitud de brotes por semana

Semana
)

Medio Parametro

1
1O-1 No. Brotes

Longitud de brotes® (mm) [oX4]

No. Brotes

JO-2 5
Longitud de brotes” (mm) [eXo]

1
10-3 No. Brotes

Longitud de brotes® (mm) [oX1]

! No. de brotes por explante= No. de brotes / 15 explantes

2 Media de longitud de brotes= longitud total de brotes/ no. de brotes

Tabla A5. Ganancia de peso por semana para obtener curva de crecimiento.

gramos por semana
3 4 5 6

Frasco

JO-1B
JO-1M
JO-1A
Media
Desviacion Estandar

JO-2B1
JO-2B2
JO-2B3
JO-2M4
JO-2M5
Media
Desviacion Estandar

JO-31

JO-32
JO-33
JO-34
JO-35
Media
Desviacion Estandar [0Xii] , 74




Tabla A6. Porcentaje de callo y oxidacion en todas las repeticiones de cada medio de cultivo,
necesarios para realizar la prueba T de Student.

JO-1 Repeticion %callo %oxidacion
JO-18B 1 25 25
JO-1B 2 55 15
JO-1B 3 15 80
JO-1B 4 15 35
JO-1B 5 20 35
JO-1B 6 10 50
JO-1B 7 20 25
JO-1B 8 20 30
JO-1 M 9 20 70
JO-1 M 10 0 65
JO-1 M 11 5 15
JO-1 M 12 30 30
JO-1 M 13 (o] 70
JO-1A 14 0 60
JO-1A 15 30 20
JO-1A 16 0 80
JO-1A 17 0 70

Promedio 15.5882353 | 45.5882353
Varianza 218.382353 | 552.757353

JO-2 Repeticion %callo %oxidacion
JO-2B 1 25 20
JO-2B 2 [0} 15
JO-2B 3 30 20
JO-2B 4 5 60
JO-2B 5 90 25
JO-2B 6 0 50
JO-2B 7 45 40
JO-2 M 8 0 20
JO-2 M 9 30 30
JO-2 M 10 0 15
JO-2 M 11 20 5
JO-2 M 12 10 15
JO-2 M 13 25 40
JO-2 M 14 [0) 5
JO-2 A 15 0 90
JO-2 A 16 25 35
JO-2 A 17 0 35
JO-2 A 18 10 50

Promedio 17.5 31.6666667
Varianza 524.264706 | 455.882353

JO-3 Repeticion %callo %oxidacion
JO-3 B 1 70 40
JO-3B 2 60 20
JO-3B 3 55 15
JO-3B 4 50 20
JO-3 M 5 35 5
JO-3 M 6 33 0
JO-3 M 7 59 5
JO-3 M 8 33 5
JO-3 M 9 55 6
JO-3 M 10 0 80
JO-3 M 11 0 70
JO-3 M 12 0 80

Promedio 37.5 28.8333333
Varianza 641.727273 | 950.878788
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Tabla A7. NUmero de brotes por explante en todas las repeticiones de cada medio de cultivo,

necesarios para realizar la prueba T de Student.

OO [NV |[_]JW|N |-

5.55555556

15.0277778

16

17

17

19

13

15

13

10

V|0 [N[O|(V|[_]JW]|N |-

20

15

14

12

19

21

12

15.5333333

10.6952381

36

27

33

38

25

30

38

35

33

28

36

39

37

29

31

33

19.8571429
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