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ABREVIATURAS

Ac. Acido
AIB (IBA) Acido indol-3-butirico
BA (BAP) 6-bencilaminopurina (6-benciladenina)
B5 Medio Cultivo de Gamborg et al., 1968
CA Carbdn Activado
CENVYTT Centro de Valoracion y Transferencia Tecnoldgica
cm Centimetros
cm? Centimetros cuadrados
CO, Didxido de carbono
CTVv Cultivo de Tejidos Vegetales
°C Grados Celcius
H,0, Perdxido de Hidrégeno
kcal Kilocaloria
kg Kilogramos
L litro
meq Miliequivalentes
mm Milimetros
mM Milimolares
MS Medio Cultivo de Murashige y Skoog, 1962
UM Micromolares
POP Polifenol Oxidasa (enzima)
ppm Partes por millén
PVP Polivinilpirrolidona
RIP Ribosome Inactivating Protein
ROS Especies de Oxigeno Reactivo
Sol. Solucién
T Tratamiento
ulLt Unidades por litro (concentracion de Nistanita)
Vit. Vitamina
10? Oxigeno singulete
* Medios de Cultivo
MS-1 Medio MS al 50%
MS-2 Medio MS al 25%
JO-0 Medio MS modificado para induccion y proliferacién de callo
JO-1 Medio MS modificado para induccion y proliferacién de callo
JO1-B5 Medio B5 modificado para induccion y proliferacién de callo
JR-1 Medio MS modificado para regeneraciéon de brotes
JR1-a Medio MS modificado para regeneraciéon de brotes
JR1-B5 Medio B5 modificado para regeneracién de brotes
JE-1 Medio MS modificado para enraizamiento
JE1-B5 Medio B5 modificado para enraizamiento
JE-2 Medio MS modificado para enraizamiento
JE2-B5 Medio B5 modificado para enraizamiento
JE-3 Medio MS modificado para enraizamiento
JE3-B5 Medio B5 modificado para enraizamiento
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Jatropha curcas es una planta arbustiva perteneciente a la familia Euphorbiaceae, originaria de
México y Centroamérica. En diferentes paises se ha utilizado en cercas vivas, para control de la
erosion del suelo, en la medicina tradicional y veterinaria. El cultivo de esta planta en los ultimos
afios ha sido una importante alternativa para la produccién de biodiesel, ya que presenta un alto
rendimiento de aceite a partir de las semillas. Adema3s, se caracteriza por su facil adaptabilidad a
diferentes tipos de suelos y su baja exigencia en nutrientes y agua. Las técnicas de propagacion
convencional promueven variabilidad en la produccion, siendo necesario la aplicacion de
métodos mas eficientes, por lo que la propagacion in vitro propone ser una alternativa para
clonar y multiplicar masivamente esta especie.

Esta investigacidon tuvo como objetivo evaluar la capacidad morfogenética de diferentes
explantes de Jatropha curcas para establecer un protocolo para su regeneracién in vitro y
aclimatizacion ex vitro, a partir de semillas maduras e inflorescencias recolectadas en el estado
de Nayarit, México; variedad que no ha sido estudiada.

Se llevo a cabo en 6 fases: la primera fue la desinfeccion del material vegetal inicial, el cual fue
sometido a diferentes agentes desinfectantes en diferentes concentraciones y a diferentes
tiempos, resultando las semillas las mas exitosas pues se logré una asepsia al 100%, a diferencia
de las inflorescencias que no se consiguid su desinfeccion.

La segunda fase consistido en la germinacién de las semillas maduras ya desinfectadas en dos
medios nutrimentales MS (Murasighe y Skoog, 1962) modificados en la concentracién de las
sales minerales, MS-1 (50%) y MS-2 (25%) evaluando durante 40 dias 6 pardmetros: 1.Desarrollo
del eje embrionario, 2.Embrién , 3.Formacion de yema apical, 4.Aparicion de la primera hoja
verdadera, 5.Longitud de tallo, 6.Desarrollo del sistema radical, logrando una germinacidn del 25
y 95%, respectivamente.

La tercera fase fue la induccidn a la organogénesis, la cual se basé en la induccion y proliferacion
de callo a partir de hojas y tallos (explantes provenientes de la germinacién in vitro), cultivados
en 3 medios nutrimentales modificados en su composicion mineral: JO-0 con sales MS al 100% +
3mg.L"1 de Acido indol-3-butirico (AIB), JO-1 con sales MS al 50% + O.Z-Bmg.L'1 y JO1-B5 con sales
B5 al 100% + 0.3mg.L™", adicionados con la misma concentracién de 6-benciladenina (BA): 3mg.L
! para asi determinar el mejor explante y medio de cultivo, siendo hoja en JO-0 quien produjo
una mayor cantidad de callo (100%) durante 8 meses.

En la cuarta fase se tomo el callo proliferado de ambos explantes para determinar cudl era el
idoneo y qué medio propicié el origen de los brotes y su multiplicacion a lo largo de 90 dias; para
ello se formularon 3 medios de cultivo con la Unica diferencia en la cantidad de minerales, JR-1
con sales MS al 100%, JR1-a con MS al 50% y JR1-B5 con sales B5 al 100% afiadiendo 1mg.L" de
6-benciladenina (BA) a cada uno. Debido a que en esta fase se presentd un alto indice de
oxidacién que provocé la pérdida de brotes, se utilizo Polivinilpirrolidona (PVP) y Carbén activado
(1mg.L™* para ambos casos) para también evaluar el agente antioxidante mas eficiente; la mejor
respuesta se logré con el callo proveniente de hoja en el medio JR1-a con 8 brotes por frasco de
callo adicionado con Carbdn activado.

El propdsito de la quinta fase fue lograr el crecimiento, desarrollo y enraizamiento de los 98
brotes obtenidos de la fase anterior, por lo que se tuvo que efectuar en 4 etapas; en la primera
los brotes fueron sembrados en los medios JE-1 (sales MS al 50%) y JE1-B5 (sales B5 al 100%)
suplementados con 3mg.L™" de Acido indol-3-butirico (AIB) resultando una proliferacién de callo
alrededor de la base de los brotes limitando su desarrollo y provocando la completa oxidacién
del 70 % de ellos, por tanto los brotes se sometieron a un pulso en medios liquidos (JE-2 y JE2-
B5) con 6mg.L" de Acido indol-3-butirico (AIB), como parte de la segunda etapa para dar paso a



una tercera que consistio en la siembra del material vegetal en los medios JE-3 (sales MS al 50%)
y JE3-B5 (sales B5 al 100%), sin reguladores de crecimiento donde se consiguié que el 100% de
los brotes lograron su enraizamiento y buen desarrollo en un lapso de 28 dias. Para favorecer la
sobrevivencia de las plantas, en la quinta etapa se realiz6 una pre-aclimatacion con sustrato
estéril en las mismas condiciones de fotoperiodo que los cultivos in vitro alcanzando resultados
alentadores, ya que durante los dos meses que durd esta etapa se logro un 88% de
sobrevivencia.

La ultima fase: transplante ex vitro, las plantas se mantuvieron durante 5 meses en
invernadero, logrando un 70% de porcentaje de aclimatizacidn.

La presente investigacion culmind con una propuesta de un protocolo para la regeneracién
in vitro de Jatropha curcas; ademas los resultados obtenidos en la metodologia podrian ser
aprovechados por productores como una herramienta para mayor produccion, obteniendo
beneficios econdmicos; asi como de estudio por parte de genetistas e indistrias
farmaceudticas.
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Es bien sabido que nuestro planeta se encuentra viviendo una crisis ambiental, de la cual el
ser humano es en gran parte responsable debido a su ambicién creciente y desenfrenada,
afectando directamente nuestra calidad de vida. Ademas el avance en el conocimiento
cientifico, ha permitido un desarrollo extraordinario de la tecnologia, pero al utilizarla se
gastan indebidamente los recursos naturales, y los procesos realizados por la industria, asi
como las actividades que realizamos cotidianamente, tienen como consecuencia la emision
desmesurada de contaminantes a la atmdsfera, afectando a muchisimas especies animales y
vegetales, irrumpiendo asi en el ciclo natural de la vida. Actualmente se ha tomado mas
consciencia de esta situacion y en muchos paises ya se toman medidas para encontrar
soluciones al problema. Es imposible revertir en pocos afios lo que se ha provocado a lo
largo de varias décadas, si se toma en cuenta ademads la sobrepoblacidn y la creciente
demanda energética, pero no es inaccesible realizar acciones que disminuyan, en conjunto,
gran parte de las consecuencias negativas para el planeta.

El alto precio de los hidrocarburos, la disponibilidad limitada de estos recursos y los dafios
ambientales provocados por su explotacion, comercializacién y uso, son los principales
inconvenientes que resaltan la importancia de buscar alternativas en la obtencién de energia
renovable y amigable con el ambiente (Anderson, 2006). Actualmente se considera que la
biomasa posee un gran potencial en la obtencién de biocombustibles (Perlack et al., 2005).

Los cultivos de especies oleaginosas son consideradas como la mejor opcidon para la
produccién de biodiesel (Sarlin et al., 2006). Algunas de las mas cultivadas en América son la
colza (Brassica napus), el girasol (Helianthus annuus), la soya (Glycine max), la palma aceitera
(Elaeis guineensis) y el pifion (Jatropha curcas). De las cuales, la especie Jatropha curcas se
destaca notoriamente, teniendo la atencién de investigadores, productores y empresarios,
debido a sus caracteristicas fisioldgicas, agronémicas, ambientales y de produccion para la
industria cosmetoldgica principalmente (Castro et al., 2007).

El cultivo de Jatropha curcas, se ha convertido en una interesante alternativa de produccién
de biodiesel, no sélo debido a su gran rendimiento de aceite a partir de semillas, sino
también a las caracteristicas propias de esta especie que la hacen aun mas llamativa (Heller,
1996). El pifidn se adapta a un gran rango de tipos de suelo, pueden crecer en tierras aridas,
semidridas, cascajosas, arenosas, salinas e incluso crecen en tierra pedregosa. Ademas los
niveles de nutrientes y de agua de los suelos donde crece el pifién suelen ser bajos (Kumary
Sharma, 2006; Achten et al., 2008; King et al., 2009).

Al ser Jatropha curcas un cultivo viable en suelos marginales, permite detener la erosién de
los mismos, y debido a que estos terrenos no son utilizados por otros cultivos, Jatropha
curcas no presenta una amenaza para la seguridad alimentaria. Otra de las ventajas que
tiene el cultivo de pifidn es la produccion de frutos desde el primer afio. A los cinco afios se
estabiliza y continda asi durante 25-50 afios, produciendo frutos de buena calidad (Kumar y
Sharma, 2006).

Ademds de producir biodiesel, el cultivo de Jatropha curcas, puede originar otros
subproductos de valor comercial, utilizando de esta forma los desechos y desperdicios que
pudieran causar problemas ambientales por acumulacién.



Las especies de Jatropha tienen una polinizacién cruzada, lo que le permite un alto grado de
variacion genética, ofreciendo asi, amplias posibilidades para analizar y seleccionar
caracteristicas deseadas en los cultivos (Gohil y Pandya, 2008). Sin embargo se hace
necesario seleccionar los individuos sobresalientes en cuanto a produccién de aceite y
clonarlos para poder lograr su domesticacidon y establecer las condiciones agronémicas
Optimas para establecerlo como un cultivo. El cultivo de tejidos vegetales resulta una opcidn
idonea ya que ha sido desde varias décadas una herramienta biotecnoldgica que ha
permitido la clonacién y multiplicacién a gran escala de varias especies con un interés
comercial; el caso de Jatropha curcas no ha sido la excepcién, por consiguiente la
micropropagacion es uno de los métodos tecnoldgicos mas eficientes para masificar la
produccién de esta especie, puesto que permite el desarrollo de un gran nimero de plantas
con el genotipo de interés, por tanto las plantas generadas presentan igual potencial que las
plantas madres (Yan, 2009). Ademas se tiene mayor cantidad de plantas en un espacio
reducido en menor tiempo, también se tiene mayor control de sanidad del material que se
propaga, por consiguiente plantas mas sanas. Asimismo se puede transportar material in
vitro de un pais a otro (Prada, 2012).

Varios autores a nivel mundial han analizado la capacidad regenerativa de J. curcas a partir
de los diferentes érganos de esta planta, encontrando diferencias significativas de acuerdo a
la variedad de esta especie, por lo que esta investigacidon tuvo como objetivo evaluar la
capacidad morfogenética de diferentes explantes para establecer un protocolo de
regeneracion in vitro por organogénesis, y su aclimatacion ex vitro, a partir de semillas e
inflorescencias recolectadas en el estado de Nayarit, variedad escasamente conocida.
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1. Jatropha curcas L.

1.1 Clasificacion taxonomica

La clasificacion segin Cronquist (1988) y las denominaciones inferiores como: subfamilia,
tribu y subtribu fueron propuesto por Webster (1979).

Reino: Plantae

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae
Subfamilia: Crotonoideae
Tribu: Joannesieae
Subtribu: Jatrophiinae
Género: Jatropha
Subgénero: Curcas
Especie: Jatropha curcas L.

1.2 Descripcion botdnica y/o morfolégica

El pifidn o Jatropha curcas es un arbol pequefio de tipo arbustivo, de corteza suave y color
verde gris, que al corte exuda un latex blanquecino (Vendiola y Idlao, 2006). Normalmente
crece de tres a cinco metros, pero puede alcanzar los 10 metros bajo condiciones favorables
(Aguhob, 2006).

Es una especie resistente a sequias y muchas de sus partes son utilizadas en la medicina
tradicional, sin embargo, sus semillas son téxicas para los humanos y muchos animales. Esta
planta presenta un crecimiento articulado, con discontinuidad morfoldgica desde la base. Su
dormancia es inducida por fluctuaciones de las precipitaciones, temperatura y luz (Heller,
1996).

El tronco de una planta adulta mide aproximadamente 20 centimetros de didametro, su
xilema es poco resistente y su médula desarrollada; su floema encierra canales comprimidos,
que se prolongan hasta las raices, por donde circula el latex, el cual al secarse toma una
coloracién café con aspecto de resina. Las ramas son distribuidas y largas, y presentan
cicatrices que se forman por la caida de las hojas. El tronco y las ramas son recubiertas por
una corteza serosa, que al secarse se desprende en laminas finas (Nunes et al., 2009).
Normalmente su sistema radicular consta de una raiz central y cuatro periféricas en plantas
obtenidas de la germinacidon de semillas. La raiz central no se forma usualmente en la
propagacion vegetativa a partir de estacas (Heller, 1996).



1.2.1 Hojas

Son alternas con una filotaxia en espiral, la forma singular del limbo es ovada o redondo-
ovada levemente 3 a 5 o 7 lobado y en algunos ocasiones simplemente sinuado ondulado o
no lobada cuya base es cordada o algunas veces truncada y glabrescente en el envés como
se muestra en la figura 1 (Standley, 1923; Standley y Steyermark, 1949; McBride, 1951;
Webster y Burch, 1968; Heller, 1996). El tamario del limbo varia de 6 -35 cm de largoy 9 -15
cm de ancho; peciolo de 8 -15 cm de largo, glabros (Standley, 1923; Standley y Steyermark,
1949; Mc Bride, 1951; Webster y Burch, 1968; Stevens et al., 2001).

1.2.2 Venacion

Es uniforme y se caracteriza por ser palmatinervio con 7 venas mayores o con (3) 5a 7
venas; con estipulas deciduas u obsoletas no evidentes sobre hojas maduras como se puede
apreciar en la figura 1 (Webster y Burch, 1968; Dehgan y Webster, 1979).

Figura 1. Representaciéon botanica de Jatropha curcas L. a.Rama
florifera. b.Tallo. c¢.Venacién de la hoja. d.Flor femenina. e.Flor
masculina. f.Corte tranversal del fruto inmaduro. g.Frutos. h.Corte
long. del fruto. i.Semilla. (Heller, 1996).
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1.2.3 Inflorescencias

Es un dicasio terminal, que consta de dos ramas laterales cimosas que sélo producen flores
estaminales y la principal termina en una flor pistilada; son densos, largamente
pedunculados, glabrescentes de 10-25 cm de largo (Standley y Steyermark, 1949; Dehgan y
Webster, 1975; Stevens et al., 2001) (véase fig. 2).

Figura 2. Inflorescencia de Fatropha curcas L.

1.2.4 Flores

Son unisexuales y en ocasiones hermafroditas (Heller, 1996). En las flores masculinas los
pedicelos son de 1-5 mm de largo; sépalos 5 lobados, eliptico, entero (no glandular),
escasamente imbricado de 2,8-3,5 mm de largo; pétalos 5 segmentos disecados, oblongo-
ovado, elipsoides de 5-6 mm de largo, de color verde amarillo, internamente piloso;
estambres 10 (8), ordenados en 2 verticilos, los 5 exteriores libres y los 5 interiores
connados, los filamentos de 2,2-3,7 mm largo, antera eliptica de 1-1,6 mm de largo,
pistiloide ausente (Standley y Steyermark, 1949; McBride, 1951; Webster y Burch, 1968;
Burger y Huft, 1995).

Las flores femeninas tienen pedicelos de 5-9 mm de largo; sépalos 5 lobados, oblongo
lanceolado, folidceos, enteros, de 7-9 mm de largo, pétalos oblongo-ovados de 5-8 mm de
largo, de color verde amarillo, densamente piloso por adentro; posee ovario glabro, los tres
estilos delgados de 1,5 mm estan connados cerca a los 2/3 partes de su total, continuando
hacia una masiva bifurcacién del estigma (Standley y Steyermark, 1949; Burger y Huft, 1995).

La polinizacién de las flores del pifidn se da gracias a la intervencidon de los insectos;
posiblemente en su mayoria por mariposas. En condiciones de invernadero, la polinizacion
debe hacerse de forma manual (Heller, 1996). La floracién en la planta de pifién puede
presentarse entre el primer y segundo afio en condiciones muy favorables, pero
normalmente toma mads tiempo (tres afos). La produccion de semilla se estabiliza a partir
del cuarto o quinto afo. Al parecer la formacion de flores estd relacionada con el periodo de
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lluvias. Puede floreacer nuevamente después de producir frutos cuando las condiciones
permanecen favorables por otros 90 dias, pero después de esta segunda floracidn, la planta
no florece nuevamente, sino que se desarrolla vegetativamente (De la Vega, 2008).

1.2.5 Frutos

Son triloculares, elipsoide, sub-drupaceo, el exocarpo permanece carnoso hasta que la
semilla madura y finalmente se separa en 3 partes (dehiscentes); los frutos son de 2,5-3,5
cm largo y 2-2,5 cm de ancho (Dehgan y Webster, 1979) y en algunas ocasiones el fruto
puede llegar a medir hasta 4 cm (McBride, 1951). Cada cdpsula posee de 2-3 semillas
negruzcas, oblongo elipsoide de cerca de 2 cm, con lineas negras conspicuas y
prominentemente reticulada, también posee una caruncula pequefia (Standley, 1923;
McBride, 1951; Webster y Burch, 1968), Makkar et al., (2008) encontraron capsulas con 1, 2,
3 hasta con 4 semillas.

La semilla de piidn es relativamente grande, de tegumento quebradizo, y estructura
resinosa (Figura 3). Arruda y colaboradores (2004) describen que debajo de de la envoltura
de la semilla existe una pelicula blanca que recubre la almendra. El albumen es blanco,
oleaginoso y contiene un embrién provisto de dos cotiledones achatados (Figura 3)(Citado
por Lopes et al., 2007).

De acuerdo a Barroso y colaboradores (1999), todas las euforbidceas tienen endospermos
carnosos y ricos en reservas oleaginosas (Citado por Nunes et al., 2009). De aqui la
importancia de esta especie, considerada promisoria, segun Arruda y colaboradores (2004),
por su elevado contenido de aceite (25 a 40%), superior a las oleaginosas utilizadas en el
mercado de biocombustibles (Citado por Nunes et al., 2008, p. 9). Segun Silveira (1934), cada
semilla contiene de 27,9 a 37,33% de aceite, aunque la almendra contiene de 5,5 a 7% de
humedad y de 52,54 a 61,72% de aceite (Citado por Lopes et al., 2007).

Las semillas maduran luego de que la cdpsula cambia de color verde a amarillo
aproximadamente de dos a cuatro meses luego de la fertilizacién (Vendiola y Idlao, 2006). En
la parte superior posee una prominencia carnuda, la carincula, que se encuentra préxima a
la micrépila (Figura 3). Cuando la semilla estd seca, la caridncula tiene una extremidad cdénica
con dos léculos escasamente visibles. Las dimensiones de las semillas cuando estan secas
son aproximadamente: 1.3 a 1.7 centimetros de largo y 0.5 a 1.5 centimetros de ancho
(Nunes et al., 2009).

Los cotiledones del embridn son muy largos pero con un espesor minimo, folidceos y
funcionan como 6rganos de reserva, siendo una particularidad encontrada en el albumen o
endospermo alrededor del embrion. El contorno de los cotiledones es ovalado, con
nervaduras marcadas y un eje hipocétilo — radicula de forma cilindrica y recta (Figura1dy e)
(Nunes et al., 2009). Genéticamente el pifidn es una especie diploide, con 2n = 22
cromosomas (Heller, 1996).
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Figura 3. Aspectos morfologicos del fruto y semilla de Fatropha curcas. A. Detalle del fruto, B. Corte longitudinal
del fruto (en: endocarpo; ep: epicarpo; me, mesocarpo), C. Corte transversal del fruto (lo: 16culos), D. Detalle de
la semilla (ca: cartncula, te, tegumento), E. Detalle de la semilla mostrando el embrién (en: endosperma, co:
cotiledén, e: eje embrionario). (Nunes e/ al., 2009).

1.3 Centro de origen y distribucion geogrdfica

El pifidn es una planta perenne nativa de los trépicos americanos. Su distribucion se extiende
a través de toda América tropical y otras regiones tropicales y subtropicales en el mundo
(Figura 4). Se lo puede encontrar principalmente en paises como Filipinas, Tailandia,
Birmania, Indonesia, Malasia, India, China, Japdn, Jamaica, Puerto Rico, Madagascar,
Argentina, Venezuela entre otros (Aguhob, 2006).

Muchos son los cientificos que por afos han tratado de hallar el origen de la Jatropha, sin
embargo, sigue siendo un tema de mucha controversia, ya que las investigaciones realizadas
aun son escasas para sustentar sus hipdtesis.

Las primeras investigaciones y recolecciones documentadas hace 60 anos sostienen que las
colecciones se hicieron en la flora “natural” de las Américas, en diferentes formas de
vegetacién como: bosque himedo, bosque seco tropical, bosque seco y espinoso. Wilbur
(1954) cita: “Es sin duda parte de la flora de México y probablemente de Centro y Norte de
América, antes de la llegada de Cortés y después estuvo completamente restringido a
México”. Segun otras fuentes, el pifidn parece que es nativa de Centroamérica, asi como de
México, donde se encuentra de forma silvestre en los bosques de la regidn costeras (Aponte,
1978). Heller (1996) afirma que es altamente probable que el centro del origen del pifién
esté en México y América Central (Figura 4), ya que no se lo ha encontrado, en las formas de
vegetacidon mencionadas, en Africa y Asia, y sélo se lo encuentra en forma de cultivos.
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centro de origen Ny

Fig. 4. Distribucién mundial de Jatropha curcas y centros de diversidad propuestos por Munch en 1986.
(Tomado de Heller, 1996).

Sin embargo, el verdadero centro de origen de esta especie, todavia tiene que ser
encontrado, explorando, indagando, reuniendo y evaluando la informacion ya documentada,
asi como la obtencién de nuevas investigaciones sustentadas con tecnologias recientes. Por
ello es necesario estudiar la diversidad genética de las poblaciones de la Jatropha, a través
de estudios fenotipicos (técnicas moleculares), permitiendo asi, el buen analisis y
diagnéstico.

La distribucion actual de la especie refleja que su introduccidn ha sido mds exitosa en
regiones secas de los trépicos con precipitaciones anuales de 300 a 1000 milimetros (Joker y
Jepsen, 2003).

1.4 Usos

A lo largo de la historia, el ser humano ha descubierto en los recursos que la naturaleza le
ofrece, la utilizacién de plantas con propdsitos medicinales. Jatropha curcas no ha sido la
excepcion, aprovechando asi las hojas frescas y secas, la savia o latex y las semillas,
atribuyendo al alivio y combate a diversos padecimientos.

1.4.1 Funcion antibiotica

La savia o latex (Figura 5), es la parte de la planta que
posee actividad antibidtica mejor documentada. Se ha
probado su eficacia frente a levaduras patdgenas
(Candida albicans), bacterias (Staphylococcus aureus,
Fig. 5. Savia o latex, segregada  Streptococcus pyogenes, Escherichia coli), hongos
por las hojas de Fatropa curcas L. (Mycrosporum canis) y diversos virus. Su utilidad se
limita a la aplicacidn exterior, tdpica, que se hace de
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estos materiales vegetales, para tratar infecciones cutdneas de muy diverso origen (Goémez-
Pompa et al., 2009). A esta misma actividad se refieren los estudios que comprueban su
efectividad como desparasitante y como insecticida. Los reportes son numerosos y explican
el uso que la planta tiene en diversos paises para tratar padecimientos infecciosos o destruir
plagas de los mas diversos origenes (Gdmez-Pompa et al., 2009).

Se ha reportado que también es eficaz en el tratamiento de hidropesia, ciatica y pardlisis. La
droga obtenida de Jatropha curcas denominada “Dravanti”, que tiene un sabor picante y
astringente, ha presentado propiedades antihelminticas; este farmaco trabaja como un
limpiador de todas las impurezas en el sistema digestivo. El jugo de las hojas es usado para
inflamaciones de la lengua en bebes y también se usa para curar la sarna, eczema y la tifia de
la piel (Shrivastava y Banerjee, 2008).

\' Una actividad muy recurrida por los pobladores de del
. A Ejido de Providencia, Rosamorada, Nayarit, es la
o extraccion del latex de las ramas de los arboles,
2 desprendiendo el sangregado (denominado asi por su

: peculiar exudado de color rojo como se muestra en la
] ;Q“\ figura 6; utilizado para eliminar el herpes labial,
Uunicamente aplicandolo en la zona afectada
inmediatamente que se obtiene el latex.

Fig. 6. Sangregado, desprendido
de los arboles de Jatropha curcas
L., en Rosamorada, Nayarit.

1.4.2. Funcién antitumoral y anticancerigena

Las semillas de muchas plantas contienen proteinas que son capaces de inactivar el
ribosoma de las células cancerosas, (compuestos llamados RIP: Ribosome Inactivating
Protein), lo que los convierte en moléculas ideales para formar parte de los nuevos
medicamentos anti-cadncer que se encuentran en desarrollo Gémez-Pompa et al., 2009). Una
proteina de este tipo fue aislada de las semillas téxicas de Jatropha curcas, por Felke (1914),
quien la denominé como "curcina” (Lin et al., 2003). La investigacidn sobre la curcina lleva
muchos anos y tiene diversos enfoques, ha sido demostrada su utilidad en modelos de
investigacion en animales y en estudios con células de cancer en cultivo. Los estudios mas
recientes sobre la curcina obtenida de Jatropha curcas L., han sido realizados en la India y en
China y confirman la utilidad de esta sustancia en el tratamiento de tumores cancerosos,
explicando su efecto como una accién sobre Ila enzima N-glicosidasa de las células
cancerosas, disminuyendo la formacion de los tumores y evitando la proliferacion del
cancer(Lin et al., 2003; Meng-Jun et al., 2006).

15



1.4.3 Materia prima para productos industriales

El aceite de las semillas es utilizado como materia prima en muchos paises para la
manufactura de velas, jabdn y barniz. También se utiliza en lamparas de aceite, en estufas
como combustible en lugar de queroseno, y sustituto del diesel. Las hojas, raices y corteza
pueden ser utilizadas en la industria de la tinta. El color negro azulado puede ser producido
de la corteza y de las raices se obtiene el amarillo (Aguhob, 2006).

1.4.3.1 Pesticida y fungicida

El extracto de las semillas del pifidn, que contiene ésteres de forbol, se ha utilizado en el
control de varias plagas, en muchos casos con éxito. Debido a que se encuentra en una fase
experimental, no puede ser utilizado en el campo por los agricultores todavia. Otros ensayos
experimentales presentan una actividad molusquicida (pesticidas para controlar moluscos),
muy pronunciada (Heller, 1996). Debido a que esta especie contiene sustancias cianofdricas
en las hojas, corteza, raices y frutos, se las utiliza para fabricar fungicidas contra chinches
(Aguhob, 2006).

1.4.4 Recuperacion de suelos

Las planta de pifidn, por sus caracteristicas de resistencia a las sequias y bajos
requerimientos en la cantidad de agua, tiene un uso potencial en la recuperacién de suelos
erosionados (Heller, 1996); ademas sus cultivos pueden darse en suelos improductivos y
desgastados, para aprovechar los pocos recursos con los que cuenta ese tipo de suelo y
propiciar un rendimiento integral.

En Madagascar se usa el pindn como una planta de soporte en plantaciones de vainilla
(Heller, 1996), también se la usa para dar sombra a plantaciones de café, aunque su mayor
utilizacion estd en la conformacidon de cercas vivas. Con un enfoque integral, la torta, que se
obtiene de las semillas luego de la extraccién de aceite, es rica en nitrégeno, fosforo y
potasio, y se la puede usar para la fertilizacién y acondicionamiento del suelo (Aguhob,
2006).

1.4.5 Proteccion ambiental

La captura de carbono en plantaciones de pifidn, asi como en otros tipos de plantaciones,
ocurre unicamente durante el desarrollo de las plantas hasta llegar su estado de madurez. Es
en troncos y ramas donde el carbono queda almacenado. La cantidad de carbono (CO,) que
el arbol captura, consiste sélo en el pequefio incremento anual que se presenta en la
madera del arbol multiplicado por la biomasa del arbol que contiene carbono. De 40 a 50%
de la biomasa de un arbol (madera: materia seca) es carbono. Es necesario conservar los
arboles para evitar que el carbono (CO,) contenido en ellos se emita a la atmdsfera (De la
Vega, 2008).
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1.5 Cultivo

La propagacidn se realiza mediante semillas y/o esquejes (estacas) en invernadero. Las
semillas para siembra deben ser obtenidas de plantas que han mostrando altas tasas de
produccién de semillas. El almacenamiento de las mismas no deberd exceder de 10 a 15
meses, supervisando la calidad de las semillas durante ese tiempo (De la Vega, 2008).

La germinacién en las semillas tiene una duracién de 15 dias, y puede comenzar incluso a
partir del tercero al quinto dias. El porcentaje de germinacién oscila entre el 60 y 90%. La
plantulas se desarrollan durante 3 meses en invernadero, y se transplantan al campo cuando
tiene una altura entre 40 y 50 cm (De la Vega, 2008).

La distancia de siembra depende del sistema de cultivo, como monocultivo lo ideal es de 2 x
2 m, mientras que en asociacién se debe dejar mas espacio entre calles desde3x2ma4x2
m. Se sugiere podar, despuntando las plantas cuando tengan de 40 a 50 cm de altura, luego
hacer lo mismo en los brotes que se generan, de tal manera que las plantas de un afio
tengan 12 a 15 ramas. A partir del segundo afio se realizan podas de sanidad y para el
incremento de ramas productivas. La produccién puede alcanzar entre 1 y 10 t/ha,
dependiendo de la edad de las plantas, zona de cultivo y uso de riego (INIAP, 2008).

Esta especie habita en regiones con un promedio anual de precipitacién de 300-1000 mm, y
altitudes de 0 a 1500 m; crecen y se desarrollan a una temperatura promedio anual por
encima de los 20°C y por debajo de los 28°C (Heller, 1996). Esta planta tolera heladas de baja
intensidad y duracién corta aunque pueden disminuir el rendimiento hasta un 25%. Soporta
largos periodos de sequia, desprendiéndose de sus hojas para reducir la evapotranspiracién
(Miinch y Kieffer, 1986).

Este arbusto sobrevive y crece en suelos salinos, arenosos y rocosos, marginales y
erosionados, de tierras que ya no sirven para la actividad agricola, porque han sido agotadas
por la misma agricultura (Jones y Miller, 1992). Para su cultivo deben ser arenosos,
ventilados, bien drenados, pH entre 5 y 7, fertilidad media a escasa y con profundidad
minima de 60 centimetros (De la Vega, 2008). Si bien son suelos de muy baja reserva de
nutrientes y fertilidad natural, al fertilizarlos pueden ser altamente productivos (Falasca,
2007), y puede realizarse mediante aplicacion de estiércol en cantidad de 0.25 a 2 Kg por
plantula y 150 gramos de superfosfato seguidos de 20 gramos de urea después de 30 dias. La
aplicacion del nitrégeno (urea) y fosforo (superfosfato) propicia la floracion. Estas cantidades
no son definitivas, sino que varian en funcidon del andlisis, propiedades y fertilidad de los
suelos .La produccion de frutos y semillas en los arboles de Jatropha puede comenzar a
partir del segundo o tercer afios en condiciones favorables, y se estabiliza a partir del cuarto
o quinto afos. (De la Vega, 2008).

Se ha determinado la existencia de 30 posibles artropodos fitéfagos, entre los que se
destacan los acaros Polyphagotarsonemus latus y Tetranychus urticae; diversidad de
chicharritas, asi como chinches Pachycoris sp. y Leptoglosus sp. Adicionalmente se han
encontrado 20 especies de enemigos naturales de estas plagas. En general, en plantas
silvestres, los artrépodos no son problema fitosanitario, pero en monocultivo pudieran serlo.
Una de las potenciales plagas es el acaro blanco P. latus que destruye severamente los
brotes del pifion (INIAP, 2008).
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La captura de carbono en plantaciones de Jatropha, asi como en otros tipos de plantaciones,
ocurre Unicamente durante el desarrollo de las plantas hasta llegar hasta su estado de
madurez. Es en troncos y ramas donde el carbono queda almacenado. La cantidad de
carbono (CO,) que el arbol captura, consiste sdlo en el pequefio incremento anual que se
presenta en la madera del arbol multiplicado por la biomasa de arbol que contiene carbono
(De la Vega, 2008).

1.6 Jatropha como fuente de biodiesel

Se denomina Biodiesel al producto resultante de la reaccidn quimica entre los acidos grasos,
principalmente de los aceites vegetales y alcoholes como el metanol o el etanol. El biodiesel
sustituye como combustible limpio y renovable a los derivados del petréleo, concretamente
al diesel con ventajas ecoldgicas reduciendo la emisidn de gases de invernadero (Montiel y
Ximhai, 2010).

El biodiesel fue el primer combustible en ser usado cuando Rudolf Diesel presentd su motor
en Augsburgo, Alemania el 10 de Agosto de 1893. Por esta razon, se ha declarado este dia
como el Dia Internacional del Biodiesel. En la Exposicion Mundial de Paris en 1900, Diesel
presenté un motor funcionando con aceite de mani. Siendo un visionario; El vaticiné que "el
uso de los aceites vegetales puede parecer insignificante hoy, pero estos aceites se pueden
volver, en el transcurso del tiempo, tan importantes como los productos del petrdleo y la
brea del presente" (Calvo, 2006).

El biodiesel puede producirse a partir de una gran variedad de cultivos oleaginosos, de
grasas animales y de aceites y grasas recicladas (Montiel y Ximhai, 2010). Debido a su gran
facilidad de cultivo, y a su contenido de aceite, J. curcas ha ganado mucha importancia para
la produccion de biodiesel, por ello recientemente muchos grupos se han enfocado al
estudio de nuevos métodos para el cultivo y mejoramiento genético de J. curcas. El aceite de
Jatropha c. puede ser utilizado directamente en motores de diesel y mezclandolo con
metanol pero también se han evaluado y optimizado métodos de transesterificacidon
industrial del aceite de la semilla para su uso como biocombustible a escala industrial. La
evaluacidon econdmica ha mostrado que la produccion de biodiesel de Jatropha es muy
rentable pues los subproductos que se generan también tienen un valor monetario, tal es el
ejemplo de la glicerina (Kumar y Sharma, 2006).

El uso de Jatropha curcas para la produccion de biocombustibles ha sido impulsado
principalmente en la India gracias a la vision e interés que ha mostrado su gobierno para
utilizar esta planta. En 2006 el presidente Adbul Kalam mencioné que de los 60 millones de
hectareas de tierras marginales que posee la India, 30 millones podrian ser destinados a la
siembra de J. curcas. Desde ese afio en varios estados de la India se han distribuido plantas
sin cargo alguno para pequefios agricultores, promoviendo la inversién privada en
plantaciones de Jatropha y poniendo en marcha plantas de procesamiento de biodiesel.
Actualmente se estima que entre 500,000 y 600,000 hectareas de Jatropha se encuentran
creciendo en este pais (ISIS, 2007).

En la India el estado de Chhattisgarh tiene el mejor programa de biodiesel a partir de

Jatropha. Se han repartido mas de 380 millones de semillas entre agricultores, suficientes
para cubrir un area de 150,000 ha, y también se otorgaron 80 prensas de aceite a varios

18



organismos de gobierno de ciertas villas, garantizando la compra de la semilla en
aproximadamente $0.16 US por kilogramo. Varias micro-refinerias locales se han esparcido a
través del estado para proveer biodiesel para tractores, bombas de irrigacidn, jeeps y
generadores de energia en las villas, incluso los motores de los trenes en este pais, ya estan
utilizando el aceite de Jatropha mezclado con el diesel teniendo un funcionamiento 6ptimo
(ISIS, 2007).

India no es el Unico pais que ha sabido explotar la planta, en China hay 2 millones de
hectdreas de cultivos de Jatropha, y existen planes para plantar 11 millones adicionales en
los estados del sur. Birmania también tiene planes para plantar millones de hectdreas, y las
Filipinas, y varios paises africanos han iniciado también plantaciones a larga escala. Existen
200,000 hectareas de Jatropha en Malawi y 15,000 en Zambia, casi todas bajo contratos
formales o acuerdos con la compafiia inglesa D1-OQils (ISIS, 2007).

Mediante cromatografia de gases se ha determinado la composicidon de los acidos grasos
encontrados en el aceite de pifidn, luego de una metilesterificacién: acido palmitico (C16:0),
estearico (C18:0), oleico (C18:1) y linoleico (C18:2). El promedio del contenido de los acidos
grasos saturados es bajo: 15,38% de acido palmitico y 6,24% de acido estedrico; en cambio el
contenido de los acidos grasos insaturados es alto: 40,23% de dacido oleico y 36,32% de
linoleico. Dependiendo del origen, las cantidades de acido oleico y linoleico pueden ser
mayores (Heller, 1996). En la tabla 1y 2, se presenta una comparacion entre las propiedades
y especificaciones estandar del aceite de pifidn y del diesel fosil.

Tabla 1. Comparacion de las propiedades y especificaciones estandar
de aceite de Jatropha curcas y diesel fésil (Aguhob, 2006).

Especificacion Especificacion estandar del | Especificacion del diesel
aceite de pinén

Gravedad especifica 0,9186 0,82/0,84

Punto de inflamacidn 240/110°C 50°C

Carbono residual 0,64 0,15 o menos

Valor de octano 51,0 >50,0

Punto de destilacidn 295°C 350°C

Viscosidad cinematica 50,73 cs >2,7 cs

Porcentaje de azufre 0,13 1,2% o menos

Valor calorifico 9,470 kcal/kg 10,170 kcal/kg

Punto de escurrimiento 8°C 10°C

Color 4,0 4 0 menos

Tabla 2. Propiedades fisicas y quimicas de Jatropha curcas y diesel (Aguhob, 2006).

Propiedad Jatropha curcas Diesel
Viscosidad (cp) (30 2C) 5,51 3,6
Gravedad especifica 0,917/0,923 (0,881) 0,841/0,85
Punto de solidificacion 2,0 0,14

Valor de cetano 51,0 47,8 a 59
Punto de inflamacién (2C) 110/340 80

Carbono residual (%) 0,64 <0,05 a <0,15
Destilacion (2C) 284 a 295 <350 a <370
Azufre (%) 0,13a0,16 <1,0a1,2
Valor de acido 1,0a 38,2 -

Valor de saponificacion 188 a 198 -
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Valor de iodo 90,8a112,5 -
indice de refraccién (302C) | 1,47 -

El especial interés que se muestra en el cultivo de pifidn se debe especialmente a que puede
ser usado potencialmente en la produccién de aceite en zonas marginales semidridas, sin
competir con la produccién de alimentos para consumo humano; ademds este combustible
puede ser usado parcialmente para sustituir el costo en las importaciones de aceite para
paises sin salida al mar. Para la produccion de biodiesel se debe someter el aceite a un
proceso de transesterificacidon, que involucra el uso de metanol, que es compuesto un
guimico toxico e inflamable. Para esto se requiere de equipos mixtos que sean a prueba de
explosiones, lo cual no siempre esta al alcance de paises subdesarrollados (Heller, 1996).

En general, pareceria que las bases tecnoldgicas no presentan problemas que no puedan ser
resueltos. Los analisis econdmicos han demostrado que el combustible de pifidon puede
competir con el combustible de diesel fésil. Existen diferentes proyectos que involucran al
piidn como un cultivo para resolver problemas energéticos en varios paises, y se ha
estudiado a fondo la sustentabilidad y los muchos beneficios que acarrea poner en marcha
este tipo de cultivo. Entre estos proyectos se resumen en tabla No 3.

Tabla No. 3. Proyectos para la obtencion de bioenergéticos con Jatropha curcas

PROYECTO AUTORES PAIS
Propagacién generativa de Jatropha Jepsen, Henning y Sudafrica
curcas L. en Kalahari Sand. Nyathi, 2003
“Jatropha curcas L. su expansion OCTAGON S.A. de C.V. Guatemala
agricola para la produccién de Biocombustibles, 2006

aceites vegetales con fines de
comercializacién energética.

Posibilidades de éxito de Jatropha Falasca y Ulberich, 2006 Argentina
curcas L. en Argentina.

Propagacién de pifién (Jatropha Feike et al., 2007 Philipinas
curcas) en la isla Leyte.

Desarrollo de tecnologia para la Salvador et al., 2007 Meéxico

produccion sustentable de pifion
(Jatropha spp) como alternativa
para obtener bioenérgeticos e
incrementar los indices de
desarrollo de los agricultores.

En México, las metas para la produccidn de biodiesel son de cultivar mas de 100 mil
hectareas de cultivos de Jatropha en Yucatan, Chiapas, Michoacdn, Veracruz vy
potencialmente en Sinaloa. Chiapas se ha convertido en el primer estado del continente que
usa biodiesel en transporte urbano, consolidando la primera empresa transportista mixta
gue utiliza al 100 por ciento Biodiesel, ademds en esta entidad se encuentra la primera
planta en México que cuenta con doble tecnologia de punta para producir 20 mil litros de
biodiesel B100 biodegradable al dia, también tiene establecidas 10 mil has de
Jatropha(generando ingresos de 16 mil pesos al afio por hectarea),con un potencial de
producir hasta 12 mil litros de biodiesel al dia en una planta, contando con 11 viveros que
producen 21 millones de plantas de Jatropha (Instituto de Comunicacién Social de Estado de
Chiapas, 2010).

20



La produccion de bioenergéticos a escala comercial puede ser factible en México cuando se
realicen acciones integrales que deben incluir aspectos técnicos, econdmicos y
medioambientales, de concertacion con el sector agrario y agroindustrial asi como un
esfuerzo importante en investigacion y desarrollo tecnolégico (Montiel y Ximahi, 2010).

1.6.1 Algunos derivados

Luego de la extraccién del aceite de piiidn, se obtiene una pasta o torta que puede ser
utilizada en la alimentacién de animales; de acuerdo a la variedad que se utilice, esta torta
puede ser toxica, y debe someterse primero a un proceso de detoxificacidn con etanol o éter
etilico para ser apto para el consumo. Con la cascarilla de los frutos se puede producir biogas
(70% metano) en reactores anaerdbicos; lo mismo se puede realizar con la torta resultante
de la extraccion de aceite, ademas esta torta se puede fermentar ya que contiene un hongo
identificado como Rhizopus oryzae que puede incrementar la produccién de aceite ya que
produce un amplio espectro de enzimas hidroliticas. Ademads la harina de las semillas
también puede servir como suplemento proteinico para el ganado (De la Vega, 2008).

1.7 Importancia de la especie

La principal importancia del pifidn radica en la utilizacion del aceite extraido de su semilla,
segun el Proyecto ERGAL (2008), este aceite puede ser utilizado directamente como
combustible, no asi otros aceites vegetales derivados de cultivos como soya, higuerilla y
algodon, que necesariamente tienen que ser transformados a biocombustibles para poder
ser utilizados, esto es debido a que estos tipos de aceites tienen un contenido elevado de
acidos grasos poli-insaturados y otros compuestos quimicos que representan problemas de
combustién en los motores (Muioz y Jiménez, 2009).

Otro punto a favor, es que el biodiesel de pifién contiene mas oxigeno, con altos valores de
cetano, incrementando la calidad de la combustidn, es limpio, no téxico, amigable con el
ambiente y econdmico; conjuntamente con esto, su costo de produccidn es bajo. Esta puede
ser una buena plantacidon para una eco restauracion en todos los tipos de suelos poco
fértiles (Jha et al., 2007).

Se pueden citar muchos impactos positivos que se obtienen al cultivar el pifidn, y estan
enmarcados dentro del desarrollo econdmico, social y medioambiental, entre los que se
destacan:

* Generacion de empleos en comunidades rurales.

* Beneficios para inversionistas y productores.

* Productores en comunidades rurales aseguran ingreso adicional duradero.

* Uso de terrenos improductivos.

* Obtencion de bonos de carbono y certificados de reduccién de emisiones de CO,.
* Se evita la utilizacién de alimentos para elaboracidn de biocombustibles.

e Se participa en programas y mecanismos relacionados con energia limpia.

* Promocion de la sustentabilidad en el medio rural.

e Captura de CO, atmosférico.

21



* No seinterviene en el ciclo del carbono.

* Se evita la desertificacidn, la deforestacidén y degradacion en los suelos.

* Se favorece la bio-diversidad y conservacién ecolégica en zonas marginales.

* Reduccién en el uso de energia fésil primaria.

e Disminucién de las emisiones de CO, (gas de efecto invernadero) (De la Vega, 2008).

Para que se pueda poner en marcha proyectos relacionados a cultivos energéticos de pifidén
se debe tener en cuenta la necesidad de identificar plantas élite con excelentes
caracteristicas en cuanto al tiempo de fructificacidn, vida (til, calidad y cantidad de aceite en
las semillas, resistencia a enfermedades y sequias, entre otras; para poder obtener los
mejores resultados. Esta identificacidn se la puede llevar a cabo mediante largos procesos de
seleccion fenotipica de plantas madres; o acudir a herramientas de uUltima generacién como
la biologia y genética molecular, que permitirian identificar los genes que proveen las
caracteristicas deseadas para que en el futuro se pueda ensamblar una planta élite en
produccién.

Mediante las técnicas de cultivo in vitro se puede establecer una multiplicacién en masa de
clones de la planta élite escogida, con lo cual se conseguiria un cultivo en campo muy
uniforme, de caracteristicas y rendimientos excelentes, en lo que se refiere a la producciony
productividad deseada.

2. Cultivo de tejidos vegetales para la clonacion y micropropagacion
de especies sobresalientes

El Cultivo de tejidos vegetales es una rama de la biotecnologia que consiste en cultivar
asépticamente in vitro: células, protoplastos, embriones, tejidos, érganos, etc.,, en
condiciones controladas (medio nutritivo, luz, temperatura, pH, reguladores de crecimiento),
para dirigir sus respuestas morfogenéticas y biosintéticas de las células (George vy
Sherrington, 1984; Chavez, 1993), pudiendo lograr una gran variedad de objetivos, entre
ellos: almacenamiento o conservacion de germoplasma, nuevos métodos de hibridacién y/o
mejoramiento, investigacidon basica, propagacién, erradicacion o recuperacidon de plantas
libres de patégenos, entre otros (George y Sherrington, 1984).Estos se logra mediante la
adicién de reguladores de crecimiento, los cuales estimulan la proliferacién de plantas
completas gracias a la totipotencialidad inherente de las células vegetales (Dodds y Roberts,
1982).

El cultivo in vitro de células, tejidos y 6rganos de plantas es una de las ramas de la
biotecnologia de la que México y otros paises del Tercer Mundo podian obtener grandes
beneficios a corto y largo plazo (Robert y Loyola 1985).

La produccion de sustancias naturales, importadas a un elevado costo, o de compuestos de
importancia farmacéutica, obtenidos con baja eficiencia de plantas silvestres, son las lineas
principales que podrian ser explotadas. Las plantas seleccionadas deben, por lo tanto ser
aquellas que sean dificiles de cultivar en el campo, que den rendimientos bajos que hagan
incosteable su cultivo o que no produzcan suficiente materia prima para las necesidades
industriales (Robert y Loyola, 1985).
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Actualmente, una herramienta de la ciencia que en un futuro cercano pareceria evitar la
sobreexplotacion de los recursos naturales, es la Biotecnologia Vegetal, a través del Cultivo
de Tejidos Vegetales, esta técnica, que agrupa diversas metodologias como
biotransformacion, células inmovilizadas e induccidn via elicitores bioldgicos, podria incluso
en algunos casos aumentar la produccion de los metabolitos en un tiempo menor (Misawa,
1994).

Los sistemas de propagacién in vitro permiten reproducir grandes cantidades de plantas a
partir de pocos explantes; reducen la necesidad de alterar dreas naturales para obtener
material vegetal que sirva de “planta madre”; disminuye la mortalidad de las plantulas en las
primeras fases del desarrollo y permite obtener plantas libres de patdégenos asi como un
ciclo de cultivo relativamente corto (Galvan, 2005).

La ventaja mayor de esta técnica es poder producir a partir de un explante de una variedad o
especie un numero tedricamente indefinido de plantas de esta misma variedad o especie
(Abdelnour, 1994).

La micropogracion consta de 5 etapas o fases (George y Sherrington, 1984; Fay, 1993;
Hartman et al., 1997., Lynch, 1999).

= Fase O: Preparativa. La calidad de las plantas donadoras desde el punto de vista
sanitario, fisioldgico, genético y fenotipico, es importante para que el desarrollo de la
micropropagacion sea eficiente y repetible. Esta fase permite seleccionar la planta
madre o donante que se encuentre en las mejores condiciones para evitar
contaminacién de los cultivos. Para maximizar la diversidad genética de las plantas
producidas se puede optar por la utilizacién de semillas germinadas in vitro. Asi
mismo, plantas que provengan del campo deberdan someterse a un programa
fitosanitario y de fertilizacion con la finalidad de eliminar todas fuente de
contaminacién y lograr que la planta donadora se encuentre en condiciones 6ptimas
de nutricion.

= Fase 1: Establecimiento. Consiste en la seleccién y desinfeccion del explante para
lograr el establecimiento aséptico de cultivos de 6rganos, tejidos o células en medio
nutritivos. Generalmente los explantes se toman de plantas jévenes o de zonas de
crecimiento activas. Para la eliminaciéon de organismos contaminantes, tales como
hongos, levaduras o bacterias, los explantes son desinfectados superficialmente con
sustancias desinfectantes, las mas utilizadas son el hipoclorito de Sodio (NaOCl),
alcohol etilico (C;HsOH), hipoclorito de calcio (Ca(ClO),) y peréxido de hidrégeno
(H20,), entre otras. Conjuntamente con los desinfectantes se pueden afiadir agentes
surfactantes como el Tween 20 u 80 y tritdn 100 con la finalidad de reducir la tensién
superficial y eliminar las burbujas de aire que se forman en la superficie de cavidades
del explante para que los agentes desinfectantes puedan penetrar y eliminar la
mayor parte de los contaminantes.
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= Fase 2: Multiplicacion. Consiste en colocar los explantes en un medio de induccidn,
dichos medios generalmente contienen reguladores de crecimiento, los cuales seran
en gran medida los responsables de inducir una via morfogenética. El medio basal
propuesto por Murashige y Skoog (1962) es el que se reporta con mayor frecuencia
para la propagacion in vitro de muchas especies de plantas, sin embargo existen otras
formulaciones también utiles como son medio N6, B5, SH, etc. En esta etapa es
necesaria la presencia de auxinas y/o citocininas en el medio de cultivo. Con lo que se
logra un nuevo balance en las concentraciones de citocininas y auxinas enddgenas
gue dependeran del tipo del explante seleccionado y de la especie que se trabaje.

= Fase 3: Elongacién y enraizamiento. En esta etapa los brotes obtenidos de la fase dos
son transferidos a medio sin reguladores de crecimiento o a medio con auxinas para
inducir la formaciéon de raices. El desarrollo de raices es importante ya que les
permitiran comenzar la absorcion de nutrimentos al transplantarse sobre un sustrato
en condiciones ex vitro.

= Fase 4: Aclimatizacidon. Aqui se da el cambio de la condicidon heterotréfica o
mixotréfica de las plantas a una autotréfica y el paso gradual a condiciones ex vitro.
Las plantas pueden parecer normales, sin embargo, a menudo presentan
modificaciones en su estructura o metabolismo tales como tasas reducidas en la
fotosintesis, una cuticula delgada y una apertura estomatica anormal, lo que la hace
susceptible a la deshidratacién. Por esta razén es importante realizar al cambio
gradual de un ambiente himedo a otro mads seco y con mayor intensidad luminosa.

2.1 Factores que influyen en el cultivo in vitro

Diversos agentes influyen para que un determinado cultivo de explantes tenga éxito en el
establecimiento y posterior desarrollo normal de plantas in vitro. Dentro de estos factores se
tiene principalmente: el material vegetal, factores fisicos y quimicos, y la variacién
somaclonal.

2.1.1 Material vegetal
2.1.1.1 Plantas donadoras de material vegetal

Es muy importante obtener explantes con un nivel nutricional y un grado de desarrollo
adecuado (Castillo, 2004):

La parte de la planta que se va a introducir in vitro influira mucho a la hora de la desinfeccién
y establecimiento, y en el tipo de propagacién que se vaya a realizar. Por ejemplo, la
desinfeccion es mucho mas sencilla si se trata de hojas, peciolos o entrenudos, por tratarse
de tejidos relativamente lisos; en contraste, la contaminacion se vuelve mucho mas
persistente en yemas axilares y apicales, y en tejidos con tricomas, debido a la dificultad que
tiene el desinfectante para ingresar en estos lugares.
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El tamaio del explante es otro aspecto que se debe tener en cuenta para el establecimiento
de los cultivos; cuanto mds grande sea, mayores son las posibilidades de obtener
proliferacién callosa, aunque ello trae aparejadas mayores probabilidades de
heterogeneidad y de contaminacidon con microorganismos. Existe un tamafio minimo del
explante, variable segun el material vegetal, por debajo del cual no se obtienen proliferacion
callosa u otras respuestas deseables (Roca y Mroginski, 1993).

Para una obtencidn rdpida de una estructura callosa serd muy importante escoger hojas o
peciolos como explantes, ya que son tejidos jévenes y muy propensos a un incremento en la
division celular.

En lo que tiene que ver al estado fisioldgico, este tiene un fuerte efecto sobre la divisién
celular y la regeneracidn in vitro. Aunque con muy pocas excepciones, en general los
fragmentos de plantas en estado vegetativo, regeneran in vitro con mas facilidad que los
fragmentos de plantas en estado generativo; dentro de este caso, las yemas (especialmente
de arboles y arbustos), que se encuentran todavia en estado de reposo (final de otofio o
principio del invierno), son mas dificiles de cultivar in vitro que las que proceden de plantas
gue ya no estan durmientes (Tomado de Pierik, 1990).

2.1.2 Factores Quimicos

2.1.2.1 Carbohidratos

El azdcar es un componente muy importante en cualquier medio nutritivo ya que los tejidos
verdes no son suficientemente autétrofos in vitro. También la concentracidon del CO, en el
tubo de ensayo puede ser un factor limitante para la fotosintesis, y en la practica es muy
dificil y caro suministrar el anhidrido carbdnico. Generalmente el azucar se usa en una
concentracion de 1 a 5% de sacarosa, ya que este azucar se sintetiza y se transporta de
forma natural por las plantas. También se puede utilizar glucosa y fructosa. La concentracién
utilizada depende mucho del tipo y edad del material vegetal; por ejemplo embriones muy
jévenes requieren concentraciones de azucar relativamente altas (Pierik, 1990).

2.1.2.2 Sales inorganicas

Los nutrientes inorgdnicos son elementos minerales, que basados en sus concentraciones de
uso se clasifican en dos grupos: macroelementos, que se utilizan en concentraciones
milimolares (mM), y microelementos, que se utilizan en concentraciones micromolares

(LM).
En la siguiente lista, se resumen los macro y microelementos utilizados en cultivo in vitro, la

forma en que se encuentran en los medios nutritivos y las concentraciones necesarias (Evans
et al.,, 2003).
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MACROELEMENTOS CONCENTRACION MICROELEMENTOS CONCENTRACION

Nitrogeno (NO3’) 20-40 mM Cobalto 0,1 uM
(NH4+)

Azufre (SO4-) 1-3mM Cobre 0,1 uM
Fosforo (PO4-) 1-3mM Manganeso 5-30uM
Calcio 1-3mM Molibdeno 0,1 uM
Magnesio 1-3mM Zinc 5-30uM
Potasio 20-30 mM

2.1.2.3. Aditivos: vitaminas y aminoacidos

La adicidon de vitaminas no es esencial para la célula vegetal y el cultivo de tejidos, aunque la
vitamina B1 (tiamina) es considerada benéfica para cultivos de algunas especies. Sin
embargo, biotina, acido pantoténico, acido nicotinico (niacina), piridoxina (piridoxol,
vitamina B6), acido fdlico, acido ascérbico (vitamina C) y tocoferol (vitamina E) son afiadidos
a algunos medios. (Evans et al., 2003).

Los aminodcidos son usados como fuente de nitrégeno organico; la L-glutamina es el mas
usado; aunque también se pueden utilizar la asparagina y la adenina; esta ultima es mas
soluble como sulfato y suele usarse en la propagacidon vegetativa, para estimular la
formacion de vastagos adventicios (Pierik, 1990).

2.1.2.4. Reguladores de crecimiento

Son por definicién, compuestos organicos sintetizados por las plantas, que influyen sobre el
crecimiento y desarrollo; actuan generalmente en algun lugar diferente a donde son
producidas y se encuentran presentes y activas en muy pequefas cantidades. Estos
compuestos, son conocidos como hormonas vegetales. Aparte de estos productos naturales,
se han desarrollado también otros de tipo sintético, que tienen una actividad semejante a la
de los primeros. Al conjunto de estos productos sintéticos, junto con las hormonas, se
denomina reguladores de crecimiento vegetal, y son los responsables, en primer lugar, de la
distribucién de los compuestos que la planta biosintetiza. También determinan el
crecimiento relativo de todos los érganos de la planta (Pierik, 1990).

El crecimiento de la plantas in vitro y su morfogénesis son regulados por la interaccion de los
reguladores adicionados al medio de cultivo (exdgenos) y los producidos de manera
endodgena (Razdan, 2003; Gaspar et al., 1996; Evans et al., 2003).
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e Auxinas

Se sintetizan en las yemas, en las hojas jovenes, en los frutos asi como en el embridn, en una
planta completa. Tienen multiples papeles en el CTV, de acuerdo a su estructura quimica, su
concentracion y el tipo de explante. Las auxinas causan una produccion de callo y raices, asi
como el crecimiento de tallos. Generalmente promueven la elongacion celular, la division
celular en el cambium, mantienen la dominancia apical, estimulan la formacién y el
alargamiento de las raices asi como la sintesis de la pared celular. Junto con las citocininas
estimulan la diferenciacién del floema y xilema. Adicionalmente una alta concentracién de
una auxina exégena puede inducir embriogénesis somatica. La funcién esencial de las
auxinas y las citocininas es para reprogramar las células somaticas que previamente han sido
determinadas en el estadio de diferenciacién. La reprogramacién causa una
desdiferenciacion y después una rediferenciacidon, a un nuevo camino de desarrollo de la
planta. Una célula que ha sido destinada para desarrollar una parte de la hoja, por ejemplo,
pudiera convertirse en embriones somaticos. En condiciones in vitro altas concentraciones
de auxinas exdgenas pueden ser toxicas, en gran parte porque éstas estimulan la produccion
de etileno que provoca la inhibicién del crecimiento (Trigiano y Gray, 2004; Gaspar et al.,
Evans et al., 2003).

En el CTV, las accidn de las auxinas depende de la concentracién y otras hormonas presentes
en el medio, cambios de concentracién pueden cambiar el tipo de crecimiento, como la
concentracion para la estimulacion de la raiz puede derivar a la induccion de callo. En este
aspecto, cada sistema de cultivo de tejidos es Unico, y los efectos de diferentes
concentraciones de auxinas y otras hormonas debe de ser probado individualmente y
solamente hasta cierto punto de los resultados pueden transferirse a otros cultivos (George
et al., 2008).

e (Citocininas

En una planta completa se sintetizan de manera enddgena, en zonas meristematicas de las
raices y en los embriones. Promueven la divisién y expansion celular, rompen la dominancia
apical y contraen el letargo, esta estimulacion puede formar brotes apicales del meristemo y
subsecuentemente brotes adventicios. En condiciones in vitro la divisién celular promovida
por las citocininas produce una diferenciacién en el callo. Generalmente, altas
concentraciones de citocininas bloquean el desarrollo de la raiz. Altas concentraciones de
citocininas pueden causar brotes muy pequefios. Los cuales no se desarrollan
completamente. (Trigiano y Gray, 2004; Gaspar et al., 1996; Haberer y Kieber, 2002).

El crecimiento y la organogénesis in vitro estdn altamente ligadas con las sustancias
enddgenas de crecimiento y las sustancias andlogas de crecimiento afadidas al medio. A
menudo es necesario formar diferentes concentraciones de los reguladores de crecimiento
para un cultivo in vitro de acuerdo a las especies o variedades de plantas, el origen del
explante, el tipo de cultivo y otros constituyentes en el medio. Un balance entre los
reguladores de crecimiento auxinas y citocininas, es con frecuencia el mas utilizado para la
formacidn de brotes adventicios y raices. Las interacciones encontradas son frecuentemente
complejas y mds de una combinacion de las dos sustancias probablemente producira un
mejor resultado (Pollard y Walter, 1990).
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2.2 Organogénesis

El crecimiento organizado de un tejido u 6rgano, contribuye en la creacion o mantenimiento
de una estructura definida. Ocurre cuando los drganos de crecimiento de las plantas,
meristemos apicales de brotes o raices, primordios foliares, flores jévenes o frutos, son
transferidos a un cultivo y contindan su crecimiento preservando su estructura. El
crecimiento es organizado y ademas ocurre cuando los érganos o tejidos son inducidos. Esto
ocurre en el cultivo in vitro, directamente sobre el érgano, un tejido (explante) o durante el
cultivo previo de tejidos indiferenciados. El proceso de la nueva formacion del érgano es
llamado Organogénesis (George et al., 2008).

La organogénesis es la base fundamental de la multiplicacién vegetativa o formacién de
nuevos meristemos y con ello la produccidn mundial de plantas in vitro (Vasil, 1994).

Los procesos organogénicos se pueden dividir en Organogénesis directa y Organogénesis
indirecta (George y Sherrington, 1984; George, 1993).

2.2.1 Organogénesis Directa
En la organogénesis directa, el surgimiento de los brotes adventicios se logra directamente
del explante sin pasar por la fase de callo, se pueden utilizar como explantes embriones,
hojas, bulbos, tallos, rizomas, raices y tubérculos, siendo los promotores de la organogénesis
directa altas concentraciones de citocininas y bajas y nulas de auxinas, sin embargo, las
concentraciones enddégenas de hormonas inducen también esta regeneracion tanto in vitro
como ex vitro (George, 1993).

2.2.2.0rganogénesis Indirecta

En la organogénesis indirecta, los brotes regenerados se desarrollan a partir de la formacién
de callo en el explante y son el resultado de la interaccion del medio de cultivo, reguladores
de crecimiento, del genotipo, del explante asi como su estado fisioldgico y edad del mismo
(George, 1993); los promotores de la formacion de callo, generalmente son altas
concentraciones de auxinas y bajas o nulas en citocininas (George, 1993). Los brotes
regenerados via organogénesis indirecta, se logran después de que en el callo las células han
sido redeterminadas en las nuevas divisiones celulares que les ocurren y asi adquieren
capacidad organogenética, las células forman una estructura unipolar que puede ser un
nuevo brote, un embridn o bien en una raiz (Sharp et al., 1980).

2.3 Inconvenientes durante la Micropropagacion

2.3.1. Procesos oxidativos en el cultivo in vitro y alternativas para contrarrestarlos

La oxidacion de los tejidos es un fendmeno que se presenta en el cultivo in vitro. Cuando un
tejido es seccionado, los bordes o sitios de corte se tornan café-negro, oxidandose en pocos
minutos u horas ocasionado por la presencia de fenoles y quinonas, varios de éstos
compuestos son fitotdxicos y ocasionan la muerte del tejido celular si no son liberados. La
presencia de dichos compuestos, estd condicionada a una serie de factores como pueden
ser: la edad fisiolégica del explante (tejidos jovenes contienen menores cantidades de
compuestos fendlicos), el tamafo del drea dafiada por el corte y por el contenido natural de
ellas (Collin y Edwards, 1998).
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Cuando un tejido es seccionado para su siembra in vitro se facilita la reaccidén entre las
enzimas oxidativas como la polifenoloxidasa, las peroxidasas, las tripsinas y sus sustratos,
por ejemplo la tirosina o hidroxifenoles como el acido clorogénico que se encuentra en
diferentes compartimentos de la célula, la cual al ser seccionada libera su contenido,
poniendo en contacto estas substancias y provocando la oxidacidon (George y Sherrington,
1984). La toxicidad de los fenoles se debe probablemente a que se enlazan con las proteinas
a las cuales en caso extremo pueden llegar a polimerizar y oxidar para formar compuestos
meldnicos (George y Sherrington, 1984). Generalmente la oxidacién trae como consecuencia
el crecimiento reducido y la muerte eventual de los tejidos cultivados (Bonga y Von
Anderkas, 1992).

Existen algunos métodos para reducir el efecto de compuestos fendlicos producidos por los
cortes en los explantes, entre los cuales se encuentran:

a) Adicion de compuestos antioxidantes al medio de cultivo: El carbdn activado y/o el

PVP (polivinil-pirrolidona), son dos agentes antioxidantes que puede ser adicionados
al medio, adsorbiendo los compuestos fendlicos y reduciendo el ennegrecimiento de
los tejidos, aunque tiene una desventaja, también puede adsorber algunos
reguladores de crecimiento (Collin y Edwards, 1998).
Una practica muy comun es la adsorciéon con carbdn activado, el cual captura las
sustancias toxicas que son liberadas en el medio por los explantes, sin embargo los
reguladores pueden también ser adsorbidos y en consecuencia el medio de cultivo
debe ser cambiado con frecuencia (George y Sherrington, 1984).

b) Subcultivos frecuentes: Una de las adiciones mds utilizadas para contrarrestar la
oxidacién de los tejidos son los subcultivos frecuentes. Las transferencias de medios de
cultivo a intervalos frecuentes de tiempo evitan la acumulacion de las sustancias toxicas,
ademas de que las partes necrosadas del tejido pueden removerse antes de que afecten
al tejido sano (Bonga Y Von Aderkas, 1992).

c) Incubacién de los explantes es sus etapas iniciales con luz reducidas: La exposicion de
los cultivos a luz incrementa la actividad de las enzimas oxidativas y por tanto la
biosintesis de los compuestos fendlicos responsables de la muerte de los tejidos. Para
reducir o prevenir la oxidacién, los cultivos se pueden mantener en oscuridad por 14
dias 0 mas, antes de ser transferidos a baja intensidad luminosa (George y Sherrington,
1984).
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2.4 Regeneracion in vitro de Jatropha curcas

En los ultimos afios ha habido un redescubrimiento de las bondades y los usos de esta
especie, razon por la cual, Jatropha curcas, L., se encuentra actualmente en el centro de
atencion de las investigaciones de micropropagacion que se desarrollan a nivel mundial.

Muy pocas investigaciones se han realizado en el campo del cultivo in vitro de Jatropha
curcas, L. a pesar de ser este un género que comprende una amplia gama de especies de
arbustos y arboles. La gran mayoria de estos estudios estuvieron confinados a la especie
Jatropha panduraefolia y limitados al cultivo de endospermo (Johri y Bhojwani, 1965; Johriy
Srivastava, 1973; Srivastava y Johri, 1974), hasta que mas recientemente otros autores
incursionaron en la propagacion in vitro de Jatropha integerrima (Sujatha y Dhingra, 1993).
En 1996, Sujatha y Mukta lograron la morfogénesis y la regeneracidon de plantas de la
especie

Aunque existen resultados sobre la micropropagacion de J. curcas y la produccion de brotes
a partir del cultivo de apices, yemas axilares y a través de la regeneracion directa o indirecta
de brotes. La literarura muestra pocas evidencias de protocolos completos para la
regeneracion in vitro de brotes y su enraizamiento. Ademas, la informacién referente a la
recuperacién de plantas durante la aclimatizacion es escasa. Por lo tanto, en esta
investigacion se buscdé mejorar las condiciones de cultivo que favorezcan el desarrollo
longitudinal de los brotes producidos a partir de la organogénesis indirecta de fragmentos de
hojas de J. curcas. Asimismo, se profundizara en el estudio de las condiciones de cultivo que
permitan favorecer la induccién y desarrollo de raices y la sobrevivencia de las plantas
durante la aclimatizacién.

En la tabla 4 se hace una recopilacién y comparaciéon cronoldgica de los diferentes autores
que han indagado en el cultivo in vitro de algunos géneros de Jatropha, evaluando la
respuesta morfogenética; siendo éstos primeros estudios la base para emprender la
busqueda de la regeneracion in vitro de J. curcas.
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Tabla 4. Recopilacién cronoldgica de diversos autores en el cultivo in vitro de algunos géneros de

ESPECIE

—

. panduraefolia

—

. panduraefolia

—

. panduraefolia

—

. glandulifera

—

. integerrima
. podagrica

—

—

curcas

—

. curcas

—

. tanjorenis

—

. integerrima

—

. curcas

J.curcas x J.
integerrima
(hibrido)

—

. curcas

—

. curcas

—

. curcas

—

. curcas

—

. curcas

—

. curcas

—

. curcas

—

. curcas

EXPLANTE

Endospermo
completo con
embrién
Semilla madura

Subcultivo de callos
de endospermo

Hoja
Hoja
Hoja
Hoja

Hoja, hipocotilo,
peciolo

Hoja
Hipocotilo, tallo,

pedunculo, hoja
Hoja

Hoja

Nodos axilares
Secciones de hojas

Hoja

Hojas provenientes
de plantas jévenes
y de plantas
maduras
Cotiledones

Peciolos

Tallos

Meristemos

TIPO DE RESPUESTA
MORFOGENETICA

Excesiva proliferacion de endospermoy
diferenciacion de tejido vascular
Proliferacién de endospermo
produciendo cada vez mayor y
abundante callo, presentando
diferenciacion celular.
Diferenciacidn de raices y brotes con
una alta frecuencia.
ANA promovid la formacion de raices,
mientras que la Kn favorecio la
formacion de brotes. (CH en ambos
casos fue funcional)
Callo
Callo
Callo
Callo
Regeneracién mediante organogénesis

directa y por medio de callos
(organogénesis indirecta)

Organogénesis. Botes

Organogénesis. Botes

Embriogénesis somatica

Organogénesis (obtencion de brotes)

Multiples brotes

Embriogénesis somatica indirecta

Obtencién de brotes Organogénesis
directa

Organogénesis Brotes

Embriogénesis somatica indirecta

Organogénesis directa

Organogénesis

Organogénesis directa

MEDIO
USADO (mgL-")
2,4-D+Kn+YE

2,4-D+Kn+YE

NAA+Kn+CH

2,4-D 0.5+Kn1.0
AIA 0.5+Kn1.0
ANAO0.5+Kn1.0
2,4-D 0.5+Kn1.0

BA 0.5+ AIB1.0

BA 0.5-10.0+AIB1.0

BA 0.5-2.0+AIB1.0

BA 3.0+AIA3.0

BA 0.5-5.0 +AIB1.0

TDZ 0.5-1.0+BA2.0-
10.0+AIB1.0

Kn2.0 Kn0.5+AIB 0.2
Kn0.5+AIB0.2+
adenina sulfatada 5.0

TDZ 0.5+BA 0.5+
AIBO.1

BA 1.5+ AIB 0.05+ AG3

0.5

BA 3.8 + AIA 2.0+ 250
Glutamina+ 3.0AG3

Sales B5 + BA 1.0 +1.0

Kn + 2.0 ANA

BA 1.0 +Kn 1.0

BA 2.0+ 0.75 AIB+20.0
Adenina Sulfatada

Jatropha, evaluando sus respuestas morfogenéticas.

FRECUENCIA DE
MORFOGENESIS

Hoja-100% con 10.7 brotes
por explante
Hipocotilo-62% con 7.0
brotes por explantes
Peciolo-67% con 2.7 brotes
por explante

75% con 8.0 brotes por hoja

100% con innumerables
brotes por explante

71.2% de regeneracion de
brotes

100% proliferacion de
brotes-
79% regeneracion de brotes

56.0%

53.5%

33-38% brotes regenerados

6.6 brotes por explante

10-15 brotes por explante
65.3 % brotes regenerados
13.16 brotes por explante

REFERENCIA

Johri y
Bhojwani,
1965
Srivastava,
1973

Srivastava y
Johri,
1974

Reddy et al.,
1986

Reddy et al.,
1986

Reddy et al.,
1986

Reddy et al.,
1986
Sujathay
Dhingra,
1993

Prabakarany
Sujatha, 1999

Sujathay
Reddy, 2000
Sardana et al.,
2000

Sujathay
Prabakaran,
2003

Sujatha et al.,
2005

Jha et al., 2007

Deorey
Johnson,
2008

Li et al., 2008

Freire et al.,
2009
Warakagoda y
Subasinghe,
2009

Achten et al.,
2010

Pramila et al.,
2010

BA — benciladenina; CH — caseina hidrolizada; 2,4-D — Acido 2,4 Diclorofenoxiacético-; AG3 —acido giberelico; AIA — dcido indoleacetico; AIB — acido indolebutirico
Kn — kinetina; ANA — 4cido naftaleneacético; TDZ — tidiazuron; YE — extracto de levadura.
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JUSTIFICACION

Debido a la creciente demanda de cultivos energéticos encaminados a la produccién de
biodiesel, y sabiendo las ventajas que tiene Jatropha curcas sobre otros cultivos, los cuales
compiten con el sector alimenticio y, por el alto contenido de aceite en sus semillas, se han
desarrollado investigaciones en micropropagaciéon in vitro, donde la mayoria de estos
trabajos, se han realizado en la India y Tailandia, utilizando variedades de Asia y Africa,
destacando que éstas variedades cultivadas son diferentes a las que se pueden encontrar en
nuestro pais, debido a la deriva génica y a las condiciones del suelo, teniendo esta especie la
capacidad de recuperacion de suelos erosionados e improductivos que se encuentran
olvidados. Por ello, es necesario el disefio de un protocolo para la propagacién in vitro de
individuos seleccionados de Jatropha curcas L. del pais, por su alto contenido de aceite que
permitira que en un futuro, se puedan establecer plantaciones comerciales en donde los
individuos tengan una alta produccion homogénea y permanente en nuestro pais.

HIPOTESIS

Las plantas desarrollan diferentes procesos morfogenéticos en cada etapa de su desarrollo,
estos procesos estan determinados por las interacciones de diferentes factores, el cultivo de
tejidos tiene la capacidad de potencializar estos procesos morfogenéticos a través del
manejo de factores como reguladores de crecimiento, nutrientes, compuestos organicos,
entre otros, por lo cual la utilizacion de diferentes érganos de Jatropha curcas modulados
por distintos factores permitird la expresién de estos procesos morfogenéticos
(totipotencialidad).
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OBIJETIVOS

General

Evaluar la capacidad regenerativa por organogénesis de diferentes explantes de
Jatropha curcas L., estableciendo un protocolo a través de tratamientos de
desinfeccion, obtencidn, multiplicacion y enraizamiento de brotes in vitro, y su
aclimatizacion ex vitro, a partir de semillas e inflorescencias, con el propdsito de una
propagacion masiva de plantas élite (semillas con alto contenido de aceite).

Particulares

Determinar el método de desinfeccidn para semillas e inflorescencias de Jatropha
curcas.

Evaluar el mejor medio nutritivo para la germinacion de las semillas y su desarrollo
primario.

Determinar los mejores medios nutritivos para el establecimiento de callo, induccidn
y multiplicacién de brotes y finalmente enraizamiento (desarrollo y crecimiento).

Seleccionar el mejor explante para la regeneracion de Jatropha curcas.
Establecer la organogénesis.

Establecer bajo condiciones ex vitro y de invernadero plantulas regeneradas bajo
condiciones in vitro.
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Cultiy /o«  MATERIALES Y METODOS

thld()S egetales
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1.- Ruta critica

El presente trabajo se desarrollé en el laboratorio de C.T.V. del Depto. de Bioquimica de la
Facultad de Quimica. La ruta critica que se siguid se describe en la fig. 7.

Seleccionar semillas en base al 40% de rendimiento de

aceites.
FASE 1 [ DESINFECCION ]
Semillas Botones florales
T4 -T2 T o— T10
FASE 2 [ GERMINACION in vitro ]
MS -1 MS -2
FASE 3 INDUCCION DE LA ORGANOGENESIS

Induccion y Proliferacion de callo

JO-1 JO1-a JO1-B5
FASE 4 REGENERACION: multiplicacion de brotes
JR-1 JR1-a JR1-B5
FASE 5 [ CRECIMIENTO, DESARROLLO Y ENRAIZAMIENTO J
12 Etapa/’_r/ ey — 4 Et
S 2" Etapa 3%, Etapa B e
Induccion de R 5 Pre-aclimatizacion in
raen Pulso Formacion de raices Vitrs
JE -1 JE1-B5 JE -2 JE2-B5 JE-3 JE 3-B5 Ssutratto esteril

FASE 6 [ TRANSPLANTE ex vitro ]

Condiciones de invernadero

Fig. 7. Ruta critica para la obtencion de cultivos in vitro de Jatropha curcas L.

T= Tratamiento JO-1, JO1-a, JR-1. JR1-a, JE-1, JE-2 y JE-3, son medios MS (Murasighe y Skoog, 1962) modificados.
JO1-B5, JR1-B5, JE1-B5, JE2-B5 y JE3-B5, son medios B5 (Gamborg et al., 1968) modificados. La numeracién
representa los diferentes tratamientos e)éperimentales que se probaron en cada fase.



2. Material biologico

El material biolégico fue recolectado en el poblado de Rosa Morada, Nayarit, de arboles elit
(seleccionados por el contenido de aceites de sus frutos).

Las semillas fueron proporcionadas por el equipo del Dr. Javier M. Cruz Gdmez del laboratorio
122, del conjunto E, de la Facultad de Quimica UNAM, después de haber sido elegidas por un
mayor porcentaje de aceite .

2.1 Recolecta
Ubicacion

El Municipio de Rosamorada, el cual se encuentra ubicado al Norte del Estado de Nayarit en las
coordenadas extremas: latitud norte del paralelo 212 50' al 222 20' y del meridiano 1042 56' al
1052 38' de longitud oeste. Limita al norte con los municipios de Tecuala y Acaponeta, al
oriente con el municipio de El Nayar, al sur con los municipios de Ruiz y Tuxpan y al occidente
con el municipio de Santiago Ixcuintla (Ver mapa 1).

Mapa 1. Localizacion del Municipio de Rosamorada, Nayarit.

Las semillas maduras se colectaron en Julio
del 2009 y los botones florales en Agosto-
Septiembre del 2011, en el ejido de

;-?,-;"-f?; '- --" ¥ ¥
Fig. 8. Colecta de inflorescencias en el ejido de
Providencia, Nayarit.
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3. Aspectos Generales

3.1 Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo se prepararon a partir de soluciones concentradas (Tabla 1 y 2 del anexo).
Las sales minerales utilizadas fueron del medios MS (Murasighe y Skoog, 1962) en diferentes
concentraciones para la germinacion de semillas, asi como para la induccién de la
organogénesis, asi mismo se utilizaron sales B5 (Gamborg et al., 1968) para éste ultimo. A todos
los medios se les adiciond 3% de sacarosa, reguladores de crecimiento en diferentes
concentraciones, vitaminas y aminoacidos, el pH se ajusté a 5.7 con hidréxido de sodio (NaOH) 1
N o acido clorhidrico (HCI) 1 N segun fuera el caso. Los medios se esterilizaron por calor humedo
en autoclave vertical a una temperatura de 121°C y a una presién de 1.2 Kg/cm? durante 18 min.

Cuando se requirio, a los medios de cultivo se les adiciond antibidtico (Cefotaxima® 250 mg L)
y/o Fungicida (Nistatina 50 000 U L™"), los cuales se agregaron a los medios después de haber sido
esterilizados y enfriados a una temperatura aproximada de 40°C dentro de una campana de flujo
laminar, manteniéndolo en agitacién para posteriormente servirlo a razéon de 20 mL en tubos de
ensaye y/o 30 mL en frascos de alimento infantil (Gerber®).

Se probaron diferentes medios de cultivo, los cuales se describirdn posteriormente en los
ensayos.

3.2 Condiciones de incubacion

Todos los cultivos in vitro se mantuvieron en un cuarto con ambiente controlado, bajo
fotoperiodo de 16 h luz / 8 h oscuridad a una temperatura de 25 + 2 °C y se subcultivaron a
medio fresco cada 15 dias.

Fig. No.9. Diversos cultivos i vitro de Jatropha c. en fotoperiodo de luz,
realizados en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Facultad de Quimica, Conjunto E, UNAM.
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4. FASE 1: Tratamientos de desinfeccion y siembra de explantes
Tratamientos de desinfeccion

Se probaron 12 diferentes tratamientos de desinfeccidn: 2 para semillas (T1 y T2) y 10 para
botones florales (T1’-T10), modificando la concentracién y tiempo de las sustancias
desinfectantes: la siembra tuvo variacidon en el medio con antibiético, cabe mencionar que los
tratamientos fueron probados uno a uno, consecutivamente, al observar la deficiencia que tenia
cada uno de ellos, se probé otro al cual se le adicionaron nuevos agentes desinfectantes estériles
y/o variando el tiempo de exposicidén, como se describe en la tabla No. 5. Todo este proceso se
llevd a cabo dentro de una campana de flujo laminar.

Para el caso de las semillas en el medio MS-1, se escarificaron mecanicamente y posteriormente
se sometid al tratamiento. En cuanto a las inflorescencias (botones florales), inmediatamente
después de realizada la recolecta en campo, el material bioldgico, se rocié con una solucién de
Benomil® 5g.L™" y Agrimicin 500® 5g.L™" estériles, se envolvieron en Sanitas® y se metieron en
bolsas con cierre hermético (Ziploc®) para su traslado al Laboratorio de la UNAM. Las diferencias
entre los métodos de desinfeccion que se aplicaron a los botones florales, consistieron
esencialmente en una variacién en los tiempos de exposicidn y concentracién de los agentes
desinfectantes (tabla No.5).

La efectividad de los métodos de desinfeccion realizados consecutivamente, se determind a
través de porcentajes de contaminacion, oxidacion y sobrevivencia de los explantes.
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Tabla5. Tratamientos de desinfeccion para semillas y botones florales de
Jatropha curcas L.

EXPLANTES
SEMILLAS BOTONES FLORALES
AGENTE , ,
DESINFECTANTE T1 T2 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
Detergente
comun 10’ 10’ 10’ 10’ 10’ 10’ 10’ 10’ 10’
Et 1 709
ano 0/0 1l 1l 1I 1! 1/ 1l 1/ 1! 1l 1l
r;:(::ntrado >oml/
55’
:I;Z?:Iorlto de 20% 59% 2%
20’ 12h 2h
Sol. Hipoclorito
de sodio al 5% +
Detergente 24 h
comun
Sol. Hipoclorito
de sodio al 15% +
Tritén 100
(3gotas/250ml) + 15! 15’ 15’ 15 s | 15 [ | 15 | 15 | 15
Microdyn®
(5ml/250ml)
Vanish® 2g/L* , , , , , ,
15 15 15 15 15 15
Benomil® 4g/L™
g/ 20’ 20’ 40’ 15’ 45’ 1.5h 3h 24h 40’ 40’
Agrimicin 500®
ag/L? 20’ 20/ 20’ 40' 15’ 45' | 1.5h | 3h 15’ 40' 40'
AGENTES ADICIONADOS A LOS MEDIOS DE CULTIVO PARA MITIGAR EL CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS
Cefotaxima®
250 mgL'l v v V. v v (4 v 4 v v v
Nistatina®
50000 U L™ v i v i v = v

T: tratamiento
H: horas

! .
: minutos
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Siembra de los diferentes explantes

Después de realizar la desinfeccidn, se obtuvieron los explantes como se describe a
continuacion.

* Semillas: Se sembraron 40 semillas, una por cada tubo de ensaye y en un
segundo ensayo, se sembraron 40, 3 por cada frasco.

* Hojas y tallos: Una vez que las semillas germinaron en condiciones in vitro
(siguiente punto), se obtuvieron los tallos y hojas para la induccion de
organogénesis indirecta. A las hojas, se les elimin6 el borde y se cortaron
segmentos de 1cm? dejando la nervadura central, se sembraron 3 fracciones
del explante por cada uno de los 30 frasco, colocdndolos con el envés en
contacto con el medio nutritivo. Los tallos se seccionaron de forma transversal
en fragmentos de 1 cm?, y se depositaron de 3 de éstos en cada frasco.

e Botones Florales: Se dividieron de acuerdo a su tamafio en 3: chicos (0.2 -
0.3mm), medianos (0.3 — 0.5mm) y grandes (0.5 — 0.77mm), sembrando de 4 a
6 de ellas en cada uno de los 40 frascos.

5. FASE 2: Germinacion in vitro

Ya realizada la desinfeccion, se sembraron 40 semillas maduras por cada medio, una
semilla por cada tubo de ensaye con medio MS a la mitad de sales (MS-1), y en el caso del
medio MS conteniendo un cuarto de sales (MS-2), se sembraron 3 semillas por frasco. La
especificacion de los medios se muestra en la tabla No. 6.

Tabla 6. Composicidon de los medios de cultivo probados para
germinacion de semillas de Jatropha c.

Medios de cultivo para 1 litro de medio

Componente Medio MS-1 Medio MS-2

Sales MS 50% 25%
(Murasighe y Skoog, 1962)

*Vitamina R2 10ml1/100%
Glicina 1mg
Sacarosa 30g
Gelzan® 33g

Cefotaxima 250 mg

*Ver tabla 4 del anexo
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Los parametros de evaluacién para la germinacion fueron los siguientes:

1. Desarrollo del eje embrionario: Se registré el dia en que se empezd a
desarrollar el eje embrionario, el cual involucra hipocétilo y radicula.

2. Embridn con coloracidn verde: Se registré el tiempo en el que el embrién se
coloreé completamente de verde, debido a la diferenciacion de los
cloroplastos.

3. Formacidén de yema apical: Se registrd el dia en que aparece la yema apical en
la bifurcacidn existente entre las dos hojas cotiledonares.

4. Aparicién de la primera hoja verdadera: Se registrd el dia en que aparece la
primera hoja verdadera, a partir del desarrollo de la yema apical.

5. Longitud del tallo: Se midio la longitud del tallo de la plantula (en centimetros),
desde la base, que estd en contacto con el medio, hasta la bifurcacidn de las
hojas cotiledonares, a los 30 dias de la siembra.

6. Desarrollo del sistema radical: Se evalué el tamano del sistema radical de las
plantulas a los 30 dias de la siembra, estableciendo una escala de valores de
cero a tres (Véase tabla No.7), ya que es muy dificil la medicién de las raices,
debido a que tienden a crecer y enrollarse en la base del frasco de cultivo. El
valor de cero (0) significa un desarrollo nulo y el valor de tres (3) significa un
desarrollo abundante.

Tabla No. 7. Escala establecida para evaluar el desarrollo del sistema radical.

Parametro Sistema radical
0 Ausencia de raices
1 Raices cortas
2 Raices medianas
3 Raices largas

Finalmente, se realizé la comparacion general en porcentajes, del nimero de semillas
gue presentaron las 6 variables evaluadas, en los dos medios experimentales.

6. FASE 3: Induccion de la Organogénesis

El objetivo de esta etapa fue seleccionar el medio y el explante 6ptimo para la
proliferacién de callo.

* Induccién y proliferacidn de callo.

Se probd la eficiencia de la induccidn y proliferacién de callos en tres diferentes medios
de cultivo JO-0, JO-1 y JO1-B5, que consistieron en medios nutritivos MS (Musasighe y
Skoog, 1962) Y B5 (Gamborg et al., 1968), con variacion en la concentracién de auxinas y
citocininas, como se indica en la tabla No.8.
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Tabla 8. Composicidn de los medios experimentales para induccidn de callo y obtencidn
de brotes de Jatropha c, empleando hojas y tallos como explantes.

Componentes para 1 litro de medio

Medios

JO-0 JO-1 JO1-B5
Componentes CONTROL
NUTRIMENTOS Sales MS Sales B5
MINERALES (Murasighe y Skoog, 1962) (Gamborg et al., 1968)
COMPUESTOS L-glutamina 25 mg
ORGANICOS L-arginina 50 mg
Adenina sulfatada 2.5 mg
Sacarosa 30%
VITAMINAS *Vit. R2 10mL/100%
AGENTES Gelzan®3.3 g
GELIFICANTES
BA3 mg BA 3 mg BA3 mg
FITORREGULADORES AIB 3 mg AIB 0.3 mg AIB 0.3 mg
OTROS Sol. AC. Citrico/ PVP1lg
COMPONENTES AC. Ascérbico 200mg

*Ver tabla 4 del anexo.

La eleccidn de los medios dependid de los ya probados previamente en investigaciones
realizadas en el laboratorio de CTV.

Se comenzd probando 2 explantes, considerando diferentes tipos celulares: hoja
verdadera y tallo, provenientes de la germinacidén in vitro, en el medio JO-0; a este
medio se le hicieron modificaciones, del cual derivaron el JO-1y JO1-B5.

Para poder identificar el medio y el explante que presenté mayor proliferacion de
callo, se hicieron observaciones periddicas, donde se evalué la formacién de callo,
apariencia y cambios de estructuras, todos estos se registraron en porcentajes, donde
el 100% fue el callo formado de los 3 segmentos de los explantes (tallo y hoja), y
conforme el callo iba aumentando de volumen con respecto al area del frasco, se fue
evaluando el porcentaje; de ahi que se pudo elegir a la hoja como el explante mas
exitoso en cuanto a la proliferacion de callo.

El material bioldgico se subcultivé cada 15 dias durante 8 meses y medio, en los 3
medios de cultivo.
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7. FASE 4: Regeneracion: multiplicacion de brotes.

Una vez que proliferd el callo de la fase anterior, se pasaron a 3 medios nutritivos para
inducir diferenciacién y multiplicacion de pequefos brotes durante 14 semanas mas. La
finalidad de sembrar los brotes en los tres medios fue evaluar los medios y seleccionar

aquél que propiciara el mayor desarrollo de brotes con una menor oxidacion.

La diferencia de los medios probados, radicoé en la cantidad de las sales organicas MS
(Murasighe y Skoog, 1962), al 100% en JR-1 y al 50% en JR-1a; y sales B5 (Gamborg et al,
1968) al 100% en el medio JR-1y también el uso de antioxidantes como el PVP y carbdn

activado. Los componentes de dichos medios se describen en la tabla No. 9.

Tabla 9. Composicidn de los medios para la proliferacion de brotes de Jatropha c.

Componentes para 1 litro de medio

_ JR-1 JR-1a JR1-B5
Medios
CONTROL
Componentes
NUTRIMENTOS Sales MS Sales MS 50% Sales B5
MINERALES (Murasighe (Murasighe (Gamborg et al., 1968)
y Skoog, 1962) y Skoog, 1962)
COMPUESTOS L-glutamina 25 mg
ORGANICOS L-arginina 50 mg
Adenina sulfatada 2.5 mg
Sacarosa 30%
VITAMINAS *Vit. R2 10mL/100%
AGENTES Gelzan®3.3 g
GELIFICANTES
FITORREGULADORES BA 1mg
OTROS PVP 1g Carbén PVP 1g Carbén PVP 1g Carbén
COMPONENTES activado 1g Activado 1g activado 1g

*Ver tabla 4 del anexo.
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8. FASE 5: Crecimiento, desarrollo y enrizamiento

La induccion del desarrollo, crecimiento y enraizamiento de los brotes se realizd en tres
etapas, probando dos medios de cultivo en cada una, variando solamente las sales
inorganicas (MS y B5). En la primera etapa se utilizé6 como regulador de crecimiento para
estimular el enraizamiento al AIB a razén de 3 mg.L™. Estos brotes se mantuvieron
durante 1 mes bajo condiciones de fotoperiodo y temperatura como se describié
anteriormente. Al cabo de la incubacién, en la segunda etapa se pasaron a medios
liquidos para dar un pulso con el mismo regulador de crecimiento pero a una
concentracién de 6 mg.L™" en medios liquidos durante 3 horas. Finalmente en la tercera
etapa, los brotes se sembraron en medios sin reguladores de crecimiento a lo largo de 28
dias (Tabla10).

Tabla 10. Composicién de los medios experimentales para la obtencién de plantulas de Jatropha c.

Medios de cultivo para 1 litro de medio

1ra. etapa 2da. etapa 3ra. etapa
Medios
JE-1 JE1-B5 JE-2 JE2-B5 JE-3 JE3-B5
Componentes Control
NUTRIMENTOS Sales MS 50% SalesB5 Sales MS 50% Sales B5 Sales MS 50% Sales B5
MINERALES (Murasighe ( Gamborg et (Murasighe ( Gamborg et (Murasighe ( Gamborg et
y Skoog, 1962) al., 1968) y Skoog, 1962) al., 1968) y Skoog, 1962) al., 1968)
L-glutamina 25 mg
COMPUESTOS L-arginina 50 mg
ORGANICOS Adenina Sulfatada 2.5 mg
Sacarosa 30%
VITAMINAS *Vit. R2 10mL/100%
AGENTES Gelzan® 33g Gelzan®3.3g
GELIFICANTES
FITORREGULADORES AIB 3 mg AIB 6 mg.
OTROS
COMPONENTES PVP 1g.

*Ver tabla 4 del anexo.

4ta. Etapa: Preaclimatacion.

Las plantulas obtenidas de este ensayo (ya con raices), se sometieron a una pre-
aclimatizacién subcultivandolas en la campana de flujo laminar a frascos de 10 cm de
longitud x 5 cm de didametro y posteriormente de 18cm de longitud x 8cm de didmetro
con sustrato organico estéril (Ecosustrato®) y se mantuvieron en incubacidn, bajo las
mismas condiciones que los cultivos in vitro, durante 2 meses. A los 30 dias los frascos
fueron destapados de la siguiente manera:
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- De los 30 a 50 dias de incubacidn se destaparon los frascos pequeiios durante
2 horas diarias, regandose con una solucién estéril de Benomil® (fungicida) 5
g.L™'y agua desionizada también estéril.

- De los 51 a 60 dias de incubacidn, las plantas se subcultivaron a los frascos
grandes y se destaparon durante 12 horas diariamente para facilitar el pase ex
vitro, manteniendo su riego con agua desionizada estéril.

9. FASE 6: TRANSPLANTE ex vitro

Las plantas se traspasaron a macetas de 14cm de longitud x 9cm de didmetro,
conteniendo el mismo sustrato que los frascos y manteniéndolas bajo condiciones de
invernadero. Las plantas se regaron cada 2 dias durante un mes y posteriormente cuando
lo requerian. Se fertilizaron cumplido el primer mes y posteriormente se llevd a cabo otra
fertilizacion a los 3 meses. Se utilizaron sales inorganicas del MS (Murasighe y Skoog,
1962) a un concentracién del 50% para la fertilizacién. Esta fase se llevo acabo en el
invernadero de la Facultad de Quimica, conjunto E, UNAM.

10.- ANALISIS ESTADISTICO

Para explicar la eficiencia de cada medio nutrimental se realizd un andlisis de varianza
(ANDEVA), efectuando una prueba de comparacion multiple de Tukey-Kramer con una P<
0.05, que muestra la diferencia entre los medios empleados en cada fase. Se utilizo el
paquete estadistico NCSS 2007.
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1. FASE 1: Tratamientos de desinfeccion

Como ya se indicd, en esta etapa se evalud el efecto de los métodos de desinfeccion para
semillas y botones florales. Los métodos consistieron en la combinacion de diferentes
agentes, a diferentes concentraciones y tiempos.

a. Semillas maduras

Se probaron dos tratamientos diferentes: T1 y T2 (Véase tabla No. 3 y Fig. 6 y 7),
utilizando 40 semillas por cada uno. Los resultados obtenidos durante esta etapa
indicaron que ambos tratamientos son eficientes, ya que la contaminacidn fue del 0%.

Fig. No. 9. Tratamiento | de desinfeccion. a.Semillas de Fatropha c.
b.Escarificaciéon mecanica. c.Semillas sumergidas en detergente
comercial. d.Semillas desinfectadas sembradas en medio MS-1.

Fig. No. 10. Tratamiento 2 de desinfecciéon. a.Fruto de Fatropha c.
b.Semillas sumergidas en H2SO4 concentrado. c.Escarificaciéon
d.Semillas desinfectadas sembradas en medio MS-1.
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b. Botones florales.

Los botones florales se sometieron a 10 diferentes tratamientos encontrandose que en
ninguno se logré la desinfeccién total, ya que fue imposible eliminar la inoculacidn de los
hongos, sin embargo, en los tratamientos 9 y 10, se disminuyé hasta un 80% y se
pudieron eliminar completamente las bacterias. A pesar de que la contaminacién por
estos agentes se estaba controlando, los ultimos seis tratamientos mostraron una
oxidacidn severa y, para mitigar se probd la exposicion a diferentes antioxidantes: Sol. ac.
citrico/ac. Ascorbico (200mgL?) y PVP(1g.), lograndose la disminucién hasta en un 30% en
el caso del tratamiento no. 8 el cual presentd el mayor porcentaje de oxidacion, hasta un
30%, respecto al tratamiento nimero 8 que presentd el mayor porcentaje, es decir un
70% en ambos casos. El tratamiento No. 10 resultdé el de mayor éxito, presentando
menores porcentajes en todos los casos. Los resultados se presentan el la tabla No. 12.

Fig. No. 11. Tratamiento No. 10 de desinfeccion (Botones florales).
a.Inforesencias de 7. curcas recién colectadas. b.Botones florales sumergidos en
Benomil. c.Botones florares en soluciéon de Agrimicin. d) Botones florales de 7.
curcas desinfectados.

Tabla 12. Resultados de los diferentes tratamientos de desinfeccion de
botones florales de Jatropha curcas L.

TRATAMIENTOS

Observaciones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
% contaminaciéon | 100 | 100 |90 |90 |70 |60 |40 [30 |20 |20
por hongo

% contaminacion 100 70 60 70 30 10 10 10 0 0
por bacteria

% oxidacion 0 0 40 50 60 60 60 |70 60 | 40

48



2. FASE 2: Germinacion in vitro

Esta etapa tuvo la finalidad de encontrar el medio de cultivo idéneo que favoreciera la
germinacién de las semillas.

a. Desarrollo del eje embrionario.

Se evalud el porcentaje de semillas que desarrollaron ejes embrionarios, presentando
estructuras como el hipocétilo y radicula durante los primeros 5 dias que se indujo la
germinacién, pues en este periodo es cuando ocurrié este evento. Comparando los
puntos de mayor porcentaje en ambos medios, se observo que en el dia dos el medio MS-
2 presenta un porcentaje de respuesta del 65% y del 32.5% para el MS-1 en el dia 3, como
se pude apreciar en la grafica No. 1; por lo tanto se determind que el medio MS-2 es el
mejor en este parametro, ya que se observé mayor desarrollo de ejes embrionarios y en
menor tiempo.

DESARROLLO DE EJES EMBRIONARIOS

100 -
90 1
80 -
70 -
60 -
50 - MS-1
40 A w=@=MS-2
30 -
20 1
10 A1

Porcentaje de respuesta

1 2 3 4
Tiempo (dias)

Grafica No. 1. Porcentajes de desarrollo de los e¢jes embrionarios, comparando los
dos medios de cultivo (MS-1, MS-2) durante 5 dias.
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b. Embrion verde.

Del dia 5 al dia 7 transcurrida la induccion de la germinacion, se evalué el porcentaje de
semillas que presentaron un embrién completamente verde. Como se puede observar en
la grafica No. 2, en el dia 5 se alcanzd el mayor porcentaje de respuesta en ambos
medios, sin embargo en el MS-1 se obtuvo un 15 % y en el MS-2 75%, por tanto
determinamos que el mejor medio es el MS-2 para este parametro.

EMBRION VERDE

100 A

80 -
70 1
60 -

50 - MS-1

40 - =@=MS-2

30 -

Porcentaje de respuesta

5 6 7
Tiempo (dias)

Grafica No. 2. Porcentajes de embriones con coloracién verde en los medios: MS-1
v MS-2 durante 7 dias.
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c. Formacidén de yema apical.

Se evalud el porcentaje de formacion de yemas apicales del dia 11 al 17, periodo en el
cual ocurrié este evento. Comparando los porcentajes mds altos en ambos medios de
cultivo, se observé que en el dia 12 el medio MS-2 presenta un porcentaje del 57.5%,
mientras que para el MS-1 es del 10% en el dia 15, por tanto el medio MS-2 es el que
presenta mayor porcentaje de yemas apicales y es el idéneo en este pardmetro, como se
pueden apreciar en la grafica No. 3.

FORMACION DE YEMAS APICALES

100 A
90 A
80 -
7A0) 9
60 1
50 - MS-1
40 - e==MS-2

30 T

Porcentaje de respuesta

20 -
10

11 17 13 14 15 16 17

Tiempo (dias)

Grafica No. 3. Porcentajes de formacion de yemas apicales, en los medios: MS-1 y
MS-2, durante 17 dias.
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d. Aparicion de la primera hoja verdadera.

Los resultados que se muestran en la grafica No. 4 nos permiten determinar que el medio
MS-2 es el mejor para el desarrollo de la primera hoja verdadera, considerando que el
mayor porcentaje se dié en este medio, alcanzando un 42.5 % en el dia 18 iniciada la
induccion de la germinacion y para el caso del MS-1 su maximo porcentaje fue de un 10%
hasta el dia 22.

APARICION DE LA PRIMERA
HOJA VERDADERA

100 -
90 A
80 A
70 A
60 A
50 A MS-1
40 A =@=MS-2
30 A

Porcentaje de respuesta

20 A
10 - -

17 18 19 20 21 22 23 24 25
Tiempo (dias)

Grafica No. 4. Porcentajes de apariciéon de la primera hoja verdadera, en los
medios MS-1 y MS-2, durante 25 dias.
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e. Longitud del tallo.

Este pardmetro se evalud a los 30 dias de iniciada la induccién de la germinacién; se midié
la longitud de los tallos de las plantulas en centimetros y se obtuvieron los porcentajes
gue se presentan en la grafica No. 5, por consiguiente se determiné que en esta etapa el
medio MS-2 favorecio el desarrollo de tallos mas largos, pues un 50% alcanzé hasta 7 cm
de longitud, y en MS-1 solo el 10% logré 4cm, siendo estos sus mayores porcentajes en
cada caso.

LONGITUD DEL TALLO

100 ~

80 1
70 A

MS-1

=+=MS-2
40 -

30 A

Porcentaje de respuesta

il 2 3 4 5 6 7
Tiempo (dias)

Grafica No. 5. Porcentajes de la longitud de tallos en centimetros, a los 30 dias de
inducir la germinacién, en los medios MS-1 y MS-2.
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f. Desarrollo del sistema radical.

A los 30 dias de iniciada la induccidon de la germinacion, se evalud el porcentaje del
desarrollo de las raices de las plantulas, tomando como valores 0: Ausencia de raices, 1:
raices cortas, 2: raices medianas y 3: raices largas. En la grafica No. 6 se muestran los
porcentajes obtenidos, donde se puede apreciar que todas las plantulas presentan raices
y en ambos medios las raices medianas son mas abundantes , sin embargo hay
diferencias en cuanto a los porcentajes, dado que en el medio MS-1 alcanzé un 15% vy el
MS-2 un 37.5%, de manera que este Ultimo es el mejor medio para esta etapa.

DESARROLLO DEL SISTEMA RADICAL

100 1
90 -1

70 1

60 A
MS-1
50 1
=®=MS-2

30 A

Porcentaje de respuesta

20 1
10 A1

Escala

Grafica No. 6. Porcentaje del desarrollo de yemas apicales, en los medios: MS-1 y
MS-2, durante 17 dias.
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g. Porcentaje de germinacion a los 30 dias de siembra.

En la grafica No.7 se presentan los porcentajes de germinacidén obtenidos mediante la
evaluacidon de los 6 parametros anteriores en ambos medios de cultivo; los cuales
presentan diferencias entre ellos, como lo demuestra la prueba de Tuckey-Kramer (véase
tablas 7 a 12 del anexo), puesto que en el medio MS-1 fue de 25%, es decir solo
germinaron 10 semillas de 40 y en MS-2 germinaron 38 de 40, alcanzando un 95% de
germinacién; por consiguiente se determiné que el medio MS-2 es el medio adecuado
gue favorece la germinacién.

PORCENTAJES DE GERMINACION

100 7

95 %
80 1

70 7
60 T
50 1
40 1

30 1 T

T 25 %

Porcentaje de germinacion

10 1

MsS-1 MS-2
CONTROL

Medios de cultivo probados

Grafica No. 7. Porcentajes de germinaciéon de semillas de Jatropha curcas en los medios
MS-1 y MS-2 a los 30 dias de siembra. *Diferencias estadisticamente significativas.

También es importante destacar que hubo diferencias relevantes en las estructuras de
las plantulas desarrolladas durante la germinacidon, mismas que se observaron con la
evaluacién de los seis parametros anteriores, dado que en el medio MS-2 se mostré
una mayor vigorosidad de ellas, asi como un mayor crecimiento del tallo y raices, y la
formaciéon de un mayor nimero de hojas verdaderas a diferencia del MS-1, como se
puede apreciar en la figura No. 12
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Fig. No. 12. Germinacion de semillas de Fatropha c. en los dos medios
probados a los 30 dias. a.MS-1. b.MS-2.

FASE 3: Induccion de la Organogénesis

Esta etapa tuvo la finalidad de determinar el medio de cultivo y tipo de explante que
favoreciera la induccion de callo y la formacidn de brotes.

En este ensayo se probaron tres medios, variando la concentracién de sales organicas y
reguladores de crecimiento: JO-O, JO-1 Y JO1-B5 (véase tabla 8) y dos explantes
diferentes: hoja verdadera y tallo.

Los resultados obtenidos al probar los tres medios de cultivo con los dos explantes, se

evaluaron tomando en cuenta la proliferacion de callo (%) a través del tiempo (dias),
hasta la aparicién de pequefios brotes.
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a. Induccion y proliferacion de callo en hoja y tallo

Hoja

Se observé que la mayor proliferacidon se presenta en el medio JO-O a partir de los 15 dias
después de la siembra, manteniendo este mismo comportamiento hasta alcanzar una
produccién de callo al 100% en 45 dias, para el medio JO-1 el 100% de callo se obtuvo a
los 165 dias y en el caso del medio JO1-B5 el mayor porcentaje que alcanza de callo es de
60% a los 135 dias. Los resultados se pueden apreciar en la grafica 8.

HOJA
~ 100 -
S
2 80
5 JO-0
9 60
= JO-1
g Y —a—JO1-B5
S 20
s |/
a 0"A| T T T T T T T T T T T T T T T 1
Q Q Q Q Q Q Q Q Q
L

Grafica No. 8. Induccién y Proliferacion de callo para hoja en tres medios nutritivos:

(JO-0, JO-1y JO1-B5), a los 240 dias.

Como se puede notar, los tres medios de cultivo producen callo, sin embargo, al realizar
las observaciones del estado fisico del callo, se pudo detectar que el medio JO-0 tuvo un
alto porcentaje de proliferacidn, seguido del JO-1, los cuales presentaron un callo friable
de color verde brillante en comparacion con el callo proveniente del medio JO1-B5, que
produjo menor cantidad, con una consistencia compacta con una coloracién verde menos
brillante, tal como se muestra en la figura No. 11.
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Fig. No. 11
Proliferacion de
callo de hoja en

diferentes
medios, a los 60
dias de siembra.
a. JO-0. b.JO-
1. ¢ JOI1-B5.

Tallo

Para el caso del explante tallo en el medio JO-0, a partir del dia 60 de siembra hasta el dia
165, muestra una proliferacién de callo mayor que en el resto de los medios, obteniendo
hasta un 80% de callo; el medio JO-1 presenta menos produccién, seguido del medio JO1-
B5 que presentd la proliferacién mas baja en el mismo periodo, como puede observar en
la grafica 9.

TALLO
__ 100
S
o 80 et
S
o 60 - —+—JO-0
2 —=—-JO-1
g 407 —a—JO1-B5
£ 20
E
D— 0 n 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Tiempo (dias)

Grafica No. 9. Induccién y proliferacién de callo para tallo en tres diferentes medios
nutritivos; JO-0, JO-1 v JO1-B5, a los 240 dias.
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En el tallo, los tres medios también producen callo, presentando diferencias
significativas tanto en la proliferacion, consistencia y color; ya que en JO-0 el desarrollo
del callo fue abindante y friable, mostrando una coloracién verde con partes blancas.
Para JO-1, la produccidén de callo fue en menor cantidad, verde con mayores fracciones
blanquesillas. Finalmente el medio JO1-B5, fue el que presentd menor proliferacién de
callo, con caracteristicas particulares como que la mayor proporcion es de color blanco y
el resto verde, siendo un callo muy compacto (Ver Fig. No. 12).

Fig. No. 12
Proliferacién
l de callo,
| proveniente
de tallos en
) | diferentes
medios a los
45 dias de
- | siembra.
| a.JO-0.
b.JO-1
c.JO1-B5

Para ambos explantes el mejor medio de cultivo para la induccién y proliferacién de callo
fue el medio JO-0 (véase tabla 8). En la grafica 10 se realiza la comparacién de los
porcentajes entre hoja y tallo durante 240 dias (8 meses), donde se puede observar que
el crecimiento del callo es similar, pues a los 60 dias alcanzan su mdaxima proliferacion
como se puede observar en la figura No. 10, manteniéndose asi hasta el ultimo dia de
toma de datos.
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10. Porcentajes de proliferacién de callo en hoja y tallo en el medio nutritivo JO-0 a

En la siguiente figura se muestra la comparacion de la formacion de callo en hoja (a) y en
tallo (b) proliferados en el medio JO-0, quien mostré los mejores resultados para ambos

explantes.

Fig. No. 13.
Comparacién de
la proliferacion
de callo en el
medio de cultivo
JO-0 en los dos
explantes
probados,
a.Hoja. b.Tallo,
a los 60 dias.
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En la grafica No. 11 se aprecia una comparacién de los porcentajes de proliferacién de
callo en hoja y tallo, obtenidos en los diferentes tratamientos a los que fueron sometidos
a lo largo de 8 meses, los cuales presentan diferencias estadisticamente significativas de
acuerdo a la prueba de Tuckey-Kramer (véase tablas 13 y 14 del anexo). El mejor
resultado lo presenta el explante hoja cultivada en el medio JO-0 alcanzando un 92%
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HOJAY TALLO
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49 %

44 %
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CONTROL
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Grafica No.14. Porcentajes de control de oxidacién para brotes provenientes de hoja y tallo,
comparando el efecto antioxidante con PVP y Carbéon activado a los 60 y 90 dias,
respectivamente. *Diferencias estadisticamente significativas.
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4. FASE 4: Regeneracion: multiplicacion de brotes

a. Obtencidn de brotes en callo proveniente de hoja y tallo.

En esta fase se evalud el tiempo en el que comienza la primera aparicion de brotes y que
medio fue el mas eficaz.

Los callos empleados para la regeneracién, provenian de la fase anterior y se
seleccionaron los que presentaron mejor calidad.

Una vez que los callos fueron sembrados en esta fase para su regeneracidn, en los
agregados de callo comenzaron a observarse la presencia de estructuras diferentes a las
células de callo, puesto que se identificaron los primordios foliares, siendo el medio JR1-a
(véase tabla 9) el que propicio las primeras formaciones tanto en callo de hoja, como callo
de tallo, transcurridos los 4 y 10 dias respectivamente, como se pueden observar en la fig.
No. 14.

Fig. No 14. Formacién de los primordios foliares en medio JR1-a en callo
proveniente de: a. Hoja, a los 4 dias. b. Tallo a los 7 dias.
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Como se muestra en la grafica No. 12, el callo proveniente de hoja presenta los
primeros brotes en el medio JR1-a en el dia 8 después de su siembra, posteriormente
en el medio JR1-B5 en el dia 12 y finalmente para JR-1 en el dia 15. Para el caso del
callo de tallo, se observa que en el medio JR1-a, se presentan los primeros brotes en el
dia 19, en el caso del medio JR-1 en el dia 10, y finalmente para JO1-B5 en el dia 16.

APARICION DE LOS PRIMEROS
BROTES

20
18
16

10 — - Hoja

Dias

— - - ——  HTallo

S N B O @
l

JR-1 JR1-a JR1-B5
Medios probados

Grafica No. 12. Aparicién de los primeros brotes en los tres diferentes medios nutritivos JR-1,
JR1-a, JR1-B5, para los dos explantes probados (hoja y tallo).
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En la siguiente figura se muestra la formacién de los primeros brotes en callo de hoja (a) y
tallo (b) a los 8 y 10 dias respectivamente, cultivados en medio JR-1 quien mostré los
mejores resultados para ambos explantes.

Fig. No 15. Aparicién de los primeros brotes en el medio de cultivo JR1-a en callo
proveniente de: a. Hoja a los 8 dias y b. Tallo a los 10 dias.

Para obtener el nimero de brotes, se realizaron 20 repeticiones por cada tratamiento, es
decir, se sembro callo de hoja y tallo en 20 frascos pequeiios con un diametro de 7cm de
longitud x 3.5cm de didmetro. A los 30 dias de siembra se registrd el nimero de brotes
por frasco que alcanzaban una longitud de 1 a 2 cm, y se calculd el promedio para cada
tratamiento tanto en callos de hoja como de tallo.

El mayor numero de brotes se produjo en callo de hoja cultivado en JR1-a; por lo que se
determiné que el medio JR1-a propicid una mayor multiplicacién de brotes para hoja y
tallo como lo demuestra la prueba de Tuckey-Kramer (véase tablas 13-18 del anexo), que
hace evidente las diferencias entre los medios de cultivo para ambos explantes; puesto
gue en hoja se produjeron un promedio de 8.45 = 8 brotes por repeticion y para tallo un
promedio de 2.6 = 3 brotes por repeticion, estos resultados se pueden observar en la
grafica No. 13. Cabe destacar que en este periodo se comienza a hacer evidente la
oxidacion de callo y brotes para ambos explantes (véase figura No. 16 ay b).
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BROTES OBTENIDOS POR FRASCO DE
CALLO DE HOJAY TALLO
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Grafica No.13. Namero de brotes obtenidos por frasco de callo en hoja y tallo, a los 30 dias de
siembra. *Diferencias estadisticamente significativas.

b. Oxidacion.

Uno de los inconvenientes que se presenté en esta fase fue la oxidacion. Un problema
excesivamente drdstico ya que limité la multiplicacion de los brotes y propicié su
mortandad, considerando que en tan solo 1 mes (del dia 30 al 60 de siembra), se perdi6 el
78% de brotes provenientes de callo de hoja y para tallo el 50%, usando como
antioxidante el PVP (Polivinilpirrolidona) para ambos casos. Posteriormente durante 1
mes mas (del dia 60 al 90 de siembra), se usé carbdn activado debido a que no se pudo
combatir la oxidacidn con el agente anterior, teniendo resultados mas satisfactorios ya
gue los brotes provenientes de ambos explantes presentaron una menor oxidacién, un
5% y 22% para hoja y tallo respectivamente, dichos resultados se pueden apreciar en la
grafica 14 y la fig. No. 16; por lo tanto se puede determinar que el mejor agente reductor
para prevenir y/o controlar la oxidacion es el carbén activado confirmado con la prueba
de Tucke-Kramer (véase tabla 15-18 del anexo).
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Los porcentajes se obtuvieron promediando el nimero de brotes obtenidos en los 3
medios de cultivo tanto para callo de hoja y tallo.

PORCENTAIJES DE OXIDACION EN BROTES CON
DOS AGENTES REDUCTORES:
PVP Y CARBON ACTIVADO
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Porcentaje de oxidacion

20 T
*
an 13%

5%

hoja tallo hoja tallo
60 dias 90 dias

PVP CONTROL Carbdn Activado
Agentes reductores probados

Grafica No.14. Porcentajes de control de oxidacién para brotes provenientes de hoja y tallo,
comparando el efecto antioxidante con PVP y Carbén activado a los 60 y 90 dias, respectivamente.
*Diferencias estadisticamente significativas.

En la siguiente imagen se observa el control de oxidacidn en brotes de Jatropha curcas en
medio JR1-a, y los agentes empleados para combatirla, comparando resultados en callo
de hoja y tallo. Figura 16 a para hoja y figura 16 b para tallo, se ve la formacién de los
brotes sobre agregados de callo de apariencia compacta que comienzan a oxidarse a los
30 dias, donde destaca la presencia de mayor oxidacion en tallo. Figura 16 c y d, se
muestran brotes ya individualizados de 1 y 2 cm de longitud a los 60 dias de siembra,
provenientes de callo de hoja y tallo respectivamente, donde se utiliz6 como agente
antioxidante al PVP, el cual no fue efectivo pues se hace evidente que la oxidacion sigue
invadiendo a todos los explantes hasta provocar su muerte. En la Figura 16 e y f, a los 75
dias de cultivados, se observa la respuesta favorable de los brotes de hoja (e) y tallo (f),
en medios suplementados con carbon activado, ya que se puede apreciar que la
oxidacion desaparece por completo y los brotes de 2 cm contindan con su desarrollo
presentado tallos ya formados y algunas hojas completas, cabe mencionar que se tuvo
una mayor cantidad de brotes en los provenientes del explante hoja. Figura 16 g y h,
muestra a los brotes de callo de hoja (g) y tallo (h) de 3 cm a los 90 dias de siembra
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desarrollandose favorablemente, puesto que se observan vigorosos con un buen
crecimiento y la formacién de todas las hojas completas, por tanto se determind que el
carbdn activado es el agente idédneo para combatir la oxidacion.

Fig. No. 16. Control de oxidacion en brotes de 7. Curcas cultivados en medio JR1-a. a.
y b. A los 30 dias comienza la oxidacién en callo y brotes de hoja y tallo
respectivamente. ¢. En hoja y d. En tallo, medios de cultivo adicionados con PVP a los
60 dias. e. En hoja y f. En tallo, medios suplementados con carbén activado a los 75
dias. g. y h. A los 90 dias desarrollo de brotes.
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FASE 5: Crecimiento, desarrollo y enrizamiento.

Debido a que en la fase anterior la pérdida del material vegetal fue considerable, se
decidid dividir los briotes que continuaban vivos en dos grupos: 1) los brotes regenerados
en los tres medios de cultivo de callo de hoja, y 2) los brotes regenerados en los tres
medios de cultivo de callo de tallo. En total se obtuvieron 98 brotes listos para su
desarrollo, estos se sometieron a 4 etapas para lograr plantulas completas. Se evalud el
numero de individuos que sobrevivieron en cada fase, desde la inducciéon para la
formacidon de raices, el pase a sustrato estéril y una pre-aclimatizacion antes del
transplante ex vitro.

a. Primera etapa:

En esta primera etapa los 98 brotes de 3 cm de longitud aproximadamente, se sembraron
en dos medios: 49 en JE-1y 49 en JE1-B5, siendo la Unica diferencia la composicion de los
nutrimentos minerales (véase tabla 10), ya que ambos se suplementaron con la auxina
AIB con el objetivo de formar raices.

A los 30 dias de cultivados los brotes, alcanzaron una longitud de 4 cm, y se observé una
pérdida por oxidacién del material vegetal, donde el porcentaje de sobrevivencia fue
mayor en el medio JE-1 con un 34.69% (17 individuos) y para el JE1-B5 tan solo del
18.36% (9 individuos), dichos resultados se pueden observar en la grafica No. 15; sin
embrago la prueba de Tuckey-Kramer expone que no hay diferencias entre los medios de
cultivo, esto debido a que el valor de la media es similar para ambos: 74 para JE-1y 61
para JE1-B5 como se aprecia en la tabla 19 del anexo.

PORCENTAJES DE SOBREVIVENCIA DE BROTES
EN MEDIOS CON AIB ( 3mg.L?)
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JE1-B5
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Grafica No.15. Porcentaje de sobrevivencia de brotes cultivados en dos medios
de nutritivos suplementados con 3mg L-! de AIB para su enraizamiento a los 30
dias. *Diferencias estadisticamente significativas.
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Los brotes que sobrevivieron no lograron su crecimiento, contrariamente a lo que se
esperaba sus hojas comenzaron a caer y ocurrié un evento muy particular, alrededor
del brote comenzd a proliferar un poco de callo, limitando asi su desarrollo como se
puede apreciar en la fig 17.

Fig. No. 17. Primera ectapa del crecimiento y enraizamiento. Brotes de J. curcas
sembrados en medio JE-1 a) Proliferaciéon de callo alrededor del brote de 4 ¢cm a los 10

dias de cultivados. b) A los 18 dias, las hojas se oxidan y comienzan a caer. ¢) Muerte a
los 30 dias.

b. Segunda etapa:

Debido a que la primera etapa no fue exitosa por los resultados antes mostrados, se dio
paso a una segunda, donde la estrategia fue provocar un pulso con la misma auxina AIB
en una solucidn al doble de concentracién que la etapa anterior (6 mg.L™) y manteniendo
el resto de la composiciéon nutrimental de los medios, ahora liquidos: JE-2 y JE2-BS5,
dejando sumergidos los 26 individuos de 4 cm, durante 3 horas en condiciones estériles
(fig. 18Db).

Antes de someter los brotes al pulso, se les retird la formacién de callo con ayuda del
bisturi en la campana de flujo laminar.

c. Tercera etapa:

Una vez pasado el tiempo del pulso, inmediatamente se sembraron en dos medios de
cultivo libres de reguladores de crecimiento, 17 brotes en JE-3y 9 en JE3-B5 . En la
grafica No. 16 se puede apreciar que ambos medios de cultivo propiciaron la formacién
de raices, sin tener diferencias estadisticas como lo demuestra la prueba de Tuckey-
Kramen (véase tabla 20 del anexo); sin embargo JE-3 resultd el mas eficiente por ser el
medio de cultivo donde se presentan en menor tiempo la presencia de raices y en una
mayor cantidad de brotes, quienes alcanzan una longitud de 4.5 cm (Ver Fig. No. 18c).
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ENRAIZAMIENTO

100 -
90 - 100 %
80 -
o
2 70 -
b |
Q.
2 60 -
Z 50 -
2
©
g 40 -
5]
= 30 A
a.
20 A
10 A
O T 1
JE-3 JE3-B5

CONTROL

Medios de cultivo probados

Grafica No. 16. Numero de brotes enraizados en dos medios nutritivos: JE-3 y JE3-B5,
sin adicién de reguladores de crecimiento a los 28 dias.

d.Cuarta etapa:

Con la finalidad de facilitar el pase ex vitro y obtener el mayor nimero de plantas
aclimatizadas en condiciones de invernadero, las 26 plantas de 4.5 cm aproximadamente,
ya con raices, se sometieron a una pre-aclimatizacién en condiciones in vitro.

Durante el primer mes murieron 3 plantas, debido a que aparecio una pequefia formacién
de hongo que invadio sus raices y no se pudo detener su contaminacién, a pesar de que
se regaron constantemente con una solucion estéril de Benomil® (fungicida) 5 g.L™". En
este tiempo las plantas lograron crecer entre 6 y 6.5 cm y algunas de sus hojas cayeron,
sin embargo se pudo apreciar la brotacidn de nuevas hojas (véase figura 18 d).

En este ultimo periodo (del dia 51 al 60), las 23 plantas ya presentaron una adaptacion,
pues alcanzaron un crecimiento de 8 a 10 cm de longitud, por lo que fue necesario
subcultivar las plantas en frascos de 18 cm de longitud x 8 cm de diametro conteniendo el
mismo sustrato estéril para seguir propiciando su crecimiento como se puede apreciar en
la figura 18d. Es importante mencionar que en la pre aclimatizaciéon no hubo diferencias
en el desarrollo y crecimiento de las plantas provenientes de los dos diferentes medios.
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ETAPA

ETAPA

Brotes de 4cm en medio JE-1 con
inesperada formacion de callo, a los 30
dias de siembra. un pulso con AIB (6 mg.L1),

durante 3 h.

K

Brotes de en medio JE-2, sometidos a

s 5
N g
[
L
Planta de 4 cm en medio JE-3 libre de Planta de 4.5 ¢cm con
reguladores de crecimiento. Aparecen las raices a los 14 dias de
primeras raices a los 7 dias de siembra. siembra en medio JE-3.

4ra.
ETAPA

Plantas enraizadas de 4.5 cm de

longitud, cultivadas en sustrato Planta de 6 cm con
estéril, incubadas durante 30 dias brotacion de PR [t
bajo condiciones de fotoperiodo nuevas hojas a los acllmatada.de
(16h/luz y 8h/osc.). 50 dias. 10 cm de longitud, a

los 60 dias.

Fig. No. 18. Crecimiento, desarrollo y enraizamiento de brotes de 7. curca. a)Proliferacion de callo
alrededor del brote. b)Pulso con AIB. ¢)Enraizamiento. d)Pre-aclimatizacion.
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6. FASE 6:TRANSPLANTE ex vitro

Para efectuar el transplante ex vitro se emplearon plantulas pre-aclimatizadas de 8 a 10
cm de longitud, con la formacion de al menos una raiz adventicia de 3 a 4 cm de longitud.

Las plantas se sacaron de los frascos con ayuda de una pinza larga estéril y se sembraron
las 23 plantas en cada maceta y se mantuvieron en condiciones de invernadero.

Una vez que se realizd el transplante ex vitro, las plantas comenzaron a presentar una
deshidratacion, por lo que durante el primer mes se regaron cada 2 dias. Este primer mes
fue crucial para las plantas, pues al someterlas al ambiente natural del invernadero
comenzaron a debilitarse y en algunos casos sus hojas se marchitaron hasta provocar la
muerte de toda la planta, pues no lograron sobrevivir 7 plantas en este primer mes como
se puede apreciar en la figura 19 a.

Cumplido el primer mes se realizd una primera fertilizacién utilizando sales inorganicas
MS (Murasighe y Skoog, 1962) a una concentracidn del 50%, con la finalidad de promover
el desarrollo y crecimiento de las plantas, pues se encontraban delicadas y con muy pocas
hojas, sin embrago se observé un tallo fuerte y el nacimiento de brotes funcionales. Esta
fertilizacion favorecié rdpidamente a la evolucién de la planta puesto que en tan solo 3
semanas de fertilizadas se percibieron vigorosas (véase figura No. 19 b), y lograron
sobrevivir. A los 3 meses de iniciada la aclimatizacion se realizdé una segunda fertilizacion
utilizando la misma concentraciéon de sales que en la primera (véase figura 19 c),

Se tomdé como parametro para evaluar la
adaptacion de las plantas en condiciones
in vivo un tiempo 5 de meses,
observando su desarrollo y las plantas

PORCENTAJE DE PLANTAS
ACLIMATIZADAS

que en este lapso de tiempo lograron 100 ~
sobrevivir se consideraron aclimatizadas. E 90 1
Las plantas adaptadas mostraron un S 80 1
buen crecimiento, puesto que alcanzaron ? 70 1
una longitud entre 18cm y 22cm como se 5 60 1
aprecia en la figura No. 19 d. Finalmente g 50 1
el porcentaje de aclimatizacién fue del ® 407
70% como se observa en la grafica No.17. g 30 7
2 20 1
& 10 A
0 \
5 meses
Tiempo

Grafica No.17. Porcentaje de plantas i vitro aclimatizadas
bajo condiciones de invernadero, a los 5 meses.
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En la siguiente figura se muestra la aclimatizacion de las plantas de Jatropha curcas,
durante 5 meses en condiciones de invernadero de la Facultad de Quimica en el conjunto
E, UNAM.

b) Plantas a las 3 semanas de la
a) Transplante ex vitro de primera fertilizacidn( 50 dias de
plantas regeneradas in vitro aclimatizadas).

de J. curcas, a los 30 dias de
aclimatizadas.

‘C %
¥ "d
e
g
AP X
\
=
R
[ ] al
c) Segunda fertilizacion a los 3 meses d) Planta aclimatada a los 5
de iniciada la aclimatizacién. meses

Fig. No.19. Transplante ex vitro de plantas de Jatropha curcas regeneradas in vitro, sometidas a
condiciones naturales de invernadero. a) Transplante ex vitro. b)Primera fertilizacion. ¢) Segunda
fertilizacion. d)Planta aclimatizada.
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Cuinfos . DISCUSION
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1. FASE 1: Tratamientos de desinfeccion

El paso inicial para un proceso de regeneracidn in vitro es obtener un cultivo aséptico del
material vegetal (George y Sherrington, 1984), por lo que de acuerdo con Ramirez-Malagon et
al., (2007), la combinacién de diferentes productos para la desinfeccion, tales como el uso de
hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio y fungicidas proveen un confiable sistema de
desinfeccion.

En el trabajo realizado por Nunes (2007), en la desinfeccion de las semillas de Jatropha se
utilizé etanol al 70% durante 30 segundos asi como hipoclorito de sodio al 1% durante 15
minutos, en este trabajo no se reporta los tipos de agentes infectantes, aunque se menciona
qgue obtuvieron un 40% de plantas. En otro trabajo similar (Lépez et al., 2007), se utilizé una
concentracion de 0,5% de hipoclorito de calcio por 5, 10 y 15 minutos, sin embargo hubo una
contaminacién del 45%. En el presente trabajo, las semillas fueron sometidas a etanol al 70%
por 1 min en combinacién con una solucion de hipoclorito de sodio al 15% mas tritén 100 y
Microdyn® por 15 minutos y 2 agentes mas (Benomil y Agrimicin), nombrado como T1 y T2,
donde Unicamente se utilizé6 H,SO4 concentrado, obteniendo resultados bastante alentadores vy
confiables, pues en ninguno de los casos se presentd contaminacion en las semillas.

Sin embargo aunque son confiables estos sistemas no siempre se logra obtener el 100% de
asepsia en los cultivos, ya sea por la manipulacién de los tejidos, la concentracién y/o el tiempo
de desinfeccion inadecuados, la morfologia de la planta. Ya que la desinfeccion llevada a cabo
para las inflorescencias de Jatropha curcas, resultd ser un proceso bastante largo, y con
enormes dificultades para eliminar los patégenos (bacterias y hongos), provenientes del
interior de cada botén floral, asi como su complicacién desde la recolecta de este material
biolégico hasta su traslado a las instalaciones de la UNAM, que proporcionaron que estos
agentes se intensificaran durante el viaje, ademas de que el tejido vegetal también se daiid y
no fue tan resistente al tratamiento T1y T2 (véase tabla 5), y no se tuvo éxito en la desinfeccion
en ninguno. Es importante mencionar que no existe bibliografia donde se reporte la
desinfeccion de las inflorescencias. Debido a estos inconvenientes se decidid aplicar los
tratamientos inmediatamente que se recolectaron, en el laboratorio del CENVyTT Nayarit. De
acuerdo con los resultados obtenidos, el mejor tratamiento de desinfeccién para botones
florales fue el T10, aunque no se obtuvo al 100%, se demostré que a menor concentracién y
mayor tiempo de exposicidn a los agentes quimicos como el hipoclorito de sodio, Benomil® y
Agrimicin®, asi como la adicion de un antibiético (Cefotaxima®), un antifingico (Nistatina) y
antioxidante (Sol. de ac. citrico/ac. ascérbico y PVP) al medio de cultivo y finalmente descartar
soluciones de detergentes comerciales que ocasionaron la oxidacién y necrosis del tejido
vegetal, permitieron la completa y considerable eliminacién de bacterias y hongos,
respectivamente.

Como ya se menciond previamente, lo anterior se debe a factores fisicos y quimicos tales como
la agitacidon, adicion de los agentes desinfectantes, adicién de antibidticos y antioxidantes,
tanto en el proceso de desinfeccién como en el medio de cultivo, tienen efectos determinantes
e intensos en todas las funcionalidades de los microorganismos.
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Alvarado (1988), advierte que los contaminantes mas frecuentes en el cultivo in vitro son
hongos filamentosos y bacterias. Muchos de éstos no provocan dafios a las plantas en campo,
sin embargo, se convierten en patégenos en condiciones in vitro, como ocurrié en los botones
florales de Jatropha curcas. A diferencia de los hongos filamentosos y las levaduras, las
bacterias no producen crecimiento visible sobre el medio o sintomas en la planta, si no hasta
tiempo después de que fueron introducidas; en los botones florales, tanto hongos como
bacterias se expresaron entre los 3 a 5 dias, después de la siembra en el medio de cultivo.

George y Sherington (1984), recomiendan que antes de la desinfeccion, se debe realizar un
lavado con agua, eliminar la capa mas externa, para facilitar la entrada de las soluciones
guimicas, razén por la cual se realizé la escarificacién mecdnica de las semillas en los
tratamientos 1 y 2, obteniendo una exitosa eliminacién de patégenos. Estos mismos autores
también refieren que la imbibicién en etanol como aséptico elimina el aire y disuelve la capa
epicuticular de los tejidos, ejerciendo un efecto en efecto en la permeabilidad, desorganizando
la posicion ordenada de lipidos y proteinas que componen las membranas y alteran la funcion
de éstas, lograndose la inhibicién de la actividad de muchos organismos, aln cuando no se
eliminen totalmente, por ello se tiene que recurrir a agentes desinfectantes. En el caso de las
semillas y los botones florales tratados en este trabajo, el bafio de etanol al 70% por 1 minuto
fue idéneo para desorganizar las capas de lipidos y permitir el contacto con del resto de los
agentes quimicos.

El hipoclorito de sodio (NaClO, 20%, 5% y 2%), se utilizé como agente desinfectante, ya que
actua sobre proteinas y acidos nucleicos, eliminando hongos, bacterias y esporas
(www.microbiologia.com.ar); este agente se empled Unicamente para los botones florales en
diferentes concentraciones y a diferentes tiempos, con la finalidad de evitar la contaminacién.
Se realizé una solucion, adicionando al hipoclorito de sodio plata coloidal Microdyn® (10 gotas
en 25 ml. de agua), el cual contiene particulas que permanecen suspendidas, que al reaccionar
con grupos SH de las proteinas funcionales y estructurales de las células bacterianas, inhiben la
respiracion, logrando asi matar a las bacterias (www.mantra.com.ar y www.healthfraud.org).
También se agregé el Tween 20® (agente surfactante), con una concentracion de 20 gotas en
250 ml de agua, el cual actué en las disminucion de la tension superficial, permitiendo la
penetracion de las otras sustancias desinfectantes, eliminando las ceras de las plantas (George
y Sherrington 1984; Pierik, 1990 y Uribe, 1998). En los tratamientos realizados en este trabajo
se demostré que gracias a esta combinacion, se eliminaron la mayoria de microorganismos
(semillas), aunque no en su totalidad (botones florales).

Para lograr la asepsia total, algunos autores recomiendan el uso de bactericidas y fungicidas, en
tiempos prolongados. George y Sherrington (1984), emplean desinfectantes utiles en la
eliminacion de patdgenos elaborados a base de bactericidas, como es el caso de Agri-mycin
500, el cual estd compuesto por antibidticos como sulfato de estreptomicina, clorhidrato de
oxitetraciclina y sulfato tribasico de cobre monohidratado, siendo muy importantes para
eliminacion de dichas bacterias; en este estudio se probd en la misma concentracion (4g L),
aunque por diferentes tiempos. Se observo que en el tratamiento 9y 10, al aumentar el tiempo
de exposicion, disminuyo la presencia de bacterias.

Alvarado (1998), reporta que la desinfeccién superficial produce la destruccién de organismos
saprofitos y esporas superficiales en las capas mas externas del material vegetal, pero que no
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elimina infecciones dentro de los tejidos, los cuales son llamados infecciones sistematicas. Para
combatir este problema se utilizé Benomil®, fungicida sistémico y cuyo ingrediente activo es el
benomil de amplio espectro, no téxico para plantas, que actla sobre una gran variedad de
hongos, como: Ascomicetos, Deuteromycetos y Basidiomicetos. Es un inhibidor eficaz en la
divisién de celular de los hongos; actua interfiriendo en la sintesis del ADN, la mitosis y el
mecanismo de transmision de mensajes genéticos del ADN y ARN, pero también actua sobre
tubos germinativos de esporas, distorsionandolos e inhibiendo el crecimiento, genera una fina
capa protectora que impide la germinacién de nuevas esporas (De Lifian, 1997; www.
uc.org.com, www.colinagro.com).

Alvarado (1998), también asegura que un gran numero de bacterias causan infecciones
sistémicas en las plantas, las cuales estan presentes entre las células y son dificiles de detectar;
gue la presencia de estos patdgenos pueden dar como resultado un crecimiento lento y una
alteracion morfogenética. Las bacterias estan asociadas a los tejidos de las plantas, muchos son
capaces de permanecer latentes en el interior de las células, en los espacios intercelulares o en
los haces conductores y quedan protegidos de los agentes quimicos como lo explican;
generalmente no se eliminan con procedimientos de desinfeccidn superficial ya que requieren
de medidas adicionales como la incorporacién de uno o mads antibiéticos, ya sea en el proceso
de desinfeccion o en los medios de cultivo, quimioterapia y/o termoterapia.

En el presente proyecto se recurrio al detergente comercial Vanish®, que contiene como
ingrediente activo al perdxido de hidrégeno (H,0,), el cual actia provocando la perdida de la
funcién de las proteinas bacterianas, ademds ataca la membrana celular el ADN y otros
componentes teniendo todo ello como consecuencia la muerte celular (Arandal, 2009).

La incorporacidn de un antibidtico al método de desinfeccidn o como suplemento al medio de
cultivo es también una practica muy comun que permite la eliminacion de bacterias tanto
superficiales como sistémicas, es por ello que en el presente trabajo se recurrié a la utilizacidn
de Cefotaxima (250 mg.L™), el cual es un antibidtico que inhibe la sintesis de la pared celular
bacteriana (www.vademecum.es).

Lo anterior, explica el hecho de que los dos tratamientos a las semillas lograron una
desinfeccion total, sin embargo, en las inflorescencias no se logré completamente la
eliminacion de los agentes patégenos debido, posiblemente, a la presencia de varios tipos de
hongos y/o bacterias en concentraciones altas, lo cual dificulté la asepsia total de dicho
explante.

2. FASE 2: Germinacion in vitro

Diversos trabajos de investigacion se han iniciado con explantes provenientes de semillas
germinadas in vitro. Quienes trabajan con tejidos adultos de plantas provenientes del campo,
sefialan que el porcentaje de contaminacion es alto (Sanchez, 2001); es por ello que en el
presente trabajo se optd por realizar la germinacion in vitro con la finalidad de obtener hojas y
tallos libres de patdgenos.

77



Durante esta fase, se evaluaron 6 variables que permitieron entender cudles eran los factores
determinantes en la germinacion y el subsecuente desarrollo primario de las plantas, estos dos
eventos fisioldgicos fueron de suma importancia ya que fue deseable contar con plantas que
expresaran sus mejores caracteristicas, pues de ellas se obtuvieron los explantes. Estas
variables se evaluaron en semillas germinadas en dos diferentes medios de cultivo: MS-1 y MS-
2, conteniendo 50% y 25% de las sales minerales del medio MS (Murashige y Skoog, 1962)
respectivamente, sin embargo la capacidad de germinaciéon y desarrollo de plantulas, fue del
25% en MS-1y del 95.5% en MS-2, por lo tanto el medio que favorecié una mayor germinacion
de semillas fue el MS-2, debido a que el potencial osmético fue mayor con una concentracion
baja de sales, estando mas disponible el agua del medio de cultivo.

Cuando las semillas se someten a condiciones adecuadas de humedad y temperatura germinan
y producen una plantula. En muchas especies las semillas tienen un escaso contenido de agua,
lo que las hace mas resistentes a las temperaturas extremas, como es el caso de J. curcas. Por
ello, para que puedan germinar han de absorber antes una cantidad suficiente de agua para
que el embridn salga de su estado de latencia y entre en actividad. La disponibilidad de agua
dependera del potencial osmético del medio. El potencial osmético es uno de los componentes
del potencial de agua y su determinacién se basa principalmente en el cambio de las
propiedades fisicas y quimicas de ésta, por la presencia de solutos (sales de las soluciones)
(Larqué-Saavedra y Trejo, 1990). Pierik (1990) y Cardenas y Villegas (2002), sefialan que la
concentracion total de las sales de un medio de cultivo determina el potencial osmdtico, por
tanto, la prescencia de solutos osméticamente activos en baja concentracién propicia la
germinacion.

Aun cuando el medio elegido contenia tan sélo el 25% de las sales recomendadas por
Murashige y Skoog (1962) los nutrientes fueron suficientes para logar una germinacion y un
buen desarrollo de las plantulas. En esta fase se utilizd sacarosa como fuente de carbono,
glicina como fuente de aminoacidos, y un cdctel de vitaminas (Vit. R2). Todos estos nutrientes
son esenciales en la germinacidn y desarrollo de plantulas como lo sefialan Pierik, 1990; Evans
et al., 2003; Nunes et al., 2008. El medio, es un medio rico en nitrégeno, es por ello que
Jacques (1988) menciona que el nitrégeno estd presente en forma de amonio (NH,"), util para
formacidn de proteinas y acidos nucleicos, estrechamente relacionados con la formacién de
tejidos. De acuerdo a Nunes y colaboradores (2008); los embriones maduros de pifién no
necesitan de concentraciones altas de nutrientes, ya que en este estado de maduracién, el
embrion también aprovecha las reservas nutricionales de los cotiledones. Esto se corrobora con
los resultados obtenidos, ya que las mejores respuestas fueron encontradas con
concentraciones bajas de los nutrientes minerales.

En los parametros evaluados para la germinacion y el desarrollo inicial de las plantas de
Jatropha curcas, se realizaron observaciones en cada etapa, asi, se verificé que el eje
embrionario (hipocétilo y radicula), es el primero en desarrollarse, luego el embridn empieza a
hacer funcionar el mecanismo para volverse fotosintético, hasta volverse completamente verde
y tenga lugar el desarrollo de la yema apical para dar paso a la formacidn de la primera hoja
verdadera.
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La longitud del tallo y el desarrollo del sistema radical evaluados a los 30 dias de la siembra,
mostraron un crecimiento acelerado dado que, estas estructuras se observaron a los 7 dias de
iniciada la siembra. Dichas observaciones se confirman con el estudio de morfologia externa de
frutos, semillas y plantulas de pifién, realizado por Nunes y colaboradores (2009).

3. FASE 3: Induccion de la Organogénesis
a. Establecimiento de callo (induccién-proliferacién)

El crecimiento celular es un proceso controlado por los reguladores de crecimiento, los cuales
juegan un papel importante, a nivel de érgano, tejido y célula (Esau, 1985). El callo se considera
un tejido cicatricial homogéneo o heterogéneo desorganizado, formado por una masa de
células vegetales tumorales con actividad mitética constante debido a que estas crecen de
manera descontrolada (Voet, 2004), y normalmente se obtiene de un tejido vegetal que esta
sometido a un estrés como una herida, exposicidn a reguladores de crecimiento. En el presente
trabajo, los explantes de Jatropha curcas respondieron favorablemente al formar callo, esta
produccién de células es la manifestacién de las interacciones que se establecen entre los
medios nutritivos, suplementados con reguladores de crecimiento, con las condiciones
fisiolégicas y bioquimicas enddgenas de los explantes.

Los explantes recién cultivados para generar callo son muy sensibles, de manera que el éxito
(mayor cantidad de callo y su velocidad de crecimiento), o el fracaso de todo el proceso
dependen de su adaptacion in vitro ante los cambios anatdmicos vy fisioldgicos, la nueva
dependencia a los componentes de los medios de cultivo y el origen del tejido. En el caso de los
tejidos probados en Jatropha curcas (hoja y tallo), lograron la induccidon de callo, el cual
proliferé y logrdé la formacion de brotes; asi como lo han demostrado algunos autores como
Kathal, et al., (1988 y 1994); Dirks y Buggenum (1989); Liborio, et al. (2001) y Rhimi, et al.,
(2006), quienes han logrado la formacion de callo a partir de cualquier drgano vegetal, ya sea
hoja, tallo, raiz, nudo, peciolo y cotiledones, y no sélo la formacién de callo, en algunos casos,
como lo demostré Liborio, et al., (2001) y Rhimi, et al., (2006) sino también la regeneracion de
brotes; es por esto que la respuesta celular a la formacion de callo depende de muchos
factores, como son el origen del tejido, las condiciones fisioldgicas y bioquimicas de los tejidos,
la composicion de los medios nutrimentales y las condiciones ambientales, entre otras (Barba,
1994a).

Uno de los objetivos planteados en este trabajo fue seleccionar el mejor explante para la
proliferacién de callo, para lo cual se probaron 3 diferentes medios: JO-0, JO-1 y JO1-B5 (véase
tabla 8), y se evalud la respuesta de los mismos en base a la produccién final del callo. El cultivo
de hojas y tallos de Jatropha curcas, son drganos diferenciados, que permitieron la obtencion
de callo mediante la desdiferenciacion de sus células. En las graficas 14 y 15, se observd que los
tres medios de cultivo influyeron de forma similar en la produccion de callo, y que la respuesta
depende en gran medida del tipo de explante que se utilice, ya que al analizar los porcentajes
de callo por explante, se observa que la hoja presenta mayor proliferacién de callo.
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El callo obtenido del explante hoja presenté una mayor velocidad de crecimiento, ésto puede
deberse principalmente a la composicién celular de la hoja, mas que por la composicion de los
medios, en cuanto a macro y micro elementos, vitaminas y reguladores de crecimiento.
Resultados similares en J. curcas fueron reportados por Staubmann et al., 1999; Rajore y Batra,
2005; Shrivastava y Banerjee, 2008; Kumar y Reddy, 2010 y Nunes et al., 2013.

Los callos generados a partir de segmentos de tallos presentaron una proliferacién menor en
contraste con las hojas que presentaron una proliferacidn continua y acelerada de callo debido
a que en las hojas las células probablemente tienen mayor zonas meristematicas marginales, y
los tallos presentan un drea meristematica menor, en ambos tipos de tejidos se presenta como
paso inicial para la formacidén de callo, la desdiferenciacion celular, sin embargo en las hojas se
tiene una mayor cantidad de células meristematicas, las cuales tienen la capacidad de dividirse
aceleradamente (Barba, 1994a).

Barba (1994a), Garcia-Campusano (2003) y Schwarz y Beauty, (2000) han descrito al callo, como
estructuras organizadas de 6 o mas células, originadas a partir de divisiones periclinares y luego
anticlinales de una sola célula inicial. Algunos callos son masas celulares intimamente unidas
como los cultivados en JO1-B5, mientras que otras forman tejidos esponjosos con una gran
cantidad de espacios intercelulares como es el caso del medio JO-O y JO-1, estas observaciones
son también reportadas por Barba, 1994a y Bonilla, 1999.

Una de las caracteristicas de los callos de Jatropha curcas, por los cuales se clasificaron, fue por
su color, variando desde el verde muy brillante, hasta el color amarillo-verdoso o solo amarillo
gue manifiesta su oxidacién. Barba (1994a), sefiala que la coloracion del tejido de callo varia,
aun derivando de la misma especie, se pueden presentar callos que carecen de pigmentacion
mientras que otros pueden ser de diferentes tonos de verde, amarillo, café o rojo. El tipo y
grado de pigmentacion esta influenciado por factores nutricionales y ambientales y se
manifiesta por la presencia de clorofila, carotenos y antocianinas.

En el desarrollo de esta fase del presente trabajo, se observé que la desdiferenciaciéon y la
rediferenciacion de las células de los explantes tiene que ver mucho con la composicion
anatomica de éstos, por lo que la composicidn celular de cada explante fue tomada en cuenta,
principalmente a nivel meristematico. Por lo general, los meristemos se caracterizan por
presentar células pequenas, esencialmente isodiamétricas con membranas delgadas, sin una
clara vacuolizaciéon, grueso nucleo central con nucléolo frecuentemente voluminoso vy
mitocondrias numerosas. Las plantas poseen variedad de meristemos como son: primarios,
secundarios, intercalares, foliares o marginales, todos contribuyendo a la construccién de la
arquitectura de la planta. En el caso de Jatropha curcas, se observé que hoja y tallo tienen la
capacidad de formar callo, debido a que tienen zonas meristematicas capaces de diferenciarse.

Las hojas poseen un tipo de meristemo foliar y le permite la morfogénesis de la hoja y cesa
cuando la hoja ha alcanzado su forma y dimensiones definidas (Esau, 1985; Mauseth, 1988 y
Margara 1988). Ademas en las regiones meristematicas de las hojas también se acumulan altas
concentraciones de auxinas que ayudan en la diferenciacién y alargamiento celular provocados
por la absorcién de agua debido a que la pared celular disminuye su grosor y resistencia, esto
también ayuda para que se dé la mitosis.
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Garcia (2002) sefiala que las auxinas se encuentran abundantes en las células de hojas jovenes,
mas tarde comienzan a aparecer las citocininas, encargadas de la multiplicacion de las células
gue incrementa la capacidad para crecimiento pero solo la mitad de las células hijas
experimentan alargamiento y es entonces que la absorcion de agua provoca alargamiento de la
célula; cuando ésto ocurre, la pared celular se engrosa por el depdsito de polisacaridos
(Jacques, 1988; Mejia y Espinoza, 2003; Garcia 2002; Lee y Lee 2003).

Otro factor importante para la induccion y proliferacion de los callos, ademas de la anatomia,
son los medios de cultivo, los cuales fueron importantes para su formacion; Margara (1988),
comenta que la nutricidon mineral in vitro depende de elementos proporcionados por el
explante que pueden ser reguladores de crecimiento enddgenos y a la vez de los aportados en
la solucién nutritiva. Algunas masas de tejidos pueden brotar en medios principalmente ricos
en N, como es el de los medios JO-0 y JO-1, siendo el primero, el medio iddneo para un mayor
porcentaje de proliferaciéon de callo, los cuales tienen como base las sales del medio MS
(Musasighe y Skoog, 1962), el cual ha demostrado una accién estimulante sobre la organogénesis.
El medio esta caracterizado por un contenido fuerte de nitrégeno: 60 meq\L, del cual 1\3 esta
aportado en forma reducida (NH4") y por una concentracién igualmente elevada de potasio (20
meq\L). A diferencia del medio JO1B-5, conformado por las sales minerales del medio B5
(Gamborg, et al., 1968) que tuvo un menor porcentaje de produccién de callo puesto que su
contenido de nitrégeno es escaso: 32 meq\L, del cual 1\16 en forma reducida NH4", pero si se
caracteriza por tener una alta concentracién de potasio 30 meq\L.

La actividad fisiologica de las plantas estd mediada por reguladores de crecimiento, que ejercen
efectos en el desarrollo y diferenciacién que hace posible que los tejidos vegetales cultivados in
vitro tengan al capacidad de formar callo como sucedié en J. curcas, por esta razon otro factor
determinante son los reguladores de crecimiento exdgenos para la activacion meristematica
como ha mencionado Jacques (1988) y Sanchez (2001).

Las auxinas y citocininas, AIB y BA, respectivamente son importantes en la generacién de callo,
asi como la relacidon auxina-citocinina in vitro es indispensable para la divisién de células
meristematicas , por lo que en el presente trabajo se buscé la concentracién 6ptima, de la
auxina como de la citocinina, tomando en cuenta las interacciones sinérgicas que presentan, las
interacciones entre los reguladores de crecimiento son la base para explicar procesos
fisiolégicos, entre los que se incluye la regulacién de la division celular.

Para que pueda tener lugar la divisién celular debe ocurrir la sintesis de ADN, la mitosis y la
citocinesis en las cuales la presencia de citocinina en altas concentraciones es necesaria para
gue ocurra segun reportado por Barba en 1994a; la induccién y proliferacion de callo con altas
tasas de crecimiento se presenté en el medio JO-0, se logré gracias a la combinacion de auxina-
citocinina empleada, 3 mg.L™" de AIBy 3 mg.L™" de BA, presentando una alta actividad mitdtica,
a diferencia de los otros dos medios también probados (JO-1y JO1-B5).

Resultados similares fueron obtenidos por Tejedor, (2010); Deore y Johnson., (2008); Misra et
al., (2010); Mukherjee et al., (2011) y Khurana-Kaul et al., (2010).
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Acosta et al, en el 2000, reportan que las auxinas, como el AIB y las citocininas como el BA,
empleadas en los tres medios de cultivo se encuentran en el citoplasma de las células en forma
de anién, actuan de modo diverso en el crecimiento por alargamiento celular, incrementando
el contenido osmoético de la célula y la permeabilidad al agua que es transportada a las
vacuolas, vesiculas del reticulo endoplasmatico o al aparato de Golgi, asi como a organelos
como los cloroplastos por medio de proteinas transportadoras, aumentan la sintesis de ARN,
originando proteinas especificas que provocan el aumento de la plasticidad de la pared celular,
trae como consecuencia su extensién y con ello un incremento por alargamiento, lo que explica
como actuaron estos fitoreguladores en las células de callo de J. curcas.

4. FASE 4: Regeneracion (multiplicacion de brotes)

La proliferacion mas notable de callo de J. curcas se localiza en zonas meristematicas de las
hojas. La formacién de estas secciones proliferantes se da gracias a que conforme la tasa de
division desciende, el plano de division del tejido se altera dando inicio a la actividad
meristematica y asi inicia la formacidn de nddulos que dara origen a brotes como lo describe
Razdan (2003), Villavicencio (2002) y Margara (1988), lo que explica que el explante hoja
propicid la formacidn de un mayor nimero de brotes.

Se formularon 3 medios de cultivo: JR-1 conteniendo el 100% de las sales MS, JR-1a con el 50%
de sales MS y JR1-B5 con el 100% de sales minerales B5 (véase tabla 9), para la induccion de
brotes, los cuales varian en las concentraciones de sales minerales, especialmente en la fuente
de nitrégeno, asi mismo se ha demostrado que las concentraciones de los minerales afectan
también la capacidad morfogenética del explante.

Nunes et al.,, 2013, confirman la importancia en las variaciones en la concentracidon de
nitrégeno y otros componentes esenciales del medio MS, concluyendo que el nitrégeno esta
influenciado significativamente en la induccién de brotes, dado que la mejor respuesta (7
brotes por explante de hoja) resulté en ausencia de KNOs, con el aumento de porcentajes de
NH4NOs; sin embargo también mencionan que un exceso de nitrogeno y potasio en el medio
nutrimental pueden ser toxicos y reducir significativamente el nimero de brotes. En la presente
investigacion se obtuvieron resultados similares y también se tomd en cuenta las cantidades de
nitratos presentes en los medios nutrimentales, de ahi que se tomd de referencia el trabajo de
Nunes y colaboradores para explicar el efecto de JR1-a, que fue el medio con el mejor
rendimiento en el niumero de formacidon de brotes para ambos explantes (hoja y tallo),
obteniendo 8 brotes por frasco de callo de hoja y 3 para callo de tallo (véase grafica 20);
considerando que este medio es el que contenia una menor cantidad de KNO3y en general en
su fuente de nitrégeno en comparacion con JR-1y JR1-B5.

En cuanto a la composicidén de las sales minerales contenidas en los 3 medios de cultivo, el
medio MS (Murashige y Skoog, 1962) presenta altas concentraciones de nitratos, potasio y
amonio; y el medio B5 se caracteriza por su alto contenido de nitrato de potasio (Huang y
Murashige, 1977; Dixon, 1985).
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Al igual que Garcia-Campusano en el 2003, con las observaciones realizadas en esta
investigacion, se pudo probar que la formacion de brotes durante el cultivo in vitro, son
procesos en los que intervienen factores tanto intrinsecos, como extrinsecos, estableciéndose,
por tanto interacciones entre eventos bioquimicos, fisiologicos, siendo éstos modulados por los
reguladores de crecimiento, a los que fueron expuestas las hojas durante el cultivo. Barba
(1994b), comenta que la induccidn in vitro de érganos se da en presencia de citocininas como el
BA (Bencilaminopurina), ya que este regulador de crecimiento estd encaminado a la
estimulacion de la morfogénesis a la divisidn celular y formacién de brotes. En este trabajo se
utilizé una concentracién de lmgL'1 de BA en los tres diferentes medios de cultivo, propiciando
asi la formacién de brotes. Este resultado se asemeja al de diversos autores que sefialan que
una concentracion baja de BA favorece la produccién de brotes. Ndiaye et al., (2006); y Koona
et al., (2011), sefialan que la concentracién dptima de BA para la induccion de brotes es la de
1mgL™, asimismo Sujatha y colaboradores (2005) también encontraron que concentraciones
bajas de BA (0.5 y 1 mg L") favorecen un mayor nimero de brotes de Jatropha curcas.

Como ya se menciond, el explante hoja cultivado en el medio JR1-a presentd los mejores
resultados puesto que se obtuvo 8 brotes por frasco de callo de hoja (véase grafica 20); es
conveniente destacar que en este estudio se logré un mayor nimero de brotes de Jatropha
curcas a diferencia de otros autores que también utilizaron la misma citocinina BA como:
Sujatha et al., (2005) obtuvieron 2.3 brotes por nudo, Tejedor (2010) y Koona et al. (2011)
lograron la formacién de 4 brotes por explante de hoja. Estos datos indican que posiblemente
el genotipo también juega un rol importante en el nimero de brotes producidos durante la
multiplicacién (Samson et al. 2011).

Otros factores que deben tenerse en cuenta son componentes organicos, por lo que fue muy
importante el uso de aditivos como adenina sulfatada, L-glutamina y sacarosa, para obtener
buenos resultados en esta etapa, ya que, como lo mencionan Rajore y Batra (2005) y
Shrivastava y Banerjee (2008), la adenina sulfatada presenta un efecto sinérgico con otras
citoquininas, la L-glutamina previene la caida de hojas en los multiples brotes obtenidos y la
sacarosa como principal fuente de carbono. Por estas razones Datta y colaboradores (2007) vy,
Ndiaye y colaboradores (2006) también han utilizado estos aditivos en sus trabajos.

a. Oxidacion

Después del periodo de induccidn, los brotes formados empezaron a incrementar su tamafo,
por lo que a los 30 dias de desarrollados, los brotes mostraron un ensanchamiento y elongacion
dando por consiguiente, la formacion de hojas, asemejando a los tallos de la planta madre. Sin
embargo, aunque hubo este desarrollo en la mayoria de los brotes regenerados, presentaron
una gran oxidacion, lo cual ocasiond una disminucion de hasta un 70% en el numero de brotes.
La oxidacion u oscurecimiento de tejidos cultivados in vitro, se puede definir como la oxidacion
por radicales libres, de diferentes componentes celulares, asi como, la oxidacién de
compuestos fendlicos catalizado por la enzima polifenol oxidasa (POP) para producir quinonas,
las cuales son especies quimicas muy reactivas y propensas a reaccionar, generando dafio e
incluso la muerte celular (Amiont et al, 1996, Bray et al, 2000). La mayoria de radicales libres se
producen a partir del metabolismo del oxigeno y se les llama especies de oxigeno reactivo o i-
ntermediarios de oxigeno reactivo (ROS). Estas son formas parcialmente reducidas del oxigeno
atmosférico y tipicamente resultan de la excitaciéon del O, para formar el oxigeno singulete
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(*0%) o también mediante la transferencia de uno, dos o tres electrones al O, para formar el ra-
dical super oxido (0,'), peréxido de hidrégeno (H,0,) o el radical hidroxilo (OH’) respectivame-
nte. En las células vegetales, éstos se forman constantemente durante las reacciones redox de
varias vias metabdlicas; la incompleta reduccién del oxigeno o de la oxidacién del agua en el
cloroplasto o la mitocondria, en la cadena de transferencia de electrones tanto de la fotosinte-
sis como de la respiracién, en la B- oxidacién de los acidos grasos, oxidacion del glicolato, del
NADPH, oxalato y de las xantinas (Bray et al., 2000; Mittler, 2002; Turrens, 2003; Apel y Hirt,
2004). Los ROS también se pueden generar en otros organelos celulares, como los peroxisomas
y los lisosomas, a consecuencia de los cortes realizados en los explantes (Karp 1998). Adici-
onalmente, el O, puede reaccionar con el éxido nitrico para formar su radical (NO). Este y otras
formas oxidantes del éxido nitrico; diéxido de nitrégeno (NO,), perdxido nitrico (ONOQO’), ni-
trosil catiéon (NO"), reciben en conjunto el nombre de especies reactivas de nitrégeno (RNS). El
estrés ocasionado por ROS se le conoce como estrés oxidativo y el originado por RNS como e-
strés nitrosativo (Turrens, 2003, Valderrama et al., 2007).

De acuerdo a George (1993), Tabiyeh et al.,(2006); Van Staden et al., (2006); y Abdelwahd et
al., (2008), en cultivo de tejidos in vitro, los procesos de oxidacidn son causados principalmente
por el efecto abrasivo del agente desinfectante aplicado durante la asepsia del explante, los
cortes que sufre el explante, volumen y calidad del frasco de cultivo, asi como la composicion
del medio de cultivo, como fue el caso de Jatropha curcas en el presente trabajo, ya que los
resultados mostrados en esta fase, en el medio JR1-a (50% de sales MS) se mantuvieron un
mayor numero de brotes sin oxidacion por su menor contenido de nitratos a diferencia de los
medios JR-1 (100% de sales MS) Y JR1-B5 (100% de sales B5), (véase tabla 9; y tabla 1 y 2 del
anexo). Huang y Murashige (1977) y Dixon (1985) realizaron estudios comparativos de la
composicion salina de varios medios comerciales de cultivo de tejidos vegetales, destacando
qgue el medio MS (Murashige y Skoog, 1962) presenta altas concentraciones de nitrato, potasio
y amonio; y el medio B5 (Gamborg et al., 1968) se caracteriza por una alta concentracion de
nitrato de potasio, por esta razén se consideré que la oxidacién fue provocada por los elevados
contenidos de nitratos en los medios de cultivo JR-1 y JR1-B5, provocando estrés nitrosativo.

El oscurecimiento de tejidos ha resultado mas pronunciado en un tipo de medio de cultivo que
en otro, lo que implica que el mismo puede ser causado por el uso inapropiado de alguno de los
nutrimentos empleados en el medio. Con frecuencia el oscurecimiento es menor en un medio
diluido (George, 1996, Cassells y Curry 2001). En la literatura consultada, se pudo observar que
hay 3 modificaciones que frecuentemente se emplean en los medios nutrimentales para
combatir la oxidacién: 1.Uso de medios de cultivo bajo en sales, 2.Diluir las concentraciones de
Ny K, y en su fuente, 3.Dilucion general de las sales del medio de cultivo; de ahi que el medio
JR1-a que contenia la mitad de sales minerales del MS, siempre presentd los mejores resultados
durante toda esta fase, permitiendo a un mayor numero de brotes de ambos explantes
lograran iniciar su desarrollo en comparacion con JR-1 y JR1-B5 que contenian las sales
minerales MS y B5 completas, respectivamente.

Sin embrago esta modificacién en la composicidn nutrimental no fue suficiente para eliminar la
oxidacion, por consiguiente para combatirla se utiliz6 como estrategia adicionar a los medios
nutritimentales dos adsorbentes como agentes antioxidantes que fueron: Polivinilpirrolidona
(PVP®) y carbon activado. En términos generales, un agente antioxidante es un compuesto que
inhibe o demora la oxidacién de un sustrato propenso al fendmeno. La descomposicidn,
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formacién o prevencidon de los ROS (especies de oxigeno reactivo) y/o RNS (especies de
nitrégeno reactivo), son los posibles mecanismos de su accion. De esa forma evitan las
reacciones en cascada de los radicales libres (Matkowski, 2008).

Los antioxidantes incluyen agentes reductores, los cuales pueden remover oxigenos de
moléculas e incluso de compuestos que actian con mecanismos alternativos, tales como
capturadores o desactivadores de iones; reaccionando con intermediarios en el equilibrio redox
o en la catalisis de transporte de electrones (George1996, Shao et al. 2008).

El PVP es una poliamida, esta sustancia fue inicialmente utilizada como adsorbente en la técni-
ca de separacién por cromatografia de sustancias dcida aromaticas, aldehidos y fenoles. Para el
caso de los fenoles, estos son adsorbidos através de uniones hidrégeno, previniendo su oxida-
cién y polimerizacidn (George 1996). Algunos autores como Amin y Jaiswal, 1988; Gannoun et
al., 1995 y Figueiredo et al. 2001, refieren que el PVP ha sido utilizado para la prevencién del
oscurecimiento de los tejidos. Contrario a las referencias anteriores, D’ Silva y D’ Souza, 1993;
Huang et al., 2002; Mengyun y Jingmin, 2004; Ogita, 2005 y Azofeifa ,2007; aluden que la adici-
6n de PVP al medio de cultivo no favorecio al control de la oxidacidn; misma situacién a la que
se enfrentd en el presente trabajo donde se utilizd este agente a una concentracién de 1g I
(véase grafica 21 y figura No. 16), por lo cual se decidié seleccionar al carbén activado (CA),
como un nuevo agente antioxidante a evaluar. Bon et al., 1988; Seneviratne y Wijesekara,
1996; y Aliyu, 2005, sefialan que mediante la adicion de CA al medio de cultivo es posible
remover compuestos fendlicos. Evitando o disminuyendo el deterioro del explante. Este fue el
caso de J. curcas, puesto que logrd erradicar por completo la oxidacién permitiendo el
crecimiento de los brotes (véase grafica 21 y figura No. 16).

El efecto benéfico del CA se atribuye a su capacidad para remover sustancias inhibitorias o
toxicas del medio de cultivo que son producidas durante el autoclaveado del medio o liberadas
por el explante. Dentro de las sustancias producidas durante el autoclaveado se ha reportado la
presencia del 5-(hidroximetil)-2-furaldehido (HMF). Este es un compuesto inhibitorio, formado
por hidrdlisis de la sacarosa durante el proceso de autoclaveado. Otras sustancias son
removidas por el mismo explante, por ejemplo, las quinonas. (Ebert et al., 1993; Petersen et al.,
1999; Bhatia y Ashwath 2008). Por consecuencia, el medio JR1-a en combinacién con CA a una
concentracién de 1gL™ es la combinacién adecuada para eliminar por completo la oxidacién de
brotes como se muestra en la figura No. 16 e, f, gy h.

5. FASE 5: Crecimiento, desarrollo y enrizamiento.

Para que los brotes tuvieran un buen crecimiento y una posibilidad de tener un desarrollo en el
suelo, se buscd la formacion de raices. Esta formacidn se realizd en 4 etapas y se logré el 100%
de enraizamiento.
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a. Primera etapa.

Acosta et al., (2000) y Barba (1994b), reportan que la induccion de raices es un proceso
complejo que consta de dos etapas: la formacién de primordios de raiz a partir de ciertas
células susceptibles y el crecimiento de éstas. Ambas etapas requieren auxina, aunque las
necesidades de cada una son diferentes y dependen de la especie; para Jatropha curcas
durante el desarrollo de esta fase, se probd en una primera etapa la induccidn de raices en dos
medios sélidos: JE-1 (sales MS) y JE1-B5 (sales B5) suplementados con AIB (Acido Indol Butirico)
3mg L™ durante 1 mes, pero los brotes presentaron una proliferacién de callo en la base como
se muestra en la figura 17, un evento inesperado y poco afortunado pues se perdié hasta un
70% del material vegetal como se muestra en la grafica No. 26. Diversos autores como Tejedor,
(2010); Misra et al., (2010); Mukherjee et al., (2011) y Khurana-Kaul, (2010); han reportado que
si se desea inducir callo es necesaria el AIB en bajas concentraciones, pero si se aumenta la
cantidad de esta auxina se incrementa la produccidon de callo, con lo cual se explica esta
formacidn de tejido calloso, pues no era necesaria esa cantidad de AIB y/o mantener por tanto
tiempo (1 mes) ese estimulo.

b. Segunda y tercera etapa.

En la segunda etapa los brotes se sometieron a un pulso en medios liquidos: JE-2 (sales MS) y
JE2-B5 (sales B5) suplementados con AIB a una concentracion de 6mg L™ (véase tabla 10)
durante 3 horas e inmediatamente se subcultivaron en medios sélidos JE-3 (sales MS al 50%) y
JE3-B5 (sales B5) sin ningln regulador de crecimiento como parte de la tercera etapa. Al utilizar
reguladores inicialmente para el crecimiento y formacién de 6rganos, después de algun tiempo
de cultivados, necesitan menos aportacién de dichos reguladores o prescindir de ellos, que fue
el caso de J. curcas en esta tercera etapa, estimulando un cambio en la actividad genética,
impulsando la formacion de raices como lo explica Pierik (1990) y George y Sherington (1984).
Se tuvo una buena respuesta pues ambos medios favorecieron la formacién de raices
alcanzando el 100% de enraizamiento (véase figura No. 18 y grafica 28); de manera que se
puede inferir que para su formacidn tampoco es necesaria una alta cantidad de sales minerales,
puesto que en los medios formulados la concentracién de sales es baja JE-3 (50% de sales MS)
y JE3-B5 (sales B5), conformados por 30 y 32 meq\L de N, respectivamente (Margara, 1988); sin
embargo el JE-3 resultd el mas eficiente ya que un dia antes se desarrollaron las raices

Trabajos con resultados similares como los de Datta et al. (2007) y Koona et al. (2011) lograron
enraizamientos de J. curcas del 52 y 54 % respectivamente, con solo 0.2 mgL’ de la misma
auxina en brotes. Del mismo modo Deore y Johnson (2008) y Sudhakar (2008) mencionan el
80% de enraizamiento utilizando una baja concentracién de AIB (0.1 mg L™). Garcia-Campusano
(2003), afirma que las auxinas influyen en la expansidn celular, en la acidificacién de la pared
celular, en el inicio de la mitosis (al inducir la replicacién de ADN) y en la organizacidn de los
meristemos, para dar lugar ya sea a tejido desorganizado (callo) o a érganos definidos, como
raices ademas promueve la diferenciacidn vascular. EI AIB es un factor esencial en la promocion
del crecimiento de primordios radiculares, por lo que se puede entender el efecto que tuvo
esta auxina en la formacion de raices.
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c. Cuarta etapa.

A pesar del gran numero de publicaciones relacionadas con la micropropagacién de J. curcas,
utilizando todo tipo de explantes y procedimientos (Sujatha y Mukta 1996, Qin et al., 2004;
Rajore y Batra, 2005; Deore y Johnson, 2008; Shrivastava y Banerjee, 2008; Kumar et al., 2010;
entre otros), son pocos los estudios que han documentado la aclimatacién exitosa de las
plantas (Kumar et al., 2011) y la transferencia a suelo (Deore y Jhonson, 2008); por esta razon
se llevd a cabo una pre-aclimatacion in vitro de las plantas enraizadas de J. curcas.

La aclimatizacion de las plantulas producidas in vitro a condiciones de invernadero o campo es
esencial, porque hay una diferencia abismal entre ambos entornos. Los procedimientos de
aclimatizacion eficientes proporcionan a las plantas las condiciones dptimas para obtener una
elevada tasa de supervivencia, crecimiento y su exitoso establecimiento en condiciones de
campo. Por las caracteristicas fisioldgicas y anatémicas de las plantas propagadas in vitro
necesitan aclimatizarse gradualmente al nuevo ambiente en el que van a crecer después de
salir del laboratorio y los frascos donde fueron micropropagadas (Hazarika, 2006); es por ello
qgue en la presente investigacion se realizd la pre-aclimatizacidn durante 2 meses en frascos con
sustrato estéril, bajo las mismas condiciones de fotoperiodo que los cultivos in vitro, y poco a
poco se fueron destapando los frascos.

Las estrategias que resultan satisfactorias se enfocan a la reduccién paulatina de humedad
relativa, el incremento controlado de un mayor nivel de luz, la activacién de las plantas
regeneradas in vitro para cambiar su crecimiento mixotrdpico a autotréfico y ambiente aséptico
(Hazarika, 2006); de ahi que la pre-aclimatizacién a la que fueron sometidas las plantas de J.
curcas mostraron resultados bastante alentadores pues de las 26 plantas Unicamente 2 no
consiguieron adaptarse y lograron un crecimiento entre 8 y 10 cm (véase figura 18d).

FASE 6:TRANSPLANTE ex vitro

La supervivencia de las planta in vitro, regeneradas durante el periodo de adaptacién, depende
fundamentalmente de las peculiaridades fisioldgicas, estructurales y anatdmicas que las
plantulas presentan producto del desarrollo in vitro, el cual permite una elevada humedad
relativa en el interior de los frascos, baja intensidad luminosa, bajo intercambio gaseoso,
abundante disponibilidad de nutrientes y carbono, y una pequefia variacién de temperatura en
un rango considerado Optimo para el cultivo (Preece y Sutter, 1991; Teixeira et al., 1995;
Aloisio, 1997). Entre los principales problemas que presentan las plantas in vitro se encuentran:
ineficiencia fotosintética, debido a los bajos contenidos de pigmentos del aparato fotosintético
y el desarrollo de cloroplastos con granas desorganizadas (Preece y Sutter, 1991); capacidad
reducida de formar cuticulas cerosas (Amar et al., 1995), estomas poco funcionales debido ala
alteracion en la forma de las células oclusivas (Ziv, 1991; Diez y Gil, 1999); ineficiencia de los
tejidos de sustento debido a la reducida presencia de colénquima y esclrerénquima (Preece y
Sutter, 1991; Framton et al., 1998); absorcion y transporte de agua ineficiente, debido a una
conexioén vascular incompleta o deficiente entre la raiz y el brote.
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Durante las primeras dos semanas después del trasplante, es necesario controlar
adecuadamente los factores ambientales y practicamente se requiere simular las condiciones,
para evitar el exceso de transpiracion de las jévenes plantas, hasta que éstas logren un
adecuado desarrollo de estomas y cuticula, es necesario mantener una alta humedad relativa
(Ziv, 1991; Sanchez, 2000); lo que justifica que en este lapso de tiempo murieron 7 plantas, a
pesar de que se tuvo sumo cuidado en mantenerlas en riego constante en el invernadero. El
control de la intensidad de la luz en esta fase es también importante ya que las plantas
provienen de un ambiente con intensidad baja, por o tanto ésta se debe regular para evitar la
fotoinhibicién del aparato fotosintético (Agramonte et al., 1998).

En el caso de J. curcas, es muy escasa la literatura que reporta satisfactoriamente el transplante
ex vitro, sin embargo autores como Gopale y Zunjarrao (2013), y Deore y Johnson, (2008)
lograron un 85 y 80% de aclimatacién de plantas respectivamente. No obstante, los resultados
obtenidos en este estudio aunque estan por debajo de lo reportado por estos autores también
resultan provechosos pues el porcentaje de sobrevivencia fue del 73% como se puede apreciar
en la grafica 28 y figura No.19, alcanzando una longitud entre 18 y 22 cm a los 5 meses de
aclimatizadas en el invernadero.
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PROTOCOLO PARA LA
REGENERACION
Cli%ﬁiiéﬂes in vitro de Jatropha curcas L.
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En la siguiente imagen se muestra el protocolo sugerido por esta investigacidon para la
regeneracién in vitro y transplante ex vitro de Jatropha curcas L., tomando los mejores
resultados, omitiendo pasos y tiempos que resultaron poco favorables.

Protocolo para la regeneracion in vitro y transplante ex vitro de Jatropha curcas L.

[ DESINFECCION ]

Semillas T2 H,SO, concentrado 55 min.

[ GERMINACION in vitro ]

Semillas MS-2 Sales MS 25%
desinfectadas Vitamina R2  10ml/100%
Glicina img
Sacarosa 3%
Gelzan® .33%
Cefotaxima 250mg 30 dias

[ INDUCCION DE ORGANOGENESIS: Induccién y proliferacién de callo ]

Hojas Jjo-1 Sales MS 100%
AlB 3mg
BA 3mg
Vitamina R2 10ml100%
Glicina img
Sacarosa 3%
Gelzan® .33% 45 dias

[ REGENERACION: multiples brotes. ]

J,ZFS7 9p einjesadwal eun e pepuUndsoyg/znjy9r ap opoliadojoj ap SaUOIIPUO)

s Sales MS 50%
Callo de hoja JR1-a oA e
Vitamina R2 10mI100%
Glicina img
Sacarosa 3%
Gelzan® .33% ;
Carbén activado 1g 60 dias
[ CRECIMIENTO, DESARROLLO Y ENRAIZAMIENTO ]
22, Etapa. SIN REGULADORES DE 32, Etapa. PRE-ACLIMATIZACION
Brotes 12. Etapa PULSO CRECIMIENTO in vitro
JE-2 JE-3 Sustrato estéril
Sales MS 50% Sales MS 50%
AlB emg Vitamina R2 10ml/100% 7 7
Vitamina R2 10mi/100% Glicina 1img -Riego gah "{20 Y SD'UEIO{IES
Glicina 1mg L-glutamina 25 mg de SEFOCRIICDS BE_"‘O"”"” ¥
L-glutamina 25 mg L-arginina 50 mg Agrzn-.nc:n 500°® (5gL7")
L-arginina 50 mg Adenina sulfatada 2.5 mg estériles.
Adenina sulfatada 2.5 mg Sacarosa 3% -Destape gradual de frascos.
Sacarosa 3% Gelzan® .33%
3 hrs % mes 2 meses

[ TRANSPLANTE ex vitro ]

Plantas »
enraizadas Riego constante Fertilizacion al primer mes

OJDpEUIRAUL Bp
S3a|einjeu sauoipuo)

Agua corriente Sales MS al 50% 3 meses

Fig. No. 20. Protocolo sugerido por la presente investigaciéon, para la regeneracién i vitro y
transplante ex vitro de Jfatropha curcas L., de la variedad de Rosa Morada, Nararit; México.
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Los tratamientos de desinfeccién para semillas: T1 y T2, permitieron el
establecimiento aséptico del 100% de los explantes hoja y tallo.

El medio MS-2, presentd el mayor porcentaje de germinacion (95%), y fomento
el desarrollo primario de la plantula.

El explante hoja resultd ser el mejor explante, ya que produjo una mayor
formacidn de callo y origind un mayor nimero de regenerantes.

El medio JO-0, mostré una mayor proliferacién de callo.

JR1-a fue el medio que propicid la multiplicacién de mas brotes.

El carbdn activado, fue el agente idoneo para combatir la oxidacién de los
multiples brotes y permitié su subsecuente desarrollo.

El proceso de enraizamiento se logré sometiendo a los brotes a un pulso de
AlB.

La pre-aclimatizacidn in vitro facilité la sobrevivencia ex vitro de las plantas.
El porcentaje de sobrevivencia de las plantas aclimatizadas en condiciones de

invernadero, fue del 70%.

Con esta investigacion se logrd obtener un protocolo para la obtencién y
multiplicacién de plantas de Jatropha curcas de la variedad de Rosamorada,
Nayarit.

Gracias a esta investigacion se logré caracterizar el cultivo in vitro de Jatropha
curcas L. proveniente del estado de Nayarit, México y proporcionar las bases
para realizar mas estudios y utilizarlo como un modelo bioldgico.
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SOLUCIONES CONCENTRADAS DE MACRO Y MICROELEMENTOS

Tabla 1. SALES DEL MEDIO DE CULTIVO CONOCIDO COMO MS (Murashigue y

Skoog, 1962).

NOMBRE DEL FORMULA 1L P.M. (g) CANTIDADES PARA 1L
COMPUESTO (g) MASA (mg)  MOLES(Mm)
SOLUCION I: NITRATOS

Nitrato de Potasio KNO; 190 101.108 1900 18.792
Sulfato de Amonio (NHz)2 SO4 165 80.04 1650 20.615
SOLUCION II: SULFATOS

Sulfato de Magnesio MgS0..7H,0 37 246.498 370 1.501
Sulfato de Manganeso MnSQO,4.H,0 1.69 169.01 16.9 0.0999
Sulfato de Zinc ZnS04.7H,0 0.860 287.54 8.6 0.0299
Sulfato de Cobre CuS0,4.5H,0 0.0025 249.68 25x107 0.1x10°
SOLUCION Iil: HALOGENOS

Cloruro de Calcio CaCl,.2H,0 44.0 147.02 440 2.993
Cloruro de Potasio Kl 0.083 166.01 0.83 4.999
Cloruro de Cobalto CoCl,.6H,0 0.0025 237.93 25x107 0.105x10°
SOLUCION IV: FOSFATO, AC. BORICO, MOLIBDENO

Fosfato de Potasio NaH,P0O4.H,0 17.0 136.09 170 1.249
monobasico

Acido Bérico H3BO3 0.620 61.86 6.2 0.1002
Molibdato de Sodio Na;Mo00,4.2H,0 0.025 241.95 250x10° 1.03x10°
SOLUCION IV: QUELANTES

Sulfato Ferroso FeSO, 2.784 278.028 27.8 0.0999
Na,EDTA CioH14N,0gNa,.2H,0 | 3.724 372.30 37.3 0.1002
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Tabla 2. SALES DEL MEDIO DE CULTIVO CONOCIDO

COMO B5 (Gamborg et al., 1968).

NOMBRE DEL FORMULA 1L P.M. (g) | CANTIDADES PARA 1L
COMPUESTO (2) MASA (mg)
MOLES(Mm)

SOLUCION I: NITRATOS

Nitrato de Potasio | KNO3 250 101.108 2500 24.726

Sulfato de Amonio | (NHg4); SOq4 13.4 132.146 134 1.014

SOLUCION II: SULFATOS

Sulfato de MgS0..7H,0 25 246.498 250 1.014

Magnesio

Sulfato de MnSQO,4.H,0 1 169.01 10 0.059

Manganeso

Sulfato de Zinc ZnS0,.7H,0 0.20 287.54 2.0 6.95x107

Sulfato de Cobre CuS0,4.5H,0 0.0025 249.68 25x10° 1.001x10™

SOLUCION Iil: HALOGENOS

Cloruro de Calcio | CaCl,.2H,0 15 147.02 150 0.020

Cloruro de Potasio | Kl 0.075 166.01 0.75 4.518x10°

Cloruro de CoCl,.6H,0 0.0025 | 237.93 25x10° 1.050x10™

Cobalto

SOLUCION IV: FOSFATO, AC. BORICO, MOLIBDENO

Fosfato de Sodio NaH,P0O4.H,0 15 138.02 150 1.087

Acido Bérico H3BO; 0.3 61.68 3.0 0.048

Molibdato de Na,Mo0,4.2H,0 0.025 241.95 | 250x10° 1.033x10°

Sodio

SOLUCION IV: QUELANTES

Sulfato Ferroso FeSO, 2.81 278.21 28.1 Sequestrene

330Fe

(FeDTPA)

Na,EDTA C10H14N,0sNa,.2H,0 | 3.74 372.30 37.4 0.0753
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Tabla 3. COMPUESTOS ORGANICOS .
CONCENTRACION DE SOLUCIONES CONCENTRADAS DE FITOHORMONAS,
ADENINA Y GLICINA.

NOMBRE DEL COMPUESTO | ABREVIATURA | FORMULA | P.M. (g) | 100ml (g)

COMPUESTOS ORGANICOS

FITOHORMONAS

Auxinas

Acido indol-3-butirico | AIB | CHiNO; [2032 | 10
Cinetinas

6-Bencilaminopurina | BAP | CoHuuNs [ 2253 | 10
OTROS COMPUESTOS ORGANICOS

(6-aminopurina) Adenina CsHsNg 184.2 100
Hemisulfato 1/2H,0

Acido amonoacético. Glicina C,HsNO, 75.07 20

Tabla 4. SOLUCIONES CONCENTRADAS DEL COCTEL DE VITAMINAS CONOCIDO

COMO R2.
NOMBRE DEL FORMULA PM (g) | CANTIDADES PARA1LL 100ml
COMPUESTO MASA (mg)  MOLES(Mm) ()
Vitaminas R2 (MS modificado)
Myoinositol CeH1,06 180.2 100 0.555 1
Ac. Nicotinico CeHsNO, 123.1 0.5 4.062 0.01
Piridoxina
hidrocloride CgH12NOj3 . HCI 205.6 0.5 2.432 0.01
Tiamina
hidrocloride CgH17;N,OSCl . HCI 337.3 1 2.95 0.02

96




Tabla 5. FUENTE DE CARBONO

NOMBRE DEL FORMULA P.M. (g) CANTIDADES PARA
COMPUESTO 1L (g)
Sacarosa C12H2,011 342.31 30
comercial

Tabla 6. SOLUCIONES PARA AJUSTAR pH

NOMBRE DEL FORMULA | P.M. | CANTIDADES PARA 1L 100ml
COMPUESTO (8) | MASA(mg) MOLES(Mm)
Soluciones para ajustar el pH del medio

Hidréxido de Sodio NaOH 40 | IN=40gl" | 1M=40g.l" 4.0g
Acido clorhidrico HCl 36.46 | 1IN=83.5g.|" | IM=36.46g. | 8.35ml
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ANALISIS ESTADISTICO. Prueba de comparacién multiple Tuckey Kramer.

Estadistica descriptiva para las 6 variables evaluadas en Fase 2: Germinacion in

vitro.

Tabla7. Desarrollo de eje embrionario
Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=58 MSE=0.4814655 Critical Value=2.8309

Group Count Mean Different FromGroups
MS-2 39 12.5641 MS-1
MS-1 10 14.9 MS-2

Tabla 8. Embrion verde
Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=51 MSE=0.4574804 Critical Value=2.8392

Group Count Mean Different From Groups
MS-1 40 2.375 MS-1
MS-2 20 3.15 MS-2

Tabla 9. Desarrollo de Yema Apical
Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=47 MSE=1.07425 Critical Value=2.8450

Group Count Mean Different From Groups
MS-2 39 5.358974 MS-1
MS-1 14 5.785714 MS-2

Tabla 10. Aparicidn de la primera hoja verdadera
Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=46 MSE=1.851716 Critical Value=2.8467

Group Count Mean Different From Groups
MS-1 10 3.8 MS-2
MS-2 38 6.5 MS-1

Tabla 11. Longitud de tallo
Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=46 MSE=1.023913 Critical Value=2.8467

Group Count Mean Different From Groups
MS-2 38 19.10526 MS-1
MS-1 10 22.8 MS-2
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Tabla 12. Sistema radical
Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=46 MSE=0.5818078 Critical Value=2.8467

Group Count Mean Different From
Groups

MS-1 10 2

MS-2 38 2.078947

Estadistica descriptiva para la Fase 3: Induccion de la organogénesis

Tabla 13. Induccion y proliferacién de callo en hoja.

Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=47 MSE=517.3967 Critical Value=3.4226

Group Count Mean Different From Groups
JO1-B5 17 78.82353 JO-0, JO-1

JO-0 17 91.76471 JO1-B5

JO-1 17 49.41177 JO1-B5

Tabla 14. Induccion y proliferacién de callo en tallo.

Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=47 MSE=305.2566  Critical Value=3.4226

Group Count Mean Different From Groups
JO-1 17 57.64706 JO1-B5

JO-0 17 72.05882 JO1-B5
JO1-B5 17 43.52941 JO-0,J0-1

Estadistica descriptiva para la Fase 4: Regeneracion: multiplicacion de
brotes.

Tabla 15. Brotes provenientes de hoja a los 60 dias en medios
suplementados con PVP

Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=47 MSE=3.746245 Critical Value=3.4226

Group Count Mean Different FromGroups
JR-1 17 3.107843 JR1-B5, JR1-a
JR1-B5 17 6.421568 JR1-a, JR-1
JR1-a 17 8.411765 JR1-a, JR1-B5
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Tabla 16. Brotes provenientes de tallo a los 60 dias en medios suplementados

con PVP.
Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=47 MSE=0.9116488 Critical Value=3.4226

Group Count Mean Different From Groups
JR-1 17 1.296296 JR1-a

JR1-B5 17 1.997821

JR1-a 17 2.470588 JR1-a

Tabla 17. Brotes provenientes de hoja a los 90 dias suplementados con Carbdn

Activado
Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=47 MSE=0.4182543 Critical Value=3.4226

Group Count Mean Different From Groups
JR-1 17 0.4008715 JR1-B5, JR1-a
JR1-B5 17 1.599128 JR-1

JR1-a 17 2.058824 JR-1

Tabla 18. Brotes provenientes de tallo a los 90 dias suplementados con Carbén

Activado
Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=47 MSE=0.670827 Critical Value=3.4226

Group | Count Mean Different From Groups
JR-1 17 0.5217865 JR1-a

JR1-B5 17 1.007625

JR1-a 17 1.411765 JR-1

Estadistica descriptiva para la Fase 5: Crecimiento, desarrollo y enraizamiento.

Tabla 19. Primera etapa. Sobrevivencia de brotes en medios con AIB (3mg.L")
Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=6 MSE=1027.333 Critical Value=3.4605

Group Count Mean Different FromGroups
JE-1 4 61
JE1-B5 4 74

Tabla 20. Tercera etapa. Enraizamiento
Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=6 MSE=529.9583 Critical Value=3.4605

Group Count Mean Different FromGroups
JE-3 4 24.75
JE3-B5 4 25.5
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