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INTRODUCCION

de resistencia a enfermedades, ya sea mediante la formacién de un organismo
transgénico o al generar variacion somaclonal. También se puede utilizar la generacién de
mutaciones, el efecto de rejuvenecimiento fisiolégico y los cambios epigenéticos, ya que
el cultivo de tejidos puede ser una fuente de variaciéon genética (Larkin y Scowcroft, 1981).
Sin embargo, los modelos generados mediante el cultivo de tejidos vegetales (CTV) son
ampliamente utilizados, como es el caso de la embriogénesis somatica (ES) la cual es
utilizada, tanto para el mejoramiento genético de la especie, como para su propagacion.

En el proceso de ES se genera una estructura bipolar de forma asexual y, en general, sin
conexién vascular con el tejido original. Dicho proceso se lleva a través de diferentes
cambios tanto bioquimicos, moleculares, como morfolégicos, en donde el primer estadio
reconocible es la globular, con lo cual se inicia la diferenciacién celular y se establece la
estructura basica de | itura planta; la estructura mas visible de esta etapa es el
protodermo, el cual ha sido |_.elado por analisis histolégicos (Quiroz-Figueroa et al.,
2006). Después continua el proceso con el desarrollo de los siguientes estadios: oblongo,
corazon, torpedo y cotiledonar (Nakamura et al., 1992). La transicion del estadio globular
a corazon esta claramente marcada por la presencia de dos cotiledones, el alargamiento
del hipocotilo y el comienzo del desarrollo de la radicula, estos procesos contintan hasta
los estadios torpedo y cotiledonar. En el caso de D. carota, dos a tres semanas después
de la induccion, las plantulas son claramente visibles con cotiledones verdes, el hipocotilo
alargado y la radicula con pelos radiculares desarrollados (Zimmerman, 1993).

En este trabajo se analiza el proceso de la ES utilizando como modelo de estudio J.
curcas. Se llevd a cabo la induccién del proceso embriogénico y se analizaron los
diferentes estadios de desarrollo mediante técnicas histolégicas y de microscopia
electrénica de barrido.
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CAPITULO |

1.1 TOXICIDAD DE LA SEMILLA.

Las especies del género Jatropha se conocen por ser muy toxicas e irritantes para los
humanos y animales. Las semillas contienen una proteina llamada curcina, ademas de
ésteres de forbol (Huang et al., 2008; Lin et al., 2003; Qin et al., 2005). El analisis de la
semilla ha permitido determinar que los principales irritantes en J. curcas y en J.
gossypifolia estan representados mayormente por el 12-deoxy-16-hidrixiphorbol- acetilado
con elevadas fracciones de acidos insaturados (Adolf et al., 1984).

También se han evaluado variedades i...cas y no toxicas de J. curcas, en este caso
siendo las mas comunes las toxi..s, por lo tanto se han analizado parametros como la
composicion quimica, la digestibilidad, la degradacién de proteinas y los compuestos
toxicos de cada una de las variedades las cuales provenian de cuatro diferentes lugares
Cabo Verde, Nicaragua, Nigeria y México (no toxica) (Makkar et al., 1998a). Los ésteres
de forbol se encuentran en la semillas o en el latex, el cual es exudado de las plantas al
hacer una herida y son los principales agentes responsables de la toxicidad.

En el aceite de las semillas también se encuentran presentes otros metabolitos
secundarios, en bajas concentraciones, que se sintetizan y acumulan como mecanismos
de defensa, tales como fitatos, lectinas, taninos, glucésidos cianogénicos, saponinas,
inhibidores de tripsina, glucésidos de pirimidina, alcaloides e inhibidores de proteasa
(Makkar et al., 1998a). Algunos procesos empleados por los seres humanos para
procesar sus alimentos ayudan a eliminar algunos de los compuestos téxicos presentes
en los alimentos. Por ejemplo, en el estado de Veracruz las semillas son consumidas por
la gente después de ser cocidas y la harina de esta semilla es utilizada en la elaboracion
de platillos tradicionales en Puebla, Morelos, Hidalgo, Veracruz y Quintana Roo (Makkar
et al., 1998b).

De acuerdo con los reportes hasta ahora publicados se ha demostrado que todas las
partes de la planta tienen propiedades medicinales aunque provengan de variedades
toxicas y se utilizan en varios lugares del mundo. Las hojas presentan actividad

antileucémica, el aceite tiene propiedades de laxante o de emético, el latex contiene un
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materia prima para la produccién de biodiesel ain se estan estableciendo. Por otro lado
algunos paises han definid: :standares para producir biodiésel y su uso en el ambito
local, sin embargo, dichas especificaciones no estd isponibles para muchos de los
paises que cultivan J. curcas (King et al., 2009)

2. GENERALIDA i EL JL VODETEJ OS.

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) se define como el conjunto de técnicas que permite
el establecimiento, mantenimiento y desarrollo de células, tejidos u 6rganos en
condiciones asépticas, con potencial de diferenciacion en un medio de cultivo, bajo
condiciones fisicas y quimicas, en un ambiente controlado (Loyola-Vargas et al., 2008).
Es decir, consiste en cultivar pequefios segmentos de una planta (explante) sobre un
medio de cultivo, con el propdsito de regenerar plantas completas, o mantener células
desdiferenciadas. De esta forma, se pueden regenerar plantas a partir de cualquier parte
de una planta: meristemos, yemas axilares, embriones cigéticos, cotiledones, hipocétilo,
tallo, hoja, raiz, inflorescencias, pétalos, 6vulos y polen. La base del CTV fue propuesta
por Gottlieb Haberland. 902 (1902), cuando hip¢ iz6 que puede generarse una planta
funcional y completa a ._...r de una sola célula.

El establecimiento de los primerus cultivos fue dificil porque no se conocian los
requerimientos de los medios de cultivo, como la concentracién de reguladores del
crecimiento, entre otros. Otro problema era que se utilizaban tejidos muy diferenciados, en
lugar de tejidos jévenes y poco diferenciados.

En el CTV es fundamental establecer los requerimientos del medio de cultivo, el cual esta
formado por sales organicas e inorganicas. Una de las primeras formulaciones
establecidas para el medio de cultivo que dio mejores resultados fue el que se obtuvo de
los extractos de hoja de tabaco principalmente por los compuestos organicos, en vez de
los inorganicos del extracto, comprobandose qu :xisten elementos esenciales para el
desarrollo o crecimiento del cultivo (Murashige y Skoog, 1962). Entre otros componentes
del medio de cultivo se encuentran los reguladores de crecimiento veget: s cuales
estan it icrados tanto en la divisibn como en la elongaciéon celular (nsnde y Zeevaart,
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2.1 CULTIVO DE TEJID( :N LA FAMILIA EUPHORBIACEAE.

Los miembros de esta familia son una fuente valiosa de diversos productos de los cuales
se obtiene tintes, tubérculos comestibies, aceites, implementos agricolas, plantas
ornamentales, productos farmacolégicos. Se ha reportado la propagacion vegetativa in
vitro para varias especies de la familia Euphorbiaceae (Etienne et al., 1997,
Sushamakumari et al., 2000). En el caso de Hevea brasiliensis el mayor énfasis se ha
puesto en el desarrollo de protocolos de embriogénesis somatica (ES) con fines de
micropropagacién (Carron et al., 1995; Lardet et al., 2009).

2.1.1 Jatropha spp.

En el caso de Jatropha en particular, es posible [a propagacién tradicional a través de
esquejes, pero el bajo rendimiento de semilla y la facilidad con que se desprenden las
plantas de los suelos pobres y marginales impiden la utilidad practica de este método de
propagacion.

Las primeras investigaciones sobre el cultivo de tejidos del género Jatropha estuvieron
confinadas al cultivo de endospermos de J. panduraefolia (Syn, J. integerrina). Se obtuvo
un crecimiento continuo del tejido de endospermos maduros de J. panduraefolia en medio
de White adicionado de acido 2, 4-diclorofenoxiacético (2,4-D), kinetina (KIN) y extracto
de levadura (Srivastava, 1971; Srivastava y Johri, 1974). También se ha reportado la
proliferacién de cultivos de endospermo y la formacion de plantulas triploides en la misma
especie (Johri y Srivastava, 1973). Actualmente se han reportado protocolos de cultivo de
tejidos para el cultivo de endospermo y la propagacion rapida de genotipos selectos de
Jatropha (Deore y Johnson, 2008; Jha et al., 2007; Kochhar et al., 2008; Rajore y Batra,
2005; Sujatha et al., 2000; Sujatha et al., 2005; Sujatha et al., 2008; Sujatha y Dhingra,
1993; Sujatha y Mukta, 1996; Weida et al., 2003), asi como para la regeneracién directa
de brotes, a partir de callos y de e....riones somaticos (Deore y Johnson, 2008; Jha et al,,
2007; Sardana et al., 2000; Sujatha y Dhingra, 1993; Sujatha y Mukta, 1996).

En vista de la necesidad de propagar masivamente iineas elite, se han desarrollado
protocolos para la regeneracion de plantas de J. curcas mediante la regeneracion directa
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somaticos (Jha et al., 2007). La frecuencia de enraizamiento es alta en un medio libre de
reguladores del crecimiento (Jha et al., 2007; Sujatha y Mukta, 1996), con 1.0 mg L de
acido naftalén acético (ANA) (Sujatha et al., 2005) y con 0.1 - 0.3 mg L ™" de AIB (Deore y
Johnson, 2008; Li et al., 2008). La sobrevivencia de las plantas enraizadas es mayor al
80% (Deore y Johnson, 2008; Jha et al., 2007; Sujatha y Mukta, 1996).

También se ha reportado un protocolo altamente eficiente para la regeneracion de plantas
através de ES (Jha et al., 2007). La frecuencia en la formacién de callos fue del 56%, con
un promedio de 58.5 embriones somaticos por callo, y con una conversién a planta del
80%. La aparicion de los embriones somaticos en su primer estadio de desarrollo se
observa después de 4 a 6 semanas de iniciado el cultivo y la conversion de los embriones
somaticos a plantulas requiere de otras 4 a 6 semanas. La ES se asoci6 con la induccién
de una ES de baja frecuencia cuyos embriones también maduran en brotes completos.

Kalimuthu et al. (2007) micropropagaron J. curcas usando explantes nodales e incubados
en medio de Murashige y Skoog complementado con BA (1.5 mg L"), KIN (0.5 mg L") y
AlA (0.1 mg L"). La ES directa se indujo en los explantes provenientes de cotiledones
verdes incubados en medio de Murashige y Skoog adicionado con 2 mg L de BA. Los
resultados de los estudios histolégicos mostraron varias capas de células meristematicas
en la formacién de los embriones. El enraizamiento se llevé a cabo de forma efectiva en
medio de Murashige y Skoog adicionado con 1 mg L™ de AIA. El endurecimiento de las
plantas se llevd a cabo en un medio compuesto de una mezcla de fibra de coco, perlita 'y
composta organica en una relacion de 1:1:1. Alrededor del 80% de las plantas

sobrevivieron.

Entre las especies estudiadas, J. integerrima mostré una gran tendencia a la callogénesis
y a la regeneracién de brotes (75 a 100%) a partir de todos los tipos de explantes usados,
incluyendo los tejidos florales (Sujatha et al., 2000; Sujatha y Dhingra, 1993; Sujatha y
Reddy, 2000). EI medio complementado con BA y AIB facilité la regeneracion de brotes en
explantes de diferentes especies de Jatropha (Sujatha y Dhingra, 1993), mientras que la
combinacion de 2,4-D y KIN favorecié la formaciéon de callos (Reddy et al., 1986). La

elevada capacidad regenerativa de J. integerrina es la base de los estudios para entender
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Se denomina explante a la parte de un tejido u 6rgano que se aisla del resto de la planta y
que se utiliza como material inicial para el cultivo in vitro. La eleccidn apropiada del
explante es de gran importancia para la exitosa regeneraciéon de plantas, la respuesta
morfolégica de los explantes cultivados in vitro varia notablemente de acuerdo con el
estadio de desarrollo y la edad de la planta madre (Tisserat, 1985). Se sabe que mientras
mas joven y menos diferenciado esté el tejido que se va a sembrar, mejor sera la
respuesta in vitro (Villalobos y Garcia, 1999).

Para que las células puedan crecer, requieren una variedad de nutrimentos organicos e
inorganicos los cuales estan estrictamente definidos en los medio de cultivo, por lo que la
composicion del medio de cultivo juega un papel importante, el éxito en el cultivo de
tejidos depende de la seleccion del medio incluyendo su composicién quimica y su forma
fisica (Gamborg et al., 1976). La finalidad del medio es suministrar un minimo esencial de
los elementos requeridos al explante, se han desarrollado una gran cantidad de formulas
para el cultivo de tejidos. Dentro de los medio de cultivos que se han formulado se
encuentran el medio de White (Loyola-Vargas, 2006), Murashige and Skoog (MS)
(Murashige y Skoog, 1962), Gamborg (Bs) (Gamborg et al., 1968), entre otros. Los medios
generaimente varian en el contenido de sales, en el caso del MS presenta alto contenido
de NH," y K. Es importante sefialar ya que la toma de nitrbgeno puede variar entre
especies y puede estar en el medio de cultivo en forma de amonio o sales de nitrato.

La adicién de sustancias que regulan el crecimiento al medio de cultivo es dtil para el
establecimiento y mantenimiento del cultivo de tejidos. Estos reguladores generalmente
son del tipo de las auxinas y citocinina.

Auxinas. Estimulan el alargamient: elular y la mitosis en lc_ neristemos secundarios; en
concentraciones moderadamente altas estimulan ia formaciéon de callo, mientras que en
bajas cantidades estimula la formacién de raices (Stickens et al., 1996),.

Citocininas. Se encuentran en casi todos los tejidos de la planta, son particularmente
abundantes en los granos, frutos y raices (Amasino, 2005). La citocinina natural de planta
es la zeatina, ya que fue aislada por primera vez de mazorcas de maiz, se encuentra
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explante, el medio de cultivo y el tiempo de induccién (Baker y Wetzstein, 1998).

Lo ideal es que los cultivos sean incubados en condicioi..s controladas, en
particular luz y temperatura. Aunque se conoce poco al respecto, se ha sefialado
que las respuestas morfogénicas pueden ser alteradas por la temperatura de
incubacion asi como por la calidad e intensidad de la luz (Quiroz-Figueroa et al.,
2006). Una elevada intensidad luminica ha sido esencial para inducir la ES en Nicotiana

tabacum, aunque en Daucus carota es necesaria la oscuridad para el desarrolio y
maduracién normal de los embriones somaticos (Litz y Jarret, 1991).

OBJETIVO GENERAL.
Obtener y caracterizar el proceso de embriogénesis somatica en Jatropha curcas L.
OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Establecer cultivos de plantulas de J. curcas in vitro.

e Evaluar la concentraciébn de reguladores de crecimiento vegetal (auxinas y
citocininas) requeridos para la induccion de la embriogénesis somatica.

o Caracterizar el proceso desarrolio de ios embriones somaticos, por medio de
microscopia electrénica de barrido.

¢ Analizar mediante cortes histoloégicos el proceso de desarrollo de los embriones
somaticos.

JUSTIFICACION.

Desde hace algunos afios las investigaciones con Jafropha se han orientado a la
optimizacién de la regeneracion de plantas in vitro por las dos principales vias de
regeneracion. En Jatropha, existen hasta la fecha tres reportes de ES. En uno se describe
la induccién de la embriogénesis somatica de forma directa (ESD) descrita por Kalimuthu

et al., (2007). También se ha reportado embriogénesis somatica indirecta (ESI) (Jha et al.,
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Un punto central del proceso son los reguladores de crecimiento vegetal los cuales
median la cascada de transduccién de sefiales que conducen a la reprogramacion de la
expresion génica seguido por una serie de divisiones celulares que inducen el
crecimiento desorganizado (callos) o el crecimiento polarizado que conduce a la ES (Yang
y Zhang, 2010). La formacioén de los embriones somaticos puede ser de forma directa o
indirecta, la ESI se desarrolla después de la formacién de callo, sin embargo, el desarrollo
de estas células embriogénicas en embriones somaticos requieren de mas tiempo
(Sondahl et al., 1979), la ESD se logra a través de las células proembriogénicas del tejido
en ausencia de callo embriogénico (Gatica et al., 2007); existen factores involucrados en
la respuesta de cualquiera de las dos vias embriogénicas y estos dependen de la fuente,
del estadio fisiolégico de! explante empleado, y el tipo y la concentracion de los
reguladores de crecimiento vegetal. Cada factor es determinante para la formacién del
cuerpo basico de los embriones somaticos, el cual es establecido en el primer tercio de la
embriogénesis y se hace completamente evidente en el momento que llega al estadio de
corazon y el posterior inicio del estadio de torpedo, caracterizado por la diferenciacion
celular y el crecimiento polarizado, en particular el alargamiento y ia iniciacion de los
cotiledones en las esnecies dicotiledéneas (Trigiano y Gray, 2005), los acontecimientos
posteriores incluyen ... mayor crecimiento del embrién (Laux y Jurgens, 1997).

Los embriones somaticos permiten y facilitan la observacién de los diferentes procesos
que ocurren durante el desarrollo del embrién asi como el andlisis estructural del
desarrollo del embrién, como por ejemplo la formacién de la pared celular (Malinowski y
Filipecki, 2002). Dado que en J. curcas no se ha documentado el desarrolio de los
embriones somaticos mediante analisis histolégico o ultraestructural, en esta investigacion
se documento el desarrollo de los embriones somaticos mediante estas técnicas, con el
fin de determinar si el proceso se esta llevando a cabo de forma correcta y si los
embriones somaticos producidos presentan todas las caracteristicas y cualidades de los
embriones sanos.

2.2. MATERIALES Y ME1 DS.

2.2.1. MATER L BIOLOGICO.

Las semillas de J. curcas fueron colectadas en la plantacién del grupo Kekén, localizada
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2.2.4. MEDIO DE CULTIVO Y R _ 3ULAI EL CRECIMIENTO VEGETAL
PARA LA INDUCCION DE LA EMBRIOGciv=oio SOMATICA.

El medio de cultivo que se utiliza para la induccién de la ES de J. curcas, es el medio que
fue utilizado para inducir la ESD en café. De acuerdo a dicho protocolo primero es
necesario que las plantulas tengan un acondicionamiento previo en medio liquido por 14
dias el cual contiene 0.54 uM de ANA y 2.33 uM de KIN (Quiroz-Figueroa et al., 2002).
Las plantas tratadas se mantienen por quince dias, en un sistema hidropénico a 60 rpm,
en condiciones de fotoperiodo 16/8 (luz/oscuridad), a 25 + 2 °C. Después del tratamiento,
las hojas se cortan para obtener [0s explantes, se utiliza el segundo par de hojas. Con ia
ayuda de un sacabocados se obtiene el explante en forma de circulo que se coloca en el
medio de cultivo, de tal manera que la parte adaxial de la hoja quede en contacto con el
medio. El medio que se utiliza para la induccién de la ES es el medio de Yasuda et al.
(1985), como se describe en el cuadro 2. El medio se elaboré de forma semisdlida
utilizando 2.5 g.L™ gelrite como agente gelificante, el frasco contiene 20 ml del medio, de
acuerdo a la formulacién mencionada (Cuadro 2), adicionado de 5 uM de BA y ajustando
el pH a 5.8, los explantes son cultivados en condiciones de oscuridad a 25 + 2 °C. Se
documenté la respuesta diariamente.

2.2.5. MEDIO DE CUL DY CONDI ONES PARA EL DESARROLLO DE LOS
EMBRIONES SOMAT 5 DE J. curcas.

El medio semisélido utilizado para el desarrollo de los embriones somaticos, esta
compuesto de sales organica e inorganica del MS (Murashige y Skoog, 1962) como se
describe en el cuadro 1. A este medio se le adiciona 8.87 uM de BA (Kalimuthu et al.,
2007) a pH 5.8, gelificado con gelrite 2.5 g.L”, el cultivo se mantiene en condiciones de
fotoperiodo 16/8 (luz/oscuridad), a25+ 2 °C.

2.2.6. HISTOLOGIA.

Para el andlisis histolégico se tomaron muestra de callo embriogénico a los 30 dias de
cultivo, asi como también de embriones somaticos de 58 y 113 dias de cultivo. Como
testigos se utilizaron hojas de plantulas tratadas y sin tratar. Las hojas se diseccionaron
en discos de aproximadamente 5 1....1 de diametro. Todas las muestras fueron fijadas con
FAA [formaldehido 10%, 4cido acético 5%, etanol 50% (v/v)] durante 48 h en el interior de

un desecador. A continuacioén se deshidrataron en una serie de soluciones con contenido
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de2—-5pum.

7. Los cortes se extendieron introduciéndolos en un cristalizador con agua a 30 °C y
simultaneamente se hizo la adhesion de los cortes al portaobjetos. Cada portaobjeto
se introdujo en el cristalizador con agua templada y se “pescan” con ayuda de una
cerda fina.

8. Posteriormente se dejaron secar los portaobjetos y se acidificaron con acido periédico.

Para la tincion se utilizaron dos colorantes uno azul (negro-azul de naftol) y para el
contraste se utilizé un colorante rojo (reactivo de Schiff).

2.2.7. MICROSCOPIA ELECTRONICA E BARRIDO.

Para los estudios ultraestructurales se fijaron porciones de muestras de calio
embriogénico de 30 dias de cultivo y de embriones soméaticos de tres estadios de
desarrollo (globular, corazén y torpedo) de muestras de 58 y 113 dias de cultivo, en un
amortiguador de fosfato 0.2 M durante 48 h a 4 °C. Las muestras fueron deshidratadas a
través de una serie de soluciones con concentracion creciente de alcohol [30%, 50%,
70%, 85%, 96% y 100% (v/v)] por 30 minutos en vacio en un desecador. Después las
muestras se llevaron a punto critico (Semi-automatic, Sandri-795 tousimis) secando las
muestras a una presién de 1070 psi, a ur smperatura de entre 26 y 31 °C durante 2
min. Las muestras se __locaron sobre una base con cinta doble adherente, para cubrirlas
con oro (Metalizador Denton vaccum, Modelo Desk Il). Las observaciones se efectuaron
con un microscopio electrénico de barrido marca JEOL (JSM-6360LV).

2.2.71. METODO DE PREPARACION DE MUESTRA PARA MICROSCOPIA.
ELECTRONICA DE BARRIDO.

1. Para la fijacién del material biolégico se utilizé una mezcla de amortiguador de
fosfatos 0.2 M a pH 7.1. Con la soluciéon de fosfatos se hizo una solucion al 2.5%
de glutaraldehido Las muestras se fijaron por un tiempo de 48 a 72 h. Después de
72 h, las muestras se lavaron con el mismo amortiguador de fosfatos a pH 7.1, de
5 a 10 veces para eliminar toda traz  le glutaraldehido.

2. La deshidratacion se llevd a cabo a través de una serie de soluciones de
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es necesario detectar y documentar la cantidad de variacion existente en las poblaciones.
Entre las caracteristicas a ser evaluadas deberan estar las relacionadas con la
composicién quimica de los aceites en las semillas bajo diferentes condiciones climaticas.
El reto mas importante que se tiene es la falta de variedades mejoradas y la disponibilidad
de semilla. Finalmente, pero no menos importante es el hecho de que se desconoce la
ruta de biosintesis de los acidos grados en J. curcas. No se sabe cual es el sitio de
biosintesis de estos importantes compuestos y por ende si son transportados desde su
sitio de sintesis hasta el sitio de almacenamiento. Tampoco conocemos el proceso
mediante el cual los acidos grasos son esterificados al glicerol para producir los
triacilglicéridos que se encuentran en el fruto.

Estas son areas en las que debera desarrollarse la investigacién en J. curcas.

Por otro lado, en lo referente a la continuacién de este trabajo y al cultivo de tejidos de la
planta, debera aumentarse la eficiencia del protocolo de ES. En particular se deberan
probar otras combinaciones de re¢ adores del crecimiento, diferentes medios de cultivo,
otros tipos de explante, asi como ensayar otras condiciones fisiolégicas de cultivo para las
plantas de las que se obtienen los expi-...es.

Adicionalmente, también debera establecerse un sistema de germinacién de los
embriones somaticos, su enraizamiento y finalmente, el protocolo de su transferencia al
campo.
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