
·>-
~$ CIENCIAS 

CICY ( BIOLÓGICAS 

Centro de Investigación Científica de Yucatán, A.C. 

Posgrado en Ciencias Biológicas 

MORFOGÉNESIS in vitro DE Jatropha curcas 

Tesis que presenta 

RAÚL ENRIQUE VALLE GOUGH 

En opción al título de 

MAESTRO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 
Opción Biotecnología 

Mérida, Yucatán. Febrero de 2011 



\ 



CENTRO DE INVESTIGAC/ON CIENTIFICA DE YUCA TAN A.C. 
POS GRADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

e RECONOCIMIENTO 

( POSGRADO EN 

) CIENCIAS 
( BIOLóGICAS 

Por medio de la presente, hago constar que el trabajo de tesis titulado 

"Morfogénesis in vitro de Jatropha curcas" fue realizado en los laboratorios 

de la Unidad de Biotecnología y de Bioquímica y Biología Molecular de 

Plantas del Centro de Investigación Científica de Yucatán, A.C. bajo la 

dirección de los Dr. Manuel Luis Robert Díaz y Dra. Nancy Santana Buzzy, 

dentro de la Opción Biotecnología, perteneciente al Programa de Posgrado 

en Ciencias Biológicas de este Centro. 

Atentamente, 

Dr. 
Director Académico 

Centro de Investigación Científica de Yucatán, AC 



• 



DECLARACIÓN DE PROPIEDAD 

Declaro que la información contenida en la sección de materiales y métodos 

experimentales, los resultados y discusión de este documento proviene de las actividades 

de experimentación realizadas durante el período que se me asignó, para desarrollar mi 

trabajo de tesis, en las Unidades y Laboratorios del Centro de Investigación Científica de 

Yucatán , A C. , y que dicha información le pertenece en términos de la Ley de la 

Propiedad Industrial , por lo que no me reservo ningún derecho sobre ello. 

Mérida, Yucatán . J4-_de Febrero de 2011 . 





DEDil CA TORIA 

A mis padres por todo el apoyo, amor, dedicación y consejos que me han dado a lo largo 

de mi vida, por que sin ustedes no estaría aquí. 

Para Abril por todo su apoyo y por creer en mi gracias por darme la dicha de ser padre. 



·- . 

1 r r .- t c. 1¡ 

-.: h 

( 



AGRADECIMIENTOS 

• A mis padres, Raúl Alfonso y María Patricia, por darme el regalo de la vida y 

haberme formado como persona. 

• A mis hermanos, Patricia lvonne, Luis Ángel y María Aimeé por haberme dado 

apoyo y confianza cuando más lo necesitaba. 

• A mis directores de tesis: Dr. Manuel Luis Robert Díaz y Dra. Nancy Santana 

Buzzy por haberme aceptado y orientado en el transcurso de la tesis. 

• A mi comité tutoral : Dra. Lourdes Iglesias Andreu , Dr. Javier Mijangos Cortes, Dr. 

Carlos Oropeza Salin y Dra. Maria del Carmen Montalvo Peniche por sus 

observaciones, sugerencias y comentarios que sirvieron de mucho para la 

elaboración y enriquecimiento de este documento. 

• A los técnicos del laboratorio 09: M.C Adriana Canto Flick y M.C Eduardo Balam 

Uc por su ayuda y soporte durante mi estadía. 

• A mis compañeros de laboratorio: Stephanie, Susana, Jericó, Carlos Alberto, 

Carlos Fernando, Eunice y Emily. Por su amistad y consejos muchas gracias. 

• A la Unidad de Biotecnología y a la Unidad de Bioquímica y Biología Molecular de 

Plantas por las instalaciones proporcionadas para realizar el trabajo experimental y 

los cursos impartidos. 

• Al CONACYT por el apoyo otorgado por medio de la beca No. 228676. 

Muchas gracias. 



.)'_' ~ ~- . .~ ,. . 

,. . , •··. 

•1 

-~---·' 

·¡. 

-,¡ '1". 

;.!ti 1 

-. ·~:;. i·- r . 

.. 



Índice 

CONTENIDO 

LISTADO DE FIGURAS iv 

LISTADO DE CUADROS v11 

ABREVIA TU RAS ix 

RESUMEN 1 

CAPITULO l. MARCO TEÓRICO 5 

1.1 INTRODUCCIÓN 5 

1.2 ANTECEDENTES GENERALES 7 

1.2.1 CARACTERÍSTICAS BOTÁNICAS 7 

1.2.2 PROPIEDADES Y USOS DE LA PLANTA 8 

1.2.3 DISTRIBUCIÓN MUNDIAL 9 

1.2.4 DISTRIBUCIÓN NACIONAL 1 O 

1.3 RELEVANCIA DE Jatropha curcas EN LA PRODUCCIÓN 11 

DE BIOCOMBUSTIBLES 

1.4 PROBLEMÁTICA DEL CULTIVO 14 

1.5 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES 15 

1.5.1 REGULADORES DE CRECIMIENTO VEGETAL 17 

1.5.2 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES EN Jatropha curcas 18 

1.6 OBJETIVOS 22 

1.6.1 OBJETIVO GENERAL 22 

1.6.1.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 22 

1.7 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARA EL ESTABLECIMIENTO DE 23 

PROTOCOLOS DE REGENERACIÓN DE J. curcas 

1.8 REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 24 



Índice 

CAPÍTULO 11 GERMINACIÓN DE EMBRIONES CIGÓTICOS in vitro E 39 

INDUCCIÓN DE BROTES DE Jatropha curcas 

2.11NTRODUCCIÓN 39 

2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 40 

2.2.1 FUENTE MATERIAL VEGETAL 40 

2.2.2 DESINFECCIÓN DE SEMILLAS 40 

2.2.3 AISLAMIENTO Y GERMINACIÓN DE EMBRIONES CIGÓTICOS 41 

DE Jatropha curcas 

2.2.41NDUCCIÓN DE BROTES CON BAP Y TDZ 

2.2.5 EVALUACIÓN DE VARIABLES DE RESPUESTA 

2.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

41 

42 

43 

2.3.1 GERMINACIÓN Y DESARROLLO DE EMBRIONES CIGÓTICOS 43 

DE Jatropha curcas 

2.3.2 INDUCCIÓN DE BROTES EN NUDOS CON YEMAS AXILARES 45 

2.4 REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 51 

CAPITULO 111. ORGANOGÉNESIS Y EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA 53 

DE Jatropha curcas L. 

3.11NTRODUCCIÓN 53 

3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 54 

3.2.1 EVALUACIÓN DE DIFERENTES EXPLANTES Y DIFERENTES 54 

RCV SOBRE LA MORFOGÉNESIS in vitro DE J. curcas 

3.2.2 ELONGACIÓN DE LOS BROTES FORMADOS 55 

3.2.3 ANÁLISIS HISTOLÓGICO 55 

3.2.3.1 HISTOLOGÍA CON RESINAS PLÁSTICAS 55 

3.3 EVALUACIÓN DE VARIABLES DE RESPUESTA 56 

3.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 57 

3.4.1 INDUCCIÓN DE LA MORFOGÉNESIS EN Jatropha curcas 57 

11 



Índice 

3.4.1.1 EFECTO DE LA KIN Y 2,4-D SOBRE LA RESPUESTA 57 

DE DIFERENTES EXPLANTES 

3.4.1.2 EFECTO DEL BAP Y 2,4-D EN LA EMBRIOGÉNESIS 61 

SOMÁTICA DE DIFERENTES EXPLANTES 

3.4.1.3 EFECTO DEL TDZ EN LA ORGANOGÉNESIS 67 

DE DIFERENTES EXPLANTES DE J. curcas 

3.4.1.4 ELONGACIÓN DE BROTES EN PRESENCIA DE AG3 73 

3.4.1.5 ENRAIZAMIENTO DE BROTES 75 

3.5 ANÁLISIS HISTOLÓGICO 76 

3.5.1 HISTOLOGÍA EN ORGANOS INDIRECTOS 76 

3.6 REFERENCIAS BILIOGRÁFICAS 77 

CAPITULO IV DISCUSIÓN GENERAL 81 

4.1 DISCUSIÓN GENERAL 81 

4.2 REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 82 

CAPITULO V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 83 

5.1 CONCLUSIONES 83 

5.2 PERSPECTIVAS 84 

ANEXOS 85 

ANEXOS 1. FORMULACIONES PARA HISTOLOGÍA 85 

lll 



LISTADO DE FIGURAS 

Figura 1.1 Distribución mundial de Jatropha curcas 

Figura 1.2 Distribución nacional de Jatropha curcas 

Figura 1.3 Esquema de las diferentes vías de regeneración in vitro. 

Figura 1.4 Estrategia experimental para inducir diferentes respuestas 

morfogénicas en Jatropha curcas 

Figura 2.1 Plantas cultivadas de Jatropha curcas: A) Planta cultivadas de Jatropha 

curcas en campo. 8) Planta de Jatropha curcas con frutos y semillas 

Índice 

9 

10 

16 

23 

40 

Figura 2.2 Plántulas de Jatropha curcas desarrolladas in vitro con : A) 4 semanas de 43 

cultivo, 8) 8 semanas de cultivo. C) 16 semanas de cultivo 

Figura 2.3 Respuesta de yemas axilares en nudos de J. curcas con 5.5 11M BAP: 

A) 2 semanas. 8) 4 semanas y C) 8 semanas. Nudos con yemas axilares 

con 6.6 11M BAP: D) 2 semanas, E) 4 semanas y F) 8 semanas. Nudos 

con yemas con axilares con 7.7 11M BAP: G) 2 semanas, H) 4 semanas 

e 1) 8 semanas 

46 

Figura 2.4 Organogénesis directa de J. curcas en la base de nudos con yemas axilares eh 47 

medio adicionado con A) 5.5 11M BAP, 8) 6 .6 11M BAP y C) 7.7 11M de BAP 

Figura 2.5 Formación inicial de brotes de J. curcas inducidos en presencia de TDZ con 2 49 

semanas de cultivo: A) 3.4 11M TDZ, 8) 4.5 11M TDZ y C) 5.5 11M TDZ. Formación 

de brotes a las 4 semanas de cultivo en : D) 3.4 11M TDZ, E) 4.5 11M TDZ y 

F) 5.5 1-!M TDZ. Brotes desarrollados con 8 semanas de cultivo G) 3.4 11M TDZ, 

H) 4.5 11M TDZ e 1) 5.5 11M TDZ 

Figura 3.1 Explantes de embriones cigóticos de J. curcas con 4 semanas de cultivo: 58 

A) 9.3 11M Kin , 8) 9.3 11M Kin + 5.6 11M 2,4-D, C) 9.3 11M Kin + 6.7 11M 2,4-D y 

D) 9.3 11M Kin + 7.9 11M 2,4-D. Embriones cigóticos con 8 semanas de cultivo: 

E) 9.3 11M Kin , F) 9.3 11M Kin + 5.6 11M 2,4-D, G) 9.3 11M Kin + 6.7 11M 2,4-D y 

H) 9.3 1-!M Kin + 7.9 11M 2 ,4-D. Embriones cigóticos con 12 semanas de cultivo: 

1) 9.3 11M Kin , J) 9.3 11M Kin + 5.6 11M 2,4-D, K) 9.3 11M Kin + 6.7 11M 2,4-D y 

L) 9.3 11M Kin + 7.9 11M 2,4-D 

l V 



Índice 

Figura 3.2 Respuesta de explantes de hoja de J curcas con : 4 semanas de cultivo 59 

A) 9.3 ¡.¡M Kin, B) 9.3 ¡.¡M Kin + 5.6 ¡.¡M 2,4-D, C) 9.3 ¡.¡M Kin + 6.7 ¡.¡M 2,4-D y 

D) 9.3 ¡.¡M Kin + 7.9 ¡.¡M 2 ,4-D. Explantes con 8 semanas de cultivo: 

E) 9.3 ¡.¡M Kin, F) 9.3 ¡.¡M Kin + 5.6 ¡.¡M 2,4-D, G) 9.3 ¡.¡M Kin + 6.7 ¡.¡M 2,4-D, 

H) 9.3 ¡.¡M Kin + 7.9 ¡.¡M 2,4-D. Explantes con 12 semanas de cultivo: 

1) 9 .3 ¡.¡M Kin, J) 9.3 ¡.¡M Kin + 5.6 ¡.¡M 2,4-D, K) 9.3 ¡.¡M Kin + 6. 7 ¡.¡M 2,4-D, 

L) 9.3 ¡.¡M Kin + 7.9 ¡.¡M 2,4-D 

Figura 3.3 Respuesta de explantes de embriones cigóticos de J. curcas a las 4 semanas de 62 

cultivo con : A) 8.9 ¡.¡M BAP, B) 8.9 ¡.¡M BAP + 5.6 ¡.¡M 2,4-D, C) 8.9 ¡.¡M BAP + 6.7 

¡.¡M 2,4-D y D) 8 .9 ¡.¡M BAP + 7.9 ¡.¡M de 2,4-D. Explantes con 8 semanas de 

cultivo con : E) 8.9 ¡.¡M BAP, F) 8.9 ¡.¡M BAP + 5.6 ¡.¡M de 2,4-D, G) 8.9 ¡.¡M BAP + 

6.7 ¡.¡M de 2,4-D y H) 8.9 ¡.¡M BAP + 7.9 ¡.¡M de 2,4-D. Explantes con 12 semanas 

de cultivo con: 1) 8.9 ¡.¡M BAP, J) 8.9 ¡.¡M BAP + 5.6 ¡.¡M 2,4-D, K) 8.9 ¡.¡M BAP + 

6.7 ¡.¡M 2,4-D y L) 8.9 ¡.¡M BAP + 7.9 ¡.¡M 2,4-D. 

Figura 3.4 Estructuras embrionarias directas de J. curcas en tratamientos con A) 8.9 ¡.¡M 63 

BAP + 5.6 ¡.¡M 2,4-D; B) 8.9 ¡.¡M BAP + 6.7 ¡.¡M 2,4-D y C) 8.9 ¡.¡M BAP + 7.9 ¡.¡M 

2,4-D. Con 4 semanas de cultivo. 

Figura 3.5 Desarrollo de embriones somáticos directos de J. curcas A) Embriones 

somáticos con diferentes grados de desarrollo. B) Embriones somáticos 

ordenados de izquierda a derecha: embriones globulares, acorazonados, 

torpedos, cotiledonares y en conversión a planta con 6 semanas de cultivo. 

C) Embriogénesis somática secundaria a las 8 semanas de cultivo. 

64 

Figura 3.6 Segmentos de tallos de J. curcas con 8 semanas de cultivo: A) 8.9 ¡.¡M BAP + 66 

5.5 ¡.¡M 2,4-D; B) 8.9 ¡.¡M BAP + 6.7 ¡.¡M 2,4-D y C) 8.9 ¡.¡M BAP + 7.9 ¡.¡M 2,4-D 

Figura 3. 7 Respuesta de embriones cigóticos con diferentes concentraciones de TDZ A) 68 

3.4 ¡.¡M TDZ, B) 4.5 ¡.¡M TDZ y C) 5.5 ¡.¡M TDZ con 4 semanas de cultivo. 

Respuesta de embriones cigóticos con 8 semanas de cultivo D) 3.4 ¡.¡M TDZ, 

E) 4.5 ¡.¡M TDZ y F) 5.5 ¡.¡M TDZ 

V 



Índice 

Figura 3.8 Respuesta de cotiledones con diferentes concentraciones de TDZ 69 

A) 3.4 ~M TDZ, B) 4.5 ~M TDZ y C) 5.5 ~M TDZ, con 4 semanas de cultivo. 

Organogénesis indirecta con 8 semanas de cultivo D) 3.4 ~M TDZ, 

E) 4.5 ~M TDZ y F) 5.5 ~M TDZ 

Figura 3.9 Organogénesis en tejido foliar de J. curcas Organogénesis directa con 71 

3.4 ~M TDZ con A) 4 semanas, D) 8 semanas G) 12 semanas de cultivo. 

Organogénesis indirecta con 4.5 ~M TDZ con B) 4 semanas, E) 8 semanas, 

H) 12 semanas de cultivo. Organogénesis indirecta con 5.5 ~M TDZ con 

C) 4 semanas, F) 8 semanas, 1) 12 semanas de cultivo 

Figura 3.1 O Elongación de brotes de J. curcas con 4 semanas de cultivo A) Testigo, 73 

B) 1.4 ¡.tM AG3, C) 2.8 ~M AG3 y D) 4.2 ¡.tM AG3. Elongación con 8 semanas 

de cultivo E) Testigo, F) 1.4 ~M AG3, G) 2.8 ~M AG3 y H) 4.2 ~M AG3. 

Figura 3.11 Histología de la organogénesis indirecta de J. curcas A) Formación de tejido 76 

organogénico (SE: Sección del explante; ZV: Zona vascular y ZM : Zona 

meristemática apícal) , B) Acercamiento a estructura organogénica (HV: Haces 

vasculares y MA: Meristemo apical) , C) Acercamiento a la sección del 

meristemo apical (ZC: Zona central , ZP: Zona periférica y ZD: Zona de 

división) . 

VI 



LISTADO DE CUADROS 

Cuadro 1.1 Clasificación taxonómica de Jatropha curcas L. 

Cuadro 1.2 Características generales de diferentes carburantes 

Cuadro 1.3 Perfil de ácidos grasos en diferentes cultivos oleaginosos 

(porcentaje de ácidos grasos totales) 

Cuadro 1.4 Precio y rendimientos de aceite para biodiesel de diferentes 

especies oleaginosas 

Cuadro 1.5 Propiedades del biodiesel de diferentes fuentes 

Cuadro 1.6 Ventrajas y desventajas del cultivo de J. curcas 

Cuadro 1.7 Reguladores de crecimiento utilizados en la inducción de 

procesos de regeneración in vitro de J. curcas 

Cuadro 1.8 Trabajos realizados en el cultivo in vitro de J. curcas 

Cuadro 2.1 Tratamientos utilizados en la inducción de brotes de J. curcas a 

partir de nudos con yemas axilares 

Cuadro 2.2 Respuesta de embriones cigóticos de Jatropha curcas en 

diferentes medios de germinación 

Índice 

7 

11 

12 

12 

13 

15 

20 

21 

41 

43 

Cuadro 2.3 Respuesta de nudos con yemas axilares de J. curcas en tratamientos con 45 

diferentes concentraciones de BAP 

Cuadro 2.4 Respuesta de nudos con yemas axilares de J. curcas en tratamientos 48 

con diferentes concentraciones de TDZ 

Cuadro 3.1 Reguladores utilizados en la inducción de respuestas 54 

morfogenéticas de J. curcas utilizando diferentes explantes 

Cuadro 3.2 Deshidratación de tejidos en etanol 

Cuadro 3.3 Respuesta a la formación de callos de diferentes tipos de 

explantes de J. curcas a 12 semanas de cultivo en presencia 

de Kin y 2,4-D 

Cuadro 3.4 Respuesta morfogénica de diferentes tipos de explantes de J. 

curcas en presencia de BAP y 2,4-D 

Cuadro 3.5 Embriogénesis somática en J. curcas 

Cuadro 3.6 Respuesta de diferentes tipos de explantes con diferentes 

concentraciones de TDZ 

55 

57 

61 

65 

67 

Vll 



Cuadro 3.7 Inducción de procesos organogénicos en diferentes explantes de 

J.curcas 

Cuadro 3.8 Organogénesis directa e indirecta en explantes de hojas de J. 

e ureas 

Índice 

69 

72 

Cuadro 3.9 Tratamientos de elongación en brotes de J. curcas 73 

Cuadro 3.10 Tratamientos de elongación de brotes en presencia de ácido 74 

giberélico (AG3) 

Cuadro 3.11 Respuesta de brotes de J. curcas en diferentes medio de enraizamiento. 75 

Cuadro A 1.1 Formulación para solución FAA 85 

Cuadro A 1.2 Formulación de soluciones de infiltración e inclusión en 85 

resina 

Cuadro A 1.3 Formulación de soluciones para tinción . 85 

Vlll 



ABREVIATURAS 

Término 

2 isopenteniladenina 

Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético 

Ácido giberélico 

Ácido indolacético 

Acido indolbutírico 

Ácido naftalenacético 

Bencilaminopurina 

Centímetros 

Dólares americanos 

Grados centígrados 

Gramos 

Hectáreas 

Jatropha curcas 

Kilogramos 

Kinetina 

Litros 

Micrómetros 

Micromoles 

Milímetros 

Reguladores de crecimiento vegetal 

Tidiazurón 

Zeatina 

Índice 

ALJturn 
'""2:..]p 

2,4-D 

AG3 
AlA 

A lB 

ANA 

BAP 

cm 

uso 
oc 
g 

Ha 

J. curcas 

Kg 

Kin 

L 

¡..tm 

¡..tM 

mm 

RCV 

TDZ 

Zea 

IX 



RESUMEN 1 
cantidad de gasé 

Resumen 

on una fuente de energía renovable los cuales emiten menor 

invernadero. Sin embargo, la mayor parte provienen de cultivos 

agrícolas de consumo humano. 

Jatropha curcas es un arbusto utilizado tradicionalmente con fines medicinales pero 

recientemente se ha utilizado para la producción de biodiesel por su elevado contenido de 

aceite. Es una planta que crece en condiciones adversas como salinidad, sequía así como 

en suelos pobres en nutrientes y controla la erosión. Las semillas no son comestibles por 

lo que no surge el tema de comida contra combustibles. 

En determinados estados de la república mexicana se cuenta con variedades no tóxicas 

de esta especie, por lo que los residuos de las semillas producto de la extracción de 

aceite pueden ser utilizados con otros fines tales como la preparación de alimento para 

ganado otorgando . un valor agregado a este subproducto y proporciona un mejor 

aprovechamiento de este cultivo. A pesar de todas las ventajas antes mencionadas esta 

planta presenta problemas en cuanto a su poca tolerancia a frío, la gran variabilidad de 

los materiales colectados y la baja tasa de germinación de semillas en campo. 

Una de las herramientas propuestas para la propagación de esta especie es el cultivo de 

tejidos vegetales, la cual es una herramienta biotecnológica que permite la propagación, 

selección y conservación del material vegetal en un menor espacio en condiciones 

estériles y controladas. Mediante esta técnica se puede tener un suministro de material de 

manera constante a diferencia de la propagación vegetativa que es de naturaleza 

estacional. 

En este estudio se obtuvo la formación de brotes dando los mejores resultados los 

tratamientos con 6.6 ¡..tM de BAP y 4.5 ¡..tM de TDZ siendo estos últimos los que tuvieron 

un desarrollo mas rápido. Se obtuvo la formación de embriones somáticos directos de J. 

curcas en presencia de 8.9 ¡..tM BAP y 5.6- 7.9 ¡..tM 2,4-D con un aproximado de 12- 18 

embriones por explante obteniéndose estadios avanzados de desarrollo a las 6 semanas 

de cultivo. Al adicionar 3.4 ¡..tM TDZ en tejido foliar se obtuvo organogénesis directa e 

indirecta en 4.5 y 5.5 ¡..tM TDZ los brotes se elongaron exitosamente en presencia de 2.8 

¡..tM AG3 en un 73%. 
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Resumen 

ABSTRACT 

Biofuels are a s urce of renewable energy prometed for it' s his low carbon emissions. 

However the vast the majority of the energetic crops are also used as a human foodstock. 

Jatropha curcas is a medicinal tree which recently has been used in the production of 

biodiesel because of irs high ammount of oil in the seeds. This shrub can grow in adverse 

conditions such as drought, saline soils or barren wastelands. This plant also has the 

ability to control the erosion. The seeds are non edible, because of this the subject of food 

versus fuel does not arise. 

In some regions in Mexico there are non toxic varieties of J. curcas, the byproducts of 

these varieties can be used as animal feed giving an aggregate value to this byproduct 

and improving the use of this crop. Despite of all the advantages exposed, this plant its 

pretty susceptible to cold, it has a low germination rate and there is a great genetic 

variability in the collected material. 

One of the tools proposed for the propagation of this shrub is the plant tissue culture; this 

biotechnological tool allows the selection , propagation and preservation of plant material in 

a small space within axenic and controlled conditions. Through this technique we could 

have a constant supply of plant material without the seasonal nature of the vegetative 

propagation. 

There are only one study related on Jatropha curcas using Mexican genotypes form 

Veracruz and they were compared with genotypes of lnida with the induction of shoot buds 

and the direct adventitious shoot induction from leaf tissue. 

In this study we achieved the shoot bud formation giving the best results the treatments 

with 6.6 f..LM BAP and 4.5 f..LM TDZ. This treatment showed a quicker development 

compared with the BAP treatment. We managed to induce the direct somatic 

embryogenesis in leaf tissue of J. curcas in presence of 8.9 f..LM BAP and 5.6-7.9 f..LM 2,4-

D with 12 - 18 somatic embryos per explant within 6 weeks of culture with advanced 

phases of development. The direct adventitious shoot formation were achieved in 3.4 f..LM 

TDZ and the indirect adventitious shoot were induced with 4.5 - 5.5 f..LM TDZ. The well 

developed shoots were successfully elongated in 2.8 f..LM GA3 with an average response of 

73% of elongated shoots. 
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Capitulo 1 

. 
CAPITULO l. MARCO TEORICO 

1.11NTRODUCCIÓN 

En las últimas décadas el parcial agotamiento de las reservas de petróleo disponibles, el 

incremento del precio del barril de petróleo y de sus derivados así como los efectos del 

calentamiento global han propiciado el interés en la búsqueda de energías alternas que 

sean más amigables con el medio ambiente y que al mismo tiempo sean redituables 

(Sotolongo-Pérez et al., 2009; Basha y Sujatha, 2007) . 

Dentro de las opciones propuestas para abatir esta problemática encontramos la 

producción de biocombustibles. Sin embargo, uno de los principales argumentos en 

contra de estos es el uso de cultivos alimentarios como el maíz y la soya (Misra et al. , 

2010; Jimmu et al., 2009; Kingsbury, 2009; Malina et al., 2008) . 

En años recientes Jatropha curcas (J. curcas) ha sido promocionada en todos los trópicos 

para la fabricación de biodiesel , debido a que esta planta presenta las siguientes 

características: un alto contenido de aceite en semilla, es capaz de crecer en suelos 

pobres en nutrientes sin poner en riesgo el suministro alimentario. Es un arbusto 

altamente adaptable al ambiente por lo que ha sido utilizado en programas de 

reforestación y reclamación de terrenos en países tropicales (Misra et al. , 201 O; Varshney 

y Jhonson, 201 O; Effendi et al. , 2009; Gao et al. , 2009; Liu et al., 2009; Kumar et al. , 2008; 

Nakashini , 2008; Basha y Sujatha, 2007; De La Vega-Lozano, 2007; Márquez y Campos, 

2007; De La Vega-Lozano, 2006) . 

México cuenta con variedades no tóxicas de J. curcas por lo que los subproductos 

resultantes de la extracción de aceite pueden utilizarse como forraje , sin la necesidad de 

tratamientos para extraer estos compuestos tóxicos (Basha y Sujatha, 2007; Datta et al., 

2007; Makkar et al., 1998). 

El panorama futuro del mercado de biocombustibles hace necesario el suministro de 

material vegetal de forma constante. Una de las maneras de lograr este objetivo es 

mediante el cultivo de tejidos vegetales el cual nos puede producir un número elevado de 

plantas en un espacio reducido, en condiciones asépticas y controladas (George et al., 

2008; Hartmann y Kester, 2001 ; Pérez et al., 1999). 

En J. curcas el uso de técnicas biotecnológicas, como el cultivo de tejidos vegetales, es 

una alternativa para propagar esta especie al inducir diferentes tipos de respuestas 

morfogénicas como la organogénesis y la embriogénesis somática (Kumar y Reddy, 2010; 
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Kaewpoo y Te-chato, 2009; Deore y Jhonson, 2008; Li et al., 2008; Shrivastava y 

Banerjee, 2008; Jha et al., 2007; Kalimuthu et al. , 2007; Rajere y Batra, 2005; Sujatha y 

Mukta, 1996). La mayor parte de los estudios en esta especie se realizaron con 

variedades tóxicas de genotipos de la India (Khurana-Kaul et al., 201 O; Kumar y Reddy, 

2010; Kaewpoo y Te-chato, 2009; Deore y Jhonson, 2008; Li et al., 2008; Shrivastava y 

Banerjee, 2008; Jha et al. , 2007; Kalimuthu et al. , 2007; Rajere y Batra, 2005; Sujatha y 

Mukta, 1996). 

La mayor parte de la información relacionada con la regeneración in vitro de esta especie 

se ha realizado fuera de México. Se ha reportado un trabajo con genotipos de la India y 

de Veracruz por meristemos axilares y de hojas (Sujatha et al. , 2005). En dicho estudio se 

tuvo como respuesta la inducción de brotes y organogénesis indirecta teniendo los 

mejores resultados con el tidiazurón (TDZ) para inducir brotes y la benciladenina (BAP) 

como medio de subcultivo para el desarrollo de los brotes (Sujatha et al., 2005) . 
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1.2 ANTECEDENTES GENERALES 

1.2.1 CARACTERÍSTICAS BOTÁNICAS DE Jatropha curcas. 

Jatropha curcas (Piñón) es un arbusto perenne de la familia Euforbiácea (Cuadro 1.1 ), la 

cual engloba unos 300 géneros y 5,000 especies. Entre las especies pertenecientes a 

esta familia podemos encontrar a: Ricino, Yuca , Caucho y la Flor de Nochebuena (Jimmu 

et al., 2009; Blanc et al., 1999; Prabakaran y Sujatha, 1999; Gounhua, 1998; Perrin et al., 

1997). 

Cuadro 1.1 Clasificación taxonómica de Jatropha curcas L (USDA, 2008) . 

Reino Planta e 

División Embryophyta 

Clase Spermatopsidae 

Orden Malpighiales 

Familia Euphorbiaceae 

Género Jatropha 

Especie curcas L. 

El piñón es una especie de gestación corta, crece de 3 - 5 m de alto, con un diámetro de 

20 cm, su corteza es de color gris rojizo y puede vivir de 40 - 45 años (Benge, 2006; 

Heller, 1996). Las hojas son largas, alternas y de color verde pálido (México Forestal. , 

2008; Basha y Sujatha, 2007; Bolivar-Manaut, 2007; Torres, 2007; Heller, 1996). 

Es una especie monoica, con flores de color amarillo, una longitud de 0.6 - 2.3 cm y con 

una proporción de 29 de inflorescencias masculinas por cada femenina (México Forestal , 

2008; De La Vega-Lozano, 2007; De La Vega-Lozano, 2006; Raju y Ezradanam, 2002) . 

Es una especie alógama que necesita la visita de polinizadores como: hormigas, abejas y 

polillas, con presencia de cultivos diploides y tetraploides, siendo los diploides la forma 

silvestre común (Achten et al., 201 O; Soontornchainaksaeng y Jenjittikul , 2003; Raju y 

Ezradanam, 2002) . 

El fruto es una cápsula semiesférica triloculada de 1.5 - 3 cm de diámetro, con un peso 

aproximado de 3.3 g, el fruto maduro cambia de color de verde a amarillo al madurar. La 

semilla es elíptica de color negro, con un largo de 1.6 - 2 cm y está cubierta por una 

cáscara dura con una almendra interna formada por un albumen aceitoso y blanquecino 

(Torres, 2009; White, 2009; Sotolongo-Pérez et al., 2008; De La Vega-Lozano, 2007; 

Bolivar-Manaut, 2006; De La Vega-Lozano, 2006). 
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Se conocen tres variedades de Jatropha curcas: la variedad Cabo Verde adaptada a clima 

semiáridos y montañosos, la variedad de Nicaragua que presenta frutos y semillas 

grandes y la variedad de México la cual tiene una menor cantidad de compuestos tóxicos 

en semilla (Sotolongo-Pérez et al., 2008; Sujatha et al. , 2005; Henning, 2006; Henning, 

2004; Heller, 1996). 

Entre sus nombres conocidos están: piñón, piñón tempate, coquillo , nuez purgante, piñón 

botija, barbasco, piñones purgativos, purga del fraile y tsikil-té (México Forestal, 2008; 

Martínez-Herrera, 2007; De La Vega-Lozano, 2007; Torres, 2007; De La Vega-Lozano, 

2006). 

1.2.2 PROPIEDADES Y USOS DE LA PLANTA 

Esta especie se ha utilizado como planra medicinal. Los tallos tienen acción antimalárica, 

antitumoral, antirreumática y se uitlizan para tratar tanto eczema como disentería 

(Henning, 2006; Kureel , 2006; Martinez-Herrera et al. , 2006; Henning, 2004; Hirota et al. , 

1988; Little et al., 1974; Watt y Breyer-Brandwijk, 1962). 

Esta planta se utiliza como cerco vivo, para reforestación, como barrera contra la erosión 

y para la mejora del suelo (Achten et al., 2010; Effendi et al. , 2009; México Forestal, 2008; 

Sotolongo-Pérez et al., 2008; De La Vega-Lozano, 2007; Bolivar-Manaut, 2008; De La 

Vega-Lozano, 2006; Henning, 2006; Kureel , 2006) . La cáscara de los frutos se utiliza 

como sustrato para producir biogás (Huang et al., 2008; Sotolongo-Pérez et al., 2008; 

Martínez-Herrera, 2007; Martínez-Herrera, 2006; Rajare y Batra, 2005) 

El aceite se usa con fines cosméticos como en la elaboración de jabones. La pasta 

residual de la extracción de aceite se utiliza como abono en variedades tóxicas y en 

variedades no tóxicas se usa como forraje (Padimarri et al. , 2009; BayerCropScience, 

2008; Benge, 2006; Dangue et al. , 2006; Henning, 2006; Henning, 2004) . 

8 



Capitulo 1 

1.2.3 DISTRIBUCIÓN MUNDIAL 

Figura 1.1 Distribución mundial de Jatropha curcas. En azul la distribución en el continente 
americano . En color rojo se muestra donde se introdujo esta especie. Imagen modificada de: 
http://www.blackboxavto .ru/images/cms/externals.php?t=mapa-mundial-politico. 

En Jatropha curcas todavía no está definido el centro de origen, se considera de manera 

general que puede abarcar desde México hasta Brasil (Figura 1.1) (Achten et al. , 2010; 

CJP, 2009b, 2009c; Jha et al., 2007; Heller, 1994). La distribución de esta especie fue 

realizada por marinos mercantes portugeses en el siglo XVI . En la actualidad podemos 

encontrar esta especie en diferentes partes de Asia como: India, China y Tailandia. En 

África se encuentra distribuida en Sudán, Malawi , Zimbabwe, Sudáfrica, Nigeria y Egipto 

(De La Vega-Lozano, 2007; De La Vega-Lozano, 2006; Heller, 1994). 

En el mundo hay una superficie sembrada de 11 millones de hectáreas de J. curcas 

(White, 2009; Nakashini , 2008) , las plantaciones principales se encuentran en India, 

China, Ghana, Egipto y Sudáfrica (CJP, 2009b, 2009c; Henning, 2006; Henning, 2004; 

Little, 1974). 

A futuro países como India ha planeado sembrar de 11 - 13 millones de hectáreas de 

esta especie por lo que avances en la identificación de variedades con altos rendimientos 

y en la identificación de individuos con resistencia a diferentes tipos de factores 
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ambientales se han llevado a cabo por compañías privadas (CJP, 20093
, 2009b, 2009c; 

Gibson, 2009; BayerCropScience, 2008; Nakashini, 2008; Casado y Santana, 2006) . 

1.2.4 DISTRIBUCIÓN NACIONAL 

Figura 1.2 Distribución nacional de Jatropha curcas: En color verde se muestran los estados con 
variedades tóxicas y en amarillo se muestran los estados con variedades no tóxicas.lmagen 
modificada de: http://www.prisma.com.mx/registro.htm. 

La distribución de J. curcas (Figura 1.2) se da en los estados de: Tamaulipas, Veracruz, 

Tabasco, Oaxaca, Guerrero, Michoacán, Sinaloa, Sonora, Puebla, Chiapas, Yucatán, 

Campeche, Hidalgo y Quintana Roo. Las variedades no tóxicas representan el 10% del 

total de las plantas y están limitadas a ciertas regiones como: Yucatán, Quintana Roo, 

Veracruz, Morelos, Tabasco, Guerrero, Michoacán y Puebla (Martínez-Herrera et al., 

2010; De La Vega-Lozano, 2007; Martínez-Herrera, 2007; De La Vega-Lozano, 2006) . 

El territorio mexicano cuenta con 6 millones de hectáreas adecuadas para cultivar J. 

curcas sin competir con otros cultivos (Carrasco, 2009; Diario de Yucatán, 2009; Morales, 

2009; Perea, 2009; Rosenberg, 2009). 
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En México existen plantaciones con un total de 50 mil hectáreas en el estado de 

Veracruz, 7 mil hectáreas en Chiapas, 4 mil hectáreas en Michoacán y 3,500 hectáreas en 

Yucatán con financiamiento por parte de CONAFOR conjuntamente con empresas 

particulares como MDLM Green Oil Corp y Global Energy (Sedeco, 2010; Carrasco, 2009; 

Diario de Yucatán, 2009; Gómez-Hernández, 2009; Morales, 2009; Perea, 2009) . 

1.3 RELEVANCIA DE Jatropha curcas EN LA PRODUCCIÓN DE 

BIOCOMBUSTIBLES 

Los biocombustibles son carburantes líquidos o gaseosos derivados de fuentes de origen 

vegetal , su principal ventaja es que son renovables y emiten menos gases de efecto 

invernadero, como es el bióxido de carbono (Kywe y Oo, 2009; Molina et al. , 2008; Allen y 

Watts, 2000; Ali y Hanna, 1994). Aunque desde inicios del siglo XX se conocen las 

propiedades carburantes de determinados cultivos, estos han aumentado su relevancia 

por el incremento en los precios y la disponibilidad de petróleo (Kywe y Oo, 2009; Molina 

et al., 2008; Martínez-Herrera, 2007; Martínez-Herrera et al. , 2006). 

Las características de los diferentes combustibles (producción , ventajas y desventajas) se 

resumen en el Cuadro 1.2. 

Cuadro 1.2 Características generales de diferentes carburantes (Ciria, 2009; Kywe y Oo, 2009; 
Zhao et al. , 2009; Molina et al., 2008) . 

Carburante Fuentes Métodos de Ventajas Desventajas 

producción 

Biodiesel Cano la Transesterificación de No sulfurado Degradación rápida 

J. curcas aceites vegetales Biodegradable Solidificación en frío 

Bioetanol Maíz Fermentación Fácil Gran emisión de 

Caña y destilación almacenaje gases (maíz) 

Petrodiesel Reservas Destilación fraccionada Punto de fusión Menor combustión 

fósiles bajo Gran emisión de 

gases 
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El principal auge en esta especie se debe a que la semilla contiene hasta el 40 % de su 

peso en aceite (Tang et al. , 2007; Dangue et al. , 2006;). Aunado a esto es poco 

demandante en cuanto a condiciones de cultivo pudiendo crecer en suelos con poca 

cantidad de nutrientes (De La Vega-Lozano, 2007; De La Vega-Lozano, 2006; Francis et 

al., 2005), en condiciones adversas como suelos contaminados y en suelos salinos (Gao 

et al. , 2008; Kumar et al., 2008; Mangkoedihardjo, 2008; Mangkoedihardjo et al., 2008). 

Las semillas de esta planta tienen un perfil similar al de otros aceites comestibles que 

pueden procesarse para obtener biodiesel (Cuadro 1.3). 

Cuadro 1.3 Perfil de ácidos grasos en diferentes cultivos oleaginosos (porcentaje de ácidos grasos 
totales) (Milinsk et al., 2007; Koprna et al. , 2006; Martínez-Herrera et al., 2006 ; Moh-Din et al. , 
2000 . 

Especie Palmítico Esteárico Oleico Linoleico Linolénico 

(C16:0) (C18:0) (C18:1) (C18:2) (C18:3) 

Elais oleifera 17.9 ± 0.9 1 ± 0.1 60.9±1 .7 18.8 ± 1.2 0.8 ± 0.2 

Glycine max 13.27 ± 0.62 3.59 ± 0.26 19.31 ± 0.18 55.51 ± 0.27 6.34 ± 0.09 

Brassica napus 62.9 17.8 7.5 

Jatropha curcas 10.5 2.45 41 .5 44.4 0.2 

J. curcas var no 12.3 2.8 47.1 36.7 0.18 

tóxica 

Dado que esta especie es poco demandante, tiene un rango de distribución mas amplio 

que otros cultivos oleaginosos (BayerCropScience, 2009; CJP, 2009a, 2009b; Jongschaap, 

2008; Jongschaap et al., 2007) y el aceite obtenido es similar al de otras oleaginosas se 

proyecta que el precio de barril de biodiesel tendría un menor costo (Cuadro 1.4). 

Cuadro 1.4 Precio y rendimientos de aceite para biodiesel de diferentes especies oleaginosas 
(BayerCropScience, 2009; CJP, 2009a, 2009b; Volckaert, 2009). 

Cultivo Rendimiento Rendimiento Precio del Barril 

(UHa) (Kg/Ha) (USO) 

Glycine max 521 454 73 

Brassica napus 1427 1000 78 

Elais guinensis 7133 5994 46 

Jatropha curcas 2268 2268 43 
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La pasta residual de la extracción de aceite tiene un elevado contenido de aminoácidos 

esenciales por lo que el uso como forraje en variedades de baja toxicidad significaría un 

valor agregado, el precio de este sub-producto se proyecta en 200 - 300 dólares por 

tonelada (Pérez, 2010; CJP, 20093
, 2009b; Volckaert, 2009; Henning, 2006; Euler y Goritz, 

2004; Henning, 2004; Makkar et al., 1998) 

El biodiesel de J. curcas presenta un mayor número de cetano, lo que siginifca 

combustion, al compararse con el biodiesel de soya pero menor al de palma de aceite y 

palma de coco (Cuadro 1.5) . La viscosidad es menor al biodiesel de palma de coco y 

smiilar al de soya y palma de aceite. Sin embargo el biodiesel de J. curcas es menos 

corrosivo que el obtenido de soya , palma de aceite y palma de coco lo que significa un 

menor desgaste de las partes metálicas del motor. 

Cuadro 1.5 Propiedades del biodiesel de diferentes fuentes (Becker y Makkar, 2008; Alleman y 
McCormick, 2006, May et al., 2005) . 

Propiedades del Materia prima del biodiesel 

biodiesel Palma de Palma de Jatropha Soya 

aceite coco e ureas 

Número de cetano 62 70 58 55 

Viscosidad (mm2/s) 4.5 2.65 4.4 4.2 

Índice de acidez (mg 0.25 0.17 0.11 0.35 

KOH/g) 

El hecho mas relevante para la propagación de esta especie es que hay una demanda de 

materia prima para la producción de biodiesel , siendo las aerolíneas las principales 

interesadas en utilizar hasta el 10% de este biocombustible para 2017, por lo que se han 

establecido plantas procesadoras e incentivando la producción de biocombustibles de 

fuentes no alimenticias (Coca, 201 O; Pérez, 201 O; Rosenberg, 2009) . 
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1.4 PROBLEMÁTICA DEL CULTIVO 

J. curcas es una especie poco domesticada, con alta heterocigocidad lo que conlleva a 

rend imientos variables de aceite y a material de baja calidad (Achten et al., 201 O; Montes­

Osario et al., 2008; Basha y Sujatha, 2007; Jha et al. , 2007; Dangue et al., 2006; 

Martínez-Herrera et al., 2006) . 

Las semillas de esta especie requieren de un manejo especial para su establecimiento, el 

tiempo de germinación es muy variable y la viabil idad decae drásticamente después de un 

año de almacenaje (Li et al. , 2008; Márquez y Campos, 2007). Las semillas presentan una 

serie de compuestos tóxicos en la pasta residual los que pueden presentar riesgos a la 

salud de los trabajadores o contaminar el suelo fertilizado con esta pasta (Achten et al. , 

2010; Volckaert, 2008; De La Vega Lozano, 2007; Martínez-Herrera, 2007; De La Vega­

Lozano, 2006; Henning, 2006)) . 

Este arbusto se puede propagar fácilmente por estacas sin embargo, las plantas 

desarrolladas son menos productivas, se reduce su ciclo de vida, presentan una menor 

productividad. Esto se debe a que no se forma adecuadamente su sistema radicular y a la 

fructificación temprana (Sun et al., 2008; Jha et al., 2007; Sujatha et al., 2005) . 

Esta especie es susceptible a diferentes tipos de estrés ambiental como son heladas e 

inundaciones (Datta et al., 2007; Jha et al., 2007) . 

Se han reportado enfermedades que afectan los monocultivos como la antracnosis 

(Colletotrichum spp.), mosaico amarillo (Genminivirus) y los que atacan el fruto como: 

Fusarium spp. y Alternaría spp. (Datta et al., 2007; De La Vega-Lozano, 2007; De La 

Vega-Lozano, 2006; Grimm, 1999). Entre las plagas más importantes encontramos a los 

consumidores de semillas (Pinnaspis stracham) y a los barrenadores que causan abortos 

y malformaciones de frutos tanto en variedades tóxicas como de baja toxicidad 

(Legocheyrus undatus, Pachycoris klugii y Leptoglossus zonatus) (Martínez-Herrera et al., 

2010; Gonzáles-Fernández, 2008; Torres, 2007; Grimm, 1999). 
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En el cuadro 1.6 se resumen las ventajas y deventajas de J. curcas. 

Cuadro 1.6 Ventajas y desventajas del cultivo de J. curcas. 
Ventajas 

Resistente a sequía 

Controla la erosión 

Cultivo poco demandante 

Fructificación temprana 

1.5 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES 

Desventajas 

Especie poco domesticada 

Baja viabilidad de semilla 

Tiempo de germinación variable 

Susceptible a frio e inundaciones 

La necesidad de tener un suministro constante de material así como la selección de 

materiales que presenten altos rendimientos o tolerancia a diferentes tipos de factores 

bióticos y abióticos hacen necesaria la aplicación de técnicas biotecnológicas como el 

cultivo de tejidos vegetales . 

El cultivo in vitro es un conjunto de técnicas que permiten el cultivo (en condiciones 

totalmente estériles) de órganos, tejidos y células empleando medios nutritivos artificiales 

ricos en sales minerales, vitaminas y reguladores de crecimiento vegetal (Pérez et al., 

1999). Es la aplicación del concepto de la totipotencia celular que es la capacidad que 

tiene una célula no embrionaria para diferenciarse y convertirse en una planta completa 

(George et al., 2008; Pérez et al., 1999). 

Dentro del cultivo de tejidos vegetales existentes varias vías para generar plantas, como 

es la morfogénesis el cual de acuerdo con George et al., (2008) es le fenómeno de 

formación de nuevas estructuras donde previamente eran inexistentes. 

Los procesos morfogénicos se dividen en: 

Organogénesis: producción de órganos en explantes cultivados, ya sean raíces o brotes 

adventicios los cuales al enraizarse pueden dar origen a una planta completa (George et 

al. , 2008; Hartmann y Kester, 2001 ; Pérez et al., 1999). 

Embriogénesis somática: fenómeno de naturaleza asexual en el cual se forman sobre el 

explante estructuras bipolares que imitan muchos aspectos de la reproducción sexual , en 

especial el desarrollo histológico de los embriones cigóticos, la principal diferencia es que 

al no existir la fusión de gametos es que la planta generada es una "copia" de la planta 

madre (George et al., 2008; Hartmann y Kester, 2001 ; Pérez et al., 1999). Este proceso 

se distingue de la formación de brotes adventicios en que los embriones somáticos son 
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estructuras bipolares y carecen de conexión vascular con el tejido materno (George et al., 

2008; Hartmann y Kester, 2001 ; Pérez et al. , 1999). 

Ambas vías organogénesis y embriogénesis somática se pueden dar de manera directa 

cuando sobre el mismo explante se .forman órganos o embriones y de manera indirecta 

cuando sobre el explante se forma un tejido desdiferenciado conocido como callo, en el 

cual se pueden formar órganos o embriones (Figura 1.3) (Castillo, 2004; Pérez et al., 

1999). 

Individualización de los explantes 
Or~o!én:SÍS indírl!l:!4 

Planta completa 

Figura 1.3 Esquema de las diferentes vías de regeneración in vitro. Imagen de elaboración propia . 

La principal ventaja de estas técnicas es que permiten producir un gran número de 

plantas en un espacio reducido y menor mano de obra. Dentro de las aplicaciones de 

estas técnicas está la mejora y selección genética, obtención de organismos haploides y 

líneas puras, conservación del germoplasma, producción de plantas libres de patógenos, 

micropropagación y producción de metabolitos secundarios de interés industrial (George 

et al., 2008). 
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1.5.3 REGULADORES DE CRECIMIENTO VEGETAL 

Los reguladores de crecimiento vegetal son compuestos que exhiben propiedades fuertes 

en la regulación del crecimiento en plantas a bajas concentraciones. Se distinguen de las 

fitohormonas en que los reguladores de crecimiento vegetal son sintéticos lo que los hace 

más persistentes en el medio de cultivo. Son ampliamente utilizados en el cultivo de 

tejidos vegetales para la inducción de procesos de organogénesis y embriogénesis 

somática entre las que podemos encontrar a las auxinas, citocininas y giberelinas (George 

et al., 2008; Hartmann y Kester, 2001 ; Pérez et al., 1999; Salisbury y Ross, 1992). 

Auxinas: son un grupo de compuestos que en el cultivo de tejidos vegetales promueven 

la formación de raíces y son importantes en la inducción del proceso de embriogénesis 

somática (Jankiewicz, 2003; Pérez et al., 1999; Gaspar et al., 1996). Dentro de las 

auxinas naturales podemos encontrar al ácido indolacético (AlA) y el ácido indolbutírico 

(AIB) . Entre las auxinas sintéticas se encuentran el ácido naftalenacético (ANA) y el ácido 

2,4- Diclorofenoxiacético (2,4-D) (George et al., 2008; Jankiewicz, 2003; Hartmann y 

Kester, 2001 ; Gaspar et al. , 1997; Salisbury y Ross, 1992). 

Citocininas: estos reguladores son utilizados en el cultivo de tejidos para la inducción de 

organogénesis y en la producción de brotes en tejido meristemático (George et al., 2008; 

Jankiewicz, 2003; Gaspar et al. , 1997; Salisbury y Ross, 1992) Entre las citocininas 

naturales encontramos a la zeatina (Zea) y la 2-lsopentiladenina (2ip) entre las artificiales 

encontramos el tidiazurón (TDZ) y la bencilaminopurina (BAP) (George et al., 2008; 

Gaspar et al., 1997; Salisbury y Ross, 1992). 

Giberelinas: las principales funciones dentro del cultivo in vitro para este regulador está 

la elongación del tallo y estimular la germinación (George et al., 2008; Jankiewicz, 2003; 

Pérez et al., 1999; Salisbury y Ross, 1992). 
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1.5.4 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES EN Jatropha curcas 

La importancia de esta especie ha llevado a realizar el cultivo de tejidos vegetales 

mediante propagación por meristemos, organogénesis y embriogénesis somática. 

De manera general la mayor parte de los estudios previos parten de explantes de campo 

(Kumar et al., 2010; Kumar y Reddy, 2010; Khurana-Kaul et al., 2010; Misra et al., 2010; 

Shrivastava y Banerjee, 2008; Datta et al., 2007; Thepsharam et al., 2006; Rajere y Batra, 

2005; Sujatha et al., 2005) . 

Reportes mas recientes se utilizan explantes de plantas regeneradas in vitro obteniendo 

una mayor respuesta de cada proceso inducido (Purkayastha et al., 2010; Kaewpoo y Te­

chato, 2009; Deore y Johnson, 2008; Li et al., 2008; Kalimuthu et al., 2007; Wei et al., 

2004). 

La propagación por meristemos se ha dado en medios adicionados con Kin, BAP y TDZ. 

Los resultados más relevantes se obtuvieron en medios con una combinación de BAP con 

Kin así como con la adición de diferentes vitaminas, aminoácidos y minerales 

(Purkayastha et al. , 201 O; Kaewpoo y Te-chato, 2009; Valle-Gough , 2009; Shrivastava y 

Banerjee, 2008; Datta et al., 2007; Kalimuthu et al., 2007 Thepsharam et al., 2006; Rajere 

y Batra, 2005; Sujatha et al. , 2005; Wei et al., 2004) 

El proceso de organogénesis directa e indirecta se obtuvo en estudios previos en 

presencia de BAP, TDZ y Kin de forma aislada, en combinaciones de estos reguladores y 

en presencia de auxinas (Khurana-Kaul et al., 2010; Kumar y Reddy, 2010; Misra et al. , 

2010; Varshney y Jhonson, 2010; Valle-Gough, 2009; et al., 2008; Sujatha et al., 2005; 

Wei et al. , 2004). En la elongación de los brotes se han utilizado diferentes auxinas 

(Kumar y Reddy, 2010) y el AG3 tanto de forma individual como en combinación con 

auxinas y citocininas (Khurana-Kaul et al. , 2010; Purkayastha et al. , 2010; Valle-Gough , 

2009; Deore y Johson, 2008; Li et al., 2008) 

El enraizamiento de brotes se ha real izado en medio MS sin reguladores (Rajere y Batra, 

2005) o MS al mitad de su concentración (Purkayastha et al., 2010) . De igual manera se 

ha reportado el uso de AlA, AIB y ANA de forma individual como en sinergismo con otros 

reguladores (Khurana-Kaul et al., 2010; Kumar y Reddy, 2010; Kumar et al. , 2010; 

Varshney y Jhonson, 2010; Kaewpoo y Te-chato, 2009; Deore y Johnson, 2008; 

Shrivastava y Banerjee, 2008; Li et al., 2008; Datta et al., 2007; Kalimuthu et al., 2007; 

Thepsharam et al., 2006) . 
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En resumen las respuestas organogénicas mencionadas anteriormente tienen frecuencias 

variables de inducción (53- 88 %) obteniendo con un máximo de 18 brotes directos y 11 

brotes indirectos por explante con un tiempo promedio de inducción de 8 semanas. 

La embriogénesis somática indirecta en esta especie se ha reportado en explantes de 

hoja utilizando Kin para producir callo embriogénico, con la posterior adición de Kin y AlA 

para la fase de diferenciación a embriones produciendo 58 embriones por explante en 12 

semanas de cultivo (Jha et al. , 2007) . 

La embriogénesis somática directa se ha reportado en cotiledones, con ocho días de 

inducción y con la formación de 40 embriones somáticos por explante (Kalimuthu et al., 

2007). 
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En el Cuadro 1. 7 se en listan los diferentes reguladores y explantes utilizados en el cultivo 

in vítro de J. curcas. 

Cuadro 1.7 Reguladores y explantes utilizados en la inducción de procesos de regeneración in 
vitro de J. curcas. 

Respuesta RCV Tipo de Explantes Brotes/explante Referencias 

explante responsivos 

(%) 

PM BAP Apice NR 3.4 Rajare y Batra, 2005 

TDZ 60 5.9 Thepsanram et al. , 2006 

Kin Yema axilar 52 30 Datta et al., 2007 

AlA 90 35 Kalimuthu et al. , 2007 

A lB NR 10 Shrivastava y Banerjee, 2008 

60 5 Kaewpoo y Te-chato , 2009 

70 8 Valle-Gough , 2009 

00 TDZ Epicotilos 38 NR Wei et al. , 2004 

BAP Hoja 79 NR Sujatha et al., 2005 

K In Cotiledón 90 8 Valle-Gough, 2009 

A lB Peciolos 58 10 Kumar y Reddy, 2010 

AlA 

AG3 

01 TDZ Epicotilo 44 NR Wei et al., 2004 

BAP E.C 90 10 Varshney y Johnson , 201 O 

AlA Hoja 53 11 Deore y Johnson, 2008 

A lB 83 9.7 Kumar et al., 201 O 

2,4-D 83 7 Misra et al., 201 O 

Cotiledón 95 NR Li et al., 2008 

88 7 Valle-Gough , 2009 

RCV: regulador de crecimiento vegetal , PM: proliferación de brotes, 00: organogénesis directa, 
01: organogénesis indirecta , E.C: embrión cigótico, NR: no reportado. 
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Los resultados más relevantes, elegidos en función de la frecuencia de respuesta, para 

nuestro estudio se agruparon en el Cuadro 1.8 donde se incluye el tiempo de respuesta y 

la efectividad del proceso. 

Cuadro 1.8 Trabajos realizados en el cultivo in vitro de Jatropha curcas. 
Proceso RCV Explantes Eficiencia Explantes Tiempo 

PM 

00 

01 

ESI 

ESO 

TDZ 

BAP 

TDZ, 

A lB 

AG3 

TDZ, 

BAP 

A lB 

BAP 

Kin, 

AlA 

Yemas 

Ápices 

Hoja 

Hoja 

12 broUexpl 

6 brot/expl 

18 broUexpl 

11 broUexpl 

Cotiledones 40 emb/expl 

Hoja 58 embr/expl 

responsivos (semanas) 

NR 
98% 

88% 

53% 

90% 

45% 

12 

6 

10 

12 

16 

Referencia 

Sujatha et al., 2005 

Purkayastha et al. , 

2010 

Khurana-Kaul et al. , 

2010 

Deore y Johnson , 

2008 

Kalimuthu et al., 

2007 

Jha et al. , 2007 

RCV: regulador de crecimiento vegetal , PM: proliferación de brotes. 00: organogénesis directa, 
01: organogénesis indirecta. ESO: embriogénesis somática directa. ESI: embriogénesis somática 
indirecta 

Los resultados y los tipos de reguladores utilizados en cada unos de los reportes sirvieron 

de base para establecer el diseño experimental de este estudio (Figura 1.4) para inducir 

diferentes procesos morfogénicos de J. curcas. 
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1.6 OBJETIVOS 

1.6.1 OBJETIVO GENERAL 

Establecer las condiciones de cultivo para la regeneración in vitro de variedades 

mexicanas no tóxicas de Jatropha curcas. 

1.6.1.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Establecer un protocolo para la formación de brotes in vitro de la especie. 

• Evaluar la respuesta de diferentes tipos de explantes durante la inducción de la 

organogénesis y la embriogénesis somática in vitro. 

• Evaluar el efecto de diferentes reguladores del crecimiento sobre la organogénesis 

y embriogénesis somática in vitro de J. curcas. 
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1.7 ESTRAT EXPERIMENTAL PARA EL ESTBLECIMIENTO DE 

PROTOCOLOS DE REGENERACIÓN EN Jatropha curcas 

Desinfección de Semillas 
1 

Extracción de Embriones 
cigóticos 

1 

Desarrollo de Plántulas in 
vitro 

1 
1 

Explante: Entrenudos Ex plantes: Hipocotilos, 

RCV: Citocininas tallos, cotiledones y hojas. 

RCV: Auxinas 
Citocininas. 

Proliferación de 
Brotes 

1 
Morfogénesis 

1 

1 

1 1 

1 

Histología 
1 

1 Organogénesis 
1 

E m briogénesis somática 
l 

1 1 

Elongación de brotes Enraizmiento 
RCV: Giberelina RCV: Auxina 

Figura 1.4 Estrategia experimental para inducir diferentes respuestas morfogénicas en Jatropha 
curcas. 
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CAPITULO 11. GERMINACIÓN DE EMBRIONES CIGÓTICOS in vitro E 

INDUCCIÓN DE BROTES DE Jatropha curcas. 

2.1 INTRODUCCIÓN 

En Jatropha curcas existen pocos estudios donde se evalúe la germinación. Estudios 

realizados en cuanto a viabilidad se refiere realizados por Achten et al., (2010) menciona 

que las semillas producidas autopolinización presentan una baja viabilidad comparadas 

con aquellas que se producen por polinización abierta. 

En lo que a germinación in vítro se refiere, en un primer estudio se evaluaron factores 

físicos como: luz, humedad y temperatura (Márquez y Campos, 2007). Posteriormente se 

varió la concentración iónica del medio de cultivo (López-Hernández et al., 2008) . En 

ninguno estos estudios se evaluó el efecto del ácido giberélico (AG3), el cual en otras 

especies ha mostrado ser beneficioso en la germinación (George et al. , 2008) . 

En lo referente a la formación de brotes vía meristemos, se han realizado varios estudios 

donde evaluaron diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento en genotipos 

de India y China (Kaewpoo y Te-chato, 2009; Shrivastava y Banerjee, 2008; Datta et al., 

2007; Kalimuthu et al., 2007; Thepsharam et al., 2006; Rajore y Batra, 2005) . A pesar de 

que estudios anteriores han mostrado resultados positivos al combinar varios reguladores, 

estudios realizados en genotipos de México (Sujatha et al. , 2005) y de India (Purkayastha 

et al. , 2010) presentan formación de brotes en presencia de un solo regulador. 

Con los antecedentes anteriores en esta fase experimental se establecieron las 

condiciones de germinación de embriones cigóticos variando la composición del medio de 

cultivo y adicionando diferentes concentraciones de AG3 para obtener el material base 

para estos estudios. De manera similar se evaluaron diferentes concentraciones de 

citocininas, (Benciladenina (BAP) y Tidiazurón (TDZ)), de forma individual para observar 

el efecto en la inducción de brotes. 
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1 FUENTE DE MATERIAL VEGETAL 

Para el presente estudio se utilizaron semillas procedentes recolectadas en el municipio 

de Tizimín en el estado de Yucatán. Los materiales utilizados son de genotipos no tóxicos 

identificados por los pobladores de la región, que utilizan las semillas como golosinas 

(comunicación personal) . 

Estos materiales fueron sembrados y cosechados en las instalaciones del CICY (Figura 

2.1). 

Las semillas se utilizaron como material base para diferentes procesos tales como: 

germinación, producción de brotes múltiples y en la inducción de diferentes procesos 

como es la organogénesis y embriogénesis somática. 

Figura 2.1 Plantas cultivadas de Jatropha curcas: A) Plantas de Jatropha curcas cultivadas en 
campo y B) Planta de Jatropha curcas con frutos y semillas. 

2.2.2 DESINFECCIÓN DE SEMILLAS 

Las semillas de Jatropha curcas se sumergieron en agua destilada por 24 h para suavizar 

la testa, posteriormente se ejerció presión con pinzas para obtener el endospermo. 

Una vez que se removió la testa y se obtuvo el endospermo se procedió a la asepsia en 

área estéril, las semillas sin testa se lavaron con etanol al 80% por 5 min, enjuagando 3 

veces con agua destilada estéril , posteriormente se procedió a un lavado con hipoclorito 

de sodio comercial al 30% por 15 min, enjuagando 5 veces con agua destilada estéril. 
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2.2.3 AISLAMIENTO Y GERMINACIÓN DE EMBRIONES CIGÓTICOS DE 

Jatropha curcas 

Para obtener los embriones cigóticos se hizo un corte longitudinal con bisturí , 

posteriormente se removió el embrión cigótico y se colocó de manera vertical en medio de 

cultivo MS suplementado con 30 g/1 de sacarosa, 2.2 g/1 de Gelrite. Los ensayos de 

germinación se hicieron en medio MS a la mitad de su concentración, a su concentración 

completa la cual se utilizó como testigo y adicionando 1.15 y 2.3 ¡..tM de ácido giberélico 

(AG3) . El pH se ajustó a 5.7 ± 1 con hidróxido de potasio (KOH) y ácido clorhídrico (HCI) . 

Los embriones se colocaron en frascos de cultivo de vidrio con 20 mi de medio de cultivo 

y se incubaron en obscuridad continua por 10 días a 25 ± 1 °C. Una vez concluidos los 

días de incubación las plántulas se transfirieron a condiciones de fotoperiodo de 16 h luz 

por 5 días, para posteriormente ser transferidos a frascos de vidrio con 40 mi de medio de 

cultivo MS sin AG3. 

Se realizaron 10 repeticiones donde se utilizaron 10 embriones cigóticos en cada 

repetición , con un total de 100 embriones cigóticos en un modelo completamente al azar. 

2.2.4 INDUCCIÓN DE BROTES CON BAP Y TDZ 

Se tomaron nudos con yemas axilares de plántulas cigóticas desarrolladas in vitro las 

cuales se cultivaron en 20 mi de medio MS adicionando de manera individual diferentes 

reguladores de crecimiento para inducir el desarrollo de yemas de J. curcas (Cuadro 2.1). 

Cuadro 2.1 Tratamientos utilizados en la inducción de brotes de J. curcas a partir de nudos con 
yemas axilares. 

Reguladores 

Benciladenina 

(BAP) 

Tidiazurón 

(TDZ) 

Concentraciones 

(J.LM) 

o 
5.5 

6 .6 

7.7 

o 
3.4 

4.5 

5.5 
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Los nudos que presentaban yemas axilares se cultivaron de manera horizontal sobre el 

medio; para cada uno de los tratamientos para producción de brotes múltiples se hicieron 

subcultivos cada cuatro semanas en el mismo tratamiento del que procedieron bajo 

condiciones de fotoperiodo de 16 ha una temperatura de 25 ± 1 °C. 

2.2.5 EVALUACIÓN DE VARIABLES DE RESPUESTA 

Para la germinación de embriones cigóti:cos de J. curcas las variables que se midieron 

fueron el tiempo de germinación y la frecuencia de germinación de cada tratamiento 

expresada en porcentaje. 

En la inducción de brotes múltiples las variables que se midieron fue el porcentaje de 

respuesta en cada uno de los tratamientos, el número de brotes formados por explante, la 

longitud del tallo en los brotes formados y el tiempo de respuesta de los mismos. 

Los resultados obtenidos se sometieron a un Análisis de Varianza (ANOVA) para detectar 

diferencias estadísticas entre medias mediante el método de Tukey con un nivel de 

confianza de 95%. 
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.3.1 GERMINACIÓN Y DESARROLLO DE EMBRIONES CIGÓTICOS DE 

Jatropha curcas 

Los embriones cigóticos de J. curcas en los diferentes tratamientos mostraron desarrollo 

en todos los medios de germinación. Los mejores resultados, en tiempo y frecuencia de 

germinación, se dieron en medios donde se redujo la concentración del medio MS a la 

mitad de su fuerza iónica y cuando se adicionó AG3 (Cuadro 2.2). 

Cuadro 2.2 Respuesta de embriones cigóticos de J. curcas en diferentes medios de germinación 
con 1 O días de incubación. 

Medio de germinación Respuesta* Tiempo para alcanzar el máximo 

(%) (días) 

%MS 67 ± 153 5 

MS 40 ± 14b 9 

1.15 ¡.¡.M AG3 77 ± 6.53 5 

2.3 ¡.¡.M AG3 87±2.1 3 5 

*Promedio± E. S . (n = 1 O repeticiones p:::; 0.05) . Letras distintas indican diferencias estadísticas. 

Las plántulas con cuatro semanas de cultivo formaron el primer par de hojas verdaderas 

(Figura 2.2 A) , al transcurrir las ocho semanas de cultivo se pudo observar la expansión 

de estas hojas (Figura 2.2 B) después de dieciséis semanas de cultivo se obtuvieron 

plántulas con hasta cuatro pares de hojas verdaderas (Figura 2.2 C) . 

Figura 2.2 Plántulas de Jatropha curcas desarrolladas in vitro con: A) 4 semanas de cultivo y 8) 8 
semanas de cultivo y C) 16 semanas de cultivo . Barra : 1 cm de longitud. 

43 



Capitulo JI 

La respuesta obtenida con medio MS a la mitad de su fuerza iónica puede deberse a 

diferentes factores una es la cantidad de nitratos en el medio MS, ya que en otras 

especies se ha estudiado que una cantidad reducida de nitratos es necesaria para el 

desarrollo de embriones cigóticos (George et al. , 2008) . Estos resultados coinciden con lo 

observado estudios anteriores con genotipos de Cuba donde al disminuir la concentración 

de sales del medio MS se incrementó la germinación de semillas de esta especie (López­

Hernández et al., 2008) . 

Estos ensayos germinativos efectuados en embriones cigóticos se realizaron por que la 

viabilidad de semillas se reduce por diferentes razones: por efectos de depresión 

consanguínea en semillas producto de la autopolinización (Achte et al. , 201 O; Raju y 

Ezradanam, 2007)) y la condiciones de almacenaje a 4 oc reduecen en un 50 % la 

viabilidad en periodos menores a un año (Marqués y Campos, 2007)). Por estas 'razones 

es que se procedió al rescate de embriones de esta planta para los ensayos in vitre. 

El procedimiento de asepsia reportado en este trabajo difiere de los anteriores trabajos de 

la literatura al no utilizar bactericidas, fungicidas y cloruro de mercurio (HgCI2) 

(Purkayastha et al., 201 O; Deore y Johnson, 2008; Li et al., 2008; O atta et al., 2007; 

Kalimuthu et al. , 2007) en este trabajo solo se uso etanol y cloro comercial. 

El porcentaje de germinación de los embriones cigóticos de J. curcas en medio 

adicionado con 2.3 f..LM AG3 fue de 87% ± 2.1 el cual presenta una mejora a estudios 

anteriores donde se obtuvo un 77% ± 6.5 de germinación en medio con 1.15 f.!M AG3 

(Valle-Gough, 2009) . 

Resultados anteriores muestran que en medio con %MS se obtiene hasta un 75% (López­

Hernández et al. , 2008) u 80% (Marqués y Campos, 2007) de germinación pero con un 

porcentaje de contaminación del 45%.y 90% respectivamente. 
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2.3.2 INDUCCIÓN DE BROTES A PARTIR DE NUDOS CON YEMAS AXILARES 

Las nudos de J. curcas de plántulas obtenidas in vitro se sometieron a diferentes 

tratamientos para la inducción de brotes como se muestra en el Cuadro 2.3. 

Cuadro 2.3 Respuesta de nudos con yemas axilares de J. curcas en tratamientos con diferentes 
concentraciones de BAP. 
Tratamientos con BAP 

(¡..tM) 

o 
5.5 

6.6 

7.7 

No. de brotes/ 

Explante* 

SR 

5.6 ± 0.693 

6.1 ± 0.293 

6 .0 ± 0.403 

Respuesta 

(%) 

SR 

100 

100 

100 

Largo de tallo 

(cm)* 

SR 

0.53 ± 0.04b 

1.11 ± 0.09a 

o.63 ± o.o5b 

*Promedio ± E.S. SR: sin respuesta. (n = 1 O repeticiones . p :::: 0.05) . Letras distintas indican 
diferencias estadísticas. 

En todos los medios la formación de brotes se observó a las dos semanas (Figura 2.3 A, 

2.3 D y 2.3 G) , a las cuatro semanas se observaron brotes de mayor tamaño (Figura 2.3 

B, 2.3 E y 2.3 F) . Finalmente a las ocho semanas de cultivo los brotes aumentaron tanto 

en número como en tamaño, el cual se midió en todos los explantes como un indicativo 

del grado de desarrollo de los brotes (Figura 2.3 C, 2.3 F y 2.3 1) . 

Durante este tiempo los explantes en los tratamientos con 6.6 ¡..¡.M de BAP tuvieron un 

mayor número de brotes con un mayor desarrollo a las ocho semanas esto reflejado en la 

longitud de los brotes y en que los brotes derivados de este tratamiento presentaban un 

tallo mas grueso con hojas mas anchas (Figura 2.3 F) . 
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Figura 2.3 Respuesta de yemas axilares en nudos de J. curcas con 5.5 ¡..tM BAP: A) 2 semanas B) 
4 semanas y C) 8 semanas. Yemas axilares con 6.6 ¡..tM BAP: D) 2 semanas, E) 4 semanas y F) 8 
semanas. Yemas con axilares con 7.7 ¡..tM BAP: G) 2 semanas, H) 4 semanas e 1) 8 semanas. 
Barra: 1 cm medido a las 8 semanas de cultivo. 

El efecto inductor de la BAP se ha estudiado anteriormente, los resultados obtenidos son 

similares a estudios recientes (Purkayastha et al., 2010; Sujatha et al., 2005) con la 

diferencia en que nuestro reporte no se varía la cantidad de BAP en cada resiembra lo 

que permite observar el efecto de este regulador a lo largo del tiempo. 

Estudios realizados en esta especie donde se utilizan combinaciones de BAP con otros 

reguladores de crecimiento han arrojado resultados menores en genotipos de Tailandia 
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(Rajare y Batra, 2005) o con porcentajes de inducción menores a los aquí reportados 

(Kaewpoo y Te-chato, 2009; Valle-Gough, 2009; Thepsharam et al. , 2006) . 

La diferencia entre porcentajes de inducción se puede deber a la procedencia del 

explante, estudios recientes comparan explantes de campo contra explantes de plantas in 

vifro y muestran que estos últimos presentan un mayor porcentaje de respuesta (Kumar y 

Reddy, 2010; Purkayastha et al., 2010; Kaewpoo y Te-chato, 2009) esto debido al estado 

fisiológico previo de la planta (George et al. , 2008; Hartmann y Kester, 2001) . 

Una respuesta importante a las ocho semanas de cultivo fue que los tratamientos 

mostraron organogénesis directa en la base de los explantes donde se realizó el corte 

(Figura 2.4 A, 2.4 B y 2.4 C) . Este tipo de respuesta no se había observado antes en 

tratamientos de donde se partía de meristemos axilares en presencia de este tipo de 

regulador adicionado de manera individual (Valle-Gough, 2009; Datta et al., 2007; Sujatha 

et al. , 2005) . 

Figura 2.4 Organogénesis directa de J. curcas en la base de nudos con yemas axilares en medio 
MS adicionado con A) 5.5 J..!M BAP, 8) 6.6 J..!M BAP y C) 7.7 J..!M de BAP. 
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Se trataron nudos con yemas axilares de J. curcas con diferentes concentraciones de 

TDZ como se muestra en el Cuadro 2.4. 

Cuadro 2.4 Respuesta de nudos con yemas axilares de J. curcas en tratamientos con diferentes 
concentraciones de TDZ. 
Tratamientos con TDZ No. de brotes/ 

(~M) Explante* 

o SR 

3.4 8.1 ± 0.69a 

4.5 7.6 ± 0.31a 

5.5 6.4 ± 0.44a 

Respuesta 

(%) 

SR 

100 

100 

100 

Largo de tallo 

(cm)* 

SR 

0.68 ± 0.09b 

1.45 ± 0.28a 

0.85 ± 0.19ab 

*Promedio ± E.S. SR: sin respuesta (n = 1 O repeticiones. p ::;; 0.05). Letras distintas indican 
diferencias estadísticas. 

Durante la primera semana de cultivo se observó la formación de callo en la base de las 

yemas axilares, en estos tratamientos se observó el aumento en el diámetro de los 

explantes y un cambio en la coloración incrementando la intensidad. Al cumplirse dos 

semanas de cultivo se observó la formación inicial de brotes en todos los tratamientos 

(Figura 2.5 A, 2.5 By 2.5 C). 

A las cuatro semanas de cultivo los brotes inducidos en TDZ mostraron un aumento en el 

número de brotes en cada uno de los tratamientos (Figura 2.5 D, 2.5 E y 2.5 F). Los 

tratamientos con 4.5 ¡.tM de TDZ mostraron un mayor tamaño al ser comparados con los 

otros tratamientos con TDZ (Figura 2.5 E). 

Al cumplirse ocho semanas de cultivo se observó que los brotes obtenidos con 4.5 ¡.tM 

TDZ mostraron hojas mas grandes y tallos mas gruesos (Figura 2.5 H) al compararse con 

otros explantes (Figura 2.5 G, y 2.5 1). 
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Figura 2.5 Formación inicial de brotes de J. curcas inducidos en presencia de TDZ con 2 semanas 
de cultivo : A) 3.4 ¡.¡.M TDZ, B) 4.5 ¡.¡.M TDZ y C) 5.5 ¡.¡.M TDZ. Formación de brotes a las 4 semanas 
de cultivo en: D) 3.4 ¡.¡.M TDZ, E) 4.5 ¡.¡.M TDZ y F) 5.5 ¡.¡.M TDZ. Brotes desarrollados con 8 
semanas de cultivo G) 3.4 ¡.¡.M TDZ, H) 4.5 ¡.¡.M TDZ e 1) 5.5 ¡.¡.M TDZ. Barra: 1 cm medida a las 48 
semanas de cultivo . 
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En esta especie se ha inducido la formación de brotes con TDZ de manera individual 

(Sujatha et al. , 2005) . Sin embargo, el efecto de este regulador no se evaluó por completo 

ya que se efectuaron subcultivos en medios con BAP obteniendo un número mayor de 

brotes que los aquí reportados. 

En estudios mas recientes mencionan que la adición de TDZ a yemas axilares no tiene un 

efecto inductivo al ser combinado con otros reguladores de crecimiento (Datta et al. , 

2007) . Lo que sugiere que el genotipo estarían jugando un papel importante en la 

respuesta de esta especie a este regulador debido a que en este trabajo y en el estudio 

de Sujatha et al., (2005) se obtienen respuestas positivas ante este regulador con 

genotipos de México. 

Los resultados de este estudio con BAP y TDZ, no difieren substancialmente de otras 

metodologías de proliferación de brotes sin embargo, los resultados obtenidos igualan a 

estudios recientes en cuanto a inducción de brotes (Purkayastha et al., 2010; Sujatha et 

al., 2005) y mejoran el porcentaje de respuesta de estudios previos (Kaewpoo y Te-chato, 

2009; Valle-Gough, 2009; Thepsharam et al., 2006). 

Se pudo observar que los tratamientos con TDZ tuvieron una respuesta dos veces más 

rápida que los tratamientos con BAP ya que los brotes obtenidos con este regulador se 

pudieron contabilizar hasta las ocho semanas de cultivo. 

La metodología aquí reportada para la inducción de brotes hace uso de un solo tipo de 

regulador (BAP o TDZ) con un alto porcentaje de inducción. Esto hace más sencillo el 

manejo e instauración de esta metodología. 
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CAPITULO 111. ORGANOGÉNESIS Y EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA DE 

Jatropha curcas 

3.1 INTRODUCCIÓN 

Procesos de organogénesis y embriogénesis somática se han efectuado en J. curcas para 

acelerar la mejora y para suplir la demanda futura de material vegetal con características 

deseables (Acthen et al. , 2010; Trivedi et al., 2009; Li et al., 2008). 

Los procesos de organogénesis directa e indirecta se han inducido en explantes como: 

embriones cigóticos, hojas, peciolos, epicotilos y cotiledones. Los reguladores mas 

utilizados han sido BAP de forma individual , en combinación con TDZ y diferentes auxinas 

(Khurana-Kaul et al. , 2010; Kumar et al., 2010; Kumar y Reddy, 2010; Misra et al., 2010; 

Varshney y Jhonson, 2010, Valle-Gough , 2009; Deore y Johnson, 2008; Li et al., 2008; 

Wei et al. ,2004) . 

Estudios donde se utiiliza TDZ mencionan que este regulador tiene un efecto benéfico en 

la organogénesis, incrementando la frecuencia de este proceso e incluso siendo 

necesario para la inducción del mismo (Khurana-Kaul et al. , 2010; Kumar et al., 2010; 

Deore y Johnson, 2008) . 

La embriogénesis somática directa se obtuvo por Kalimuthu et al., (2007) utilizando BAP 

en cotiledones. En el mismo año un estudio realizado por Jha et al., (2007) obtuvo 

embriogénesis somática indirecta con Kin en explantes hoja, la posterior disminución de la 

Kin y la adición de AlA produjo embriones somáticos en estados avanzados de desarrollo, 

con la posterior formación de embriones somáticos secundarios. 

En otras especies la presencia de auxinas, especialmente el 2,4-D, son necesarias para la 

inducción de procesos de embriogénesis somática (George et al. , 2008; Hartmann y 

Kester, 2001) . 

En J. curcas hay pocos estudios donde se evalúe el efecto del 2,4-D. Lopez-Hernández et 

al., 2008 reporta la formación de callo no morfogénico al utilizar 2,4-D de forma inidividual 

en hipocotilos, en ese mismo año Li et al., 2008 publicó un estudio donde al utilizar 

concentraciones similares de BAP y 2,4-D en cotiledones los explantes no respondieron. 

Recientemente Misra et al. , 201 O reportan una organogénesis indirecta incipiente en tejido 

folair utilizando 2,4-D y BAP este ultimo a bajas concentraciones. 

Tomando como base estudios previos de embriogénesis somática se utilizó Kin y BAP en 

concentraciones donde se obtuvo una mayor respuesta en este proceso. De manera 
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similar se propuso evaluar el sinergismo de estos reguladores con 2,4-D con diferentes 

concentraciones para la inducción de embriogénesis somática. De manera similar se 

utilizaron diferentes concentraciones de TDZ para evaluar el efecto de este regulador en 

la inducción de la organogénesis. 

3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1 EVALUACIÓN DE DIFERENTES EXPLANTES Y DIFERENTES 

REGULADORES SOBRE LA MORFOGÉNESIS in vitro DE J. curcas 

Para la inducción morfogénica se tomaron 4 tipos de explantes: embriones cigóticos, 

cotiledones, tallos y hojas verdaderas de plántulas in vitro. Los embriones cigóticos se 

seccionaron en cuatro segmentos iguales los cuales se colocaron de manera horizontal 

sobre el medio de inducción. Los cotiledones y hojas se seccionaron en fragmentos de 1 

cm2 aproximadamente y se colocaron con la cara adaxial en contacto con el medio, en el 

caso de los tallos se seccionaron en fragmentos de 0.5 cm de largo colocándose de 

manera horizontal sobre el medio. Los explantes se sembraron en medio MS adicionado 

con auxinas y citocininas como se muestra en el Cuadro 3.1. 

Cuadro 3.1 Reguladores utilizados en la inducción de respuestas morfogenéticas de J. curcas 
utilizando diferentes explantes. 

Medios Reguladores de crecimiento 

morfogénicos (J.LM) 

K in 2,4-D BAP TDZ 

1 

2 9.3 

3 9.3 5.6 

4 9.3 6.7 

5 9.3 7.9 

6 8.9 

7 5.6 8.9 

8 6.7 8.9 

9 7.9 8.9 

10 3.4 

11 4.4 

12 5.5 
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Los cultivos sometidos a diferentes tratamientos con los diferentes reguladores de 

crecimiento se subcultivaron cada cuatro semanas en el mismo medio de procedencia en 

condiciones de fotoperiodo de 16 h luz a una temperatura de 25 ± 1 °C. 

Se colocaron un total de 30 explantes en frascos con 20 mi de medio de cultivo, a razón 

de 3 explantes por frasco con 1 O repeticiones en un modelo completamente al azar. 

3.2.2 ELONGACIÓN DE LOS BROTES FORMADOS 

Los tejidos mostraron la proliferación de brotes u organogénesis directa e indirecta fueron 

sometidos a elongación en presencia de AG3 en concentraciones de O, 1.4, 2.8 y 4.2 ¡..¡.M 

en condiciones de fotoperiodo de 16 h luz y con resiembras cada cuatro semanas a una 

temperatura de 25 oc en la misma formulación de medio de elongación. 

Se colocaron 60 explantes en frascos con 20 mi de medio, a razón de 3 explantes por 

frasco con 20 repeticiones en un modelo completamente al azar. 

3.2.3 ENRAIZAMIENTO DE BROTES FORMADOS. 

Los tratamientos de enraizamieto se efectuaron en medio MS a la mitad de su 

concentración, a su concentración completa y adicionado con 0.5 ¡..¡.M de ácido 

indolbutírico (AIB) . Los subcultivos se realizaron cada cuatro semanas en el mismo medio 

de procedencia en condiciones de fotoperiodo de 16 h de luz y una temperatura de 25 ± 1 

°C. Se colocaron 20 explantes en frascos con 20 mi de medio con un explante por frasco. 

3.2.4 ANÁLISIS HISTOLÓGICO 

3.2.4.1 HISTOLOGÍA CON RESINAS PLÁSTICAS 

Los tejidos donde se indujeron los diferentes procesos morfogénicos fueron analizadas 

como se describe a continuación. Las muestras se sumergieron durante 24-h en una 

solución de FAA (Anexos 1, Cuadro A 1.1) para que posteriormente se deshidrate el 

tejido en etanol como se muestra en la Cuadro 3.2 . 
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Cuadro 3.2 Deshidratación de tejidos en etanol. 
Concentración de etanol Tiempo en vacío 

(%) (min) 

30 15 

50 15 

70 15 

85 15 

96 15 

100 15 

100 15 

100 15 
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Tiempo sin vacío 

(m in) 

45 

45 

45 

45 

45 

30 

30 

30 

Una vez terminados los cambios la muestras de tejido se sumergieron en una solución de 

pre-preinfiltración por 24-h una vez transcurrido este tiempo estos tejidos se sumergieron 

en una solución de preinfiltración para la posterior inclusión de los tejidos en resinas 

plásticas (Anexos 1, Cuadro A 1.2). 

Los tejidos se colocaron en una solución de inclusión y se colocaron en moldes vertiendo 

la solución sobre la muestra, seguido de esto, se colocaron adaptadores para microtomo 

procurando cubrir en su totalidad el adaptador. Las muestras se dejaron reposar por 72-h 

a temperatura ambiente para posteriormente desmontar y colocarlos en sílica por 5 días. 

Los cortes se realizaron en un microtomo de la marca Microm HM325 con cortes de 5 ¡..t.m 

para posteriormente teñir los tejidos con Azul de Toluidina (Anexos 1, Tabla A 1.3). 

3.3 EVALUACIÓN DE VARIABLES DE RESPUESTA 

Las variables evaluadas en cada experimento fueron : tipo de respuesta, explantes que 

respondieron en cada tratamiento (%) , número de brotes por explante, número de 

embriones somáticos formados por explante por tratamiento, longitud de los brotes, 

longitud de las raices y tiempo de respuesta de los explantes en cada tratamiento. 

Los datos recopilados fueron sometidos a un Análisis de Varianza (ANDEVA) para la 

detección de diferencias estadísticas. Se utilizó el método de Tukey con un nivel de 

confianza de 95 %, el software que se va utilizó para el análisis fue el SPSS No. 16.0.0. 
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3.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.4.1 INDUCCIÓN DE LA MORFOGÉNESIS EN Jatropha curcas 

3.4.1.1 EFECTO DE LA KIN Y 2,4-D SOBRE LA RESPUESTA DE DIFERENTES 

EX PLANTES 

Los tratamientos adicionados con Kin de forma individual y en combinación con 2,4-D 

(Cuadro 3.3) mostraron a las cuatro semanas de cultivo la formación de callo en 

embriones cigóticos y en explantes de hoja, las características del callo variaron con la 

presencia de 2,4-D. 

Cuadro 3.3 Respuesta a la formación de callos de diferentes tipos de explantes de J. curcas a 12 
semanas de cultivo en presencia de Kin y 2,4-D. 

Tratamientos Formación de callo 

(%)" 

E.C Cotiledón Tallo Hoja 

Testigo SR SR SR SR 

9.3 J.LM Kin 100a SR SR 30 ± 15b 

9.3 J.LM Kin + 5.6 J.LM 2,4-D 76 ± 11ab SR SR 60 ± 14b 

9.3 J.LM Kin + 6.7 J.LM 2,4-D 60 ± 12b SR SR 70 ± 1 oab 

9.3 J.LM Kin + 7.9 J.LM 2,4-D 66 ± 11ab SR SR 1003 

*Promedio ± E.S. EC: embrión cigótico . SR: sin respuesta. (n = 1 O repeticiones p ~ 0.05) . Letras 
distintitas indican diferencias estadísticas. 

En tratamientos donde se agregó Kin en embriones cigóticos se obtuvo la formación de 

callo compacto y seminodular de color rojo a las cuatro semanas de cultivo (Figura 3.1 A) . 

La presencia de este tipo de callo aumentó a las ocho (Figura 3.1 E) y doce semanas de 

cultivo (Figura 3.1 1) . 

Los tratamientos adicionados con 2,4-D mostraron la formación de callo de color verde y 

compacto a las cuatro semanas de cultivo (Figura 3.1 B, 3.1 C y 3.1 0). Se observó el 

incremento en la frecuencia de este tipo de callo a las ocho (Figura 3.1 F, 3.1 G y 3.1 H) y 

doce semanas de cultivo (Figura 3.1 J, 3.1 K y 3.1 L) . 
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En todos los tratamientos los explantes no responsivos mostraron a las dos semanas de 

cultivo fenolización del medio de cultivo y la posterior necrosis de los mismos. Al 

cumplirse doce semanas de cultivo se observó una organogénesis incipiente en presencia 

de 9.3 ¡..tM Kin con 7.9 ¡..tM 2,4-D (Figura 3.1 L) la cual con el tiempo no proliferó y mostró 

necrosis. 

Figura 3.1 Explantes de embriones cigóticos de J. curcas con 4 semanas de cultivo: A) 9.3 ¡..tM Kin, 
8) 9.3 ¡..tM Kin + 5.6 ¡..tM 2,4-D, C) 9.3 ¡..tM Kin + 6.7 ¡.¡M 2,4-D y D) 9.3 ¡.¡M Kin + 7.9 ¡.¡M 2,4-D. 
Embriones cigóticos con 8 semanas de cultivo: E) 9.3 ¡.¡M Kin, F) 9.3 ¡..tM Kin + 5.6 ¡.¡M 2,4-D, G) 9.3 
¡..tM Kin + 6.7 ¡..tM 2 ,4-D y H) 9 .3 ¡..tM Kin + 7.9 ¡..tM 2 ,4-D. Embriones cigóticos con 12 semanas de 
cultivo: 1) 9.3 ¡..tM Kin, J) 9 .3 ¡.¡M Kin + 5.6 ¡.¡M 2,4-D, K) 9.3 ¡.¡M Kin + 6.7 ¡.¡M 2,4-D y L) 9.3 ¡.¡M Kin + 
7.9 ¡.¡M 2,4-D. 
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Los tratamientos con Kin y de Kin con 2,4-D mostraron a las dos semanas la formación de 

callo en la periferia de los explantes en explantes de hojas tratadas. Tratamientos con Kin 

se mostraron una menor cantidad de callo y una mayor cantidad de explantes con 

necrosis que tratamientos con 2,4-D. 

En explantes de hoja la adición individual de Kin mostró la formación de callo verde y 

compacto en la periferia del tejido con cuatro semanas de cultivo (Figura 3.2 A), este callo 

se tornó de una coloración roja a las ocho semanas de cultivo (Figura 3.2 E) y se 

incrementó la presencia del mismo al cumplirse doce semanas de cultivo (Figura 3.2 1) sin 

formar ningún tipo de estructura organogénica o embriogénica. 

Los tratamientos adicionados con 2,4-D formaron callos de color verde pálido y de 

consistencia compacta a las cuatro semanas de cultivo (Figura 3.2 B, 3.2 C y 3.2 0), al 

cumplirse ocho semanas de cultivo el tejido calloso obtenido anteriormente aumentó su 

masas (Figura 3.2 F, 3.2 G y 3.2 H) con doce semanas de cultivo el callo se tornó de 

consistencia nodular en todos los tratamientos antes mencionados (Figura 3.2 1, 3.2 J y 

3.2 K) . 

Figura 3.2 Respuesta de explantes de hoja de J curcas con : 4 semanas de cultivo A) 9.3 ¡.¡.M Kin, 
B) 9.3 ¡.¡.M Kin + 5.6 ¡.¡.M 2 ,4-D, C) 9.3 ¡.¡.M Kin + 6.7 ¡.¡.M 2,4-D y D) 9.3 ¡.¡.M Kin + 7.9 ¡.¡.M 2 ,4-D. 
Explantes con 8 semanas de cultivo : E) 9.3 ¡.¡.M Kin, F) 9.3 ¡.¡.M Kin + 5.6 ¡.¡.M 2,4-D, G) 9.3 ¡.¡.M Kin + 
6 .7 ¡.¡.M 2 ,4-D, H) 9.3 ¡.¡.M Kin + 7.9 ¡.¡.M 2 ,4-D. Explantes con 12 semanas de cultivo: 1) 9.3 ¡.¡.M Kin , J) 
9.3 ¡.¡.M Kin + 5.6 ¡.¡.M 2 ,4-D, K) 9.3 ¡.¡.M Kin + 6 .7 ¡.¡.M 2,4-D, L) 9.3 ¡.¡.M Kin + 7.9 ¡.¡.M 2,4-D. 
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La adición de Kin promueve la formación de callo de una tonalidad rojiza, este color puede 

deberse a la presencia de pigmentos en fases iniciales de desarrollo. Esta respuesta se 

ha reportado en híbridos de Jatropha curcas, donde este tipo de callo, promueve la 

formación de tejido organogénico (Prabakaran y Sujatha, 1999). De la misma manera la 

adición de Kin se ha reportado en la inducción de callos embriogénicos con estructuras 

preglobulares a las cuatro semanas de cultivo (Jha et al., 2007). 

En nuestros experimentos se obtuvo únicamente la presencia de callo en todos los 

tratamientos con Kin, el cual no se diferenció en ningún tipo de estructura organogénica o 

embriogénica. 

Los diferentes tratamientos de Kin y 2,4-D influyeron en las características del callo 

formado. Los resultados obtenidos coinciden con reportes anteriores donde al agregarse 

este regulador, en concentraciones hasta seis veces mayores, no se reporta la formación 

de estructuras organogénicas o embriogénicas (Misra et al. , 2010; López-Hernández et 

al., 2008). 
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3.4.1.2 EFECTO DEL BAP Y 2,4-D EN LA EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA DE 

DIFERENTES EXPLANTES 

Los embriones cigóticos tratados con BAP de manera individual y con diferentes 

concentraciones de 2,4-D se enlistan en el Cuadro 3.4. 

Cuadro 3.4 Respuesta morfogénica de diferentes tipos de explantes de J. curcas en presencia de 
BAP 2,4-D. 
Tratamiento Tipo de respuesta* ESO/ Explante 

(%) de hoja* 

E.C Cotiledón Tallo Hoja 

Testigo SR SR SR SR SR 

8.9 ~M BAP Callo (70 ± 11 3
) SR Callo (50 ± 8 .6~ Callo (1 003

) SR 

8.9 ~M BAP + Callo (85 ± 7 .63
) SR Callo (1 003

) ESD (1 003
) 12 ± 1.53 

5.6 ~M 2,4-0 

8.9 ~M BAP + Callo(1 OOa) SR Callo (1 003
) ESD (1003

) 18 ± 1.93 

6.7 ~M 2,4-0 

8.9 ~M BAP + Callo (70 ± 133
) SR Callo (1 003

) ESD (1003
) 17 ± 2.33 

7.9 ~M 2,4-0 

*Promedio ± E.S. EC: embriones cigóticos. SR: sin respuesta. ESO: embriones somáticos directos. 
(n = 1 O repeticiones. p:::; 0.05) . 

En embriones cigóticos de J. curcas se obtuvo la formación de callo con BAP a las cuatro 

semanas de cultivo (Figura 3.3 A) , este callo fue de apariencia compacta y de color verde, 

al transcurrir las ocho semanas este callo adquirió una coloración rojiza (Figura 3.3 E) . Al 

cumplirse doce semanas de cultivo se observó la formación de callo verde obscuro de 

consistencia seminodular (Figura 3.3 1). En ningún tratamiento con BAP utilizando 

embriones cigóticos se obtuvo la formación de tejido organogénico o embriogénico. 

En el caso de tratamientos con BAP y 2,4-D la formación de callo se inició a las cuatro 

semanas en embriones cigóticos. El callo generado en tratamientos con 5.6 y 6.7 J.!M 2,4-

D era de color blanco de consistencia compacta con cuatro semanas de cultivo (Figura 

3.3 By 3.3 C) . En tratamientos con 7.9 J-LM 2,4-D se formó callo de color blanco con una 

consistencia semifriable (Figura 3.3 O). 
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Al cumplirse ocho semanas de cultivo en todos los tratamientos con 2,4-D se formaron 

brotes indirectos de manera esporádica en los explantes (Figura 3.3 F, 3.3 G y 3.3 H) , 

estos brotes no se desarrollaron y mostraron necrosis. A las doce semanas de cultivo 

aumentó la cantidad de callo formado anteriormente (Figura 3.3 J, 3.3 K y 3.3 L) . 

Figura 3.3 Respuesta de explantes de embriones cigóticos de J. curcas a las 4 semanas de cultivo 
con : A) 8.9 ¡.¡.M BAF', 8) 8 .9 ¡.¡.M BAP + 5.6 ¡.¡.M 2 ,4-D, C) 8.9 ¡.¡.M BAP + 6.7 ¡.¡.M 2 ,4-D y D) 8.9 ¡.¡.M 
BAP + 7.9 ¡.¡.M de 2,4-D. Explantes con 8 semanas de cultivo con : E) 8 .9 ¡.¡.M BAP, F) 8.9 ¡.¡.M BAP + 
5.6 ¡.¡.M de 2 ,4-D, G) 8.9 ¡.¡.M BAP + 6 .7 ¡.¡.M de 2 ,4-D y H) 8.9 ¡.¡.M BAP + 7.9 ¡.¡.M de 2,4-D. Explantes 
con 12 semanas de cultivo con: 1) 8.9 ¡.¡.M BAP, J) 8.9 ¡.¡.M BAP + 5.6 ¡.¡.M 2 ,4-D, K) 8.9 ¡.¡.M BAP + 
6 .7 ¡.¡.M 2 ,4-D y L) 8.9 ¡.¡.M BAP + 7.9 ¡.¡.M 2 ,4-D. 
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Los tratamientos con BAP y 24-D en tejido fol iar de J. curcas mostraron la formación de 

estructuras que asemejaban embriones somáticos directos en la periferia del tejido en 

todos los tratamientos a las cuatro semanas de cultivo. 

Los tratamientos con concentraciones de 5.6, 6.7 y 7.9 ¡.tM 2,4-D mostraron la formación 

de estructuras embrionarias en estadios globulares (Figura 3.4 A) , acorazonados y 

torpedo (Figura 3.4 B y 3.4 C) . 

Figura 3.4 Estrucutras embrionarias d irectas de J. curcas en tratamientos con A) 8 .9 ).!M de BAP y 
5.6 !J.M de 2,4-D; 8) 8.9 !J.M de BAP y 6.7 !J.M de 2,4-D y C) 8.9 !J.M de BAP y 7 .9 ).!M de 2,4-D. Con 
4 semanas de cultivo . 
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Al transcurrir seis semanas de cultivo estas estructuras embrionarias mostraron estados 

mas avanzados de desarrollo (Figura 3.5 A y 3.5 B). Al llegar a las ocho semanas de 

cultivo los embriones somáticos se tornaron de color verde con la formación de embriones 

secundarios globulares en este tejido (Figura 3.5 C). 

Figura 3.5 Desarrollo de embriones somáticos directos de J. curcas. A) Embriones somáticos con 
diferentes grados de desarrollo. B) Embriones somáticos ordenados de izquierda a derecha: 
embriones globulares, acorazonados, torpedos, cotiledonares y en conversión a planta con 6 
semanas de cultivo . C) Embriogénesis somática secundaria a las 8 semanas de cultivo. 

La adición individual de BAP difiere de estudios anteriores donde se obtienen procesos 

organogénicos indirectos en explantes de hoja (Kumar y Reddy, 2010; Kaewpoo y Te­

chato, 2009; Sujatha et al., 2005) y de embriogénesis somática directa en cotiledones 

(Kalimuthu et al. , 2007). 
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En otros estudios se observó que concentraciones de 8.9 ~M BAP promueven la 

formación de callo y disminuyen la frecuencia organogénica (Li et al., 2008; Kalimuthu et 

al., 2007) . Cabe mencionar que a diferencia de estudios donde las respuestas 

organogénicas y embriogénicas se dan en cotiledones (Li et al. , 2008; Kalimuthu et al. , 

2007), este explante no presentó respuesta en ninguno de los tratamientos. 

Al combinar BAP y 2,4-D se obtuvo embriogénesis somática directa en explantes de hojas 

en concentraciones similares de 2.4-D donde se obtuvo una respuesta organogénica 

incipiente en hojas y cotiledones (Kumar y Reddy, 2010; Kaewpoo y Te-chato, 2009) . 

En el Cuadro 3.5 se comparan los resultados en la embriogénesis somática de J. curcas 

de estudios anteriores comparado con lo obtenido en este trabajo 

Cuadro 3.5 Embriogénesis somática en J. curcas. 
Proceso Explante RCV Respuesta ES/ Tiempo Autores 

(%) explante (semanas) 

ESD Cotiledón BAP 90 40 Kalimuthu et 

al., 2007 

Hoja BAP + 2,4-D 100 18 8 Valle-Gough , 

2011 

ESI Hoja Kin 45 58 16 Jha et al., 

2007 

Kin + AIB 

RCV: regulador de crecimiento vegetal. E.S: embriones somáticos. ESO: embriogénesis 
somática directa . ESI : embriogénesis somática indirecta 

El proceso de embriogénesis somática obtenido en este trabajo mejora ciertos aspectos el 

estudio de Jha et al., (2007) al incrementarse dos veces el porcentaje de respuesta de los 

explantes y reducirse a la mitad el tiempo de producción de embriones somáticos. Sin 

embargo la eficiencia es tres veces menor a la obtenida en este trabajo. 

Al comparar la embriogénesis somática directa reportada por Kalimuthu et al., (2007) con 

la aquí obtenida el porcentaje de respuesta de los explantes es similar, con la diferencia 

que el proceso de Kalimuthu et al. , (2007) tiene un tiempo de respuesta ocho veces mayot 

y una eficiencia dos veces mayor a lo aquí reportado. 
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La diferencia en las frecuencia puede atribuirse al tipo de explante, estudios recientes 

indican que explantes generados de manera in vitro son mas responsivos que los 

procedentes de campo (Kaewpoo y Te-chato, 2009; Li et al., 2008; Misra et al., 2010). 

Los segmentos de tallos de J. curcas con BAP no mostraron respuesta, a las cuatro 

semanas de cultivo los explantes se necrosaron. 

Los tratamientos con 7.9 ¡..t.M 2,4-D formaron callo de color rojo (Figura 3.6 C) en una 

mayor frecuencia que tratamientos con 5.6 ¡..t.M 2,4-D (Figura 3.6 A) a las cuatro semanas 

de cultivo. En este mismo tiempo de cultivo en tratamientos con 6.7 ¡..t.M 2,4-D se formó 

callo compacto de color blanco (Figura 3.6 B) 

Al llegar a las seis semanas de cultivo, los explantes no desarrollaron ningún tipo de 

estructura y los explantes mostaron necrosis a las ocho semanas de siembra. 

Figura 3.6 Segmentos de tallos de J. curcas con 8 semanas de cultivo : A) 8.9 ¡.¡.M BAP + 5.5 ¡.¡.M 
2,4-D; 8) 8 .9 ¡.¡.M BAP + 6 .7 ¡.¡.M 2,4-D y C) 8.9 ¡.¡.M BAP + 7 .9 ¡.¡.M 2,4-D. 

En estudios donde se usan hipocotilos y epicotilos de esta especie en presencia de BAP o 

en combinación con AIB se produce organogénesis indirecta (Kaewpoo y Te-chato, 2009; 

Valle-Gough , 2009; Wei et al., 2004) . 

Sin embargo los tallos al ser cultivados en los tratamientos con BAP no reportaron ningún 

tipo de respuesta. Esto se puede deber a la edad del explante utilizado, a mayor edad de 

explante se reduce la capacidad morfogénica del mismo y se incrementa la formación de 

callo (Kaewpoo y Te-chato, 2009; Li et al., 2008; Jha et al., 2007; Kalimuthu et al. , 2007) . 
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3.4.1.3 EFECTO DEL TDZ EN LA ORGANOGÉNESIS EN DIFERENTES 

EXPLANTES DE J. curcas 

Los tratamientos en presencia de TDZ, se efectuaron tomando como explantes embriones 

cigóticos, cotiledones, hojas y tallos (Cuadro 3.6): 

Cuadro 3.6 Respuesta de diferentes tipos de explantes con diferentes concentraciones de TDZ. 
Tratamientos Tipo de respuesta Brotes/ Explante responsivos* 

TDZ (¡..LM) (%) 

EC Cotiledón Tallo Hoja E.C Cotiledó Hoja 

n 

Testigo SR SR SR SR SR SR SR 

3.4 OD (16) 01 (1 O) SR OD (100) 14 ± 3.1b 12 ± 4 .4b 28 ± 1.3a 

4.5 OD (10) 01 (30) SR 01 (1 00) 17±4.1b 18 ± 2.5 b 22 ± 1.4a 

5.5 OD (13) 01 (16) SR 01 (1 00) 10±3.1b 10±3.1 b 24 ± 1.4a 

*Promedio ± E.S. Letras distintas indican diferencias estadísticas. SR: sin respuesta. EC: Embrión 
cigótico. 00: Organogénesis directa. 01: Organogénesis indirecta . (n = 1 O repeticiones. p ~ 0.05) . 

Los embriones cigóticos con cuatro semanas de cultivo mostraron necrosis en la mayoría 

de los explantes con TDZ. Los tratamientos con 3.4 f..L~ TDZ mostraron expansión foliar 

(Figura 3. 7 A) y la formación de tejido organogénico de forma directa en los tratamientos 

con 4.5 y 5.5 f..LM TDZ (Figura 3.7 B y 3.7 C). Los explantes a las ocho semanas de 

incrementó la cantidad de tejido organogénico en todos lo tratamientos con TDZ (Figura 

3.7 O, 3.7 E y 3.7 F) . 
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Figura 3.7 Respuesta de embriones cigóticos con diferentes concentraciones de TDZ. A) 3.4 ¡.¡M 
TDZ, 8) 4.5 ¡.¡M TDZ y C) 5.5 ¡.¡M TDZ con 4 semanas de cultivo. Respuesta de embriones cigóticos 
con 8 semanas de cultivo D) 3.4 ¡.¡M TDZ, E) 4.5 ¡.¡M TDZ y F) 5.5 ¡.¡M TDZ. 

Los cotiledones a las cuatro semanas de cultivo en medios con TDZ mostraron 

fenolización y necrosis en la mayor parte de los explantes. Todos los tratamientos donde 

se utilizó 3.4 - 4.5 11M TDZ mostraron organogénesis indirecta (Figura 3.8 A, 3.8 B y 3.8 

C). Al cumplirse ocho semanas de cultivo se observó un aumento en la formación de 

órganos indirectos (Figura 3.8 D, 3.8 E y 3.8 F) . 
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Figura 3.8 Respuesta de cotiledones con diferentes concentraciones de TDZ. A) 3.4 1-lM TDZ, B) 
4.5 flM TDZ y C) 5.5 flM TDZ, con 4 semanas de cultivo Organogénesis indirecta con 8 semanas 
de cultivo D) 3.4 flM TDZ, E) 4.5 1-lM TDZ y F) 5.5 flM TDZ. 

Los resultados en embriones cigóticos y cotiledones se resumen en el Cuadro 3.7, donde 

se pueden observar diferencias contrastantes al compararse con estudios anteriores. 

Cuadro. 3.7 Inducción de procesos organogénicos en diferentes explantes de J. curcas. 

Proceso Ex plante RCV Respuesta Brotes/explantes Referencias 

(%) responsivos 

01 ECI BAP + AIB 90 10 Varshney y Jhonson , 

2010 

ECM TDZ 16 14 Valle-Gough , 2011 

Cotiledón BAP+ AIB +AG3 94 NR Li et al., 2008 

OD Cotiledón TDZ 30 18 Valle-Gough , 2011 

ECI: embrión cigótico inmaduro. ECM: embrión cigótico maduro. OD: organogénesis directa . 01: 
organogénesis indirecta 
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Los tratamientos con TDZ en embriones cigóticos muestran un aumento del treinta 

porciento en el número de brotes obtenidos. Sin embargo, la respuesta de los explantes 

es cinco veces menor que estudios anteriores (Varshney y Jhonson, 2010). Esto es 

atribuible a la edad del explante, el estudio realizado por Varshney y Jhonson. (201 O) 

menciona que al utilizar embriones cigóticos maduros estos no presentaban la formación 

de tejido organogénico indirecto y había un incremento de explantes no respnsivos. 

En cotiledones el porcentaje de respuesta fue tres veces menor a lo reportado 

anteriormente, con la diferencia en que en este reporte la respuesta organogénica se 

induce con combinaciones de auxinas, citocininas y giberelinas no reportando el número 

de brotes obtenidos en cada explante (Li et al., 2008). 

En explantes de hoja durante las primeras dos semanas de cultivo se observó la 

expansión de los explantes en tratamientos con TDZ (4.5 y 5.5 ¡..t.M) junto con la formación 

de tejido calloso en la periferia del tejido. 

Explantes con cuatro semanas de cultivo mostraron la formación de tejido organogénico 

en la periferia de las hojas en todos los tratamientos con TDZ. El proceso de 

organogénesis se dio de manera directa en tratamientos con 3.4 ¡..t.M TDZ (Figura 3.9 A) e 

indirecta con 4.5-5.5 ¡..t.M TDZ (Figura 3.9 By 3.9 C) . 

Los brotes en cada uno de los tratamientos con TDZ aumentaron en número y en tamaño 

a las ocho semanas de cultivo (Figura 3.9 D, 3.9 E y 3.9 F) . Al cumplirse doce semanas 

de cultivo todos los tratamientos mostraron una cantidad mayor de brotes con una mayor 

longitud (Figura 3.9 G, 3.9 H y 3.9 1). Los brotes obtenidos en esta fase se transfirieron a 

tratamientos de elongación. 
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Figura 3.9 Organogénesis en tejido foliar de J. curcas. Organogénesis directa con 3.4 ¡J.M TDZ con 
A) 4 semanas, D) 8 semanas G) 12 semanas de cultivo. Organogénesis indirecta con 4.5 ~J.M TDZ 
con B) 4 semanas, E) 8 semanas, H) 12 semanas de cultivo. Organogénesis indirecta con 5.5 ~J.M 
TDZ con C) 4 semanas, F) 8 semanas, 1) 12 semanas de cultivo . 

En explantes de hoja se ha reportado la inducción de procesos de organogénesis directa 

e indirecta, estos estudios hacen uso de TDZ en combinación con otros reguladores de 

crecimiento (Khurana-Kaul et al., 201 O; Deore y Johnson, 2008). Reportes recientes 

muestran una mayor respuesta en tratamientos donde se utiliza TDZ, que en los que no 

se utiliza, mostrando un efecto benéfico en la organogénesis de esta especie (Khurana­

Kaul et al., 2010; Kumar y Reddy, 2010; Kumar et al., 2010). 

Los resultados de los estudios mencionados anteriormente son menores a los aquí 

reportados, tanto en porcentaje de inducción de este proceso como en el número de 
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órganos generados (Kumar y Reddy, 2010; Kumar et al. , 2010; Sujatha et al., 2005; Wei 

et al., 2004) 

En los procesos de organogénesis obtenidos en este trabajo, la concentración de TDZ 

influyó en el tipo de respuesta en tratamientos con 3.4 J.!M TDZ se indujo la organogénesis 

de forma directa mientras que tratamientos con 4.5 y 5.5 J.!M TDZ indujeron la 

organogénesis indirecta. Esta respuesta se había observado en estudios recientes 

mostrando que a concentraciones altas de TDZ se incrementa la formación de callo con 

una reducción en el número de brotes (Khurana-Kaul et al., 201 O; Deore y Johnson, 

2008). 

En el Cuadro 3.8 se resumen los resultados obtenidos en este reporte en explantes de 

hoja y en estudios previos realizados en la inducción de procesos organogénicos. 

Cuadro 3.8 Organogénesis directa e indirecta en explantes de hojas en J. curcas. 
Proceso RCV Respuesta Brotes/ Referencia 

OD 

01 

TDZ + AIB 

TDZ 

TDZ + Kin + AIB, 

BAP + KIN +AlA+ AG3 

TDZ 

(%) explante 

88 18 

100 28 

53 11 

100 22 

Khurana-Kauñ et al., 

2010 

Valle-Gough , 2011 

Deore y Jhonson , 

2008 

Valle-Gough , 2011 

RCV: reguladores de crecimiento vegetal. OD: organogénesis directa. 01: organogénesis indirecta 

En el proceso de organogénesis directa se logró mejorar la tasa de multiplicación del 

proceso en un sesenta y cinco porciento con respecto al estudio publicado por Khurana­

Kaul et al., (2010) con la diferencia que en nuestro caso solo se utilizó TDZ a lo largo del 

proceso. Los resultados obtenidos en la organogénesis indirecta, mejoran estudios 

previos al incrementar el porcentaje de respuesta el doble y obteniendo dos veces mas 

brotes por explante que lo reportado por Deore y Jhonson, (2008) . 
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3.4.1.4 ELONGACIÓN DE BROTES EN PRESENCIA DE AG3 

Los brotes obtenidos a través de los diferentes experimentos se transfirieron a medio de 

elongación con diferentes concentraciones de AG3 (Cuadro 3.9) . 

Cuadro 3.9 Tratamientos de elongación en brotes de J. curcas. 
Medio de elongación Respuesta* 

AG3 (¡.¡.M) (%) 

o 31 ± 6.9 

1.4 50± 7.2ab 

2.8 73±7.1 3 

4.2 30 ± 6.9b 

Longitud de tallo* 

(cm) 

0.67 ± 0.1 

0.92 ± O.Sb 

1.35 ± 0.1 3 

0.416 ± 0.41 c 

*Promedio± E.S. (n = 20 repeticiones. p s 0.05) . Letras distintas indican diferencias estadísticas. 

La elongación de brotes se produjo a las cuatro semanas de cultivo, los tratamientos en 

los que se observó una mayor respuesta fueron los adicionados con 2.8 ¡..tM AG3 (Figura 

3.1 O C), los tratamientos testigo y con 1.4- 4.2 ¡..tM AG3 mostaron un menor porcentaje de 

respuesta. A las ocho semanas de cultivo los tratamientos con 2.8 ¡..tM AG3 (Figura 3.1 O G) 

mostraron una mayor longitus y porcentaje de respuesta al compararse con el tratamiento 

testigo y los tratamientos con 1.4 -4.2 ¡..tM AG3 (Figura 3.1 O E, 3.1 O F y 3.1 O H) 

Figura 3.1 o Elongación de brotes de J. curcas con 4 semanas de cultivo A) Testigo, B) 1.4 J.!M 
AG3 , C) 2.8 J.LM AG3 y D) 4.2 J.LM AG3. Elongación con 8 semanas de cultivo E) Testigo, F) 1.4 ¡.¡M 
AG3, G) 2.8 J.!M AG3 y H) 4.2 ¡.¡M AG3. 
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Estudios previos en la elongación de brotes hacen uso de una combinación de citocininas 

y auxinas estas últimas en concentraciones altas, con resultados positivos (Kumar y 

Reddy, 201 O). 

En cuanto al efecto del AG3 para elongación estudios previos revelan que la adición 

incrementa el desarrollo de brotes, sin embargo estos estudios son escasos y la mayoría 

utilizan este regulador en combinación con citocininas (Khurana-Kaul et al., 2010; Deore y 

Jhonson, 2008; Li et al., 2008) . 

Los resultados obtenidos en estudios previos revelan que la adición individual de AG3 

influye en la elongación de brotes de J. curcas (Purkayastha et al., 2010) . En este estudio 

cantidades bajas de este regulador muestran un alto porcentaje de respuesta el cual 

disminuye al incrementar la concentración de AG3 (Cuadro 3.1 O). 

Cuadro 3.10 Tratamientos de elongación de brotes en presencia de ácido giberélico (AG3) . 

Tratamientos con AG3 Explantes elongados Referencia 

(J.1M) (%) 

o 18 Purkayastha et al., 201 O 

0.1 59 

0.5 98 

1.0 62 

2.5 45 

5.0 38 

o 31 Valle-Gough , 2011 

1.4 50 

2.8 73 

4.2 30 

Los resultados obtenidos difieren de lo reportado por Purkayastha et al. , (201 O) , con un 

porcentaje de elongación de hasta el noventa y ocho porciento en concentraciones seis 

veces menores de AG3 comparado con tratamientos de 2.8 ¡..¡.M AG3 donde se obtiene un 

setenta y tres porciento de brotes elongados. 

La diferencia en la respuesta puede radicar en el genotipo, debido a que la sensibilidad 

ante este regulador puede cambiar entre variedades de la misma especie (George et al., 
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2008). Sin embargo, se observa la tendencia general que a cantidades mayores de 2.5 

¡.tM AG3 resultan inhibitorias para el crecimiento de esta planta. 

El tiempo de elongación coincide con la literatura donde se usa este regulador en 

combinación con auxinas y citocininas (Khurana-Kaul et al., 201 O; Purkayastha et al., 

2010; Li et al. , 2008) . En estos estudios la longitud de los brotes es mayor a la reportada 

en este trabajo, mostrando que el AG3 influye significativamente en el desarrollo de brotes 

y que la interacción de este regulador con cantidades bajas de auxinas y citocininas son 

las que producen un mayor grado de elongación (Khurana-Kaul et al., 201 O; Li et al. , 

2008; Kalimuthu et al. , 2007) . 

3.4.1.5 ENRAIZAMIENTO DE BROTES 

Los brotes en enrizamiento no mostraron formación de raíces a las cuatro semanas de 

cultivo (Cuadro 3.11) , al cumplirse ocho semanas de siembra todos los explantes 

mostraron fenolización y necrosis. 

Cuadro 3.11 Respuesta de brotes de J. curcas en diferentes medio de enraizamiento. 
Medio de enraizamiento Explantes con respuesta 

(%) 

%MS SR 

MS SR 

0.5 ~M AIB SR 

Promedio± E.S. SR: Sin respuesta. (n= 20 repeticiones p:::; 0.05). 

Los tratamientos de enraizamiento en nuestros experimentos difieren de estudios 

anteriores donde obtienen una alta frecuencia de enraizamiento con medio MS, MS 

reducido a la mitad y con AIB (Kumar et al. , 2010; Purkayastha et al., 2010; Deore y 

Jhonson, 2008; Li et al., 2008; Rajere y Batra, 2005) . En nuestro caso no se obtuvo la 

formación de raíces en ningúno de los tratamientos utilizados. Esta diferencia en la 

respuesta se le puede atribuir al genotipo de la planta además la información relativa a la 

morfogénesis en genotipos no tóxicos de México no reportando eventos exitosos de 

enraizamiento. 
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3.5 ANÁLISIS HISTOLÓGICO 

3.5.1 HISTOLOGÍA DE BROTES ADVENTICIOS INDIRECTOS 

Figura 3.11 Histología de la organogénesis indirecta de J. curcas. A) Formación de tejido 
organogénico (SE: Sección del explante; ZV: Zona vascular y ZM: Zona meristemática apícal) , B) 
Acercamiento a estructura organogénica (HV: Haces vasculares y MA: Meristemo apical) C) 
Acercamiento a la sección del meristemo apical (ZC: Zona central , ZP: Zona periférica y ZD: Zona 
de división) . 

El proceso de organogénesis obtenido con TDZ mostró la formación de estructuras 

organogénicas a partir de callo, se pueden observar los haces vasculares en los brotes 

formados, la conexión con el tejido materno y el meristemo apical (Figura 3.11 A) . 

En un acercamiento observamos los haces vasculares y la zona del meristemo apical 

completamente formada (Figura 3.11 8) . El meristemo muestra las tres capas de tejido 

características: zona central, zona periférica y zona de división (Figura 3.11 C). 
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CAPITULO IV. DISCUSIÓN GENERAL 

4.1 DISCUSIÓN GENERAL 
' 

Capitulo I V 

La generación de plantas de diferentes genotipos de Jatropha curcas ha sido estudiada 

por diversos autores quienes han utilizado TDZ combinado con otras auxinas y citocininas 

(Khurna-Kaul et al. , 2010; Varshney y Jhonson, 2010; Deore y Jhonson, 2008) . Los 

resultados en este estudio muestran que el medio adicionado únicamente con TDZ 

permite la inducción de la organogénesis directa e indirecta, en función de la 

concentración de este regualdor, obteniéndose una mayor eficiencia comparada con otros 

estudios previos realizados en esta especie. En este protocolo se emplearon como 

explantes hojas de plantas asépticas, en presencia de 3.4 ¡..tM TDZ obteniéndose un 

promedio de 28 brotes por explante. La elongación se logró con 2.8 ¡..tM AG3. Estos 

resultados permiten recomendar este protocolo para la propagación in vitro de J. curcas 

especialmente de aquellos materiales genéticos que resulten promisorios o hayan sido 

identificados como plantas elite durante la selección en campo. 
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

5.1 CONCLUSIONES 

Capitulo V 

• La germinación de embriones cigóticos de J. curcas aumentó de manera 

significativa con respecto al testigo al reducir la concentración de sales en el medio 

MS en un 50 % y al adicionar AG3 (1 .15 y 2.3 ~M) . 

• Se indujeron brotes múltiples de mayor longitud en concentraciones de 6.6 !!M 

BAP y 4.5 1-LM TDZ. Los tratamientos con TDZ fueron los que mostraron un mayor 

número de brotes desarrollados en un menor tiempo que en tratamientos con BAP. 

• Los tratamientos con Kin y 2,4-D dieron la formación de callo en todos los 

explantes utilizados. En los tratamientos con BAP y 2,4-D se dio la formación de 

callo en embrión cigótico y tallo. 

• Cuando se utilizó tejido foliar con BAP y 2,4-D se obtuvo la formación de 

embriones somáticos directos en todos los tratamientos, no difiriendo la respuesta 

entre tratamientos. 

• Se obtuvo organogénesis directa e indirecta en presencia de TDZ, esto en función 

del tipo de explante y de la concentración de este regulador. El explante con 

mayor respuesta fue tejido foliar. Los embriones cigóticos y cotiledones mostraron 

una frecuencia de respuesta organogénica muy baja. 

• La adición de AG3 a los brotes promueve la elongación de manera significativa 

siendo la mejor concentración la de 2.8 ~M AG3 donde se obtuvo una mayor 

longitud. Tratamientos con concentraciones mayores a 2.8 !!M AG3 fueron 

inhibitorios para la elongación de los brotes. 
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5.2 PERSPECTIVAS 

• Establecer las condiciones de enraizamiento en los procesos de organogénesis 

directa obtenidos en este estudio. 

• Desarrollar métodos de escalamiento a inmersión temporal (BioMint) de los 

procesos de germinación, inducción de brotes múltiples, organogénesis y 

embriogénesis somática de J. curcas, lo que permitirá incrementar las tasas de 

multiplicación y conversión a plantas de los sistemas de regeneración in vitro de la 

especie, establecidos en este estudio. 
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ANEXOS1. FORMULACIONES PARA HISTOLOGIA 

Cuadro A 1.1 Formulación para solución FAA. 

Compuesto 

Agua 

Alcohol etílico (95%) 

Formaldehído (40%) 

Ácido acético glacial 

Total 

Volumen 

350 mi 

500 mi 

100 mi 

50 mi 

1000 mi 

Cuadro A 1.2 Formulación de soluciones de infiltración e inclusión en resina . 

Solución Composición 

Pre-preinfiltración 50 mi de n-Butoxietanol + 50 mi de etanol 

absoluto 

Preinfiltración 

Inclusión 

100 mi de n-Butoxietanol + 0.9 g de 

Benzoilperóxido 

98 mi de solución de preinfiltración + 2 mi de N-N 

Dimetii-Anilina 

Cuadro A 1.3 Formulación de soluciones para tinción . 

Solución 

Azul de Toluidina 

Composición 

Acetato de sodio 0.2 M, pH = 5.3 + 0.5 g de 

Azul de Toluidina 

Anexos 

Volumen 

100 mi 

50 mi 

100 mi 

Volumen 

1000 mi 
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