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INDUCCION DE CALLOS MERISTEMATICOS Y REGENERACION D E PLANTAS
IN VITRO EN EL CULTIVO DEL PINON (Jatropha curcas L.)

INDUCTION OF CORNS MERISTEMATICOS AND REGENERATION OF PLANTS
IN VITRO IN THE CULTURE OF THE Jatropha curcas L.

RESUMEN

La presente investigacion se destind a dar a conocer las posibilidades que se tienen en la reproduccion in vitro de la
especie Jatropha curcas L., ya que esta planta que entre sus mdltiples usos esta la generacién de biodiesel,

utilizando como materia prima el aceite proveniente de las semillas.

Es por ello que para lograr satisfacer la demanda de esta especie vegetal que poco a poco esta desarrollandose a
gran escala y asegurar el facil suministro de este material de importancia econdémica, se gener6 la necesidad de
establecer la técnica de multiplicacion masiva, como lo es la técnica de cultivo de tejidos, ya que permite que en poco
tiempo se logre la multiplicacion a gran escala de diversas especies vegetales, con alta calidad fitosanitaria y genética,

seleccionando para ello Unicamente los mejores materiales para su clonacion.

Esta investigacion pretendié generar informacion basica que permitiera, lograr en futuras ocasiones, realizar proyectos
de propagacion in vitro de Jatropha curcas L. var. Huehuetenango, con un enfoque comercial, tomando en cuenta que
los problemas anteriormente expuestos impiden la propagacién masiva de esta especie oleaginosa, a partir de callos

meristematicos de esta especie vegetal.

Dichos problemas se pueden superar por medio de la experimentacion de nuevas técnicas de propagacion, una de
estas metodologias es el cultivo de tejidos in vitro. Esta técnica, consiste en extraer una parte de tejido vivo y cultivarlo
en un medio de composicion quimica definida, mediante condiciones ambientales controladas, esto implica también
gue cada una de las plantulas que se producen, puedan crecer y ser fenotipica y genotipicamente idénticas a la planta

original de la que se derivan, asi como generar un material con alta calidad fitosanitaria.

La primera fase de esta investigacion consistio en la multiplicacién de callos meristematicos de dicha especie vegetal,
los cuales ya estaban dentro del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de esta facultad, dichos explantes fueron
generados a partir de frutos inmaduros de esta especie, recolectados en Cuilco, municipio de Huehuetenango por el
Ing. Agr. Domingo Amador (Q.E.P.D.), tomando en cuenta los resultados obtenidos de la primera fase de la
investigacidon y respaldados por los resultados obtenidos en el analisis estadisticos, los explantes que por sus
condiciones tanto cualitativas (estadp fotosanitario y coloracién) como cuantitativas (peso en gramos, largo y ancho en
centimetros) dieron mejores resultados fueron los sometidos al tratamiento No. 6 el cual contenia 3mg/l de

benzilaminopurina combinado con 1 mg/l de acido naftalenacetico en un medio de sales MS al 100%.



Posteriormente estos callos fueron trasladados a un medio que diera como resultado la regeneracion de plantulas a
partir de estos explantes, realizdndose varios ensayos para ello, en diferentes medios de cultivos lograndose
Unicamente que los callos se mantuvieran mejor preservados y siguieran desarrollandose en cuanto a sus

dimensiones de peso en gramos largo y ancho en centimetros, asi como un excelente estado fitosanitario.

Altas concentraciones de reguladores de crecimiento (auxinas) promueven la formacién de callos meristematicos,
aunque esto no garantiza que se generen brotes posteriormente, en la segunda fase de esta investigacion
Unicamente se logré la generacién de embrioides, que son tejidos que no logran desarrollarse posteriormente en una

plantula.

Se recomienda realizar una colecta y posterior germinacion de semillas, de esta variedad Cuilco, Huehuetenango, con
el objetivo de realizar un ensayo de regeneracion de plantulas a partir de callos meristematicos generados de las
secciones foliares o de raiz de dicha especie vegetal, ya que se han tenido respuesta positivas en otros genotipos asi
también sembrar embriones, lo cual aumentaria las posibilidades que se diera un resultado positivo en cuanto a

regeneracion in vitro de esta especie en particular.



1. Introduccion

El género Jatropha, pertenece a la familia Euphorbiacea, este género tiene mas de 3,500 especies, la planta es nativa
de la mayor parte de América Latina, el sur oeste de Asia, India y Africa, su nombre se deriva de: iatros que significa

médico y trophe que significa alimento.

Jatropha curcas L., es una planta perenne, cuyo ciclo productivo se extiende de 45-50 afios, puede encontrarse en la
mayoria de climas, desde los muy calidos hasta lugares muy frios, donde la produccién es baja, es resistente a

heladas no muy severas, en cuanto a su propagacion, ésta se puede propagar por semilla, estaca e in vitro.

La presente investigacion se destind a dar a conocer las posibilidades que se tiene en la reproduccion in vitro de la
especie Jatropha curcas L., ya que esta planta entre sus multiples usos esta la generacion de biodiesel, utilizando

como materia prima el aceite proveniente de las semillas.

Es por ello que para lograr satisfacer la demanda de esta especie vegetal que poco a poco esta desarrollandose a
gran escala y asegurar el facil suministro de este material de importancia econdémica, se gener6 la necesidad de
establecer la técnica de multiplicacién masiva, como lo es la técnica de cultivo de tejidos. Ello permite que en poco
tiempo se logre la multiplicacion a gran escala de diversas especies vegetales, con alta calidad fitosanitaria y genética,

seleccionando para ello Unicamente los mejores materiales para su clonacion.

En base a las caracteristicas propias de la especie y la necesidad que se tiene de contar con plantulas que conserven
su identidad genética y un buen estado fitosanitario, se procedié a evaluar la respuesta de Jatropha curcas L. var.
Huehuetenango, por medio de la técnica de cultivo de tejidos. Para ello se utilizaron diferentes combinaciones de
acido naftalenacético (ANA) y bencilaminopurina (BAP), para la multiplicacion de callos meristématicos en un medio
de sales de Murashine y Skoog al 100%. Posteriormente se seleccionaron los tratamientos que presentaron mejores
resultados y estos fueron utilizarlos en la fase de regeneracion de plantulas de esta especie, se combinaron en medios
de sales de Murashine y Skoog a una concentracion del 100% y 50% respectivamente. En la segunda fase de la

investigacidn se generaron Unicamente posibles brotes, los cuales no lograron desarrollarse.

Al no tener resultados positivos con dichos tratamientos se procedié a evaluar 8 tratamientos mas, 7 de ellos con
medio MS a 50% y 100% combinado con giberelinas y cinetina a diversas concentraciones sin resultados favorables y
por Ultimo se evalud un tratamiento con dosis mas altas de benzilaminopurina y de acido naftalenacetico, con estos
tratamientos Unicamente se logro tener desarrollo del callo en cuanto a sus dimensiones y peso sin que en ninguno
de los casos se lograra contar con brotes bien diferenciados. Es por ello que recomienda que se utilicen explantes que
no excedan el tiempo de 6 meses sembrados en el medio de cultivo, asi también que este no haya sido cambiado de
medio mas de 5 veces, debido a que esto muchas veces disminuye las probabilidades a una respuesta positiva de los
mismos y por Ultimo se recomienda realizar mas experimentos tomando en cuenta diversas combinaciones de acido
giberélico y cinética, para la preservacion de explantes. Por lo tanto para esta especie induccién de callos

meristematicos y regeneracién de plantulas in vitro por medio esta técnica.



2. Definicion del problema

Al hablar en la actualidad de la especie Jatropha Curcas L. ésta se relaciona con el tema de biodiesel, debido a que
es la materia prima para la generacién de biocombustible. En paises desarrollados como China e India y una parte
del continente europeo, se han estado realizando proyectos encaminados a lograr sustituir de manera gradual el uso

de los derivados del petréleo como es el diesel y la gasolina.

Esta especie esta limitada a la propagacion vegetativa natural y suele ser propagada por semillas y por estacas,
dando lugar a una alta variabilidad genética en términos de crecimiento, biomasa, rendimiento de semilla y contenido
de aceite. Otro problema identificado es la baja viabilidad y la naturaleza recalcitrante de las semillas oleaginosas

limitando asi también la reproduccién de la semilla e impidiendo a su vez su produccién masiva.

La poca investigacion generada a nivel de cultivo de tejidos, hace que la multiplicacion de dicha especie vegetal esté
limitada a la propagacion vegetativa lo que ocasiona que los problemas anteriormente descritos, hayan aumentado
con las siembras a gran escala que se estan desarrollando a nivel internacional, lo que ocasiona pérdidas econémicas

al no poder generar una adecuada produccién de aceite por temporada.

En nuestro pais actualmente se estd comenzando a trabajar con esta especie vegetal, por medio de la propagacién a
través de la semilla, en lugares como Camotan, Chiquimula, pero uno de los problemas identificados es la presencia
de manchas en las hojas y escarabajos, los cuales hacen necesaria la aplicacion peridédica de insecticidas y
fungicidas, aumentando asi los costos de produccion de dicho cultivo. Es por ello que al utilizar este método de

propagacién no se puede garantizar la produccién exacta de aceite, con la que se contara al finalizar la cosecha.



3. Justificacion de la investigacion

En nuestro pais, segun el estudio realizado por el CONCYT, denominado “Caracterizacion Molecular de
Variedades de Jatropha curcas L. en Guatemala con Fines de Mejoramiento”, se determiné que una de las
variedades que mas contenido de aceite presentaba en sus semillas era la variedad Huehuetenango, es por ello que
se hizo necesario, realizar un experimento tomando en cuenta esta cualidad, ademés de ser una planta endémica que
se hace necesario explotar y observar el nivel de respuesta hacia otras técnicas de propagacion en cuanto a rapidez y
crecimiento. (Azurdia C., R. Asturias, E. Barillas & L. Montes. 2008)

Esta investigacion pretende generar informacion basica que permita, lograr en futuras ocasiones, realizar proyectos de
propagacion in vitro de Jatropha curcas L. var. Huehuetenango, con un enfoque comercial, tomando en cuenta que los
problemas anteriormente expuestos impiden la propagacién masiva de esta especie oleaginosa, a partir de callos

meristematicos de esta especie vegetal.

Dichos problemas se pueden superar por medio de la experimentaciéon de nuevas técnicas de propagacion, una de
estas metodologias es el cultivo de tejidos in vitro. Esta técnica, consiste en extraer una parte de tejido vivo y cultivarlo
en un medio de composicion quimica definida, mediante condiciones ambientales controladas, esto implica también
que cada una de las plantulas que se producen, puedan crecer y ser fenotipica y genotipicamente idénticas a la planta

original de la que se derivan, asi como generar un material con alta calidad fitosanitaria.



4. Marco Teorico

4.1.Marco Conceptual

4.1.1. Descripcion botanica de Jatropha curcas L.

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de Jatropha curcas L.
Plantae

REINO
SUB REINO Trancheobionta
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
SUB CLASE Rosidae
ORDEN Euphorbiales
FAMILIA Euphorbiaceae
GENERO Jatropha
ESPECIE curcas L.

Coquito, Capate, Tempate, Pifién, Pifioncito,
Pifiol, Pifidn Botija, Higos del duende,
Barbasco, Pifiones purgativos, Higo de

infierno, Purga de fraile, Tua tua, nuez del
physic, pinhao manso.

NOMBRES COMUNES:

Fuente: Manual para el cultivo de Pifién en Honduras.

-/.- Flcres. )

Figura 1. Frutos, hojas y flores de Jatropha curcas



4.1.2. Origen

Es una oleaginosa de porte arbustivo, con mas de 3500 especies agrupadas en 210 géneros. Es originaria de México
y Centroamérica, pero crece en la mayoria de los paises tropicales. Se le cultiva en América Central, Sudamérica,
Sureste de Asia, India y Africa. La palabra Jatropa proviene del griego iatros que significa médico y trophé alimento
(Alfonso, J. 2008).

4.1.3. Morfologia

Es un arbusto grande, de crecimiento rapido, cuya altura normal oscila entre rangos de 2-8 metros, dependiendo de
las condiciones climéticas del lugar. El tronco presenta un fuste ramificado a poca altura y una corteza lisa de madera
suave, médula desarrollada poco resistente, de aproximadamente 20 cm. de didmetro, cuyo color es blanco grisaceo;
floema con largos canales que se extienden hasta las raices, por los cuales circula el latex, jugo lechoso que brota con

abundancia de cualquier herida (Alfonso, J. 2008).

4.1.4. Tallo

No existe uniformidad en el crecimiento de los tallos. El tronco o fuste es dividido desde la base, en ramas largas, con
numerosas cicatrices producidas por la caida de las hojas en la estacion seca, las cuales surgen luego de las primeras
lluvias (Alfonso, J. 2008).

Figura 2. Arbol de Jatropha curcas L.
4.1.5. Raices

La planta de pifion posee raices cortas y poco ramificadas, normalmente cuando las plantulas proceden de semilla se

forman 5 raices, 1 central y 4 periféricas (Alfonso, J. 2008).



“x E v s

Figura 3. Raiz de Jatropha curcas L.

4.1.6. Hojas

Las hojas del pifién son verdes, amplias y brillantes, largas y alternas, en forma de palmas pecioladas, la mayoria de
7-16 cm. de largo y de alrededor del mismo ancho, con nervaduras blanquecinas y salientes en el envés. Se forman
con 5-7 I6bulos acuminados, pocos profundos y grandes, con peciolos largos de 10-15 cms. El pifién es un arbol de
hojas caducas (caducifolio) (Alfonso, J. 2008).

Figura 4. Hoja de Jatropha curcas L.

4.1.7. Flores

La floraciéon es monoica, presentandose los 6rganos masculino y femenino en la misma planta, las inflorescencias se
forman terminalmente en el axial de las hojas en las ramas. Ambas flores, son pequefias (6-8 mm), de color verdoso
amarillo en el diametro y pubescente. Cada inflorescencia muestra un racimo aproximadamente 5-10 frutos (Alfonso,
J. 2008).



Dos variedades de Jatropha fueron plantadas en Honduras en el afio 2006, tanto la variedad India Salvadorefia como
la variedad Cabo Verde, presentaron floracién tres meses después del trasplante y 90 dias después estaban listas
para cosecharse. Al siguiente afio y los posteriores durante el verano, la planta pierde su follaje y solamente da flor
estimulada por la humedad. Las plantaciones que no tienen riego solamente producen 1 vez al afio (Alfonso, J. 2008).

Figura 5. Flores de Jatropha curcas L.

4.1.8. Frutos

Son cépsulas drupaceas y ovoides con un diametro de 1.5-3 cm. Al inicio son carnosas, pero dehiscentes cuando se

secan. Para el desarrollo del fruto se necesitan 90 dias desde la floracion hasta que madura la fruta (Alfonso, J. 2008).

El fruto est4 dividido en 3 partes con una semilla en cada cavidad, formado por un pericarpio o cascara dura y lefiosa,
indehiscente (que no se abre para que salga la semilla), hasta llegada la madurez, inicialmente es de color verde,

pasando a amarillo, luego a café y por fin a negro, cuando alcanza el estado de maduracién (Alfonso, J. 2008).

Figura 6. Etapas de desarrollo del fruto de Jatropha curcas L.

4.1.9. Semilla

Es relativamente grande, cuando estd seca mide de 1.5 a 2 cm. De largo y de 1 — 1.3 cm. de didmetro. Debajo de la
envoltura de la semilla o tegumento, existe una pelicula blanca cubriendo la almendra; el albumen abundante, blanco,
oleaginoso, conteniendo el embrién provisto de dos largos cotiledones achatados. La semilla de pifién, pesa entre
0.551 a 0.797 gramos. Puede tener, dependiendo de la variedad y de los tratamientos culturales, en proporcion de
33.7% a 45% de cascara y de 55% a 66% de almendra (Alfonso, J. 2008).



En esas semillas, segln la literatura, se concentran aproximadamente de 7.2% de agua, 37.5% de aceite y 55.3% de
azlcar, almidon, albuminoides y materiales minerales, siendo 4.8% cenizas y 4.2% nitr6geno. Posee un alto contenido
de proteina (25%-30%) y grasa (55% - 60%) (Alfonso, J. 2008).

Figura 7. Semilla de Jatropha curcas L.

4.1.10. Ciclo vegetativo

Es una planta perenne, cuyo ciclo productivo se extiende de 45 a 50 afios. Es de crecimiento rapido y con una altura
normal de 3 a 5 mts. En condiciones especiales llega hasta 8 mts. El grosor del tronco es de 20 cm. con crecimiento
desde la base en distintas ramas (Alfonso, J. 2008).

4.1.11. Propagacion de Jatropha curcas L.

La Jatropha curcas L. se multiplica por distintos métodos como lo son:

b a - via generativa (por semillas)
(2 b - por via vegetativa (estaca)
b ¢ - in-vitro (reproduccién de porta injertos por micro propagacion)

Los paises productores sélo usan 2 métodos de propagacion, por semilla y por estaca. En estos Ultimos afios se esta

estudiando el comportamiento y desarrollo del cultivo in vitro en distintos paises (Torres, C. 2008).

a) Propagacion por medio de "via generativa por sem illas™: La semilla o pepita es la estructura mediante la cual
se realiza la propagacion de las plantas, que por ello se llaman espermatéfitas plantas con semilla (Torres, C. 2008).

Es importante la seleccién de semillas de arboles matrices previamente seleccionados por sus cualidades (de optima
productividad y libre de plagas y enfermedades). Con el fin de no dafiar las semillas, se sugiere en origen, la
separacion manual de las mismas de la capsula donde se encuentran (Torres, C.2008).



Debe existir un grado del 100% de pureza, libre de otros materiales como: semillas rotas, ramitas, hojas, insectos,
semillas de otras especies y cualquier otro elemento extrafio. Para que la germinacién pueda ocurrir son necesarios
algunos factores externos, como un sustrato hiumedo, suficiente disponibilidad de oxigeno que permita la respiracion

aerébica y una temperatura adecuada para los distintos procesos metabdélicos (Torres, C. 2008).

4.1.12. Habitat

La Jatropha curcas L. crece casi en cualquier parte, incluso en las tierras cascajosas, arenosas y salinas, puede
crecer en la tierra pedregosa mas pobre, inclusive puede crecer en las hendiduras de piedras (Mufioz, M., Jimenez E.
2007).

Climaticamente, la Jatropha curcas L. se encuentra en los tropicos y subtrépicos. Resiste normalmente el calor
aunque también soporta bajas temperaturas y puede resistir hasta una escarcha ligera. Su requerimiento de agua es
sumamente bajo y puede soportar periodos largos de sequedad. Habita en campos abiertos, como en parcelas

nuevas. Es susceptible a inundaciones (M. Mufioz, E. Jiménez, 2007).

Ademas la Jatropha puede vivir en sitios con alto grado de sequia, y es repelente natural de parasitos, viviendo hasta

40 o0 mas afos cada planta (Torres, C., 2007).

Ecol6gicamente se adapta al tropico muy seco con precipitaciones de 250 mm hasta subtrépico hiumedo con
precipitaciones de mas de 1,500 mm. Las plantas de pifién pueden encontrarse entre los 5 y los 1500 msnm. El mejor
desarrollo es alcanzado en terrenos ubicados entre los 600 a 800 msnm. La humedad relativa por las noches debe ser

preferiblemente baja (Alfonso, J. 2008).

4.1.13. Distribucion geogréfica

La distribucion de la especie se localiza en la Repulblica Mexicana en los estados de Chiapas, Guerrero, Hidalgo,

Morelos, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, Sonora, Sinaloa, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan (Herrera, J. 2004).

Se cree que es nativa de América del Sur y Africa, luego se extendié a otros continentes del mundo por los
portugueses colonos. Los arabes han estado utilizando esta planta con fines medicinales. Hoy en dia se encuentra en
casi todas las zonas tropicales y sub-regiones tropicales del mundo y conocido por casi 200 nombres diferentes, lo

gue indica su importancia y diversas posibilidades de su uso (Mejia. J. 2004).

En la India Jatropha curcas L. se encuentra en casi todos los estados y, en general, crecido como un cerco vivo crece
en condicién semi-salvajes en las proximidades de las aldeas y para la proteccién de los campos agricolas contra los

dafios por el ganado y cabras (Mejia. J. 2004).
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El secreto que hace a la Jatropha resistente a todo es su veneno (Luna, M. 2006). Aqui en nuestro pais se puede ver
distribuido en el oriente, en los municipios de Chiquimula y Zacapa, asi como en el norte especificamente en Baja

Verapaz.

4.1.14. Variedades

La variedad mas conocida es la denominada “Cabo Verde” desarrollada en el occidente del continente Africano en la
isla de Cabo Verde. Entre las caracteristicas de esta variedad estan, que la planta es de porte medio a bajo, que

produce muchos tallos y tiene cosecha desde el primer afio (Alfonso, J. 2008).

En Honduras en el 2006 se comenzé con un proyecto de biocombustibles en el afio 2006, la Unica variedad disponible

era traida de la India, la cual era sembrada en El Salvador (Alfonso, J. 2008).

En nuestro pais segun el proyecto denominado “Caracterizaciéon Molecular de las Variedades de Jatropha curcas L. en
Guatemala con Fines de Mejoramiento”, hay por lo menos 52 variedades diferentes de esta especie vegetal, de ellas
la identificada con el numero 51 proveniente de Cuilco, Huehuetenango, generé6 mejores resultados en cuanto a

mejor produccién en mejor tiempo de produccién (Azurdia C., R. Asturias, E. Barillas & L. Montes. 2008).

4.1.15. Componentes quimicos

El género Jatropha contiene: alcaloides, sapogeninas, taninos, esteres, toxoalbiminas, compuestos cianogénicos.

Ademas, contiene aceites fijos, acidos grasos (palmitico, oleico, linoleico, esteérico) (Mufioz, M., Jimenez, E., 2007).

4.1.16. Planta toxica

La planta es tan venenosa, que Becker cita que la misma, ni siquiera tiene que preocuparse de protegerse de los

depredadores, debido a su fabrica de aceite natural (Becker, K. 2004).

Esta planta ha sido considerada toxica pues se ha encontrado en la semilla la presencia de alcaloides conocidos como
ésteres de forbol, que provocan el efecto purgante y algunos otros sintomas. Solamente en México, se han
encontrado variedades no toxicas, las cuales son consumidas después de tostar y en la preparacion de platillos
tradicionales por los pobladores de la region de Papantla en Veracruz, Pueblillo en Veracruz y Huitzilan en Puebla
(Becker, K. 2004).

Los &cidos grasos mayoritarios en el aceite son el acido oleico y linoleico con valores superiores al 40% cada uno. Los
factores no nutritivos y/o téxicos identificados en la harina desgrasada de Jatropha curcas L., fueron, los inhibidores de
tripsina, lectinas, fitatos, saponinas y ésteres de forbol. Es importante resaltar que en las semillas y el aceite de las
muestras de Castillo de Teayo, Pueblillo y Yautepec no presentaron a los ésteres de forbol, considerandose por ello

como “no téxicas” y sélo la semilla proveniente de Coatzacoalcos es toxica (Becker, K. 2004).
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4.1.17. Usos de la especie Jatropha curcas L.

[ Proteccion suelo

Gracias a ella, el suelo erosionado vuelve a ser fértil. "En Africa se comprobé que el viento y el agua, junto con
particulas de la Jatropha, crean capas de preciados sedimentos de hasta 0,7 centimetros por afio. Con el paso del

tiempo, los suelos erosionados se convierten en aptos para el cultivo (Luna, M. 2006).

Extensiones de tierra hasta ahora inservibles podrian ser cultivadas, creando puestos de trabajo y beneficios a paises
con pocos recursos. Mientras, la Jatropha protege el suelo de la erosion y libra al cielo de parte de los gases

contaminantes (Luna, M. 2006).

Para combatir la deficiencia de fésfato en su caso utiliza la simbiosis de la raiz con hongos (Micorriza). Las hojas
arrojadas en los meses de invierno forman un mantillo alrededor de la planta base y la materia organica a partir de alli
aumenta la poblacién de lombrices en torno a la zona radicular de las plantas, un justo indicador de la mejora de la

micro fauna y la fertilidad del suelo (Mejia. J. 2004).

El mantillo organico alrededor de la base de la planta formado por la hojarasca también reduce considerablemente la
pérdida de agua debido a la evaporacion superficial debido a ello es que esta planta es bien adaptados a condiciones
aridas (Mejia. J. 2004).

e Recuperacion de sitios baldios

Puede ser introducido con éxito en la desindustrializacion, como un primer paso hacia su rehabilitacién. Debido a la
naturaleza resistente de esta especie y el hecho de que se puede propagar facilmente por esquejes o rama de la
siembra directa, se hace una eleccion ideal para el buen estado ecoldgico y la rehabilitacion econémica de los baldios

en la zona tropical y sub-regiones tropicales del mundo (Mejia. J. 2004).

En India se tiene alrededor de 75 millones de hectareas de baldios, en donde es necesario el restablecimiento de la
vegetacion. Jatropha curcas L. es un comodin cada vez mas resistente de plantas adaptadas a las duras condiciones
del suelo y el clima. Ademas, puede ser propagada a partir de semillas, asi como cortes en sus ramas, esta especie
es una de las més adecuadas para la forestacion en sitios con mucho estrés y poco presupuesto econdémico (Mejia. J.
2004).

e Reforestacion agricola

Es una especie de uso potencial en areas deforestadas, constituyendo una excelente alternativa en suelos

marginales, ociosos y agotados, con una vida Gtil de 30- 50 afios (Alfonso, J. 2008).

En los trépicos se cultiva ampliamente como cercas vivas, puesto que ni las hojas, ni los tallos, ni los frutos son
consumidos por el ganado. Crece sin necesidad de proteccion y puede usarse como seto para proteger los cultivos
(Alfonso, J. 2008).
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Ampliamente usada como sombra y ornato en parques y jardines. En México y Guatemala se ha usado durante largo
tiempo como planta hospedera de un insecto que produce una laca muy apreciada, que se utiliza como barniz para

pulir guitarras y otros articulos de madera (Alfonso, J. 2008).

En Madagascar la planta se usa como tutor para soporte de vainilla. En Cabo Verde y Bolivia se ha plantado en zonas

aridas en altas densidades para control de la erosion del suelo (Alfonso, J. 2008).

[ Comestible

Las semillas son purgantes, pero tostadas pierden parcialmente esa propiedad y suelen comerlas en algunas regiones
de México. Solamente en México, se han encontrado variedades con muy bajo contenido de téxinas, las cuales son
consumidas después de tostar y en la preparacion de platillos tradicionales por los pobladores de la regién de

Papantla en Veracruz, Othén P. Blanco en Querétaro (Alfonso, J. 2008).

La torta que resulta de la extraccion de aceite, si proviene de variedades téxicas solamente se puede usar para
fabricar abonos, extraido los alcaloides o si la torta procede de semillas comestibles, la torta puede ser utilizada en

alimentacion animal (Alfonso, J. 2008).

[ Medicinal

Se aplica localmente para tratamiento de algodoncillo, fuego labial y mal de boca, se le atribuyen propiedades
abortivas. Las hojas maceradas en aceite de resino se utilizan en medicina casera para apresurar la supuracién de los

granos infectados (Alfonso, J. 2008).

El jugo que emana del tronco (la savia) se emplea como hemostéatico y para contener hemorragias en heridas no
graves, por su propiedad de coagular la sangre de inmediato. El latex tiene propiedades antibidticas contra algunas
bacterias, ademas de efectos coagulantes y se aplica directamente en heridas y cortes como antiséptico, y para

salpullidos, quemaduras e infecciones de la piel (Alfonso, J. 2008).

[ Industrial

También se usa para preparar barnices después de ser quemado con 6xidos de hierro, 0 como un excelente sustituto
para aceites industriales. En Europa se usa en el hilado de lana y manufacturas textiles. Se usa junto con cenizas de

guemar platano para hacer un duro jabdn casero (Alfonso, J. 2008).

El jugo de la hoja tifie las telas de un color negro indeleble. La corteza tiene un 37% de taninos que dan un colorante

azul oscuro. El latex también tiene un 10% de taninos y se puede usar como tinta (Alfonso, J. 2008).
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En la actualidad, Jatropha curcas L. es el petréleo importado para satisfacer la demanda de la industria cosmética. En
China, un barniz que es preparado por el aceite hirviendo con 6xido de hierro, en Inglaterra y el aceite se utiliza para
hilar la lana. Los aldeanos utilizar el petréleo como una fuente luminosa como se quema sin humo que emite el

petréleo es también un lubricante, aceite hidraulico y para la toma de vela como aceite de ricino (Mejia. J. 2004).

Las proteinas en la torta de aceite de Jatropha se podrian utilizar como materia prima para hacer plasticos vy fibras
sintéticas (Mejia. J. 2004).

I» Combustible

El aceite de la semilla es una fuente de energia renovable no convencional, de bajo costo y amigable con el ambiente,
ademas de ser un sustituto para diesel, keroseno y otros combustibles. El aceite se us6 en motores en Africa durante

la segunda guerra mundial (Alfonso, J. 2008).

Quema sin producir humo y ha sido empleado para la iluminacién de algunas calles cerca de Rio de Janeiro. La
céscara del fruto y las semillas puede usarse como combustible. Las semillas secas, cubiertas de aceite de palma se

usan como antorchas, que se mantienen encendidas incluso con fuerte viento (Alfonso, J. 2008).

El aceite de Jatropha es un medio a seguro, rentable y fuente renovable de energia no convencional y un prometedor

sustituto para diesel, queroseno y otros aceites combustibles (Mejia. J. 2004).

El combustible esta todavia en fase de desarrollo. Pero el carburante de aceite de Jatropha que hasta ahora se ha
producido se ajusta a las cualidades que un combustible ha de tener para hacer funcionar a los motores de diesel
modernos (Luna, M. 2006).

lw» Domeéstico

El aceite de las semillas se utiliza para iluminacién y como lubricante y para hacer jabones y pinturas asi como, tiene
un muy alto valor de saponificacién y se utiliza ampliamente en la India y otros paises para hacer jabén (Mejia. J.
2004).

= Captura de carbono

La captura de carbono en plantaciones de Jatropha, asi como en otros tipos de plantaciones, ocurre Gnicamente

durante el desarrollo de las plantas hasta llegar su estado de madurez (Alfonso, J. 2008).

Es en troncos y ramas donde el carbono queda almacenado. La cantidad de carbono (CO2) que el arbol captura,
consiste so6lo en el pequefio incremento anual que se presenta en la madera del arbol multiplicado por la biomasa del

arbol que contiene carbono (Alfonso, J. 2008).

Entre 40% y 50% de la biomasa de un arbol (madera: materia seca) es carbono. Es necesario conservar los arboles

para evitar que el carbono (COz2) contenido en ellos se emita a la atmdsfera (Alfonso, J. 2008).
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[ Cercas vivas

Jatropha curcas L. puede mantenerse como una cobertura y se cultiva como cercas alrededor de los campos
agricolas. Se puede cortar a cualquier altura deseada y como refugios de los cultivos agricolas vientos o cortinas

rompe vientos. Se utiliza como plantas de cobertura para las necesidades de muros (Mejia. J. 2004).

[ Como lefia

Ademas, el cultivo de Jatropha, como la agro-silvicultura una empresa puede generar millones de puestos de trabajo

en zonas rurales de la India, la practica de la agricultura de secano de subsistencia (Mejia. J. 2004).

Alta densidad de las plantaciones de la especie puede ser una manera ideal de secuestrar al maximo la energia solar
durante un breve periodo de gestacion como Jatropha curcas L. es de crecimiento rapido y pueden ser cultivadas con
éxito en todos los tipos de estéril e improductivo baldios. También que no compiten con los cultivos alimentarios de la
superficie terrestre, por el contrario, los ricos abonos organicos obtenidos a partir de Jatropha enriquecer los suelos

para aumentar la produccion de alimentos (Mejia. J. 2004).

I Como abono orgénico

El uso de aceite de Jatropha curcas L. como fertilizante organico puede reducir la dependencia de los fertilizantes

quimicos y también bajo tierra la contaminacion del agua que le hace no apto para beber (Mejia. J. 2004).

[ Biofertilizantes

Las ramas y hojas de Jatropha curcas L. se utilizan como abono verde de los arboles de coco. Torta de aceite de

Jatropha puede sustituir los fertilizantes quimicos si se hacen disponibles en la cantidad necesaria (Mejia. J. 2004).

Jatropha curcas puede desempefiar un papel importante en el cumplimiento de nuestras necesidades de fertilizantes y
aumentar la produccién agricola sin el uso de productos quimicos contaminantes. Torta de aceite de Jatropha como
un fertilizante orgénico es superior al estiércol de vaca-estiércol y estd en gran demanda por los agricultores (Mejia. J.
2004).

4.1.18. Produccion

La planta empieza a producir de manera rentable desde el primer afio, su rendimiento se incrementa anualmente
durante los primeros 5 afios y a partir de ahi se estabiliza. El rendimiento por hectarea es de 5 toneladas de semilla,

de las cuales 2 ton. son de aceite y 1 ton. es de pasta residual, rica en proteina (60%) (Herrera, J. 2004).

El objetivo del Biodiesel ha hecho que en India se hayan plantado varios millones de hectéreas, en Indonesia, en un
proyecto de la petrolera BP se han plantado 100.000 hectareas, en América Central y Brasil varias plantaciones estan
dando su fruto y ahora en Argentina se ha comenzado a desarrollar este plantio alternativo para obtencién de

"combustibles verdes" (Torres, C., 2008)
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Una buena razén para el desarrollo de Jatropha curcas L. como fuente de energia es que no compiten con los cultivos
alimentarios de la tierra y los recursos hidricos debido a su notable capacidad de adaptacién a los marginales y las
tierras degradadas y la facilidad de cultivo. La adaptacion de Jatropha a condiciones aridas, es una importante planta

comercial, capaz de crecer la produccion de aceite de semillas de alto valor energético (Mejia. J. 2004).

4.1.19. Técnica de cultivos vegetales

El término cultivo in vitro es un término muy genérico que se refiere mas bien a la metodologia usada que al propio
objetivo de ese método. En sentido estricto, in vitro quiere decir "dentro de vidrio", es decir, el cultivo de plantas o de
alguna de sus partes (pero también de células y tejidos animales) dentro de recipientes de vidrio en condiciones de
ambiente controlado (Medina, M. 2005).

Existen otros términos cuyo significado se solapa parcialmente con el significado de cultivo in vitro:

l» Cultivo de tejidos vegetales: se refiere al cultivo in vitro de partes de la planta (tejidos o frecuentemente

drganos).

I» Micropropagacion: se usa para referirse a la utilizacion de las técnicas de cultivo in vitro aplicadas a la

propagacion vegetativa de plantas.

4.1.20. Aspectos quimicos

4.1.20.1. Medio de cultivo

El medio de cultivo es la combinacién soélida o liquida de nutrientes y agua. Usualmente incluye sales inorganicas,
carbohidratos y vitaminas y amino&cidos. A menudo se denomina Medio Basal y puede ser suplantado con algun

regulador de crecimiento y ocasionalmente con otras sustancias varias (Medina, M. 2005).

Los nutrientes son esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta: sin agua y nutrientes minerales una planta
no puede vivir ni in vitro ni in vivo. También se debe afiadir azlicares al medio de cultivo, ya que las plantas (o sus

fragmentos) no son completamente autotréficas cuando se desarrollan en estas condiciones (Medina, M. 2005).
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Cuadro 2. Componentes principales de los medios de cultivo.

Necesidades nutricionales y hormonales de los
cultivos de 6rganos y tejidos vegetales

Agua
Sustancias organicas Macro Micro
elementos

Azlcares N Fe
Aminoacidos P Zn
Auxinas K B
Citoquininas Ca Mn
Giberelinas Mg Cu
Acido abcisico S Ni

Co

Al

Mo

|

Mezclas de sustancias poco definidas
Extracto de levadura
Leche de coco
Extractos vegetales
Hidrolizados de caseina

Peptona y triptona
Fuente: Tomada de Medina, M. 2005.

Los requerimientos nutritivos para un crecimiento in vitro 6ptimo varian con la especie, e incluso son especificos de
acuerdo a la parte de la planta que se esté cultivando y a la respuesta que se desea obtener. Debido a estas
necesidades especificas se han desarrollado muchas formulaciones diferentes para los medios de cultivo (Medina, M.
2005).

El medio MS, o de Murashige y Skoog (1962), es muy usado, particularmente si el objetivo es regenerar plantas;
existen numerosas variaciones comerciales de este medio. El medio B5 o de Gamborg et al. (1968), 0 sus varios
derivados, ha sido de un gran valor en el cultivo de células y protoplastos, y también es utilizado eficazmente en
regeneracion de plantas. La diferencia principal entre los medios MS y B5 es la menor concentracion de nitratos en
B5. El medio WPM (1980) de baja concentracion de sales estd especialmente indicado para especies lefiosas
(Medina, M. 2005).

4.1.20.2. Explante

Con el término explanto se describe un fragmento cortado de un tejido o de un 6rgano utilizado para iniciar un cultivo.
Como explanto puede ser utilizado casi cualquier érgano o tejido, pero para la micropropagacion es mas conveniente

partir de una yema o apice meristematico que garantice la estabilidad genética de sus células (Medina, M. 2005).

4.1.20.3. pH
Cuando se prepara un medio de cultivo, después de afiadir todos sus componentes, se procede a ajustar el pH final al
valor deseado, afiadiendo NaOH 0.1 N o HCI 0.1N al medio. Una vez ajustado el pH se procede a esterilizar el medio.

El pH final del medio de cultivo es un factor importante por diversas razones:
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I» Valores bajos, inferiores a 3.5 impiden la solidificacion de los agentes gelificantes afadidos a los medios

solidos.

I» Sila evolucion del pH del medio lo hace bajar por debajo de 3.5 se puede producir su licuacion.

= El valor del pH puede afectar a la solubilidad de algunos componentes del medio de cultivo.

» El valor del pH puede afectar a la absorcion de determinados nutrientes por parte del explanto.

l» El valor del pH del medio puede afectar al pH del citoplasma y como consecuencia a la actividad de muchos

enzimas.

Por todas estas razones conviene optimizar el pH del medio para cada caso en concreto. En general, no obstante, en

la mayoria de situaciones se trabaja a pH entre 5.2 y 5.8. (Medina, M. 2005).

Una vez ajustado el pH del medio, este sufrird una ligera acidificacion durante el proceso de esterilizacion en
autoclave, para, después, evolucionar nuevamente durante el curso del cultivo, de forma que habitualmente se ira
acidificando progresivamente como resultado de la absorcion diferencial de algunos componentes del medio de

cultivo, asi como de la excrecién de exudados por parte del explanto (Medina, M. 2005).

El control del pH inicial del medio y de su dindmica durante el cultivo tiene una gran importancia en el desarrollo de
cualquier proyecto de cultivo in vitro. A pesar de su importancia, en muchos experimentos este control se limita a fijar

su valor inicial sin reparar en los posibles efectos de su dinamica (Medina, M. 2005).

4.1.21. Ambiente fisico

4.1.21.1. La temperatura

La temperatura a la que esté expuesto el explanto cultivado in vitro afecta a la mayoria de procesos fisiolégicos y por
consiguiente es un factor fundamental a controlar. En general, cada especie tiene un intervalo de temperaturas en el

que se produce el crecimiento éptimo (Medina, M. 2005).

Este intervalo puede variar en funcion del genotipo, del 6érgano del que se ha obtenido el explanto, de la época del
afio, de la edad de la planta madre, del fotoperiodo, etc. Una complicacién adicional se produce por el hecho de que
puede existir interaccion entre la temperatura 6ptima de crecimiento y otros factores como la luz, la composicion del
medio (p.e: en algunos casos se ha comprobado que se obtiene mayor rendimiento haciendo fluctuar la temperatura

segun el fotoperiodo) (Medina, M. 2005).
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Determinar la temperatura éptima de crecimiento para cada cultivo in vitro puede ser un proceso muy laborioso que,
ademas, exige gran cantidad de camaras de cultivo reguladas de forma diferente. Afortunadamente, y para la mayoria
de situaciones, se pueden obtener resultados satisfactorios con temperaturas de incubaciéon que oscilan entre los 20 y
28°C (Medina, M. 2005).

El control de la temperatura no es solamente importante porque pueda afectar al crecimiento del cultivo sino también
porque puede ser un factor que induzca determinados procesos fisioldgicos. Asi, temperaturas bajas (del orden de 4-
5°C) permiten superar los periodos de dormicién de algunas lefiosas y la conservacion prolongada de determinados
cultivos in vitro; mientras que una temperatura constante de 20°C induce la formacién de raices en la mayoria de
coniferas (Medina, M. 2005).

4.1.21.2. Control del fotoperiodo

Ademas de la radiacidn luminosa recibida por el cultivo, otro factor a controlar es el nUmero de horas de luz diarias
que recibe el cultivo (fotoperiodo). La regulacion del fotoperiodo se consigue mediante un programador (analégico o
digital) conectado al circuito de iluminacién. El programador del foto periodo puede estar relacionado con el
programador de temperaturas, de forma que se puedan programar diferentes temperaturas segun sea la fase del

fotoperiodo en la que se halle el cultivo (Medina, M. 2005).

4.1.21.3. La luz

La luz es uno de los factores principales que determinan el desarrollo de los organismos autotrofos, en ello radica la
importancia de controlar el factor luz en los cultivos in vitro. Los aspectos relacionados con la luz que son importantes

en los cultivos in vitro son:

A. La cantidad de luz: La irradiacion:

Se asume que las necesidades de luz de los cultivos in vitro son inferiores a las de la planta in vivo, dado que el medio
de cultivo contiene cantidades importantes de sacarosa, los cultivos in vitro se comportan sélo parcialmente de forma
autotréfica. Ademas, una irradiacion excesiva produciria un aumento notable de la temperatura dentro del recipiente

de cultivo debido al efecto invernadero (Medina, M. 2005).

B. Alternancia de los ciclos de luz:

El fotoperiodo: Algunos fenémenos propios del desarrollo de las plantas (germinacion, floracion, tuberizacion,...)
pueden ser activados por el nimero de horas diarias de luz que recibe la planta. De forma analoga, el nimero de
horas de luz que recibe el explanto cultivado in vitro puede afectar a su desarrollo. En general, el mejor fotoperiodo in

vivo sera también el mejor fotoperiodo in vitro (Medina, M. 2005).
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4.1.22. Origen

El cultivo de tejido vegetal fue desarrollado a partir de la investigacién de botanicos y fisidlogos vegetales desde 1950.
Actualmente se ha convertido en una herramienta internacional importante en la seleccién, cruzamiento, control de
enfermedades y produccién en masa de cultivos de cosecha e involucra diferentes plantas en agricultura, horticultura,

forestales y frutales (Morgan, W. 2006).

Desde estas dos fuentes provino la tecnologia por la cual las plantas u érganos de plantas se pueden multiplicar en
gran namero, o su crecimiento individual controlado, haciendo crecer pequefios trozos de tejido vegetal sobre una

receta precisa de nutrientes en un recipiente estéril (Morgan, W. 2006).

A su escala mayor, como ocurre en la industria de la micropropagacion, el cultivo de tejido se ha convertido en un
proceso de manufactura que puede producir material vegetal libre o saneado de patégenos, de alta calidad, que

puede atravesar fronteras internacionales (Morgan, W. 2006).

Sobre un enfoque mas técnico, esta metodologia ha provisto a la industria de cruzamiento, de las metodologias
apropiadas para generar, almacenar o manipular germoplasma de valor o genéticamente inestable sobre su camino a

través del proceso de cruzamiento, donde el vehiculo eventual para la propagacion sera la semilla (Morgan, W. 2006).

La técnica consiste en tomar una seccién de tejido vegetal (explanto) y desinfectarlo superficialmente de todo
microorganismo, mediante la inmersién total en una soluciéon de hipoclorito de calcio o sodio y colocarlas en un
recipiente de vidrio que contiene un medio nutritivo gelificado estéril. Este medio de cultivo contiene: vitaminas,
animoéacidos y azlcares, complementando con fito-hormonas necesarias para dirigir la formacion de las plantulas
(Montes, M. 2007).

4.1.23. Tipos de cultivos vegetales in vitro
El siguiente esquema resume los principales tipos de cultivo in vitro.
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Figura 8. Tipos de cultivos in vitro.
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El material vegetal con el que se inicia un cultivo in vitro puede ser cualquier célula, tejido u érgano de la planta. Se
puede partir de fragmentos de tallo, raiz, hoja, meristemos, embriones, es decir de tejidos somaticos, pero también se
puede iniciar a partir de células o tejidos no somaticos: anteras, polen, microesporas, 6vulos, etc. Segun sea el
explanto utilizado se hablara de cultivo de secciones nodales, cultivo de hoja, de meristemo, de polen, de embriones,
etc, (Medina, M. 2005).

En otros casos se puede pretender la regeneracion de la planta completa (morfogénesis) mediante la formacion de
raices (rizogénesis) y/o de tallos. La morfogénesis se produce a partir del explanto inicial mediante la formacion de
raices y/o tallos en posicion normal o en posicidon no normal (adventicias/os). Si la morfogénesis se produce después
de la formacion de un callo, entonces se habla de morfogénesis indirecta, mientras que si se produce directamente del

explanto sin que este pase por una fase de callo, entonces se habla de morfogénesis directa (Medina, M. 2005).

4.1.24. Propagacion de material vegetal por cultivo de tejidos

En los afios 60s se reconocié lo que el cultivo de tejido podia ofrecer a la horticultura y la agricultura y esto proveyé un
estimulo para la evolucién de la tecnologia. Particularmente los beneficios aparecian en aquellas especies de cosecha
donde existian algunos problemas de propagacién. Por ejemplo, donde la produccion de semillas es limitada, o las
semillas no originan plantas veraces al tipo, o la propagacion por medio de bulbos, tubérculos o esquejes es muy baja
(Morgan, W. 2006).

Ademas, donde hay una necesidad por un reemplazo rapido o anual con material sano nuevo en una escala confiable
de tiempo. Hoy dia, hay muchas especies donde el cultivo de tejidos se ha vuelto un método regular y establecido de
propagacion, por ej. para la papa, datiles, banana, un amplio rango de cultivos para flor cortada y numerosas plantas

ornamentales de maceta (Morgan, W. 2006).

El mayor beneficio del cultivo de tejido en la propagacion de plantas es el dramatico acortamiento del tiempo de
produccion. Por ejemplo, la papa se puede multiplicar convencionalmente por medio de tubérculos crecidos a campo
en aproximadamente un factor de 10 por afio, pero en cultivo de tejido puede hacerlo por un factor de 5 por mes, lo

cual equivale a 1/4 de billén por afio (Morgan, W. 2006).

Si estos embriones se trasladan a otros medios, desde los callos y que estos medios que estan disefiados para
permitir que el embrién germine, entonces desarrollard una estructura de planta completa, esto es una plantula, un
talluelo enraizado que no difiere mayormente de la obtenida desde semilla. Como las plantas obtenidas por
caulogénesis axilar o adventicia, estas plantulas también pueden aclimatarse para transformarse en una planta viable

con capacidad de fotosintesis (Morgan, W. 2006).
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4.1.25. Reguladores de crecimiento
4.1.25.1. Hormona

Fitorregulador que tiene accién en un lugar de la planta y que por si solo puede determinar fenédmenos de crecimiento
y desarrollo. Son compuestos organicos no nutrientes que actlan a muy bajas concentraciones (mg/l) y pueden

acelerar, retardar o inhibir determinado proceso fisiolégico (Orozco, E. 2009).

Las hormonas median la comunicacion intercelular en las plantas, para ello las células poseen receptores, que son

proteinas especificas. El complejo hormona-receptor es la forma activa de una hormona (Criba, Edu, 2004).

Las hormonas denominan fitohormonas y se producen en las células y no forman glandulas. Controlan el crecimiento
y desarrollo del vegetal Existen hormonas que: activan los procesos de crecimiento, floracion, yemas apicales,
crecimiento celular en los meristemos, formacién de raices en los esquejes (auxinas); que hacen germinar las semillas
e inducen a la formacién de flores y frutos (giberelinas); que retardan la caida de la hoja y el envejecimiento e inducen
a la diferenciacién celular y formaciéon de nuevos tejidos (citoquininas); que provocan el cierre de los estomas cuando
hay sequia o inhibe el crecimiento del vegetal en momentos de crisis, produciendo una especie de letargo (acido
abscisico) y, por ultimo que facilitan la maduracién de los frutos y la degradacion de clorofila, haciendo caer las hojas
(etileno) (Orozco, E. 2009).
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Figura 9. Relacion de las hormonas con diferentes érganos de la planta.
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4.1.25.2. Auxinas:

Fitohormonas que favorecen la elongacién de la célula a través de procesos de relajacion de la pared (Orozco, E.
2009).
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Figura 10. Forma de actuar de las auxinas dentro de la planta.

4.1.25.3. Efectos fisiologicos de las auxinas en me  dio de cultivo

El desarrollo de las técnicas de cultivo de tejidos fue posible gracias a la accién de las auxinas sobre la division
celular. Asi, un trozo de zanahoria colocado en un medio de cultivo sin auxinas sufre unas cuantas divisiones y se
muere, pero si se afiade AIA a una concentracién de 10°M se dividen las células de forma rapida y puede durar
muchos afios. En otros casos, es necesaria la presencia de otras hormonas para garantizar una divisién celular
continuada. Sin embargo, conviene llamar aqui la atencion sobre los cultivos de tejidos adaptados; son aquellos
cultivos que, tras varias transferencias en un medio con auxinas, se hacen fragiles y semitransparentes a la vez que

son capaces de sintetizar su propia auxina (Salisbury, F., Ross, C. 1994).

Efecto de la auxina sobre las células vegetales es importante para controlar los tropismos, estos se materializan en
inclinaciones, giros o curvaturas del tallo. Se cree que la luz destruye la auxina del tallo y provoca asi un desequilibrio,
de manera que la concentracion de la hormona es mayor en la cara no iluminada. Al recibir mas auxina, las células de
este lado mas oscuro se alargan mas que las del soleado y hacen que la planta se incline hacia la luz (Castilla, Y.
2006).

4.1.25.4. Tipos de auxinas:

Acido indolacético (AlA), Acido Naftilacético (ANA) Acido Indolbutirico (AIB) 2,4-D, 2,4,5-T Las auxinas estan

implicadas en el control de diversas funciones en las plantas, como por ejemplo:
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b Dominancia apical
Si la concentracion de auxina excede ciertos niveles, el desarrollo de las yemas puede quedar inhibido. Si se elimina
el apice de una planta, se elimina asi la fuente productora de auxinas, y desaparece la dominancia apical, la cual

puede ser reimpuesta por aplicacion exégena de la hormona (Orozco, E. 2009).

En este fendmeno la auxina producida por la yema terminal o apical difunde hacia la base del tallo promoviendo el
alargamiento de las células de éste e inhibiendo, como dijimos, el desarrollo de las yemas axilares de las hojas (que

permanecen en estado de latencia) (Orozco, E. 2009).

Efectos de la auxina sobre la dominancia apical. En A, la yema inferior no es inhibida por estar alejada de la yema
apical. En B, eliminando la yema apical desarrollan las axilares. En C, eliminando la yema apical pero suministrando

auxina exégena, las yemas axilares no desarrollan, al igual que en A.

yema aplcal bloque de agar
con auxlina

yemas

Figura 11. Efectos de la auxina en la dominancia apical.

I» Enraizamiento

El transporte de las auxinas en los tallos es de tipo polar, es decir, desde el apice hacia la base morfolodgica. En un
tallo cortado, las auxinas se acumulan en la base. Resulta interesante también el hecho de que en muchas especies

se forman raices en los tallos cortados (hecho ampliamente utilizado por los horticultores) (Criba, Edu, 2004).

A pesar de que las auxinas estimulan la formacién de los primordios radiculares, luego inhiben su elongacién por lo
cual es necesario eliminarlas una vez producida la primera etapa para permitir un desarrollo radicular activo. No se

conoce exactamente como actdan las auxinas en la formacion de raices (Criba, Edu, 2004).

Pueden intervenir factores distintos, como los vinculados con la nutricién (en los tejidos caulinares son muy

importantes los hidratos de carbono y las sustancias nitrogenadas (Criba, Edu, 2004).

Esta seria la razén por la cual el enraizamiento de estacas tratadas con auxinas se ve facilitado por la presencia de
hojas, que aportan estos factores nutritivos, ademas de ser fuentes de auxinas. Desde el punto de vista fisiologico, el
proceso de enraizamiento es el resultado de la presencia o ausencia de un conjunto de factores determinantes
(hormonas e inhibidores) y de cofactores de variada naturaleza quimica (vitaminas, aminoacidos, purinas, sales

minerales, etc.), que actlan en una determinada relacion de concentracién (Criba, Edu, 2004).
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HNO TRATADAS TRATADAS

Figura 12. Fases del enraizamiento.

Desde el punto de vista de la planta de la que se extraen las estacas, se debe tener en cuenta:

edad y crecimiento de las ramas que se toman para estaca (herbacea, semilefiosa, lefiosa)

estado de desarrollo de la planta madre (en floracion muestran la menor capacidad de enraizamiento)
su ubicacion en la rama (topdfisis)

presencia de yemas u hojas

estado de nutricion de la planta madre

T Yy ¥ ¥ ¥ 7

longitud del dia en el momento de obtencién de las estacas (fotoperiodo).

4.1.25.5. Giberelinas

Su existencia se conoce desde 1926, pero la investigacion activa acerca de estos compuestos recién comenzé en la

década del '50. Son compuestos muy estables y de rapida distribucion por el floema (Criba, Edu, 2004).

Existen en angiospermas, gimnospermas, musgos, helechos, algas y hongos. En angiospermas se encuentran en
semillas inmaduras, apices de raices y tallos, y hojas jévenes. Actualmente existen al menos 50 giberelinas

descubiertas y no hay dudas de su condicién de hormonas (es decir, son de origen endégeno) (Criba, Edu, 2004).

4.1.25.6. Efectos de la giberelinas

I Germinacion de semillas:

Tienen un rol importante en la germinacion de semillas de cereal como cebada. La secuencia de eventos es que se

produce la imbibicién, lo que induce al embrién a liberar giberelinas (Criba, Edu, 2004).

Las giberelinas inducen la transcripcion de genes de enzimas hidroliticas en la capa de aleurona de las semillas (una
capa especializada del endosperma de 2 a 4 células de espesor, ubicada justo por debajo del tegumento). Muchas
semillas que usualmente germinan luego de ser expuestas a frio o luz (tabaco, lechuga o avenas) pueden estimular su

germinacion si son tratadas con giberelinas ya que esta hormona suplantaria este requerimiento.
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En este caso, la giberelina actda estimulando la elongacién celular en el embrion para colaborar en la ruptura del
tegumento (Criba, Edu, 2004).

CAPA DE ALEURONA
GRANOCS DE ALEURONA

ENDOSPERMA

 EMBRION

Figura 13. Germinacion de una semilla de cebada.

l» Elongacion de plantas:

Las giberelinas llamaron la atencion fundamentalmente por su habilidad para estimular una drastica elongacién en
ciertas plantas. Este efecto es notable en mutantes enanos de maiz, y variedades enanas de porotos, arvejas y otras
plantas (Criba, Edu, 2004).

La elongacion inducida por estos compuestos difiere de la elongacion producida por las auxinas en que: controla la
elongacioén de los entrenudos, induce tanto la division como la elongacion celular, y esta elongacion no se relaciona

con procesos de acidificacion de la pared celular (Criba, Edu, 2004).

I» Juvenilidad:

Muchas plantas son morfolégicamente diferentes en sus estados juveniles y maduros. Por ejemplo: el Eucalyptus
globulus tiene diferencias en la forma y disposicion de sus hojas. Yemas que darian ramas con hojas de su estadio

maduro, si son tratadas con giberelinas, daran origen a ramas de su estadio juvenil (Criba, Edu, 2004).

i» Floracion:
Durante el primer afio de crecimiento, las plantas bianuales tienen entrenudos cortos, lo que llamamos estadio de
roseta. Luego de las bajas temperaturas del invierno, los entrenudos de estas plantas se elongan rapidamente y la
planta forma sus flores durante el segundo afio de crecimiento. La aplicacion de giberelinas en estado de roseta,
también induce este efecto, lo que sugeriria que el frio seria el promotor de la sintesis de giberelinas en el segundo
afo (Criba, Edu, 2004).
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W  Formacion de frutos
El uso comercial mas importante de la giberelina tiene que ver con su capacidad de aumentar el tamafio de uvas sin
semillas. Las uvas aumentan su tamafio en 3 veces y los racimos son menos apretados, lo que los hace menos

susceptibles a infecciones por hongos. Es importante también en:

a) el mejoramiento de la fructificacion en tomates, durazno, berenjena, pimientos, higos, manzanas y rosas luego
del tratamiento con esta hormona.

b) la produccion de frutos sin fecundacién (partenocarpia) en tomate.

c) Otros efectos de las giberelinas en otras plantas son:

d) influyen en la sexualidad, aumentando el porcentaje de flores masculinas.

e) inhiben o retardan la tuberizacién en la papa y otras tuberosas, estimulando el crecimiento del sistema

estolonifero.

4.1.25.7. Citocininas

Son sustancias capaces de estimular la citocinesis en las plantas. La primera sustancia que promovia esta division

celular fue identificada en 1955 como 6-furfuril amino purina (previamente denominada cinetina (Criba, Edu, 2004).

No se conoce bien la accién fundamental de la citocinina, pero se supone que se adhiere al RNA de transferencia vy,
cuando esto sucede en determinados sitios, provoca el funcionamiento de ciertos codones, controlando asi la sintesis

de proteinas o enzimas (Criba, Edu, 2004).

También se ha postulado su efecto sobre la sintesis del DNA. Se ha comprobado que induce la actividad de amilasas

y proteasas Yy la sintesis de tiamina y de la auxina (Criba, Edu, 2004).

La cinetina es la citocinina sintética mas conocida, asi como la benciladenina (bencil-amino purina). Esta presente en
angiospermas, gimnospermas, musgos y helechos. En angiospermas se encuentra en raices y a menudo en semillas,
frutos y hojas jovenes. Se mueven en todas las direcciones por el xilema, el floema y las células parenquimaticas
(Criba, Edu, 2004).

4.1.25.8. Efectos: de las citoquininas
l» Procesos de senescencia y rejuvenecimiento:

Si se colocan gotas de citocinina en hojas amarillentas, las zonas tratadas se vuelven mas verdes y los procesos de

degradacion disminuyen en su velocidad (Criba, Edu, 2004).

Acompafiando este rejuvenecimiento, ocurre un transporte de aminoacidos y otros nutrientes hacia las partes tratadas
desde las no tratadas de la hoja. Estos compuestos suelen ser usados para prolongar la aceptabilidad por parte del
mercado de flores cortadas. Sin embargo, estaria prohibido su uso en vegetales comestibles por sospecharse que su

consumo sea carcinégeno (Criba, Edu, 2004).
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I Division celular:

Estimulan la division celular cuando se encuentran en presencia de auxinas. Efectos sobre los cotiledones:

La aplicacion exdégena de citocininas en plantulas promueve la divisién celular y expansién de cotiledones. La
expansion es resultado de una aumento en la plasticidad celular inducida por las citocininas pero no interviene en

procesos de acidificacién (Criba, Edu, 2004).

También aumentan la cantidad de azlcares, especialmente de glucosa y fructosa, en células del cotiledédn, lo que
reduciria el potencial osmotico en estas células, favoreciendo la entrada de agua y asi ayudando a su expansion
(Criba, Edu, 2004).

l» Organogénesis:

Células cultivadas en laboratorio, crecen Unicamente si tienen citocininas y auxinas en el medio de cultivo. Una tasa
alta citocinina/auxina favorece la formacion de tallos, mientras que tasas bajas favorecen la formacién de raices
(Criba, Edu, 2004).

I Interacciones con la luz:

Las citocininas causan dos efectos similares a las respuestas causadas por la luz. Las hojas de plantulas etioladas
(que crecieron en ausencia de luz) de dicotiledéneas presentan crecimiento reducido, pero este crecimiento puede ser
estimulado por estas sustancias. Por otra parte, ciertas semillas requieren luz para germinar, pero este requerimiento

disminuye en presencia de cantidades apropiadas de citocininas (Criba, Edu, 2004).

4.1.26. El Medio Ms o Murashige Y Skoog (1962)

El medio MS, o de Murashige y Skoog (1962), es muy usado, particularmente si el objetivo es regenerar plantas;
existen numerosas variaciones comerciales de este medio. EI medio B5 o de Gamborg et al. (1968), 0 sus varios
derivados, ha sido de un gran valor en el cultivo de células y protoplastos, y también es utilizado eficazmente en
regeneracion de plantas. La diferencia principal entre los medios MS y B5 es la menor concentraciéon de nitratos en
B5. El medio WPM (1980) de baja concentracion de sales esta especialmente indicado para especies lefiosas
(Medina, M. 2005).
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Cuadro 3. Composicion general de las sales de Murashige y Skoog

COMPONENTES CONCENTRACION Cantidad Agreg. MI.
Macronutrientes 10X 100
Micronutrientes "A" 1000X 1
Micronutrientes "B" 5000X 0.2
Solucion de KiI 1000X 1
Cloruro de Calcio 10X 100
Hierro 100X 10
Myo- Inositol 100X 10
Vitaminas 1000X 1
Sucrosa 3% 30 gramos
Agar 0.70% 7 gramos

Fuente: Elaboracién propia basada en datos recabados dentro del laboratorio.

4.1.27. Estudios de cultivo de tejidos realizados en Jatropha curcas L.

4,1.27.1. Estudio realizado en Cuba por centro de bioplantas

Universidad de Ciego de Avila , Cuba Evaluacion del tipo de explante y la concentra  cidén de 6-benciladenina

(BA) en la formacion de callos de dos variedades de Jatropha curcas L.

La formacion de callos en la variedad cubana tuvo un comportamiento dependiente del tipo de explante y de la
concentracion de BA. El peciolo logré 100% de formacién de callos a 0,5 y 1,5 mg/L. La respuesta de las hojas fue
baja (36-50%) y las inflorescencias no respondieron a ninguna de las concentraciones de BA que se ensayaron
(Lopéz D, Pefate L. (2007).
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Figura 14. Porcentaje de formacién de callo a partir de varios explantes de Jatropha curcas L.
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La morfologia del callo que se obtuvo fue friable y de color blanquecino, y se formé a partir de la zona de corte tanto

para las hojas como para los peciolos (Lopéz D, Pefiate L. (2007)
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Figura 15. Porcentaje de formacién de callos, expuestos a diferentes concentraciones de BA.

En la variedad africana fue mayor el nivel de respuesta a la formacion de callos por los tres explantes que se
utilizaron. El 50% de las inflorescencias formaron callos a la maxima concentracion de BA (2 mg/L); a esa
concentracion el ciento por ciento de los peciolos y las hojas también formaron callos. Sorprendentemente, los
peciolos no respondieron a la concentracién de 1y 1,5 mg/L de BA. Las hojas lograron 100% de formacioén de callos

en todas las concentraciones, con excepcion de la concentracion de 1,5 mg/L (Lopéz D, Pefate L. (2007).

4.1.27.2. Proyecto realizado en Camotéan, Chiquimula

Evaluacion de la respuesta agrondmica del pifién ( Jatropha curcas L.) como cultivo asociado en condiciones
de suelos marginales y su contribuciéon a la recuper acion de suelos y al mejoramiento del ambiente en

Camotan Chiquimula

En la actualidad se estd4 desarrollando este proyecto en la aldea El Brasilar, en el municipio de Camotan del
departamento de Chiquimula, el mismo se esta desarrollando por profesionales de sta facultad como lo son el Ing.

Domingo Amador (QEPD), Ing Amilcar Sanchéz y el Ing Marco Romilio Estrada Muy

El cual consiste en cuatros fases principales, la primera sera la evaluacion de modelos asociados (intercropping) del
pifion con otros cultivos estos serdn sorgo, loroco. Frijol caupi y maiz criollo, principalmente por ser importantes en la

dieta de los pobladores de la region.
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La segunda fase sera la cuantificacion de biomasa y tasa de fijacion de CO, para lograr establecer la eficiencia de la
planta en la fijacion de carbono con fines de sostenibilidad ambiental en esta region. Asi también se realizara una
evaluacion de la recuperacion de la fertilidad del suelo vinculado a la incorporacién de materia organica por la
cobertura vegetal de Jatropha curcas L. y el uso de los subproductos de la semilla de pifion en la alimentaciéon de

peces, para contribuir a la seguridad alimentaria de los beneficiarios.

4.1.27.3. FAUSAC vy agricultores investigan cultivo de pifién para generar biodiésel

En nueva Concepcion, Escuintla, en coordinacion con docentes y epesistas de la Facultad de Agronomia de la USAC,
estan realizando un estudio en el cultivo del pifion (Jatropha curcas L.) con fines bioenergéticos y que contribuyan a la
prosperidad de la poblacion rural (Boletin AGRO, 2009).

La investigacion se lleva a cabo con el apoyo financiero del Programa Universidad Empresa para el Desarrollo
Sostenible (PUEDES), integrado por el Consejo Superior Universitario (CSUCA), la cooperacion técnica alemana y la
universidad Kassel de Alemania (Boletin AGRO, 2009).

El proyecto busca desarrollar una experiencia de vinculacion Universidad-Sector Productivo, que permita a la

FAUSAC, integrar procesos de aprendizaje, investigacion que contribuyan al desarrollo rural (Boletin AGRO, 2009).

En la actualidad se investiga la siembra de asocio de maiz-pifién identificacion de plagas y enfermedades del cultivo,
identificacion del periodo critico de interferencia de malezas, evaluacién de distanciamiento de siembra y de niveles de
fertilizacion en diferentes tipos de suelos. Ademas de capacitar en el campo a 30 productores y estudiantes de la
FAUSAC sobre el cultivo del pifién con criterios de sostenibilidad (Boletin AGRO, 2009).

4.1.27.4. Otras instituciones apoyan programa local de biodiésel

Un programa de biodiésel que utiliza como materia prima la jatropha o pifion, en Cuyotenango, Suchitepéquez, es un
buen ejemplo de beneficios para comunidades rurales, refiere un estudio de la FAO. Se trata de la iniciativa Biodiésel
para el Desarrollo Rural, que se inicié en el 2008 y cultiva pifién en 170 hectareas propiedad de 150 familias (Godoy,
E. 2009).

El area de cultivos en Cuyotenango podria llegar a 560 hectareas, y los beneficiarios, a 963. El programa involucra
también ocho aldeas de Chiquimula, con 193 familias, quienes sembrarian el vegetal para trasladarlo a la planta en
Cuyotenango. El ingreso por hectarea de jatropha puede sumar US$1 mil 265 al afio, 930 de aceite, mas 620 de
fertilizantes, menos 285 en costos. Biodiésel para el Desarrollo Rural produciria unos mil 900 litros de este

combustible por hectarea. Un terreno de 200 hectareas rendiria 380 mil litros de aceite al afio. (Godoy, E. 2009).
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4.1.27.5. Embriogénesis somatica de Jatropha curcas una planta multiuso

El pifibn Jatropha curcas L. es un arbusto oleaginoso que se adapta a suelos pobres y marginales, inicia su
produccion al primer afio y rinde hasta 8 t ha-1 de semilla, con 37% de aceite, equivalente a mas de 2 mil L ha-1 de
combustible. La propagacién por métodos convencionales es poco eficiente. La embriogénesis somatica ha sido

reportada para algunas especies de la familia Euphorbiaceae (Chang, T., Ortega, J. 2009).

El objetivo del presente trabajo fue regenerar plantas de J. curcas L. via embriogénesis somatica.

La metodologia utilizada fue la siguiente:

Se germinaron in vitro plantulas de las que se sembraron explantes de hojas, segmentos de tallo y raices en MS + 3%
de sacarosa + 0.2% de Gelrite y combinaciones de KIN (4.6 y 11.6 M) y BA (4.4 y 11.1 M) (2). Un mes después los
callos se transfirieron al medio MS + 3.5 M KIN + 4.9 M AIB + 3% de sacarosa + 0.2% de Gelrite. Los medios fueron
ajustados a pH 5.7 y las condiciones de incubacién fueron 25°C y fotoperiodo (16/8 h luz/oscuridad) (Chang, T.,
Ortega, J. 2009).

Resultados y discusion. Los callos obtenidos de raices y hojas mostraron embriones globulares casi al mismo

tiempo, pero fue mayor el rendimiento en los primeros (Cuadro 4).

Cuadro 4. Embriogénesis somatica de J. curcas L. a partir de callos obtenidos de raices y hojas de plantulas in vitro.

Explante Dias a la Callos con Embriones
aparicion embriones callo 1
(%)
Raices 6 93 5
Hojas 8 43 2
Fuente: Elaborado por Chan. T.

En comparacién a lo reportado (2) se obtuvo mayor respuesta en los callos provenientes de raices y ligeramente
inferior en los de hoja, sin embargo, los embriones somaticos diferenciados alin son escasos en comparacion a otros

modelos. Ademas la tasa de conversion a planta no es relevante en ningln caso (Chang, T., Ortega, J.2009).

Una vez iniciada la diferenciacién de embriones somaticos en los callos embriogénicos, fue posible observar los

estadios de desarrollo descritos en la literatura: globular, corazén, torpedo y cotiledonario (Chang, T., Ortega, J.2009).
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Figura 16. Diferenciacion de callos en sus diferentes fases obtenidos a partir de raices.

Conclusiones: A) Callo. B y C)Callo con embriones somaticos en estadio globular. D y E) Embriones somaticos. F) Plantula. La
embriogénesis somatica es una alternativa viable para la propagaciéon masiva de plantas de Jatropha curcas L. Existe
una respuesta diferencial segun el tejido utilizado como explante. Se precisa mejorar sustancialmente la tasa de

conversién a planta (Chang, T., Ortega, J.2009).

4.1.27.6. Organogénesis indirecta

A partir de explantes foliares de  Jatropha curcas L. de Chiapas

Introduccion. El pifion Jatropha curcas L. es una euforbiacea oleaginosa originaria de Mesoamérica que crece en
climas tropicales y subtropicales y sus semillas producen 35 a 40% de aceite utilizable como combustible (1-2). Se
reporta regeneracién in vitro de varias especies de Jatropha, pero los resultados no han sido consistentes
probablemente debido al efecto del genotipo. Se evalué el efecto de genotipo en la regeneracion de plantas via
organogénesis indirecta de once accesiones de Jatropha curcas L., colectadas en Chiapas (Lépez, E., Ortega, J.
Rivera, C. 2009).
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Metodologia . Después de seleccionar y desinfectar semillas de 26 accesiones, se extrajeron y sembraron in vitro los
embriones. Se cortaron explantes foliares de 1 cmz2 y sembraron en el medio MS + 8.9 M BA + 49 M AIB + 3%
sacarosa + 0.2% Gelrite para callogénesis. Callos de un mes se transfirieron al MS + 8.9 M BA + 2.5 M AIB + 3%
sacarosa + 0.2% Gelrite para la induccion de brotes. La rizogénesis se indujo con MS + 5 M ANA + 3% sacarosa +
0.2% Gelrite. (Lopez, E., Ortega, J. Rivera, C. 2009).

Resultados y discusion . Germinaron 22 de las accesiones sembradas y la mitad produjo callo, sin embargo sélo
cinco diferenciaron brotes, en diferentes cantidades (Cuadro 1). Sujatha et al. (3), reportan 80-90% de regeneracion
de brotes con el mismo medio en menos tiempo (14-28 dias), utilizando segmentos foliares y manejando sélo un
genotipo. Lo anterior corrobora lo reportado en la literatura en el sentido de que puede existir un diferencial de
respuesta al cultivo in vitro, dependiendo del genotipo del material vegetal utilizado (L6pez, E., Ortega, J. Rivera, C.
2009).

Cuadro 5. Brotes por accesion a los 70 dias posteriores a la siembra.

CLIMA ACCESION BROTES
Calido subhimedo 8 9
A(C)wz(w)

15 18

Templado 9 36
subhimedo Awz(w)

16 9

Calido subhimedo 10 27

con lluvias en
verano A(wo)

Fuente: Elaborado por Lopez. E.
Conclusiones . La organogénesis indirecta es un proceso viable para la micropropagacion de Jatropha curcas L. sin
embargo, los protocolos publicados no son igual de eficientes para todos los genotipos por lo que se precisa

evaluarlos (Lopez, E., Ortega, J. Rivera, C. 2009).

4.2. Marco referencial

La ciudad de Guatemala cuenta con un clima templado y una temperatura maxima de 33 °C y 22 °C minima y esta

localizada una altura de 1562.00 metros sobre el nivel del mar.

Esta investigacion se realizé en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la Facultad de Agronomia, Universidad
de San Carlos de Guatemala. El laboratorio esta ubicado en el salén C-16, tercer nivel del edificio T-8 en la ciudad
universitaria, zona 12 de esta ciudad capital. El cual esta equipado con las condiciones adecuadas para realizar
investigacion, las cuales son 12 horas diarias de luz, una temperatura de entre 24C y 27<C, asi como una humedad

relativa de 30%.
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4.2.1. Descripcion del material vegetal

La planta Jatropha no es un arbol milagroso para produccién de Biodiesel. Sin embargo, el cultivo sustentable de esta
planta, sin interferir con la produccién de alimentos, puede ser opcion viable en proyectos de energias renovables

porque ofrece ventajas adicionales sobre otros cultivos (Orozco, E. 2009).

La variedad de Huehuetenango, fue investigada inicialmente en el proyecto denominado “Caracterizacién Molecular
de las Variedades de Jatropha curcas L. en Guatemala con Fines de Mejoramiento” y fue alli donde dio como
resultado que era el mejor material genético no solo por su mas alta produccién sino porque dicha produccion se
alcanz6 en menor tiempo (316 dias), en el estudio identificado como Guatemala 51 procedente de Cuilco,
Huehuetenango. Por lo tanto, este material viene a constituirse en un material elite a tomarse en cuenta en

programas de mejoramiento asi como en el establecimiento de plantaciones comerciales.

La propagacion se realiza mediante semillas y/o esquejes (estacas) en invernadero. Las semillas para siembra deben

ser obtenidas de plantas que mostrado altas producciones (Orozco, E. 2009).

El almacenamiento de las semillas no debera exceder de 10 a 15 meses, supervisando la calidad en las semillas
durante este tiempo, considerando su contenido de aceite. La germinacion en las semillas tiene una duracién de 15
dias, y puede comenzar incluso a partir del tercero al quinto dias. El porcentaje de germinacion oscila entre 60 y 90%
(Orozco, E. 2009).

Las plantulas se desarrollan durante 3 meses en invernadero, y se trasplantan al campo cuando tienen una altura
entre 40 y 50 centimetros (Orozco, E. 2009).
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5. Objetivos

4.3.0bjetivo General

Establecer un protocolo para la propagacion in vitro vegetativa de cultivares seleccionados de pifién

(Jatropha curcas L.) variedad Huehuetenango con calidad fitosanitaria.

4.4.Objetivos Especificos

5.1.1. Establecer la combinacion de auxinas y citocininas mas eficientes en la multiplicaciéon de callos

meristématicos de Jatropha curcas L. variedad Huehuetenango.

5.1.2. Establecer el tratamiento mas eficiente para la regeneracién de plantulas de Jatropha curcas L.

variedad Huehuetenango a partir de callos meristématicos.



6.1.

6.2.
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6. Hipodtesis

El medio MS (Murashige Skoog 1,962) y alguna de las combinaciones de dos reguladores de crecimiento
auxinas-citocininas ANA (Acido Naftalenacético) y BAP (Bencil aminopurina) permitiran incrementar
significativamente el crecimiento en los callos meristématicos de Jatropha curcas L. Variedad

Huehuetenango.

Que alguna de las combinaciones de citoquinina BAP (Bencilaminopurina) y el medio MS (Murashine y
Skoog 1962, produciran brotes, en los callos meristematicos generados en la primera fase de la

investigacion.
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7. Metodologia

4.5.Fase de Investigacion

Se realiz6 por medio de la investigacion de diferentes fuentes bibliograficas como:
I» Investigaciones recientes referentes al tema de cultivo in vitro de Jatropha curcas var. L.

I» Investigaciones realizadas por medio del internet sobre cultivo de tejidos y la propagacion de dicha especie

vegetal.

v Entrevistas realizadas a personas expertas en el tema, como lo es Ing. Domingo Amador (Q.E.P.D.), Ing. Mak

Milan Cruz, Ing. Amilcar Sanchez, Ing. Eduardo Pretzancin.

4.6.Fase de Campo

4.6.1. Origen y colecta de material vegetal de  Jatropha Curcas.

El material a utilizado en la primera fase de la investigacion consistié de frutos inmaduros los cuales proceden del
departamento de Huehuetenango y fueron recolectados en el afio 2008, posteriormente se colocaron en un medio de
cultivo de para la induccion de callos meristematicos, quedando ya establecidos en el laboratorio de cultivo de tejidos
vegetales, luego estos fueron sembrados en un medio MS al 100%, hasta que en mayo del afio 2009, se inici6 este
trabajo de investigacién con la multiplicaciéon de este material para contar con suficientes accesiones para desarrollar
la segunda fase de la investigacién que es la regeneracion de plantulas por medio de estos callos multiplicados en la

primera fase.

4.7.Fase de Laboratorio

4.7.1. Materiales y Métodos

[ Material de vidrio y de plastico
v Pipetas de 1, 5, 10 y 25 ml
v Micropipeta 100 — 1000 ul

v Beakers

v Erlenmeyer
v Mecheros
v’ Placas petri
v Probetas

v Papel aluminio
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Equipos

v Termémetro de maxima y minima
v Timer (Regulador de fotoperiodo)
v/ Camara fotogréafica

v/ Estereoscopio

v’ Agitador magnético

v' Autoclave

v Balanza analitica

v/ Camara de flujo laminar

v Microondas

v pH-metro

Otros Materiales

v Bisturi

v Hipoclorito de sodio
v Espétulas

v Agua destilada

v Alcohol al 95% y 70%
v' Algodén

4.7.2. Procedimiento para la preparacion de solucio

38

nes madres

Se realizaron conforme se describe la metodologia para las sales minerales Murashige y Skoog (1962). Segun el
siguiente procedimiento:

I» Solucion madre de macronutrientes del medio MS:

se prepararon 500 ml. De esta solucién, para lo cual

se utilizé un beaker de 1 litro, en el que se agregardn los componentes siguientes:

Cuadro 6. Componentes de macro nutrientes del medio MS a (10X).

Nombre del Compuesto Férmulas
Nitrato de amonio NH;NO;
Nitrato de potasio KNO;

Sulfato de Magnesio
Heptahidratado g0k FRLO
Fosfato Diacido De Potasio KH,PO,

Peso (gramos)
8.25
9.50

1.85
0.85

Fuente: Elaboracién propia basada en datos proporcionados dentro del Lab. Cultivo de tejidos.
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I» Luego se agregarén a un beaker todos los elementos conteniendo 250 ml. de agua desmineralizada estéril,

se agité dicha solucién hasta observar que todos los elementos se disolvieran.
l» Se traspas6 a una probeta de 1000 ml., se afor6 con agua desmineralizada estéril hasta llegar a 500 ml., se
volvi6 a agitar para mezclar todos los elementos se almacendé en un frasco de vidrio transparente

previamente identificado con la fecha de elaboracién su concentracién para luego almacenarlos a 4<T.

I» Posteriormente se prepard de la misma manera 100 ml. de una solucién de micronutrientes “A” a una

concentracion de 1000X.

Cuadro 7. Componentes de la solucién de micronutrientes “A” a 1000X.

Gramos
Nombre del Compuesto Formula agregados para 100
ml.
Acido bhérico HsBO; 0.62
Sulfato de manganeso monohidratado MnSO,.H,O 2.23
Sulfato de zinc heptahidratado ZnS0,.7H,0 0.86
Molibdato de sodio dihidratado Na2Mo,.2H,0 0.025

Fuente: Elaboracién propia basada en datos proporcionados dentro del Lab. Cultivo de tejidos.

7.1.1.1. Preparacion de solucién de micronutrientes “B” de las sales MS

I Se prepar6 100 ml. de la solucién a una concentracion de 5000X. Para ello se pesaron los siguientes

elementos quimicos:

Cuadro 8. Componentes de micronutrientes “B” del medio Murashige y Skoog (1962)

Gramos
Nombre del Compuesto Foérmula agregados para 100
ml.
sulfato de cobre pentahidratado CuS0,.5H,0 0.125
cloruro de cobalto hexahidratado CoCl,.6H,0 0.125

Fuente: Elaboracién propia basada en datos proporcionados dentro del Lab. Cultivo de tejidos.

I» Se agreg6 a un beaker 50 ml. de agua desmineralizada estéril, y se agregaron cada uno de los componentes

descritos en el cuadro 6.

l» Este contenido se trasladé a una probeta de 100 ml., luego se aforé con agua desmineralizada estéril hasta
llegar al volumen deseado, para luego trasladar el contenido a un frasco previamente esterilizado e

identificado, con el nombre, concentracién, y fecha de elaboracion. Se almacenaron en la refrigeradora a 4.
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7.1.1.2. Preparacion de la solucion de Yoduro de po  tasio “KI” a 1000X

Para ello se afiadié a un beaker 0.083 gramos del compuesto mencionado para 100 ml. y se afor6 con agua

desmineralizada.

7.1.1.3. Preparacion de 500 ml. de la soluciéon de C loruro de calcio a 10X

l» Se agreg6 a un beaker conteniendo 250 ml. de agua desmineralizada estéril, 2.2 gramos de cloruro de calcio,

se dejo agitar hasta que se disolviera el reactivo.

l» Se traspaso el contenido a una probeta para aforar a 500 ml. Posteriormente se traslado a un frasco de vidrio
transparente, estéril, identificado con la concentracion, fecha de elaboracién y nombre del compuesto
7.1.1.4. Preparacion de 100 ml. De la solucion de h ierro a 100X
Se pesaron los siguientes compuestos quimicos:

Cuadro 9. Compuestos quimicos para la solucién de hierro a 100X

Gramos
Nombre del Compuesto Formula agregados para 100
ml.
Cristales de sal disodio dihydratada Na2EDTA 0.373
Sulfato de hierro heptahidratado FeS04.7H20 0.278

Fuente: Elaboracién propia basada en datos proporcionados dentro del Lab. Cultivo de tejidos.

I» En un beaker se colocaron 50 ml. de agua desmineralizada estéril, se agregaron los compuestos descritos en
el cuadro No.7, se agité hasta disolver completamente ambos elementos, para luego traspasar a una probeta

y aforar a 100 ml.

= Por ultimo se traspaso a un frasco obscuro, previamente identificado con nombre, concentracién y fecha de

elaboracion de la solucion.
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7.1.1.5. Preparacion de vitaminas a 1000X

Cuadro 10. Compuestos quimicos para la solucién de vitaminas a 1000x.

Gramos
Nombre del Compuesto Formula agregados para 100
ml.

Acido nicotinico CgHsNo, 0.05
Piridoxol hidréclohidrico CgH1>,CINO; 0.05
Tiamina monoclohidrica C1,H415Cl,S0,4.H,0O 0.01

Glicina H,NCh,COOH 0.20

Fuente: Elaboracién propia basada en datos proporcionados dentro del Lab. Cultivo de tejidos.

7.1.1.6. Preparacion de 100 ml. De la solucion de m yo inositol a 1000X

» En un beaker de 100 ml. se colocé 50 ml. de agua desmineralizada estéril, luego se pesé 1 gr. del compuesto,

se agitd constantemente, para luego traspasar esta solucién a una probeta donde se aforé a 100 ml.

v Por dltimo se traslado a un frasco estéril, con su identificacién y se almaceno a 4.

7.1.1.7. Preparacion de 100 ml. De vitaminas a una concentracion de 1000X

l» Para ello se agregaran los siguientes compuestos quimicos:

Cuadro 11. Compuestos para la solucién de vitaminas

Gramos
Nombre del Compuesto Formula agregados para 100
ml.
Acido nicotinico CeHsNo, 0.05
Piridixol hidrocloride CgH12CINo; 0.05
Tiamina monoclohidrica glicina C1oH1gCILNSO,4.H,0 0.01
Glicina H,NCh,COOH 0.2

Fuente: Elaboracién propia basada en datos proporcionados dentro del Lab. Cultivo de tejidos.

l» En un beaker se agregé 50 ml. De agua desmineralizada estéril y se agregaron los elementos descritos en el

cuadro No. 9y se aforo a 100 ml. se identificé y se almacené a 4°C.
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7.1.1.8. Preparacion de los reguladores de crecimi  ento a utilizar en la investigacion.
Los reguladores de crecimiento a utilizar son: BAP (bencilaminopurina), y acido naftalenacético (ANA). El BAP se

disolvera con hidroxido de sodio 1N. Antes de su utilizacion.

4.7.3. Preparacion de 1 litro de medio MS (Murashi ge y Skoog):

l» En un beaker se agregd 200 ml. de agua desmineralizada y se introdujo un agitador magnético,

posteriormente se agregaron los siguientes compuestos.

Cuadro 12. Componentes quimicos para la elaboracion de 1 L. medio MS.

CANTIDAD
COMPONENTES CONCENTRACION AGREGADA
en ml.
Macronutrientes 10X 100
Micronutrientes "A" 1000X 1
Micronutrientes "B" 5000X 0.2
Solucion de Ki 1000X 1
Cloruro de Calcio 10X 100
Hierro 100X 10
Myo - Inositol 100X 10
Vitaminas 1000X 1
Sucrosa 3% 30 gramos
Agar 0.70% 7 gramos

Fuente: Elaboracién propia basada en datos proporcionados dentro del Lab. Cultivo de tejidos.

I» Se procedio a disolver todos los elementos uniformemente del medio MS, para luego agregar los reguladores

de crecimiento segun lo requerido para cada uno de los tratamientos a evaluar, siendo los siguientes:
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4.7.4.

Cuadro 13. Tratamientos realizados en la primera fase de la investigaciéon con MS al 100%

Tratamiento ANA BAP
(mg por Litro) (mg por litro)
T1 0.1 0.0
T2 0.5 0.0
T3 1.0 0.0
T4 0.1 3.0
T5 0.5 3.0
T6 1.0 3.0

Fuente: Elaboracién propia basada en datos proporcionados dentro del Lab. Cultivo de tejidos.

Luego se determiné el pH que estaba entre 5.75 y 5.80, en los diferentes tratamientos, para estandarizar el pH

en el medio de cultivo se utilizé soluciones de &cido clorhidrico o hidréxido de sodio a 0.1N.

Se procedi6 a disolver el agar contenido en el medio de cultivo con el uso del horno microondas, esto con la

finalidad de facilitar el llenado de los recipientes de vidrio que constituirdn las unidades experimentales.

Posteriormente se llenaron las unidades experimentales que consistieron en recipientes de vidrios a los cuales

se les agreg6 15 ml. de medio a cada unidad experimental.

Cada uno de los frascos se identific6 segun el tratamiento y el nimero de repeticiones de cada tratamiento,
asi como la fecha de elaboracion del medio. En esta etapa se consideraron 6 repeticiones para cada uno de

los tratamientos.

Luego se introdujeron cada uno de los frascos en la autoclave durante 25 minutos a una presion de 1.05

kg/cm2 a una temperatura de 120 grados Celsius.

Por dltimo estos frascos se sacaron de la autoclave y se colocaron en el cuarto de incubacién hasta su

utilizacion.

Siembra de la primera fase de la investigaci  0n

7.1.1.9. Multiplicacion de callos meristematicos de Jatropha curcas L.

b

Se introdujo a la camara de flujo laminar, 1 paquete de pinzas y cajas de petri, previamente esterilizadas, asi

como se un mechero con alcohol al 95% y un tubo de ensayo para la esterilizacién posterior de las pinzas

Se esteriliz6 la camara de flujo laminar, con alcohol al 70%, se espero 30 minutos para comenzar con la

siembra del material.
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Transcurrido este lapso de tiempo, se procedié a introducir todos los frascos que contenian los callos
meristematicos que se iban a multiplicar en la primera fase de la investigacion asi también los que contenian

los medios de cultivos a evaluar en esta fase.

De cada uno de los frascos se procedié a dividir el callo meristematico, en 6 partes de aproximadamente 2

cms. de largoy 3 cms. de ancho.

Todas las unidades experimentales se trasladaron a la sala de incubacion y luego de 53 dias se tomaron los

datos respectivos.

Toma de datos variables respuesta:

Estas se tomaron a los 53 dias de sembrados, los callos meristematicos para su multiplicacion de la siguiente

manera:

4.7.6.

Se midi6 el largo y ancho en centimetros, de cada callo meristematico sembrado, para ello se procedié a

extraer cada explante del frasco para lo cual se utilizé una regla graduada.

Se evaluo el color que presentaba cada explante en base a un cddigo definido por la tabla de Munsell para

tener un cédigo y verificar esta variable.

Peso en gramos de los callos meristeméticos multiplicados en la primera fase de la investigacion, utilizando

para ello una balanza electrénica para tener mayor precision.

La calidad fitosanitaria que los callos meristematicos presentaban, para ello se procedi6 a revisar el frasco

antes de abrirlo, para evitar infecciones que pudieran afectar a otros frascos.

Posteriormente los callos meristematicos se dividieron en 5 o 6 partes como se detall6 anteriormente, para

luego trasladarlos a otro medio de cultivo de la fase 2.

Variables Respuestas en el disefio experiment  al

I Presencia de callos meristeméaticos a los 67 dias de introducirlos en el medio de cultivo.

I»  Numero de explantes que no respondieron, a los tratamientos luego de los 67 dias de introducirlos en el medio de

cultivo.

I» Caracteristicas cualitativas de los callos meristematicos multiplicados en la primera fase de la investigacién, su

color, su tamafio, asi como su estado fitosanitario, presencia o ausencia de hongos y/o bacterias etc.
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4.7.7. Preparacion de medios para la segunda fase de la investigacion

7.1.1.10.Regeneracion de plantulas a partir de los  callos multiplicados

Se procedié a realizar los medios de cultivos conteniendo MS (Murashine y Skoog) a diferentes concentraciones
siendo estas 100% y 50% se combinaron con diferentes concentraciones de BAP (bencilaminopurina), segun los

tratamientos descritos a continuacion:

Cuadro 14. Tratamientos a realizar para la segunda fase de la investigacion.

Tratamiento BAP
MS % (mg por litro)
T1 100 0.1
T2 50 0.1
T3 100 0.5
T4 50 0.5
T5 100 1.0
T6 50 1.0
Fuente: Elaboracién propia
7.1.1.11. Segunda fase
Siembra de los explantes para la regeneracién de pl  antulas por medio de callos meristematicos multipli cados

en la primera fase.

Se procedi6 a tomar datos de todos los tratamientos realizados durante la primera fase de la investigacién como lo es
largo, ancho, color sanidad y peso en gramos.

Posteriormente se identifico cual de los 6 tratamientos fue el que mejor resultado dio, en cuanto a las variables
respuestas mencionadas antes. Para luego trasladarlos a los diversos tratamientos de la segunda fase que es la

regeneracion de plantulas a partir de estos callos meristematicos.

Los demas explantes fueron trasladados a un medio conteniendo el mejor tratamiento de la primera fase, para lograr
asi preservar el material vegetal. Todas las unidades experimentales se trasladaron al area de incubacion, durante 50

dias, para la toma de datos respectiva de la segunda fase de la investigacion.

A. Variables respuesta:

I Numero de plantulas regeneradas luego de 50 dias de sembrados los callos meristematicos en los

tratamientos a evaluar en esta fase.

l» Largo en centimetros de cada una de las plantulas regeneradas
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I» Estado fitosanitario de cada uno de las plantulas regeneradas
I» Presencia de hojas de cada una de las plantulas regeneradas en esta segunda fase.

4.7.8. Disefo experimental: Completamente al azar

Modelo estadistico.

Yij=U + Ti + Eij
i =12t

j =12,r
Donde:

Yij = Variable de respuesta de la ij-ésima unidad experimental

U = Efecto de la media general

Ti = Efecto de los tratamientos utilizados sobre los callos meristematicos generados en la primera fase de
investigacion.

Eij = Error experimental

4.7.9. Unidad experimental
Como unidad experimental en la primera fase se utilizaron frascos de compota conteniendo 25 ml. de medio de

cultivo, cada frasco contenia un segmento de 2 cms. de largoy 3 cms. de ancho de callos meristematico.

En la segunda fase se procedié a disectar con las mismas dimensiones (2 cms. de largo y 3 cms. de ancho) los

explantes (callos meristematicos) que tuvieron una respuesta mayor en cuanto a crecimiento (Tratamiento No. 6).

4.7.10. Analisis de la informacion
Este se realiz6 utilizando para todos los resultados obtenidos durante ambas fases de la investigacion, el programa

INFOSTAT, con el cual también se procedié a realizar la prueba de Tuckey con un nivel de confianza del 95% y un

error experimental del 5%.

4.7.11. Presentacion de Resultados
Con los resultados obtenidos se elaboraron cuadros y figuras para una mejor ilustracion de los resultados y se

generaron diagramas para un mejor entendimiento.



a7

8. Resultados y discusion de resultados

La primera fase del experimento que consistia en la multiplicacion de los callos meristématicos de la especie Jatropha
curcas L. variedad Huehuetenango, fue realizada el 13 de mayo de 2009, 67 dias después se procedi6 a la toma de
datos el 19 y 20 de julio del afio 2009.

En cuanto al color se tomo de una escala ascendente de 1 a 4, donde 1 hace referencia al color blanco identificado
con el codigo 10 YR 7/2, 2 a coloracion blanco amarillento identificado con el cédigo 5Y 5/4, 3 verde amarillento con

el codigo 5Y 6/5 vy el 4 verde obscuro con el codigo 5Y 6/4, segln < se muestra en la siguiente figura 17.

1
10 YR 7/2

Figura 17. Escala de colores codificados en base a la tabla de Munssell

4 .8.Resultados de Primera Fase

Cuadro 15. Resultados obtenidos en la primera fase para las variables cualitativas.

COLOR ESTADO
(% explantes) FITOSANITARIO (%)
MEDIO ANA BAP 1 MUERTOS
TRATAMIENTOS 2 3 4 5
MS % (mg/L.) | (mglL.) (10 (%)
YR BY 5Y (B5Y | (6Y | SANO INFECTADO
5/4 6/5 6/4 6/1
712) ) | (6/9) ) )
T1 0.1 0.0 13 62 25 89 0 11
T2 0.5 0.0 11 33 56 89 11
T3 1.0 0.0 50 12 38 100
100%
T4 0.1 3.0 11 89 100
T5 0.5 3.0 89 11 100
T6 1.0 3.0 100 100

Fuente: Elaboracion propia basada en datos recabados durante la investigacion.

En el cuadro 15, se muestra los resultados para las variables cualitativas que son el color, estado fitosanitario y la
sobrevivencia de los explantes, estas variables estan representadas en porcentaje, debido a que en los anexos de
este documento se presentan los cuadros de manera detallada, presentandose en cuadros la totalidad de la cantidad
de explantes que se evaluaron y cual fue la respuesta de los mismos en cuanto a estas variables.
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oicadoc v Coloracion

6/1) \
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amarillento (5 y
5/4)
2%

Figura 18. Coloracién presentada en los explantes durante la primera fase.

Durante esta primera fase de la investigacidbn se observé que del total de las unidades experimentales (600
explantes), el 49% presentd una coloracion verde amarillenta (cédigo 5Y 6/5) el 31% una coloracion verde obscuro
(cédigo 5Y 6/4) el 12% presentd una coloracion blanco amarillenta (codigo 5Y 5/4) y Unicamente el 2% presentd
coloracion blanca (codigo 6Y 6/1), asiendo una comparacion entre los tratamientos el nimero de explantes que
presenté una coloracion verde amarillenta en mayor cantidad fue el tratamiento No.6 asi tambien fue el que mejor
resultados desarrollé en cuanto a las demés variables cuantitativas. En sobrevivencia Unicamente el 11% de los
explantes murié esto originado por una oxidacion de los explantes posiblemente por el tiempo que estuvieron dentro

del medio de cultivo.

Lt — —

Figura 19. (A,B,C) Diferentes coloraciones presentadas en los explantes de la primera fase.

En la figura 19, se muestran algunas de las coloraciones que presentaron los explantes al ser sometidos a los
diversos tratamientos de esta primera fase de la investigacion. En la figura 18 (A) se muestra la coloracién blanca
identificada por el codigo 10 YR 7/2, en la figura 18 (B) se muestra la coloracion verde amarillenta con el cédigo 5Y

6/5, por ultimo en la figura 18 (C) se muestra la coloracion 5 identificada con el codigo 6Y 6/1.
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Es importante resaltar que estos cddigos fueron tomados de la tabla de Munssell debido a que se necesitaba tener

alguna descripcion més técnica a la hora de la presentacion de estos colores.

Estado fitosanitario

INFECTADOS
2%

Figura 20. Estado fitosanitario de los explantes durante la primera fase.

En cuanto al estado fitosanitario se presento el 98% de los explantes sanos, debido a que las siembras de dichas
unidades experimentales (explantes), se realizaron con las normas de asepsia adecuadas para lograr evitar la minima

contaminacion esto se refleja en la baja contaminacidén con Unicamente el 2% de los explantes infectados.

La presencia de una bacteria se evidenciaba con el color blanco lechoso en el explante y posteriormente esta se

diseminaba en todo el medio de cultivo.

Figura 21. Explante infectado por la bacteria dentro del medio de cultivo.
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Cuadro 16. Resultados obtenidos en la primera fase de las variables cuantitativas.

TRATAMIENTOS MEDIO ANA BAP TAMANO Cms. PESO
MS % (mgll) (mg/l) Grs.
LARGO ANCHO

T1 100% 0.1 0.0 0.81 0.20 0.18

T2 0.5 0.0 1.48 0.76 1.05

T3 1.0 0.0 1.32 0.8 1.08

T4 0.1 3.0 1.67 1.02 1.807

T5 0.5 3.0 1.79 1.1 2.295

T6 1.0 3.0 251 1.85 3.523

Fuente: Elaboracién propia, basada en datos recabados durante la investigacion.

Durante esta primera fase el objetivo primordial fue la multiplicacion de los callos meristematicos establecidos

anteriormente dentro del laboratorio para ello se utilizaron los tratamientos descritos en el cuadro 16.

Como se muestra en el cuadro 16, el tratamiento que presenté un mejor desarrollo en cuanto a las variables, tamafio
en centimetros y peso en gramos, fue el tratamiento No. 6. Esto debido a que este tratamiento contenia una mayor
concentracién de ambos reguladores de crecimiento, contribuyendo a que se diera una mayor divisién celular. Segun
Orozco C., esta respuesta es originada debido a que el regulador de crecimiento BAP (Benzilaminopurina) es una
citoquinina y esta hormona promueve la organogénesis dentro del explante y la auxina presente en el medio con la
hormona ANA (acido naftalenacetico) promueve a su vez la division celular de los explantes. Ocasionando que a
mayor concentracion de ambos reguladores se diera una mejor respuesta de los explantes sometidos a este
tratamiento, como se puede ver en los resultados a mayor concentracion de los reguladores utilizados en el medio,

mayor fue la respuesta en cuanto a desarrollo tamafio y peso del explante.

Para corroborar el mejor tratamiento de esta fase se realiz6 un analisis de varianza y prueba de medias Tukey para
obtener un resultado mas exacto que muestre el mejor tratamiento en cuanto a la multiplicacion de los callos

meristematicos de esta especie.

4.8.1. Analisis estadistico para la variable ancho del explante en centimetros

Cuadro 17. Andlisis de la varianza para la primera fase de la investigacion, variable ancho.

CENTIMETROS 54 0.60 0.56 39.70
Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.

Cuadro 18. Andlisis de la varianza (SC TIPO Ill), para la variable ancho.

MODELO 10.68 5 2.14 14.45 <0.0001
TRATAMIENTOS 10.68 5 2.14 14.45 <0.0001
ERROR 7.10 48 0.15
TOTAL 17.78 53

Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.
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De acuerdo al analisis de varianza cuadro 17, se observa que si existe una diferencia significativa entre los
tratamientos al 0.05% y para establecer que tratamientos fueron estadisticamente iguales o diferentes entre si fue

necesario utilizar el comparador de medias de Tukey al 0.05% de significancia como se muestra en el cuadro 18.

Cuadro 19. Prueba de Tuckey, con un error de 0.1478 y gl. 48 con alfa de 0.05

6 1.86 9 A
5 1.02 9 B
4 0.98 9 B
3 0.80 9 B C
2 0.76 9 B C
1 0.40 9 C
Letras distintas indican diferencia significativa (p<=0.05)
Media de la variable ancho en cms. de
los explantes primera fase
~ i
s}
- 7-
? -
4 i
3 - - ’
I
2 [ E— — SE——
—
iy B B B BN
0
1.86A 1.028 0988 0.80B/C 0.76 B/C 0.40C
Tratamientos

Figura 22 . Media de la variable ancho en cms. de los explantes primera fase.

Se observa en la prueba de comparacion de medias Tukey con un nivel de confianza del 95%, para la variable ancho
del explante el tratamiento que mejores resultados genero fue el tratamiento No. 6 (Medio MS al 100% combinado con
1 mg/L de ANA y 3 mg/L de BAP) identificado en el cuadro 19 y en la figura 22 con la letra A, con una media de 1.86
centimetros de ancho. Los tratamientos que también presentaron una respuesta positiva pero en menor cantidad
fueron los tratamientos 5 ( MS al 100% combinado con 0.5 mg/L de ANA y 3 mg/L BAP) y 4 ( MS al 100% combinado
con 0.1 mg/L de ANA y 3 mg/L de BAP) identificados con la letra B, con una media de 1.02 y 0.98 centimetros
respectivamente, en ambos tratamientos (4 y 5) no existe diferencia significativa entre ambos tratamientos, por lo cual

al utilizar cualquiera de estos tratamientos se tendria una respuesta similar en crecimiento del ancho de los explantes.
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4.8.2. Analisis estadistico para la variable largo del explante en centimetros.

Cuadro 20. Andlisis de la varianza para la primera fase para la variable largo en centimetros.

VARIABLE N R R Aj CVv
CENTIMETROS 54 0.32 0.25 44.39
Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.

Cuadro 21. Andlisis de la varianza (SC TIPO lIl), para la variable largo.

F.V sC Gl. CM F
MODELO 10.09 5 2.02 4.60 <0.0017
TRATAMIENTOS  10.09 5 2.02 4.60 <0.0017
ERROR 21.07 48 0.44

TOTAL 31.16 53

Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.

De acuerdo al analisis de varianza para la variable largo del explante cuadro 20, se observa que si existe una
diferencia significativa entre los tratamientos al 0.05% Yy para establecer que tratamientos fueron estadisticamente
iguales o diferentes entre si fue necesario utilizar el comparador de medias de Tukey al 0.05% de significancia como

se muestra en el cuadro 21.

Cuadro 22. Prueba de Tuckey, con un error de 0.4390 y gl. 48 con alfa de 0.05.

TRATAMIENTOS MEDIAS I\

6 2.17 9 A
4 1.68 9 A
5 1.59 9 A B
2 1.48 9 A B
3 1.32 9 A B
1 0.72 9 B

Letras distintas indican diferencia significativa (p<=0.05)

Media de la variable largo de los
explantes en cms. primera fase

i

e

r

217 A 1.e8A 1.59A/B 1.48A/B 1.32A/B 0.72B

Q B N W R U O

= TRATAMIENTOS

Figura 23 . Media del largo de los explantes en la primera fase de la investigacion.
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Se observé en la prueba de comparaciéon de medias Tukey con un nivel de confianza del 95%, que para la variable
largo en centimetros del explante los tratamiento que mejores resultados generaron fueron los tratamientos No. 6
(Medio MS al 100% combinado con 1 mg/L de ANA y 3 mg/L de BAP) vy el tratamiento No. 4 (MS al 100% combinado
con 0.1 mg/L de ANA y 3 mg/L de BAP) identificado en el cuadro 20 y en la figura 22., con la letra A, con una media
de 2.17 y 1.68 centimetros de largo, los tratamientos que también presentaron una respuesta positiva pero en menor
cantidad fueron los tratamientos 5 (MS al 100% combinado con 0.5 mg/ de ANA y 3 mg/l BAP) el tratamiento 2 (MS al
100% combinado con 0.5 mg/l de ANA) Y el tratamiento 3 (MS al 100% y 0.10 mg/l de ANA) identificados con la letras
A/B, con una media de 1.59, 1.48 y 0.98 centimetros de largo respectivamente, en ambos tratamientos no existe
diferencia significativa, por lo cual al utilizar cualquiera de estos tratamientos se tendria una respuesta similar en

crecimiento del largo de los explantes.

4.8.3. Analisis estadistico para la variable peso e n gramos de los explantes.

Cuadro 23. Andlisis de la varianza para la primera fase para la variable peso en gramos.

GRAMOS 54 0.40 0.33 87.61
Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.

Cuadro 24. Andlisis de la varianza (SC TIPO lllI), para la variable peso en gramos

MODELO 60.96 5 12.19 6.31 <0.0001
TRATAMIENTOS 60.96 5 12.19 6.31 <0.0001
ERROR 92.74 48 1.93

TOTAL 153.70 53

Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.
De acuerdo al analisis de varianza cuadro 23, se observa que si existe una diferencia significativa entre los
tratamientos al 0.05% y para establecer que tratamientos fueron estadisticamente iguales o diferentes entre si fue

necesario utilizar el comparador de medias de Tukey al 0.05% de significancia como se muestra en el cuadro 24.

Cuadro 25. Prueba de Tuckey, con un error de 1.9320y gl. 48 con alfa de 0.05.

3.52
2.04
1.81
1.08
0.92
0.15 9 B

Letras distintas indican diferencia significativa (p<=0.05).

A
A
A

N Wwh oo
© O o o o
W W W

=Y
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Media de la variable peso en gramos de
los explantes primera fase

<

6
—

s =
q
. / —
, / | —
'y =0 =
0

3.52A 2.04A/B  1.81A/B 1.088B 0928 0.15B

TRATAMIENTOS

Figura 24. Media de la variable peso en gramos de los explantes en la primera fase.

Segun la prueba comparacion de medias Tukey con un nivel de confianza del 95%, que para la variable peso en
gramos del explante el mejor tratamiento fue el No. 6 identificado con la letra A (Medio MS al 100% combinado con 1
mg/L de ANA y 3 mg/L de BAP) el cual contenia como se dijo anteriormente las mayores concentraciones de los
reguladores de crecimiento evaluados. Los demas tratamientos que presentaron también una respuesta positiva en
cuanto al peso del explante identificados con las letras A/B, estos fueron los tratamientos 5 MS al 100% combinado
con 0.5 mg/L de ANA y 3 mg/L BAP), el tratamiento No. 4 ( MS al 100% combinado con 0.1 mg/L de ANA 'y 3 mg/L de
BAP) con una media en cuanto al peso en gramos de los explantes de 2.04 y 1.81 gramos respectivamente, entre
ambos tratamientos no existe diferencia significativa, por lo cual al utilizar cualquiera de estos tratamientos se tendria

una respuesta similar en cuanto al peso promedio de los mismos.

Discusion de resultados

Como se pudo observar tomando en cuenta los resultados obtenidos de la primera fase de la investigacién que fue la
multiplicacion de los callos meristeméaticos, y respaldados por los resultados obtenidos en el andlisis estadisticos, los
explantes que por sus condiciones tanto cualitativas como cuantitativas dieron mejores resultados fueron los
sometidos al tratamiento No. 6 este fue multiplicado y trasladado a un medio que diera como resultado la

regeneracion de plantulas a partir de estos explantes.

Dicha respuesta se dio en el tratamiento en donde se tenian las mayores concentraciones de los reguladores de
crecimiento, por ello es que al utilizar mayores concentraciones de los reguladores de crecimiento en el medio de
cultivo, las diferentes concentraciones de los mismos generaron que se diera el desarrollo del callo, iniciando con la
fase de divisién celular y posteriormente se diera la diferenciacion de las células aumentando asi las células de tipo

vascular y con ello las dimensiones del mismo. Harmann y Kester 1997.
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Estos callos presentaron la caracteristica citada por otros autores (Ovando. 2003) de desprenderse pequefios
segmentos del mismo, debido a que presentan un crecimiento desorganizado y cuyas células no estan bien adheridas
entre si, por lo que muchas veces se les da la caracteristica de friables, pueden disgregarse, es decir, presentan
friabilidad

Los factores que mas pueden afectar la formacién del callo son el tipo de explante, ya que hay una mejor proliferacion
de células cuando este proviene de un tejido joven al tener un mayor potencial para la divisién celular como para la
regeneracion de plantas, y el otro factor es el medio de cultivo y sus condiciones tanto fisicas como quimicas (Palma,
1995).

En cuanto a la coloracién presentada existen diversas coloraciones que se pueden presentar, dependiendo del grado
de desarrollo que tenga el callo asi también de la especie y parte de la planta que dio origen al mismo, sin que este
asegure o no un resultado positivo en la regeneracion de las plantulas, en la literatura citan que la coloracién de este
tejido varia, pueden existir callos que carecen de pigmentos, mientras que otros pueden ser de distintos tonos de

verdes, amarillo, café o rojo citado Gonzalez, K. 2003.

4.9.Resultados segunda fase

Los resultados finales de esta fase fueron tomados aproximadamente 50 dias después de sembrados los explantes en
los medios de cultivos.

Cuadro 26. Resultados obtenidos en la segunda fase de las variables cualitativas.

COLOR ESTADO FITOSANITARIO
(% explantes) (%) MUERTO
TRATAMIENTOS MEDIO (mﬁ) 1 2 3 4 5 S
(10 YR BGY 5Y BY (6Y SANO INFECTADO (%)
7/2) 5/4) (6/5) 6/4) 6/1)
T1 100 0.1 22 56 22 100 0 0
T2 50 0.1 11 67 22 80 10 10
T3 100 0.5 10 40 50 80 20
T4 50 0.5 80 20 100
T5 100 1.0 20 60 20 100
T6 50 1.0 78 22 90 10

Fuente: Elaboracién propia, basada en datos recabados durante la investigacion.

En el cuadro 26, se muestran los resultados para las variables cualitativas que color, estado fitosanitario y la
sobrevivencia de los explantes, en la segunda fase de la investigacion, estas variables estan representadas en
porcentaje, debido a que en los anexos de este documento se presentan los cuadros de manera detallada, la cantidad

de explantes que se evaluaron y cudl fue la respuesta de los mismos en cuanto a cada tratamiento y variables.
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Coloracion Segunda Fase

10YR7/2
6Y6/1 39

26% \,

5Y5/4
7%

5Y6/4
0%

Figura 25. Porcentaje de la coloracion presentada en los explantes, segunda fase.

Figura 26. En ambas figuras (A,B,C,) se muestran las diferentes coloraciones presentadas.

En la figura 24 la coloracion presentada por los explantes sometidos a los diversos tratamientos de la segunda fase de
esta investigacion, fue una coloracion verde amarillenta 64% (5Y 6/5), un 26% present6 oxidacion (6 Y 6/1), color
blanco un 3% (10 YR 7/2) y con una coloracion blanco amarillenta el 7% del total de los explantes, algunas de ellas se
muestran en la figura 25, en donde se muestran la mayoria de las coloraciones presentadas durante esta fase y en
cuanto a al estado fitosanitario de los explantes, el 98% de los explantes estaban libres de hongos u bacterias,

Unicamente el 2% del total de los explantes present6 infeccién por bacteria (ver figura 26).
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El objetivo primordial de esta fase consistid en la regeneracion de plantulas a partir de callos meristematicos, pero en
ninguno de los tratamientos evaluados se logré una respuesta positiva debido a que los callos meristematicos
Unicamente crecieron en cuanto al tamafio y el peso, Unicamente los tratamientos 3 y 5 de esta fase presentaron

posibles brotes, pero no se logré su completo desarrollo. De ellos en el tratamiento 3 Gnicamente un explante presenté

Estado fitosanitario segunda fase

NFECTADO
2%

Figura 27. Estado fitosanitario de los explantes en la segunda fase de investigacion.

Cuadro 27. Resultados obtenidos en la segunda fase para las variables cuantitativas.

TRATAMIENTOS BAP TAMARNO Cms. PESO
MEDIO (mal) Grs.
LARGO ANCHO
T1 100 0.1 1.77 1.41 1.738
T2 50 0.1 2.18 1.88 3.57
T3 100 0.5 1.15 0.93 1.62
T4 50 0.5 2.66 2.38 4.24
T5 100 1.0 4,74 4.37 6.69
T6 50 1.0 3.08 2.72 4.42

Fuente: Elaboracién propia basada en datos recabados durante la investigacion.

1 posible brote y el tratamiento 5 present6 3 explantes.
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Figura 28. Se muestra los posibles brotes regenerados a partir de callos meristematicos.

Se menciona en la literatura que para que se dé la regeneracién de una plantula a partir de callos es necesario que
pase por diferentes estadios donde se va dando la diferenciaciéon celular, para posteriormente formar los posibles
brotes que son llamados embrioides, los cuales en muchos casos pueden o no dar origen posteriormente a plantas

(Hartmann Y Kester, 1997).

En nuestro caso no fue posible que esto se generara ya que luego de 1 mes en el medio de cultivo MS al 100%, esos

no mostraron respuesta alguna.

4.9.1. Andlisis estadistico para la variable ancho  en centimetros de los explantes

Cuadro 28. Andlisis de la varianza para la segunda fase de la investigacion variable largo.

VARIABLE N R R” Aj CcVv
CENTIMETROS 60 0.41 0.36 56.74
Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.

Cuadro 29. Andlisis de la varianza (SC TIPO lll), para la variable largo en centimetros.

A% sC Gl. CM F
MODELO 66.44 5 13.29 7.55 <0.0001
TRATAMIENTOS  66.44 5 13.29 7.55 <0.0001
ERROR 95.07 54 1.76

TOTAL 161.51 59

Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.

De acuerdo al analisis de varianza para la variable largo del explante cuadro 28, se observa que si existe una
diferencia significativa entre los tratamientos al 0.05% Yy para establecer que tratamientos fueron estadisticamente

iguales o diferentes entre si, fue necesario utilizar el comparador de medias de Tukey al 0.05% de significancia como

se muestra en el cuadro 29.
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Cuadro 30 . Prueba de Tuckey, con un error de 1.7605, y gl. 54 con un alfa de 0.05.

5 4.27 10 A

6 2.77 10 A B

4 2.56 10 A B C
1 1.77 10 B C
2 1.74 10 B C
3 0.92 10 C

Letras distintas indican diferencia significativa (p<=0.05)

Media de la variable largo de los
explantes en centimetros segunda fase

- a—
6 [
5/__-—-
e <
s B B a—
: 11 ]
1/———|I——7’
0

427A 277A/B 2.56 1.77C 1.74C 0.92C
A/B/C

TRATAMIENTOS

Figura 29. Media de la variable largo en centimetros de los explantes segunda fase.

Por medio de la prueba de comparacion de medias Tukey con un nivel de confianza del 95%, se determind que para
la variable largo en centimetros del explante los tratamiento que mejores resultados generaron fueron los tratamientos
5 (Medio MS al 100% combinado con 1 mg/L de BAP) vy el tratamiento 6 ( MS al 50% combinado con 1 mg/L de BAP)
identificado en la figura 28, con la letra A, con una media de 4.17 y 2.77 centimetros de largo, los demas tratamientos
se podria decir que no presentaron diferencia significativa entre ellos, estos son los identificados con la letras C estos
fueron los tratamientos del 1 al 3 respectivamente, por lo cual al utilizar cualquiera de estos tratamientos se tendria
una respuesta similar en crecimiento del largo de los explantes pero en mejor cantidad de centimetros que los

tratamientos identificados con las letras Ay B.



4.9.2. Analisis de la varianza para la segunda fase

de la investigacion variable ancho.

Cuadro 31. Andlisis de la varianza para la segunda fase de la investigacion variable ancho.

CENTIMETROS
Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.

60

0.43 0.38

59.72

Cuadro 32. Andlisis de la varianza (SC TIPO lll), para la variable ancho en centimetros.

MODELO 62.31
TRATAMIENTOS 62.31
ERROR 82.36
TOTAL 144.66

5
5
54
59

12.46
12.46
153

8.17
8.17

<0.0001
<0.0001

Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.

60

De acuerdo al analisis de varianza para la variable largo del explante cuadro 31, se observa que si existe una

diferencia significativa entre los tratamientos al 0.05% Yy para establecer que tratamientos fueron estadisticamente

iguales o diferentes entre si fue necesario utilizar el comparador de medias de Tukey al 0.05% de significancia como

se muestra en el cuadro 32.

Cuadro 33. Prueba de Tuckey, con un error de 1.53 y gl. De 54 con un alfa de 0.05.

6 3.93 10 A
5 2.45 10 A B
4 2.38 10 A B C
2 1.50 10 B C
1 1.41 10 B C
3 0.74 10 C
Letras distintas indican diferencia significativa (p<=0.05)
Media de la variable ancho en centimetros
de los explantes segunda fase
6 _ p—.
5 +7 ES
a4 RE
3 7 —
, _/»— — — I TRATAMIENTOS
1 171 4“7
O T T T T 1
3.93A 2.45A/B 2.38 1.5B/C 1.41B/C 0.74C
A/B/C

Figura 30. Media de la variable ancho en centimetros de los explantes segunda fase
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Por medio de la prueba de comparacion de medias de Tukey con un nivel de 95% de confianza se determin6 que en
cuanto a la variable ancho en centimetros de los explantes, el mejor tratamiento lo constituy6 el 6 (50% MS y 1 mg/L
de BAP) con una media de 3.93 centimetros de ancho e identificado con la letra A, en cuanto a los demas tratamientos
solo existe una diferencia significativa entre el tratamiento 5 identificado con las letras A/B, debido a que tiene una
media de 2.45 centimetros, y este es el que tiene una mayor concentracién tanto en el medio MS como en el regulador

de crecimiento utilizado.

4.9.3. Analisis de la varianza segunda fase de inve  stigacion variable peso en gramos.

Cuadro 34. Andlisis de la varianza para la segunda fase de la variable peso en gramos.

GRAMOS 60 0.39 0.34 59.90

Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.

Cuadro 35. Andlisis de la varianza (SC TIPO lll), para la variable peso en gramos.

MODELO 145.78 5 29.16 6.99 <0.0001
TRATAMIENTOS 145.78 5 29.16 6.99 <0.0001
ERROR 225.40 54 4.17

TOTAL 371.18 59

Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.

De acuerdo al andlisis de varianza para la variable peso en gramos de los explantes en el cuadro 34, se observa que
si existe una diferencia significativa entre los tratamientos al 0.05% y para establecer que tratamientos fueron
estadisticamente iguales o diferentes entre si fue necesario utilizar el comparador de medias de Tukey al 0.05% de

significancia como se muestra en el cuadro 35.

Cuadro 36. Prueba de Tuckey, con un error de 4.17 y gl de 54 con un alfa de 0.05-

5 6.02 10 A

4 4.24 10 A B

6 3.98 10 A B C
2 3.02 10 B C
1 1.74 10 B C
3 1.46 10 C

Letras distintas indican diferencia significativa (p<=0.05)
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Media de la variable peso en gramos de
los explantes segunda fase
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Figura 31. Media de la variable peso en gramos de los explantes segunda fase.

Como se puede observar en esta variable el peso mayor esta en el tratamiento No. 5 (MS al 100% y 1 mg/l de BAP),
por el resultado este es el que tiene una diferencia significativa en comparaciéon con los demas tratamientos, en
comparacion con los demas tratamientos los cuales tienen poca diferencia entre ambos por los cuales seria dificil

obtener una respuesta como la del tratamiento 6 identificada con la letra A.

Discusioén de resultados

Una respuesta similar la obtuvieron expertos en Chiapas, México al realizar una investigacion a partir de explantes
foliares en dicha investigacion se evaluaron 22 accesiones foliares de esta misma especie de las cuales Unicamente la
mitad formé callos y de estas Unicamente 5 lograron diferenciar brotes, atribuyéndose esto a que existira diferente

respuesta dependiendo del genotipo del material utilizado (Peraza, A., Ortega, J., Rivera C. 2009).

Es muy importante también tomar en cuenta que las respuestas tanto cualitativas como cuantitativas del crecimiento
del callo en cultivo de tejidos, implican un sinergismo entre el origen del tejido usado para induccién, la composicion

del medio y las condiciones fisicas que prevalecen durante ésta etapa (Raggio, M., Moro-Raggio, N., 2004).

Aunqgue en paises como la India se han logrado tener resultados positivos por medio de este método, es importante
lograr obtener resultados con especies endémicas de cada regién, tomando en cuenta que segun Peraza, A., y
Ortega, J., la organogénesis indirecta es un proceso viable para la micropropagacion de Jatropha curcas L. sin
embargo, los protocolos publicados no son igual de eficientes para todos los genotipos por lo que se precisa

evaluarlos.
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En cuanto a las dosis utilizadas en los tratamientos se tomaron en cuenta debido a que segUn la literatura altos niveles
de citocininas pueden promover la proliferacién de brotes y mientras que altas concentraciones de auxinas promueven
la formacion de callos, es por ello que en nuestros tratamientos las concentracién mayor era del regulador

bencilaminopurina para lograr realizar nuestro objetivo.

En cuanto a realizar esta regeneracion de plantulas a partir de callos se vuelve algo dificil debido también a que uno
de los mayores problemas de la biotecnologia es lograr que la actividad se vuelva organizada, para que se produzcan

los érganos vegetales.

En cuanto a estos tratamientos como se dijo anteriormente en ninguno de ellos se logré desarrollar plantulas
concretas Unicamente embrioides, los cuales en muchos casos pueden 0 no dar origen posteriormente a plantas
(Hartmann Y Kester, 1997).

Debido a esto se tomo la decision de realizar tratamientos alternativos, dichos tratamientos fueron recomendados por
el Ing. Makmilan Cruz, quien por su experiencia seleccion6 la combinaciéon de de sales de MS asi como los

reguladores de crecimiento acido giberélico y cinetina.

El acido giberélico en cultivo de tejidos controla la diferenciacion celular asi como ayuda en el alargamiento de los
mismos en cuanto a la cinetina ayuda en la proliferacién celular, que en nuestro caso podria ayudar a dar resultados

positivos para la investigacion.

8.1. Resultados de los tratamientos alternativos

En este primer ensayo se realizé la combinacion del acido giberélico y la cinetina y para tratamiento se realizaron 4

repeticiones siendo los siguientes:

Cuadro 37. Tratamientos utilizados para desarrollar este ensayo.

Tratamiento MS % GA3 CINETINA
(mg por Litro) (mg por litro)
T1 100 0 0.0
12 50 0 0.0
1S 50 1 0.5
T4 50 0.5 0.25
T5 25 0 0
T6 25 1.0 05
T7 25 0.5 0.25

Fuente: Elaboracién propia, basado en los tratamientos realizados.



Cuadro 38. Resultados obtenidos de los tratamientos adicionales a esta investigacion.
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COLOR ESTADO FITOSANITARIO
(% explantes) (%)
TRATAMIENTOS | MEDIO | GAs | CRETNA T AT, T T, s
VR 5Y 5Y (5Y (ey SANO INFECTADO
712) 5/4) (6/5) 6/4) 6/1)
T1 ADI 0 0.0 - - 100 - - 100 -
T2 ADI 0 0.0 - 33 34 33 - 75 25
T3 ADI 1 0.5 - - 100 - - 100 -
T4 ADI 100 0.5 0.25 - - 100 - - 100 -
T5 ADI 0 0 - 50 50 - - 100 -
T6 ADI 1.0 0.5 - - 75 25 - 100 -
T7 ADI 0.5 0.25 - - 100 - - 100 -

Fuente: Elaboracién propia, basada en datos recabados durante la investigacion.

En cuanto a estos tratamientos también se presentan en porcentaje igual que en las anteriores fases de la
investigacion, las tablas mas detalladas se presentan en los anexos de este documento. La terminacién ADI, se
agrego para hacer una diferencia de los tratamientos anteriores, esta significa adicional ya que estos se adicionaron al

documento para lograr obtener resultados positivos.

La coloracién varié debido a que se noto que la mayoria de los explantes generd un color verde amarillento y es

importante resaltar que en estos medios de cultivo no hubo oxidacién.

Coloracion

blanco
amarillento (b y
5/4)

12%

verde ohscuro
(5Y6/4)
8%

Figura 32. Coloracién presentada para el primer ensayo de los tratamientos adicionales.



65

Estado fitosanitario

INFECTADO

v, T

Figura 33. Estado fitosanitario generado en el primer ensayo de los tratamientos adicionales.

Cuadro 39. Resultados cuantitativos del primer ensayo de los tratamientos adicionales.

TRATAMIENTOS TAMANO Cms. PESO
MEDIO (ggA/E) C'(':'Tgl'_')\'A Grs.
LARGO ANCHO
T1 ADI 0 0.0 1.46 1.14 0.59
T2 ADI 0 0.0 0.97 0.61 0.51
T3 ADI 1 0.5 1.19 1.57 1.27
T4 ADI 100 0.5 0.25 1.41 1.45 1.02
T5 ADI 0 0 1.27 0.94 0.76
T6 ADI 1.0 0.5 3.30 3.01 5.28
T7 ADI 0.5 0.25 2.76 2.70 4.73

Elaboracion propia, basada en datos recabados durante la investigacion.
Discusion de resultados

Como se puede observar al igual que en los resultados anteriores Unicamente se desarrollo el callo en cuanto a
tamafio y peso, debido a que tanto las giberelinas como la cinetina ayudaron a que se diera la elongacion celular de
los explantes, como se puede ver el tratamiento 6 presenté un mayor desarrollo debido a que se utilizaron

concentraciones mayores de los reguladores, ayudando de tal manera a generar estos resultados.

Unicamente se pudo notar que los callos se mantuvieron mejor preservados ya que presentaron una coloracion verde

amarillenta y verde obscura lo cual los podria ser aptos para que hubieran desarrollado un brote.

Posteriormente al ver que no se lograron tampoco resultados positivos con estos tratamientos, se procedio a realizar
un dltimo tratamiento evaluando aqui concentraciones mayores tanto de citocininas como de auxinas, ya que segun la
revision bibliografica ha dado resultados positivos en cuanto a la regeneracion de plantulas pero a partir de yemas

dicho tratamiento se detalla a continuacion:



Cuadro 40 . Ultimo tratamiento realizado durante esta fase de investigacion.

TRATAMIENTO

MEDIO Y

Regulador de

CONCENTRACION
(mg/L) Regulador de

CONCENTRACION Crecimiento e
crecimiento
8 Adi MS (100%) BAP 2
ANA 0.5

Fuente: Elaboracion propia basados en datos recabados durante la investigacion.

Cuadro 41. Tratamiento No. 8 adicional, combinacioén de BAP y ANA.

TRATAMIENTO No. 8 CON BAP Y ANA
No. Repeticion TAMANO COLOR PESO ESTADO
LARGO | ANCHO Grs. FITOSANITARIO

1 4.1 3.0 3 14.51 sano

2 5.7 35 3 11.25 sano

3 3.8 2.3 3 9.11 sano

4 3.3 2.5 3 9.75 sano
Promedios 4.22 2.83 11.15

Fuente: Elaboracion propia basados en datos recabados durante la investigacion.

Figura 34. Se muestra el desarrollo de los explantes sometidos a este tratamiento.
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Coloracién de los explantes
tratamiento No. 8 adicional

Figura 35. Coloracién de los explantes sembrados el tratamiento No. 8 adicional.

Estado fitosanitario de los explantes
Tratamiento No. 8 adicional

Figura 36. Estado fitosanitario de los explantes sembrados en este tratamiento.

Estos explantes respondieron en mayor tamafio que el resto de los demas tratamientos realizados durante toda la
investigacion, teniendo un peso promedio de 11.16 gramos y unas dimensiones de 4.22 cms. de largo y 2.83 cms de
ancho, como se muestra en el cuadro 39 y en la figura 33. Asi como todos los explantes presentaron una coloracion
verde amarillenta y su estado fitosanitario fue sano ya que no se detectd presencia de hongos o bacterias en los

explantes ver figuras 34.

Se presenta el andlisis estadistico realizando comparaciones entre los tratamientos evaluados en la segunda fase de

esta investigacion y los tratamientos complementarios, esto con el fin de observar cual fue el mejor tratamiento entre

los mismos.
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4.9.4. Analisis estadistico para la variable ancho  en centimetros de los explantes

En los siguientes cuadros (cuadros 41 al 58) se realiza una comparacién entre los tratamientos de la segunda fase y
los tratamientos adicionales, ya que los 14 tratamientos realizados eran con el propésito de realizar la regeneracion
de las plantulas a partir de los callos que se multiplicaron en la primera fase de la investigacion. Es importante resaltar
que en dicho cuadro existen tratamientos identificados como 1ADI, eso quiere decir que es el tratamiento No.l

adicional, los demas tratamientos que Unicamente tienen numeracién (1, 2 etc.) son los 6 tratamientos originales de la

investigacion.
Cuadro 42. Andlisis de la varianza para la segunda fase de investigacion variable ancho.
CENTIMETROS 101 0.53 0.45 51.97
Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.

Cuadro 43. Andlisis de la varianza (SC TIPO lll), para la variable ancho en centimetros.

MODELO 94.07 14 6.72 6.82 <0.0001

TRATAMIENTOS 94.07 14 6.72 6.82 <0.0001

ERROR 84.69 86 0.98

TOTAL 178.76 100

Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT
Cuadro 44. Prueba de Tuckey, con un error de 0.9848 y gl. 86, con un alfa de 0.05.

5 3.93 10 A
6 ADI 3.10 4 A B
8 ADI 2.83 4 A B C
7 ADI 2.70 4 A B C D
6 2.45 10 A B C D E
4 2.38 10 A B C D E
3 ADI 1.57 4 B C D E
2 1.50 10 B C D E
4 ADI 1.45 4 B C D E
1 1.41 10 B C D E
1 ADI 1.15 4 B C D E
5 ADI 0.94 4 C D E
3 0.74 10 D E
2 ADI 0.46 4 E

Letras distintas indican diferencia significativa (p<=0.05).
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Media de la variable ancho en
centimetrosde los explantes
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Figura 37. Media de la variable ancho en centimetros de los explantes.

Se indica que el mejor tratamiento para esta variable fue el tratamiento 5 debido a que fue el que obtuvo un ancho de
3.93 centimetros seguido por el tratamiento 6 adicional con 3.1° centimetros de largo en ambos tratamientos se tienen

concentraciones altas de reguladores de crecimiento.

4.9.5. Analisis estadistico para la variable largo ~ en centimetros de los explantes

Cuadro 45. Andlisis de la varianza para la segunda fase de investigacion variable largo.

CENTIMETROS 101 0.52 0.44 49.52
Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.
De acuerdo al analisis de varianza para la variable peso en gramos de los explantes en el cuadro 45, se observa que
si existe una diferencia significativa entre los tratamientos al 0.05% y para establecer que tratamientos fueron
estadisticamente iguales o diferentes entre si fue necesario utilizar el comparador de medias de Tukey con una

significancia del 95% y un error de 5% como se muestra en el cuadro 46.

Cuadro 46. Andlisis de la varianza (SC TIPO lll), para la variable largo en centimetros

MODELO 111.40 14 7.96 6.62 <0.0001
TRATAMIENTOS 111.40 14 7.96 6.62 <0.0001
ERROR 103.44 86 1.20

TOTAL 214.83 100

Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.



8 ADI
6 ADI

7 ADI

1 ADI
4 ADI
5 ADI
3 ADI

2 ADI

Cuadro 47. Prueba de Tuckey, con un error de 1.2027 y gl. 86, con un alfa de 0.05.

3.93 10 A

3.10 4 A B

2.83 4 A B C

2.70 4 A B C D

2.45 10 A B C D E
2.38 10 A B C D E
1.50 10 B C D E
1.45 4 B C D E
1.41 10 B C D E
1.34 9 B C D E
1.15 4 B C D E
0.94 4 C D E
0.74 10 D E
0.46 4 E

Letras distintas indican diferencia significativa (p<=0.05).
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Segun se puede observar en el cuadro 45, el mejor tratamiento fue el tratamiento 5 debido a que se tuvo un mejor

desarrollo seguido del tratamiento 8 ADI, el cual contiene una alta concentracion tanto de citocininina y auxina, al igual

que el tratamiento 6 ADI generé resultados positivos en cuanto al desarrollo del callo.

Media de la variable largo en
centimetros de los explantes

| B VS TR

[En

| H [T
5 8 6 6 7 4 1 2 1 4 5 3 3 2
ADI ADI ADI ADI ADI ADI ADI ADI

MEDIAS

Figura 38. Medias de la variable largo en centimetros para la segunda fase.

4.9.6. Analisis estadistico para la variable peso e n gramos de los explantes.

Cuadro 48 . Andlisis de la varianza para la segunda fase de la variable peso en gramos.

CENTIMETROS 101 0.69 0.63 52.67
Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT.
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Cuadro 49. Andlisis de la varianza (SC TIPO lll), para la variable peso en gramos.

A% SC Gl. CM F
MODELO 549.20 14 39.23 13.42 <0.0001
TRATAMIENTOS  549.20 14 39.23 13.42 <0.0001
ERROR 251.41 86 2.92

TOTAL 800.61 100

Fuente: Datos elaborados por programa INFOSTAT

Cuadro 50. Prueba de Tuckey, con un error de 1.2027 y gl. 86, con un alfa de 0.05.

TRATAMIENTOS __ MEDIAS N |

8 ADI 3.93 10 A

5 3.10 4 A B

6 ADI 2.83 4 A B C

7 ADI 2.70 4 A B C D

4 2.45 10 A B C D E
6 2.38 10 A B C D E
2 1.57 4 B C D E
9 ADI 1.50 10 B C D E
1 1.45 4 B C D E
3 1.41 10 B C D E
3 ADI 1.34 9 B C D E
4 ADI 1.15 4 B C D E
5 ADI 0.94 4 C D E
1 ADI 0.74 10 D E
2 ADI 0.46 4 E

Letras distintas indican diferencia significativa (p<=0.05).

Media de la variable peso en gramos de
los explantes
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Figura 39 . Media de la variable peso en gramos para la segunda fase.

En cuanto al peso del callo indudablemente de todos los tratamientos evaluados el mejor tratamiento fue el
tratamiento 8 ADI, en el cual se trabajé con concentraciones altas de los reguladores bencilaminopurina y acido
naftalenacetico.
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Discusion de resultados

Como se observa ninguno de los tratamientos dio el resultado esperado, Unicamente se logré tener un mayor
desarrollo del callo en cuanto a las variables largo y ancho en centimetros y peso de los callos meristematicos,
notandose esto en el tratamiento donde se utiliz6 una mayor concentraciones de benzilaminopurina con una
concentracion de 3 mg/L. lo que implica una mayor accion de parte de las citoquinina ya que se utilizan en bajas
concentraciones para estimular la proliferaciéon de tejidos y en concentraciones mas elevadas para desencadenar la
neoformaciéon de yemas sobre callos segin Margara, 1988 y las auxinas a bajas concentraciones ayudan en la

division celular.

Es por ello que en el tratamiento donde se utilizo estas concentraciones fue el que mayor tamafio produjo incluso que
los de la primera fase de la investigacion esto podria deberse también a que existe siempre un remanente de
reguladores de crecimiento que se quedan adheridos al explante y que siguen funcionando dentro del mismo luego de

un tiempo.
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9.1.

9.2.

9.3.

9. Conclusiones

Se acepta la hipétesis planteada en cuanto a que el medio de Murashine y Skoog y una de las
combinaciones de dos reguladores de crecimiento auxinas-citocininas permitieran incrementar
significativamente el crecimiento de los callos meristeméticos de Jatropha curcas L. var. Huehuetenango,
ya que en base a los resultados obtenidos en esta investigacion el mejor tratamiento para la multiplicacion
de estos callos fue de 3mg/l de benzilaminopurina combinado con 1 mg/l de acido naftalenacético en un
medio de sales MS al 100%.

Se rechaza la hipétesis planteada en cuanto a que algunas de las combinaciones de citoquinina (BAP) y el
medio de sales de Murashine y Skoog, utilizadas en esta investigacién, producirian brotes en los callos
meristematicos generados en la primera fase de la investigacién, debido a que ninguno de los

tratamientos regenero plantulas, Gnicamente se lograron regenerar embrioides.

Altas concentraciones de reguladores de crecimiento (auxinas) promueven la formaciéon de callos
meristematicos y la generacién de embrioides en un callo meristematico no garantiza que estos se logren

desarrollar posteriormente en un brote bien diferenciado.
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10. Recomendaciones

Se recomienda realizar una colecta y posterior germinacién de semillas, de esta variedad Cuilco,
Huehuetenango, en bandejas de tubetes utilizando como sustrato tierra, pitmost y arena, con el objetivo de
contar con material fresco, para realizar un ensayo de regeneracion de plantulas a partir de callos
meristematicos generados de las secciones foliares o de raiz de dicha especie vegetal, ya que se han tenido
respuesta positiva en otros genotipos, asi como lograr garantizar la conservacion de dicha especie vegetal,

por medio de un banco de germoplasma.

Se recomienda que al tener estos callos meristematicos, se vuelva a experimentar con los mejores
tratamientos evaluados en la presente investigacion, asi también evaluar el tratamiento .8 de los tratamientos
adicionales, los cuales contienen mayores concentraciones de reguladores de crecimiento, para evaluar cual

de los dos genera mejores resultados en esta variedad.

Al utilizar un callo meristematico para investigacion que no exceda de 6 meses como maximo, el tiempo en
que el explante haya sido sembrado, asi también que no haya sido cambiado de medio un maximo de 5
veces, ya que los materiales tienden a deteriorarse disminuyendo asi la probabilidad de contar con resultados

favorables en las investigaciones a realizar.

Se recomienda también someter callos meristematicos de esta especie vegetal, a ensayos con combinaciones
de acido giberélico y cinética, para observar la respuesta del mismo a estas combinaciones y confirmar asi, si

se preserva mejor el material vegetal.

Se recomienda utilizar para las investigaciones material hojas jévenes, debido a que en otros estudios se han

tenido mayores respuestas en materiales con esta condicion.

Para préximas investigaciones se recomienda ampliar las variables a evaluar, tales como semillas,
embriones, hojas y vastagos estos Ultimos colocarlos en cajas con arena y de estos materiales se pueden

sacar explantes para la continuacidon de ensayos dentro del laboratorio de tejidos vegetales.
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12. Anexos

Cuadro 51A. Resultados del primer tratamiento de la primera fase.

TRATAMIENTO NO. 1 PRIMERA FASE

i TAMARNO Cms. ESTADO
No. REPETICION PESO
LARGO | ANCHO | COLOR Grs. FITOSANITARIO
1 0.6 0.4 2 0.14 Sano
2 0.4 0.2 5 0.05 Sano
3 1 0.6 5 0.08 Sano
4 1.4 0.7 3 0.25 Sano
5 0.8 0.5 3 0.18 Sano
6 1.2 0.5 3 0.27 Sano
7 0.5 0.4 3 0.33 Sano
8 | e e e e Muerto
9 0.6 0.3 3 0.04 Sano

Figura 40A. (A,B,C) Se muestran el poco desarrollo obtenido del tratamiento 1.




Estado fitosanitario de los explantes
tratamientoNo. 1 primera fase

muerto
1%

Figura 41A. Estado fitosanitario de los explantes sembrados en el tratamiento 1.

Coloracion de los explantes
tratamiento No. 1 primera fase

blanco /
amarillento

(5y 5/4)
13%

oxidado

(6Y 6/1)
25% verde
amarillento
(5Y 6/5)
62%

Figura 42A. Resultados obtenidos de la coloracién en los explantes tratamiento 1.
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Cuadro 52A. Resultados obtenidos en el tratamiento 2 de la primera fase.

TRATAMIENTO NO. 2 PRIMERA FASE
) TAMANO Cms. ESTADO
No. REPETICION PESO
LARGO | ANCHO | COLOR Grs. FITOSANITARIO
1 1.1 0.6 3 0.1 sano
2 2 0.8 4 1.71 sano
3 1.9 1 4 1.52 sano
4 1.2 0.5 3 0.37 sano
5 1.7 1 4 0.93 sano
6 1.1 0.7 4 0.44 sano
7 1.2 4 2.83 sano
8 0.6 3 0.51 sano
9 1.3 0.4 1 NO BACTERIA
PROMEDIO 1.48 0.76 | -----m--- 1.05125

Fuente: Elaboracion propia basados en datos obtenidos en la investigacion.

Figura 43A. (A, C) El desarrollo mayor de los explantes, y (B) la contaminacién por bacteria.



Estado fitosanitario de los explantes

tratamiento No. 2 primera fase
bacteria

1% >

Figura 44A. Estado fitosanitario de los explantes del tratamiento 2.

Coloracién de los explantes
tratamiento No. 2 primera fase

verde
amarillento
(5Y 6/95)
339
verde
obscuro (5Y
6/4)
56%
Blanco
(10YR 7/2)
11%

Figura 45A. Distribucion en porcentajes de la coloracién presentada en el tratamiento 2.
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Cuadro 53A. Resultados obtenidos en el tratamiento 3 en la primera fase.

TRATAMIENTO NO. 3 PRIMERA FASE

No. REPETICION TAMANO Cms. ESTADO
LARGO | ANCHO | COLOR | PESO Grs. | FITOSANITARIO

1 1 0.8 1 0.26 Sano

2 0.9 0.5 1 0.19 Sano

3 1.8 1 4 1.75 Sano

4 1.4 0.4 1 0.35 Sano

5 1 0.6 2 0.6 Sano

6 2.4 1.4 4 3.06 Sano

7 1.1 0.8 4 2.5 Sano

8 1.3 0.9 3 0.73 Sano

9 1 0.8 1 0.24 Sano
PROMEDIO 1.32 0.8 | - 1.0755 | e

Fuente: Elaboracién propia, basada en datos obtenidos durante la investigacion.

Figura 46A. (A,B,C,) Respuesta de los explantes al tratamiento 3 de la primera fase.




Coloracion de los explantes
tratamiento No. 3

verde
amarillento
{5Y 6/5)
12%

verde obscuro
(5Y 6/4)
38%

Blanco (10
YR7/2)
50%

Figura 47A. Coloracion que lo explantes sometidos al tratamiento 3 presentaron.

Estado fitosanitario tratamiento
No. 3

Figura 48A. El 100 % de los explantes tienen un excelente estado fitosanitario.



Cuadro 54A Resultados obtenidos del tratamiento 4 de la primera fase de investigacion.

TRATAMIENTO NO. 4 PRIMERA FASE
No. REPETICION TAMARO Cms. ESTADO
LARGO | ANCHO | COLOR | PESO Grs. | FITOSANITARIO
1 1.3 0.3 1 0.55 sano
2 1.5 1 4 1.6 sano
3 1.6 1.3 4 2.15 sano
4 2 1.3 4 1.76 sano
5 1.5 1.5 4 2.41 sano
6 1.5 1.3 4 1.21 sano
7 2 0.9 4 2.7 sano
8 2.3 0.5 4 2.47 sano
9 1.4 1.1 4 1.42 sano
PROMEDIO 1.67 1.02 1.807

Fuente: Elaboracion propia basada en datos obtenidos durante la investigacion.

Figura 49A. (B) Coloracion presentada en los explantes. (A,C) desarrollo de los explantes.



Estado fitosanitario de los explantes
tratamiento No. 4 primera fase

Figura 50A. EI 100% de los explantes estuvieron libres de bacterias y hongos.

Coloracion de los explantes
tratamiento No. 4 primera fase

Blanco /
(10 YR 7/2)

11%

verce
amarillento
(5Y86/5)
89%

Figura 51A. Porcentaje de la coloracion presentada en los explantes del tratamiento 4.
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Cuadro 55A. Resultados obtenidos en el tratamiento 5 de la primera fase de investigacion.
TRATAMIENTO NO. 5 PRIMERA FASE
No TAMARNO Cms. ESTADO OBSERVACIONES
cIé PESO

REPETICION | | ARGO | ANCHO | COLOR ' "~ ™ | FITOSANITARIO | 7~
1 1.5 0.5 4 0.54 sano | e

2 2.3 1.5 4 2.64 sano | -

3 2.4 1 4 1.34 sano | -

4 1.4 0.6 4 1.18 sano | e

5 1.4 1.2 4 0.55 sano | = -

6 0.5 1 4 0.59 sano | e

7 3.2 2 4 9.13 sano | e

8 1.6 1 4 2.39 sano | e

9 0 0 5 NO | - muerto
PROMEDIO 1.79 1.1 e o R i s ——

Fuente: Elaboracién propia basados en datos obtenidos durante la investigacion.

Figura 52A. (A,B) El desarrollo de los explantes. (C) Coloracion blanca del explante.




Estado fitosanitario de los explantes
tratamiento No. 5 primera fase

Figura 53A. Estado fitosanitario en el tratamiento 5 de la primera fase de investigacion.

Coloracion de los explantes
tratamiento No. 5 primera fase

oxidado
(6Y6/1)
11%
verde
obscuro (5
Y 6/4)
89%

Figura 54A. El 100% de los explantes presentd la coloracion verde obscuro.
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Cuadro 56A . Resultados del tratamiento 6 durante la primera fase de la investigacion.

TRATAMIENTO NO. 6 PRIMERA FASE

No. REPETICION | TAMANO Cms. ESTADO
LARGO | ANCHO | COLOR | PESO Grs. ™ kiro5aANITARIO
1 2.2 2 3 2.59 sano
2 2.3 2.1 3 3.41 sano
3 1.9 1.5 3 2.44 sano
4 1.9 1.9 3 2.85 sano
5 1.9 1,1 3 2.38 sano
6 2.8 2.6 3 3.63 sano
7 3 2 3 4.1 sano
8 35 1.5 3 4.92 sano
9 3.1 2 3 5.39 sano
PROMEDIO 2.51 1.85 3.523

Fuente: Elaboracion propia basada en datos obtenidos durante la investigacion.

Figura 55A. (A,B,C) Estado de desarrollo de los explantes sembrados.




Estado fitosanitario de los explantes
tratamiento No. 6 primera fase

Figura 56A. Estado fitosanitario de los explantes sembrados en el tratamiento 6.

Coloracidn de los explantes
tratamiento No. 6 primera fase

Figura 57A. Coloracion que presentan los explantes en el tratamiento 6.
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Cuadro 57A. Resultados obtenidos del tratamiento 1 en la segunda fase de la investigacion.

TRATAMIENTO NO. 1 SEGUNDA FASE
L TAMANO PESO ESTADO
No. Repeticion COLOR OBSERVACIONES
LARGO | ANCHO Grs. FITOSANITARIO
1 2.6 1.8 3 2.4 sano
2 1.3 1.1 3 1.54 sano
3 2.5 2.2 3 2.21 sano
4 0.65 1 2 0.89 sano
5 2.1 1.6 2 1.65 sano
6 1.3 0.96 3 1.2 sano
7 2.3 1.78 3 1.98 sano
8 1.9 15 5 1.9 sano oxidacion
9 0.65 0.54 5 1.75 sano oxidacion
10 2.4 1.6 3 1.86 sano
PROMEDIO 1.77 1.41 1.738

Figura 58A. (A,B) Se muestra el desarrollo del callo meristematico en dicho tratamiento.




Coloracidn de los explantes
tratamiento No. 1 segunda fase
oxidado

6Y6/1)——
22%

verde
blanco amarillento
amarillento (5Y 6/5)
(5y 5/4) 56%
22%

Figura 59A. Coloracion que presentaron los explantes sembrados en dicho tratamiento.

Estado fitosanitario de los explantes
tratamiento No. 1 segunda fase

Figura 60A. Estado fitosanitario de los explantes en el tratamiento 1 de la segunda fase.
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Cuadro 58A. Resultados obtenidos del tratamiento 2 de la segunda fase de investigacion.

TRATAMIENTO NO. 2 SEGUNDA FASE
No. Repeticion Tamafo COLOR PESO ESTADO
LARGO | ANCHO Grs. FITOSANITARIO OBSERVACIONES
1 0 0 1 0 bacteria | = -
2 3.1 2.54 3 7.3 sano | @ emeemeeee-
3 2.31 2.12 3 3.6 sano | e
4 1.54 1.43 3 2.34 sano | @ emeemeeee-
5 1 0.82 5 1.7 1 T
6 1.92 1.63 3 2.6 sano | mmemeeeee-
7 3.34 3.12 3 6.8 sano | @ -
8 1.76 1.21 5 2.2 sano | mmemmeeee-
9 2.45 2.13 3 3.7 sano | @ -
L T T B B B Muerto
PROMEDIO 2.18 1.88 357 | e e

Fuente: Elaboracion propia basada en datos obtenidos en la investigacion.

Figura 61A. (A,B) Tamafio y color de algunos de los explantes en este tratamiento.




Coloracion de los explantes
tratamiento No. 2 segunda fase

oxidado
(6Y 6/1)
22%

y

Blanco
11%

amarillento
(5Y B/5)
67%

Figura 62A. Coloracion presentada en los explantes. en el tratamiento 2 de la segunda fase.

Estado fitosanitario de los explantes
tratamiento No. 2 segunda fase

muerto
10%

bacteria \
o \

Figura 63A. Estado fitosanitario en el tratamiento 2 de la segunda fase de investigacion.
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Cuadro 59A. Resultados del tratamiento 3 en la segunda fase de la investigacion.

TRATAMIENTO NO. 3 SEGUNDA FASE

L Tamafio PESO ESTADO
No. Repeticion COLOR OBSERVACIONES
LARGO | ANCHO Grs. FITOSANITARIO
1 0.6 0.3 1 SO e a—
2 0.4 0.3 5 0.9 sano | e
CH P Y R I Muerto
4 0.5 0.4 3 0.8 LY 1110 N A —
5 1.67 1.43 3 2.2 sano | =emmeeeee-
6 1.65 1.32 3 2.2 sano | =
7 0.54 0.43 5 1.6 sano | -
8 0.45 0.39 5 0.9 sano | memmeeeee-
9 3.4 2.85 3 4.5 sano Posible brote
10 1 05 | - Muerto
PROMEDIO 1.15 0.93 | ----mm- 162 | e e

Fuente: Elaboracion propia, basada en datos obtenidos durante la investigacion.

Figura 64A. Desarrollo de los explantes sembrados en dicho medio de cultivo.




Coloracion de los explantes
tratamiento No. 3 segunda fase

verde
amarillento
(5Y 6/5)

40%

Blanco
(10YR7/2)
10%

Figura 65A. Coloracion de los explantes sometidos al tratamiento 3 de la segunda fase.

Estado fitosanitario de los explantes
tratamiento No. 3 segunda fase

muertos
20%

Figura 66A. Estado fitosanitario de los explantes del tratamiento 3 segunda fase.
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Cuadro 60A . Resultados del tratamiento .4 de la segunda fase de la investigacion.

TRATAMIENTO NO. 4 SEGUNDA FASE
Tamafio ESTADO
No. Repeticiones PESO OBSERVACIONES
LARGO | ANCHO | COLOR Grs. FITOSANITARIO

1 3.25 2.8 3 5.5 sano | @ e
2 3.67 3.56 3 5 Y1070 N (R ——
3 3.26 2.87 3 5.8 sano | @ -
4 0.7 0.54 5 1 sano Oxidacion
5 2.6 2.1 3 3.4 (Y- 1 (o R R —
6 4.32 4.21 3 8.5 sano | e
7 0.67 0.45 5 1 sano oxidacion
8 3.16 2.65 3 5.1 sano | 0 e
9 1.7 1.65 3 2.9 sano | @ --—-—--
10 3.25 2.95 3 4.2 sano | @ e

PROMEDIO 2.66 2.38 | ———-- 424 | e

Fuente: Elaboracion propia, basados en datos recabados durante la investigacion.

Figura 67A. Desarrollo de los explantes en dicho tratamiento.




Coloracidn de los explantes
tratamiento No. 4 segunda fase

oxidado
(6Y 6/1)
20%

verde

amarillento
(5Y 6/5)
80%

Figura 68A. Coloracion de los explantes del tratamiento 4 de la segunda fase.

Estado fitosanitario de los explantes
tratamiento No. 4 segunda fase

Figura 69A. Estado fitosanitario de los explantes sembrados en este tratamiento.
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Cuadro 61A. Resultados, tratamiento 5 de la segunda fase de la investigacion.

TRATAMIENTO NO. 5 SEGUNDA FASE

- TAMANO PESO ESTADO
No. Repeticion COLOR OBSERVACIONES
LARGO | ANCHO Grs. FITOSANITARIO

1 3.75 3.56 3 4.6 sano posible brote
2 3.45 3.21 2 6.2 sano poco oxidado
3 5.43 4.85 3 7.1 sano posible brote
4 5.34 5.12 3 8.1 sano poco oxidado
5 5.4 4.7 3 6.8 sano posible brote
6 | - | | | e | e muerto

7 5.67 5.12 5 8 sano oxidado

8 6.45 6.1 3 9.5 sano

9 5.43 5.12 3 7.11 sano

10 1.75 1.54 5 2.8 sano oxidado

PROMEDIO 4.74 4.37 6.69

Fuente: Elaboracion propia, basado en datos recopilados en la investigacion.

Figura 70A.

(A,B) embrioides generados en la parte derecha. (C) el desarrollo del explante.




Coloracidn de los explantes
tratamiento No. 5 segunda fase

oxidado

(6Y 6/1)
20% _\>

blanco
amarillento verde
(5y 5/4) amarillento
20% (5Y 6/5)
60%

Figura 71A. Coloracion de explantes evaluados en Trat. 5 de la segunda fase.

Estado fitosanitario de los explantes
tratamiento No. 5 segunda fase

Figura 72A. Estado fitosanitario de los explantes sometidos al tratamiento 5 segunda fase.
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Cuadro 62A. Resultado del tratamiento 6 de la segunda fase de la investigacion.

TRATAMIENTO NO. 6 SEGUNDA FASE

NoO. TAMANO PESO ESTADO

. COLOR OBSERVACIONES

Repeticiones LARGO |ANCHO Grs. FITOSANITARIO
4.78 4.6 3 7.2 sano

2 3.5 3.2 3 4.7 sano

3 1.76 1.23 3 3.2 sano

4 4.3 3.87 3 5.6 sano

5 3.65 3.4 3 4.5 sano

6 3.45 3.12 5 5.4 sano oxidacién
7 1.89 1.31 3 25 sano

8 2.3 1.89 3 3.4 sano

9 | s | e | e | s | e Muerto
10 2.1 1.85 5 3.3 sano oxidado

PROMEDIO 3.08 2.72 4.42

Fuente: Elaboracién propia basados en datos obtenidos durante la investigacion.

Figura 73A. (A,B) Desarrollo y coloracién de los explantes en dicho tratamiento.
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Coloracidn de los explantes
tratamiento No. 6 segunda fase

oxidado
(6Y 6/M1)
22%

verde

amarillento
(5Y 6/5)

78%

Figura 74A. Coloracion de los explantes sometidos al tratamiento .6 de la segunda fase.

Estado fitosanitario de los explantes
tratamiento No. 6 segunda fase

muerto

10% \

Figura 75A. Estado fitosanitario de los explantes en el tratamiento 6.
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Cuadro 63A. Tratamiento Unicamente con MS al 100%.

TRATAMIENTO 1 ADICIONAL
No. Repeticiones TAMANO COLOR | PESO Grs. ESTADO
LARGO |ANCHO FITOSANITARIO
1 1.45 1.2 3 0.65 sano
2 1.54 0.98 3 0.56 sano
3 1.28 1 3 0.45 sano
4 1.56 1.4 3 0.69 sano
PROMEDIO 1.46 1.14 0.59

Fuente: Elaboracién propia basada en datos de la investigacion.

Figura 76A. (A) Desarrollo de explantes a este tratamiento, (B) sembrando explantes.

Coloracion de los explantes
tratamiento No. 1 adicional

Figura 77A. Coloracion de los explantes en el tratamiento adicional.



Estado fitosanitario de los explantes
tratamiento No. 1 adicional

Figura 78A. Estado fitosanitario de los explantes en este tratamiento.

Cuadro 64A . Tratamiento 2 conteniendo MS al 50%.

TRATAMIENTO 2 ADICIONAL

o TAMANO ESTADO
No. Repeticiones COLOR
LARGO |ANCHO PESO Grs. | FITOSANITARIO
1 1.24 0.9 2 0.86 sano
2 1.12 0.6 3 0.45 sano
3 0.54 0.32 4 0.23 sano
4 0 0 0 0 Hongo
PROMEDIO 0.97 0.61 0.51

Fuente: Elaboracion propia basada en datos reunidos durante la investigacion.

Figura 79A. Tamarfio de uno de los explantes sometidos a este tratamiento.
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Coloracién de los explantes
tratamiento No. 2 adicional
verde
blanco amarillento
amarillento / (5Y 6/5)
(5y 5/4) 34%
33%
verde
obscuro
(5Y 6/4)
33%

Figura 80A. Coloracion de los explantes sembrados en el tratamiento No. 2 adicional.

Estado fitosanitario de los explantes
tratamiento No. 2 adicional

Figura 81A. Estado fitosanitario de los explantes sembrados en el tratamiento 2 de cinetina.
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Cuadro 65A. Tratamiento No. 3 adicional.

TRATAMIENTO 3 ADICIONAL
No. Repeticiones | TAMANO ESTADO
LARGO | ANCHO | COLOR | PESO Grs. | FITOSANITARIO

1 1.53 1.65 3 1.4 sano

2 1.48 1.56 3 1.2 sano

3 0.23 1.49 3 1.1 sano

4 1.50 1.58 3 1.38 sano
PROMEDIO 1.19 1.57 | - 1.27 | -

Fuente: Elaboracién propia basada en datos recabados durante la investigacion.

i 57 -

Figura 82A. Desarrollo del explante sometido a dicho tratamiento.

Coloracion de los explantes
tratamiento No. 3 adicional

Figura 83A. Coloracion de los explantes sometidos a este tratamiento.
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Estado fitosanitario de los explantes
Tratamiento No. 3 adicional

Figura 84A. Estado fitosanitario de los explantes sembrados en el tratamiento 3 adicional.

Cuadro 66A. Resultados del tratamiento 4 adicional.

TRATAMIENTO 4 ADICIONAL

- TAMARO COLOR | PESO Grs. ESTADO
No. Repeticiones -\ r50 [ ANCHO FITOSANITARIO
1 1.34 1.41 3 0.98 sano
2 1.42 1.45 3 1.01 sano
3 1.46 1.51 3 1.12 sano
4 1.41 1.42 3 0.95 sano
PROMEDIO 1,41 1.45 1.02

Fuente: Elaboracién propia basada en datos recabados durante la investigacion.

Figura 85A . Desarrollo del explante sometido al tratamiento 4 adicional.
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Coloracion de los explantes
tratamiento No. 4 adicional

Figura 86A . Coloracion de los explantes sembrados en el tratamiento 4 adicional.

Estado fitosanitario de los explantes
Tratamiento No. 4 adicional

Figura 87A. Estado fitosanitario presentado en los explantes sembrados en el Trat. 4 adicional.
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Cuadro 67A. Tratamiento 5 adicional con combinaciones de cinetina y acido giberélico.

TRATAMIENTO 5 ADICIONAL

o TAMANO ESTADO
No. Repeticion COLOR | PESO Grs.
LARGO |ANCHO FITOSANITARIO
1 1.24 0.94 2 0.51 sano
2 1.12 0.85 3 0.46 sano
3 1.32 0.96 2 1.52 sano
4 1.38 1.0 3 0.55 sano
PROMEDIO 1.27 0.94 0.76

Fuente: Elaboracién propia basados en datos recabados durante la investigacion.

Figura 88A. Desarrollo del explante en el tratamiento 5 adicional.
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Coloracion de los explantes
tratamiento No. 5 adicional

verde
amarillento
(5Y 6/5)
50%

blanco
amarillento
5y 5/4)
50%

Figura 89A . Coloracion de los explantes sometidos al tratamiento 5 adicional.

Estado fitosanitario de los explantes
Tratamiento No. 5 adicional

Figura 90A . Estado fitosanitario de los explantes sembrados en el tratamiento 5 adicional.
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Cuadro 68A. Resultados obtenidos en el tratamiento No. 6 adicional.

TRATAMIENTO 6 ADICIONAL
No. Repeticion TAMARO COLOR | PESO Grs. ESTADO
LARGO |ANCHO FITOSANITARIO
1 3.45 3.12 4 54 sano
2 3.34 3.10 3 5.2 sano
3 2.98 2.85 3 4.96 sano
4 3.41 3.33 3 5.55 sano
PROMEDIO 3.30 3.1 5.28

Fuente: Elaboracién propia basados en datos recabados durante la investigacion.

Figura 91A. Desarrollo obtenido en el explante, sometido al tratamiento 6 adicional.

Coloracion de los explantes

tratamiento No. 6 adicional

verde
obscuro (5

Y 6/4)

25%

verde
amarille
(SY 6/
75%

Figura 92A. Coloracion de los explantes sometidos al tratamiento. 6 adicional.



Estado fitosanitario de los explantes
Tratamiento No. 6 adicional

Figura 93. Estado fitosanitario de los explantes sometidos al tratamiento 6 adicional.

Cuadro 69A. Resultados obtenidos del tratamiento 7 adicional.

TRATAMIENTO 7 ADICIONAL

o TAMANO ESTADO
No. Repeticiones COLOR | PESO Grs.
LARGO |ANCHO FITOSANITARIO
1 2.79 2.65 3 4.88 sano
2 2.65 2.44 3 4.82 sano
3 2.76 2.69 3 4.68 sano
4 2.85 3.0 3 4.54 sano
PROMEDIO 2.76 2.70 4.73

Fuente: Elaboracion propia basada en datos recabados durante la investigacion.

Figura 94A. Desarrollo del explante sometido al tratamiento 7 adicional.
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Coloracion de los explantes
tratamiento No. 7 adicional

Figura 95A. Coloracion de los explantes sometidos al tratamiento 7 adicional.

Estado fitosanitario de los explantes
Tratamiento No. 7 adicional

Figura 96A. Estado fitosanitario de los explantes sembrados en el medio 7 adicional.



Cuadro 70A. Tratamiento 8 adicional, combinacion de BAP y ANA.

TRATAMIENTO No. 9 CON BAP Y ANA

. TAMANO PESO ESTADO
No. Repeticion COLOR
LARGO | ANCHO Grs. FITOSANITARIO
1 4.1 3.0 3 14.51 sano
2 5.7 3.5 3 11.25 sano
3 3.8 2.3 3 9.11 sano
4 3.3 2.5 3 9.75 sano
4.22 2.83 11.15

Fuente: Elaboracién propia basados en datos recabados durante la investigacion.

Figura 97A. Se muestra el desarrollo de los explantes sometidos a este tratamiento.
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Coloracion de los explantes
tratamiento No. 8 adicional

Figura 98A. Coloracion de los explantes sembrados el tratamiento 8 adicional.

Estado fitosanitario de los explantes
Tratamiento No. 8 adicional

Figura 99A. Estado fitosanitario de los explantes sembrados en este tratamiento.



