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EVALUACION DE TRES CONCENTRACIONES DE AUXINAS (ANA) Y CINCO DE
CITOCINAS (BAP) EN LA PROPAGACION in vitro DEL PINON (Jatropha curcas L.).
CULTIVAR CABO VERDE

THREE AUXINAS AND FIVE CYTOKINES CONCENTRATIONS TEST IN THE in vitro
SPREAD OF PINON (Jatrophacurcas L.).FROM GREEN CAPE

Resumen

El pifion (Jatropha curcas L) es un cultivo multiproposito en la actualidad se utiliza como
cercas vivas, en plantaciones para la obtencion de su aceites que sirven como base para
la elaboracién de Biodiesel obteniendo un gran valor econémico en nuestro pais, y en el

resto del mundo hoy se cataloga como un importante producto no tradicional.

La presente investigacion se realizé en el laboratorio de cultivo de tejidos de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, la investigacion consistio en la
propagacion in vitro de pifion (Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde, encontrando que la
mejor concentracion de ANA (AUXINA) para la induccion de brotes que fue de 0.3 (mg.
por Litro) obteniendo una elongacion del brote de 2.77cm, de altura,Se determiné que BAP
no tiene efecto significativo sobre la longitud de la planta mientras que las concentraciones
que no formaron brotes formaron masas callosas los cuales estdn conformados por una
combinacion de ANA (AUXINA) BAP (CITOCINA) (mg por Litro) 0.5-0.0, 0.5-5.0

obteniendo pesos 11.07 y 10.10 gs, respectivamente.

Para la longitud de brotes (en centimetros) la combinacién de reguladores del crecimiento
mas eficiente es el tratamiento T6 con la combinacion de 0.3 mg/l de ANA y 0.00 mg/l de

BAP, el cual mostré la mayor longitud del brote con 2.77 cm.

Para la formacion de callos meristeméticos la combinacién de reguladores del crecimiento
la cual obtuvo buenos resultados es la que proporciona el tratamiento T11 con una
combinacion de ANA (AUXINA) y BAP (CITOCINA) de 0.5-0.0 mg/l, ademas pudiéndose
utilizar los tratamientos T13, T9, T14, que lograron la mayor masa de callosidad registrada

después del tratamiento T11.

Para obtener resultados satisfactorios en la fase de enraizamiento de brotes se sugiere

evaluar dosis mas altas de acido indolbutirico, asi como de otras auxinas. También se
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sugiere, evaluar otras alternativas para la induccion de raices, como concentraciones de
medio de cultivo, ya que ningun tratamiento logro tener un efecto positivo en la formacion

de las mismas.






1 INTRODUCCION

El pifidn (Jatropha curcas L) es un cultivo multipropdsito debido a que puede
sembrarse en areas con limitantes fisicas, también puede asociarse en cultivos como el
maiz (Zea maiz) y convertirse en un ingreso adicional para las familias rurales, como cerca
viva ayuda a evitar la erosion, seutiliza también como insecticida organico. Ademas,

debido a sus caracteristicas, representa una alternativa para el problema energético.

Es por ello que es importante contar con una metodologia éptima para la producciéon a

gran escala de esta planta.

El presente estudio evaluo el efecto de tres concentraciones de auxinas (ANA) y cinco
dosis de citocinina (BAP) en meristemos apicales de pifion (Jatropha curcas L). Cultivar
cabo verde, obteniéndose resultados preliminares satisfactorios. Con la informacion
generada en esta evaluacion se esta dando inicio a un proceso de desarrollo de una
tecnologia para la propagacion del pifidn cultivar cabo verde para que en un futuro no muy
lejano se pueda contar con una metodologia Optima para su produccién a gran escala. En
la formacion de callos meristeméaticos se logro obtener la mejor respuesta con la siguiente
combinacion de reguladores de crecimiento0.5 mg/l de ANA y 0.0 mg/l de BAP, en cuanto
a la variable longitud de brotes la combinacién de reguladores que presentd la mejor
respuesta fue de 0.3 mg/l de ANA y 0.0 mg/l deBAP,en la propagacion in vitro de pifidn

(Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde.

En tal sentido dentro del proceso de la domesticacion del pifion (Jatropha curcas L.),
en el aspecto primario que se refiere a la propagacion, no se cuenta con informacion
cientifica acerca del pifion cabo verde (Jatropha curcas L.) en la propagacion por medio de
meétodos especializados como los biotecnoldgicos, por lo que estos métodos pueden ser
de gran utilidad para lograr mantener la identidad genética de las plantas pifion cabo verde
(Jatropha curcas L.) que se desea propagar, conociendo desde el momento de su

obtencion su procedencia, hasta la garantia de su inocuidad.



Ademas, se garantiza una produccion masiva de plantulas en un tiempo menor para
su establecimiento en el campo definitivo, garantizando asi un alto porcentaje de

produccion.



2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Guatemala se conocen solo las formas tradicionales de propagacion del pifion, via
semilla y en forma vegetativa como son los esquejes, estos métodos son adecuados para
la propagacion, sin embargo para la produccion de plantas con una alta identidad genética
y en forma masiva estos métodos no son los adecuados aunque la tasa de germinacion
sea alta las plantas en un porcentaje significativo pueden salir con caracteristicas no
deseadas para los productores las cuales podrian ser un bajo nivel de produccion, poca
adaptabilidad al clima etc. Por esta razon es necesario conocer otras técnicas de
propagacion con la que se pueda propagar masivamente con las caracteristicas genéticas
deseadas como lo es el cultivo in vitro siendo esta también una técnica asexual se puede

llegar a producir plantas con caracteristicas deseadas en mayores proporciones.

En tal sentido dentro del proceso de la domesticacion de el pifion (Jatropha curcas L.),
no se cuenta con informacion cientifica acerca de el pifiéon cabo verde (Jatropha curcas
L.), propagacion por medio de métodos especializados como los biotecnoldgicos, estos
meétodos pueden ser de gran utilidad para lograr mantener la identidad genética de las
plantas pifiébn cabo verde (Jatropha curcas L.) que uno desea propagar pudiendo conocer
desde el momento de su obtencion su procedencia, garantizando un material sano para el

establecimiento de futuras plantaciones.

Con estas técnicas de propagacion se pretende garantizar una produccioén masiva de
plantulas en menor tiempo para su establecimiento en el campo definitivo garantizando un
alto porcentaje de produccién, manteniendo la identidad genética de los materiales
seleccionados obteniendo una ventaja en cuanto a las caracteristicas que se desean de la

planta.



3 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Es de suma importancia desarrollar una investigaciéon con el objetivo de explorar
métodos eficientes en la propagacion vegetativa de cultivares seleccionados, manteniendo
su identidad genética y obteniendo plantulas con una alta calidad genética ya que se
conoce la procedencia y calidad fitosanitaria como la adaptabilidad al lugar, una de las
técnicas que mayor resultado a tenido a nivel mundial (cuba, India, Espafa etc.), es la de
cultivo in Vitro, siendo esta una herramienta adecuada para dicho fin ya que se han

obtenido muy buenos resultados en otros paises.

El presente estudio consistira en la evaluacion de dos medios de cultivo y cinco
niveles de concentraciones en la propagacion in vitro piién (Jatropha curcas L.) cultivar
cabo verde la cual constituira una herramienta adecuada en la multiplicacion de cultivares
seleccionados de pifion (Jatropha curcas L.) cultivar cabo verde, contribuyendo de esta

manera a la alta propagacion del cultivo y el desarrollo rural del pais.

Ya que la multiplicacion eficiente de pifion (Jatropha curcas L.) cultivar cabo
verde,propiciara la generacién de la tecnologia adecuada para el cultivo de pifion
(Jatropha curcas L.) cultivar cabo verde, en grandes proporciones con una alta produccién

de plantulas.

La informacién a obtener en el presente estudio servirhd para contribuir a la
propagacion técnica y cientifica de pifion (Jatropha Curcas L.) cultivar cabo verde. Y el
implemento a gran escala de plantaciones de pifion (Jatropha Curcas L.), con cultivares

seleccionados.



4 MARCO TEORICO
4.1 MARCO CONCEPTUAL

4.1.1 Generalidades del pifion ( Jatropha curcas L.)

Jatropha: del griego iatrés = meédico, y trophé = alimento Jatrophacurcas.com.
(2006).

Este arbusto, es originario de América Central pero que en la actualidad esta
extendido a varios continentes BioDiesenumeropain.com. (2007).como lo viene siendo el
cultivar cabo verde originario de una isla con ese mismo nombre ubicada en el océano
atlantico.Crece en la mayoria de los paises tropicales, se le cultiva en América Central,
Sudamérica, Sureste de Asia, India y Africa Torres, C. (2007).

4.1.2 Aspectos botanicos

4.1.2.1 Clasificacidon botanica
Cuadro 1 ClasificacionTaxondmica

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
SubClase: Rosidae

Orden: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Jatropha

Especie: Jatropha curcas L.

Fuente: Willians, T; Standley, P; Carpenter, J. (1984).



4.1.3 Descripcion botanica del pifion ( Jatropha curcas L.)

Matorrales Humedos o secos en las planicies y laderas, mas abundante en
asociacion de arbustos o arboles generalmente establecidos y mantenidos para formar
una cerca o barrera, va de los 0 a los 1.500 metros. mas comun en las elevaciones bajas,
de Petén; Alta Verapaz, El Progreso; lzabal, Zacapa, Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa,
Escuintla; Sacatepéquez, Suchitepéquez, Retalhuleu, San Marcos, Huehuetenango;
probablemente en la mayoria de los demas departamentos. México, Reino Unido
Honduras a El Salvador y Panam4, Indias Occidentales, América del Sur; a veces

naturalizada en los tropicos del Viejo Mundo Willians, T; Standley, P; Carpenter, J. (1984).

Es un arbusto o arbol pequefio, a veces 8 metros por lo generalmenor, la corteza es
palida y suave, las hojas pecioladas largas, peciolos largos, hojas redondeadas, ovadas a
grandes rasgos, la mayoria de 7-16 cm. de largo y sobre el mismo ancho, abiertamente
cordadas en la base o, a veces truncada, superficialmente lobuladas o angulosas, no
dentadas, palmeadas de nervios desde la base, casi glabras pero mas o menos pilosas
por debajo de los nervios, por lo menos cerca de la base de la hoja; pequefias cimas,
denso, pedunculo largo, muchas flores, las bracteas lanceoladas o lineales; sépalos
ovado-elipticos, de 4 mm. pétalos largos, glabros; blanquecino, oblongo-obovadas, casi
libre, densamente pilosas en el interior, la flor estaminada ,la flor pistilada casi igualando
los sépalos; estambres 8, los filamentos libres exteriores, las interiores connados, ovario
glabro; capsula de 2.5-4 cm. de largo, 2-3-unicelulares, elipsoidales, semillas de unos 2
cm. longitud y 1 cm. amplio, péalido, oblongellipsoide, con lineas visibles negras.Willians, T;
Standley, P; Carpenter, J. (1984).

Nombres mayas de Yucatan "xcacalche" y "sicilte".

Esta es una de las plantas mas conocidas y mas comunes de las tierras bajas de
América Central, donde se siembra en abundancia para los setos y postes vivos para
cerco, principalmente porque ningun animal la consume. El arbusto puede no ser nativo de
Guatemala, ya que se encuentra principalmente en las coberturas, pero si no, sin duda lo
ha sido en cultivo durante mucho tiempo. En México se ha utilizado de largo como la
planta huésped para determinados insectos escala lac-productores conocidos por el

nombre AXl o Axin, y es muy probable que el mismo uso pueda tener el arbusto en



Guatemala. La laca que se produce es muy estimada como barniz para el acabado de las

guitarras y otros articulos de la madera Willians, T; Standley, P; Carpenter, J. (1984).

En Guatemala una infusion de las hojas se utiliza cominmente por algunos de los
indios en la fijacion de los tintes de algoddn y tal vez otros textiles Willians, T; Standley, P;
Carpenter, J. (1984).

La savia lechosa se aplica comunmente a las heridas o llagas, para acelerar la
curacion, y se coloca en las cavidades de los dientes para aliviar dolor de muelas. En
Cobéan las hojas se calientan y se aplican a los pechos de las mujeres en la creencia de

gue esto aumenta el flujo de leche Willians, T; Standley, P; Carpenter, J. (1984).

Cuando las semillas se presiona con ello se obtienen una gran cantidad
de aceite se utiliza localmente para la fabricacion de jabdén y para la iluminacion. Este
aceite, o la semilla entera, tiene propiedades purgantes drasticas, y si las semillas se
comen los resultados a veces son peligrosas o incluso mortales, al menos en el caso de
los nifios Willians, T; Standley, P; Carpenter, J. (1984).

El arbusto pierde las hojas durante los meses de sequia. Willians, T; Standley, P;
Carpenter, J. (1984).

4.1.4 Caracteristicas del pifion ( Jatropha curcas L.)

La vida productiva del pifidn30 a 40 afos, tallo erguido y ramas gruesas, madera
del arbol, ligera (poca densidad), fruto oval 40 mm. Longitud aprox. Son capsulas
drupaceas y ovoides, al inicio son carnosas pero dehiscentes cuando son secas, capsulas
inicialmente verde pero volviéndose a café oscuro o negro en el futuro las semillas estan
maduras cuando el fruto cambia de color del verde al amarillo cada fruto contiene 2 a 3
semillas, color negro su longitud es de 11 a30 mm. Semillas anchura 7 allmm. 1000
semillas frescas = 0.750 al.0 Kg. aprox. 2000 semillas secas = 0.750 al.0 Kg. aprox.
Aceite en semillas 30 a 40%, posee cinco raices en semillas germinadas, Una raiz central
y 4 laterales en semilla germinada, en sequia e invierno su desarrollo queda latente, no
soporta frio ni heladas prolongadas, 80% del aceite es insaturado, aceites principales:
oleico (El acido oleico es un acido graso monoinsaturado de la serie omega 9 tipico de los

aceites vegetales como el aceite de oliva, del aguacate, etc.)Y linoleico (El acido



linoleico(del griego Aivwv (linon) lino, cuya semilla es la linaza y eAaia (elaia) aceite de
oliva o simplemente aceite). Vega Lozano, JA De la. (2009).

4.1.4.1 Inflorescencia

Las inflorescencias se forman axialmente de las hojas en las ramas. Ambas flores,
masculinas y femeninas, son pequefias (6-8 mm), verdoso-amarillo en el diametro y
pubescente. Cada inflorescencia rinde un manojo de aproximadamente 10 frutos ovoides o
mas Toral, OC; Iglesias, JM; Montes de Oca, S; Sotolongo, JA; Garcia, S; Torsti, M.
(2008).

4.1.4.2 Biologia de la floracion

La floracion en la planta Jatropha puede presentarse entre el 1°y 2° afios en
condiciones muy favorables, pero normalmente toma mas tiempo (3 afios). La produccién
de semilla se estabiliza a partir del 4° 6 5° afios. Al parecer la formacion de flores esta
relacionada con el periodo de lluvias. Puede florear nuevamente después de producir
frutos cuando las condiciones permanecen favorables por otros 90 dias, pero después de
esta 22 floracion, la planta no florea nuevamente, sino que se desarrolla vegetativamente
Toral, OC,; Iglesias, JM; Montes de Oca, S; Sotolongo, JA; Garcia, S; Torsti, M. (2008).

4.1.4.3 Condiciones climaticas y edéficas del culti  vo del pifién ( Jatropha curcas L.)

El cultivo del pifionno requiere un tipo de suelo especial. Se desarrolla normalmente
en suelos aridos y semiaridos-Responde bien a suelos con pH no neutros. Pifién (Jatropha
curcas L.) crece casi en cualquier parte, incluso en las tierras cascajosas, arenosas Yy
salinas, puede crecer en la tierra pedregosa mas pobre, inclusive puede crecer en las
hendeduras de piedras. Climaticamente, el pifion (Jatropha curcas L.) se encuentra en los
tropicos y subtropicos, resiste normalmente el calor aunque también soporta bajas
temperaturas y puede resistir hasta una escarcha ligera la mejor condicion es con altitud
de 600 a 800 mts. Su requerimiento de agua es sumamente bajo y puede soportar

periodos largos de sequia.

Habita en campos abiertos, como en parcelas nuevas es susceptible a
inundaciones Torres, C. (2007).



4.1.4.4 Plagas y enfermedades

Las plagas y enfermedades en la planta Jatropha en estado silvestre, no son

problema.

Sin embargo, en condiciones extensivas de monocultivo, las plagas y enfermedades
pueden ser problema en el cultivo. Heller (1996) en su trabajo sobre J. curcas
«promoviendo el uso y conservacion de cultivos rechazados y subutilizados», publica una
lista con los nombres cientificos y sintomas de varias plagas y enfermedades que afectan
el cultivo del piiidn. Toral, OC; Iglesias, JM; Montes de Oca, S; Sotolongo, JA; Garcia, S;
Torsti, M. (2008).

Cuadro 2 Patégenos potenciales En El Cultivo . De J. curcas Heller (1996).

Nombre Sintomas/Dafios -uente
(Phytophthora spp.) Pudricién de raiz Séller 1992
(Pythium spp.) Pudricion de raiz Séller 1992
(Fusarium spp.) Pudricién de raiz Séller 1992
(Helminthosporium tetramera) | Manchas en hojas Singh 1983
(Pestalotiopsis paraguarinsis ) | Manchas en hojas Singh 1983
(Pestalotiopsis versicolor ) Manchas en hojas Phillips 1975
(Cercospora sp.) Manchas en hojas Kar& Das 1987
(Julus sp.) Pérdida de plantulas Séller 1992
(Oedaleus senegalensis ) Hojas en plantulas Séller 1992
(Lepidoptera larvae ) Galerias en hojas Séller 1992
(Pinnaspis strachani ) Manchas negras en ramas | Van Harten
(Ferrisia virgata ) Manchas negras en ramas | Van Harten
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(Calidea dregei) Succionan frutos Van Harten
(Nezaraviridula) Succionan frutos Van Harten
(Spodoptera litura ) Larva se alimenta de hojas | Meshramé&Joshi

Fuente: Jorge De la Vega Agro-Energia
4.1.4.5 Diversidad genética

Biocombustibles de Guatemala S.A. Esté por finalizar el estudio de la genética de la
planta pifion (Jatropha curcas. L). Se tiene un Banco de Germoplasma en el cual utiliza un
descriptor para conocer la diversidad morfolégica del germoplasma. En coordinacion con
Investigadores, se desarrollara el analisis molecular. Desarrollo de la investigacion sobre
nutricion de la planta, la fitopatologia y el proceso de maduracién. Uno de los objetivos es
la produccién de sub-productos para lo cual esta adecuando tecnologias en la creacion de

los procesos de produccién. Jatrophacurcas.com. 2006.

4.1.5 Micropropagacion en pifion ( Jatropha curcas. L)

Centro de Bioplantas, Universidad de Ciego de Avila, Cuba. En investigaciones
realizadas con plantas de la variedad africana de pifion lograron obtener resultados
positivos, obteniendo un alto porcentaje de germinacion como una buena formacién de
masas callosas sin embargo no obtuvieron brotes en dichos tratamientos.Lopez
Hernandez, D; PefiateAlvarifio, L; DaquintaGradaille, M; Pina Morgado, P; Escalona
Morgado, M. (2008).

4.1.6 Cultivo de tejidos in vitro

Cuando se habla del cultivo de plantas, generalmente nos referimos a cultivarlas en
macetas, arriates o cultivarlas en el campo. En 1904 Hanning desarroll6 un nuevo método
de cultivo de plantas al que se llamé cultivo de embriones. Aislé in vitro embriones

inmaduros de algunos miembros de la familia Cruciferas, obteniendo plantulas viables.

El cultivo in vitro se define como el cultivo en un medio nutritivo, en condiciones
controladas, de plantas, semillas, 6rganos, explantos, tejidos, células y protoplastos de

plantas superiores. Estas técnicas se caracterizan:
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» Ocurren a micro-escala ya que se lleva a cabo en un espacio reducido.

» Se optimizan las condiciones ambientales, en lo que se refiere a factores fisicos (T

luz, humedad Relativa), nutricionales y hormonales.

» Se excluyen todos los microorganismos (hongos, bacterias y virus), asi como
también las plagas de las plantas superiores (insectos y nematodos). Generalmente
no se reproduce el patrén normal de desarrollo de una planta, resultando que un
tejido aislado puede dar origen a un callo o puede desarrollarse de otras formas
poco usuales (por ejemplo, formacion de organos, embriogénesis somatica). La
capacidad de cultivar protoplastos o células individuales permite manipulaciones
gue antes era imposibles. EI nombre de cultivo in vitro (Qque generalmente quiere
decir en vidrio), se utilizo porque, al menos inicialmente, se usaron recipientes de
vidrio para el cultivo Jardin Botanico de Cordoba.com. (2009).

4.1.6.1 Explante

El término explante se describe un fragmento cortado de un tejido o de un 6rgano
utilizado para iniciar un cultivo. Como explante 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 Taracena Zamora, E.
(2004).

4.1.6.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo es la combinacion solida o liquida de nutrientes. Usualmente
incluye sales inorgénicas, carbohidratos, y vitaminas y aminoacidos. Denominado Medio
Basal y puede ser suplantado con algun regulador de crecimiento y ocasionalmente con

otras sustancias varias. Taracena Zamora, E. (2004).

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
afladir azacares al medio de cultivo, ya que las plantas (0 sus fragmentos) no son
completamente autotroficas cuando se desarrollan en estas condiciones Taracena
Zamora, E. (2004).
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Los requerimientos nutritivos para un crecimiento in vitro Optimo 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 Taracena Zamora, E. (2004).

El medio MS, o de Murashige y Skoog (1962), es un medio de crecimiento que se
utiliza en el cultivo de tejidos vegetales. MS fue inventado por los cientificos Toshio
Murashige y SkoogFolke K. durante la busqueda de Murashige para un regulador de
crecimiento. Es el medio més utilizado en los experimentos de cultivo de tejidos vegetales

en laboratorio. Taracena Zamora, E. (2004).

La composicion del medio cultivo es un factor determinante el cultivo de tejidos in vitro.Los

compuestos esenciales son clasificados en:

Fuentes de Carbono
Nutrientes minerales
Vitaminas

Agentes gelificantes (en el caso de medios semisolidos)

moow?>

Sustancias reguladoras del crecimiento

A. Fuentes carbono

Muy pocos cultivos in vitro son autotrofos. La sacarosa (2%-5%) es el azlicar mas

utilizado como fuente de carbono.

Los niveles altos de sacarosa parecen tener un efecto comparable al producido por
elacido abscisico. Las concentraciones altas de esta sustancia estimulan la formacién de
los callos embriogénicos (Lu et al., 1982) y reduce la frecuencia de anormalidad de
desarrollo tales como la formacidn de los callos embriogénicos y reduce la frecuencia de
anormalidades de desarrollo tales como la formacion de embriones secundarios, la
fasciacion y la formacion de pilocotiledones; también inhiben la germinacién precoz
\Villalobos, VM. (1990).
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B. Nutrientes minerales

Cualitativamente los medios de cultivo aportan los mismos elementos (macro y
micronutrientes) que se consideran esenciales para el crecimiento de las plantas. En los
medios de desarrollo (MS, B5, N6) se destacan las concentraciones relativamente altas de
nitrégeno y potasio.

Los medios de cultivo contienen fosforo, calcio, magnesio y azufre. La adicion de
hierro conjuntamente con un agente quelante (Na2EDTA) lo hace disponible en un amplio
rango de pH. Villalobos, VM. (1990).

C. Vitaminas

Son requeridas en pequefas cantidades actuando catabdlicamente en el metabolismo, la
gue posee mayor importancia es la tiamina en concentraciones de 0.1 a 0.3 mg/L. Las
vitaminas tienen un papel importante dentro del sistema enzimatico actuando como coenzimas
en los diferentes procesos fisiologicos de la planta. Solamente la tiamina es considerada como
esencial, mientras que otras como el acido nicotinico y la piridoxina, son agregadas para
estimular procesos especificos; sin embargo se incluyen a manera de prevencion. Villalobos,
VM. (1990).

D. Agentes gelificantes

En los medios semisoélidos comunmente se adicionan agar (0.6%-1.0%)- se debe
considerar la pureza del agar, ya que es frecuente la presencia de impurezas de
naturaleza variada; la marca comercial y las concentraciones del agar utilizado pueden

alterar las respuestas in vitro de los cultivos. Villalobos, VM. (1990).

E. Reguladores de ccrecimiento

En algunos casos se obtiene en los cultivos in vitro las respuestas deseadas
mediante el empleo de medios basales sin reguladores de crecimiento. Sin embargo. En la
mayoria de los casos se hace necesario agregar al medio sustancias reguladoras del
crecimiento, generalmente del tipo auxina o0 citocininas. Lo mas importante es la

proporcion y cantidad de las mismas. Villalobos, VM. (1990).
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a Auxinas
Las auxinas contribuyen a la elongacion celular. Tienen como funcion bioldgica la

expansion de las células del tallo y coleoptilos, a través de promover el ensanchamiento
de las paredes celulares en la division celular; asi mismo, fomentan el desarrollo de callos,
e inducen la formacion de raices a partir de este. Se utilizan también para el enraizamiento

de varias especies vegetales Cochram, WG; Cox, GM. (1987).

La auxina se sintetiza principalmente en los apices de tallos y raices, de donde

migra a la zona de elongacion y otras zonas donde ejercera su accion Amador, D. (1999).

Las auxinas son ampliamente utilizadas en trabajos de micropropagacién y son
incorporadas al medio nutritivo para promover el crecimiento de callo, suspensiones
celulares u dérganos y para regular la morfogénesis, conjuntamente con las citocininas. La
respuesta del explante a la adicion de auxinas a utilizar y la concentracion requerida

dependeré de:

» Eltipo de crecimiento o desarrollo requerido.
* La capacidad de los tejidos cultivados para sintetizar auxina en forma natural.
* Lainteraccion (si hay) entre las auxinas sintéticas aplicada y las hormonas

enddgenas naturales Amador, D. (1999).
I.  Modo de accién de las auxinas y respuesta fisiol ~ 0Ogica en la planta
Las auxinas actian promoviendo el crecimiento y en morfogénesis:
i.1  Promoviendo el crecimiento

Induciendo la secrecion de iones H'a través de la pared celular. El enlace de la
auxina conduce al rompimiento y acidificacion de la pared, incrementando su tamafo.
Por un efecto sobre el metabolismo del ARN (y por tanto la sintesis de proteina),
posiblemente por induccion de la trascripcion de moléculas de ARN mensajero
especifico (ARNm). Los ARNm codifican proteinas que son requeridas para mantener

(sostener) el crecimiento Amador, D. (1999).
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i.l  Morfogénesis

Las auxinas aplicadas son capaces de borrar la fisiologia programada
genéticamente de tejidos de plantas completas, que fuera previamente determinada
en su estado diferenciado Amador, D. (1999).

Las respuestas fisiolégicas que las auxinas provocan en las plantas se pueden

resumir en forma general como sigue:

» Afectan una expansion celular como ya fue explicado, a través del aumento de la
plasticidad de la pared celular. Este efecto de estimular la expansion celular se traduce
en un estimulo al crecimiento, en escala macroscopica.

* La sintesis de ARN es el estimulo de la divisién celular que ocurre en algunas
situaciones después de la aplicacion de auxina exdégena, contribuye al estimulo del

crecimiento.
» La formacion de raices en esquejes de distintos tipos.

» Dominancia apical; una auxina producida en el meristemo apical impone un estado
de dominancia en las yemas axilares localizadas abajo del meristemo apical,
inhibiendo su crecimiento. Si el meristemo apical es removido, las yemas axilares son
liberadas de la dominancia y comienzan a crecer.

» Otros efectos mas especificos son la induccion floracion Amador, D. (1999).
ii.  Auxinas comunmente utilizadas

Las auxinas mas comtnmente utilizadas son el 2,4-D; Acido 3-indolbutirico (IBA);
Acido a-naftalenacético (ANA). Junto con las citocininas, el 2,4-D es utilizado para la
induccién de callo y cultivos en suspension, siendo reemplazado por ANA e IBA cuando es
requerida la morfogénesis. ANA e IBA son auxinas favoritas para el cultivo de tejidos

vegetales. Otras auxinas utilizadas con menos frecuencia son:
* 4- CPA: acido 4-clorofenoxiacético

« MCPA: acido 2- metil —4-clorofenoxiacético
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* 2,4,5,-T: acido 2,2,5-triclorofenoxiaceético

» Dicamba: &cido 3,6-dicloroanisico

» Picloram: acido 4 —amino,3,5,6-tricloropicolinico Amador, D. (1999).
iii. Efectos de las auxinas en el cultivo de tejido s vegetales

* Induccidn de la formacion de callo

* Inhibicion de formacién de clorofila

* Morfogénesis: formacion de raiz y brote

» Embriogénesis somatica: altos niveles de auxina 2,4-D

» Cultivo de 6rganos; una auxina es casi invariablemente requerida para promover el
crecimiento inicial de explantes de meristemo y puntas de brotes Amador, D.
(1999).

iv. Estabilidad de las auxinas en los medios de cul tivo

IAA e IBA son termolabiles y son descompuestos durante la esterilizacion en
autoclave, pero el IAA no es estable en el medio de cultivo aun si es esterilizado por
ultrafiltracion Amador, D. (1999).

v. Ruta de biosintesis del acido indolacético

El IAA es formado del aminoacido L-triptofano y los niveles enddgenos de las
auxinas se incrementan rapidamente en tejidos incubados en un medio de cultivo
conteniendo este aminoacido. L-trip6fano puede también actuar como una auxina en
algunas plantas, en estos casos puede estimular el crecimiento o inducir morfogénesis
(crecimiento de callo de hibridos de Nicotiana glauca X N. Langsdorfii y la formacion de

callos embriogénicos en algunos cultivares de arroz) Amador, D. (1999).
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b Citocininas

Promueven la division celular y organizacion de callos. Las mas utilizadas son:
benciladenina (BA), cinetina y zeatina, en concentracion de 0.03 — 30 mg/l. La BA es la
citocinina de empleo mas generalizada. La cinetina estimula la formacion de brotes y de
yemas adventicias Villalobos A, VM. (1990).

La funcidn bioldgica de las citocininas es estimular principalmente la division celular
o citocinesis Villancinda Maldonado, RW. (1990), menciona que en cultivos in vitro, las
citocininas han permitido grandes progresos, especialmente, en micropropagacion, por su
funcion de proliferacion celular mediante la division celular y la diferenciacion de los
explantes. Las citocininasmas utilizadas son la bencilaminopurina (BAP), siendo ésta mas

utilizada que la cinetina (KIN) y la 6-4-hidroxi-e-meilbut-tran-2-erilamino-purina (ZEA).
i.  Biosintesis, lugar de sintesis y transporte de |  as citocininas

Las citocininas parecen ser sintetizadas por la incorporacién de una cadena lateral,
generalmente con cinco carbonos en la posicién Ng de la base nitrogenada adenina. Esta
base nitrogenada tiene la estructura idéntica a la adenina que ocurre en los &cidos
nucleicos. Los diferentes tipos de citocininas difieren entre si por la modificacion de las

cadenas laterales Amador, D. (1999).

Las citocininas naturales son encontradas en todas las plantas superiores, en las

algas y en los hongos y en ciertas bacterias como moléculas libres Amador, D. (1999).

El meristemo apical de la raiz es el principal lugar de sintesis de citocininas en

plantas. Las citocininas son transportadas por el xilemay el floema Amador, D. (1999).
ii.  Mecanismos de accion de las citocininas

Las hormonas, de una manera general probablemente se integran con receptores que
se encuentran en la superficie de la membrana celular o en el citoplasma. Recientemente
fue identificada una proteina que actia como receptor para una citocinina a la cual fue
denominada Cytokininbinding Factor (CBF1). Se sugiere que este receptor sea una
proteina del ribosoma y que este complejo citocinina receptor regula la sintesis de

proteinas.
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Existen indicativos de que las citocininas aumentan la concentracion de
calcio en el citoplasma, promoviendo su absorcion del medio externo. El calcio a
través de la unién con la proteina calmodulina. La calmodulina es inactiva como
regulador, pero el complejo Calmodulina —Calcio puede activar un gran niumero de
enzimas. Las citocininas parecen estimular la sintesis de proteinas especificas del
cloroplasto, estabilizando ciertos mMRNAs especificos que tienen su degradacion
dificil Amador, D. (1999).

iii. Efecto de las citocininas en cultivo de tejido S vegetales

e Estimulacion de la divisién celular

* Formacion de brotes adventicios

* Promueven la formacién de callos embriogénicos
* Uso en cultivo de Brotes

» Proliferacion de brotes adventicios

* Formacion de yemas adventicias de brote

* Inhibicion de formacién de raiz Amador, D. (1999).

F. El pH en el medio de cultivo

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 HCIO.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 Taracena Zamora, E. (2004).

» Valores bajos, inferiores a 3.5 impiden la solidificacion de los agentes gelificantes
afiadidos a los medios solidos

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

del explante (p.e. la absorcion de iones NO3-aumenta con la acidez del medio)

« El valor del pH del medio puede afectar al pH del citoplasma y como consecuencia
a la actividad de muchas 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. BioDiesenumeropain.com. (2007).

Una vez ajustado el pH del medio, este sufrira una ligera acidificacion durante el
proceso de esterilizacién en autoclave, para, después, evolucionar nuevamente durante el
curso del cultivo, el pH se estabiliza de nuevo en aproximadamente en cuatro dias por lo

gue es pertinente esperar este tiempo para poder sembrarTaracena Zamora, E. (2004).

4.1.6.3 Caracteristicas del ambiente fisico del cua rto de incubacion

A. Latemperatura

La temperatura a la que estd expuesto el explante cultivado in vitro afecta a la
mayoria de procesos fisioldgicos 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 Optimo Taracena Zamora, E. (2004).

Este intervalo puede variar en funcion del genotipo, del érgano del que se ha
obtenido el explante, de la época del afo, de la edad de la planta madre, del fotoperiodo,
etc. Una complicacién adicional se produce por el hecho de que puede existir interacciéon
entre la temperatura éptima 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) Taracena Zamora, E. (2004).

Determinar la temperatura Optima 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 incubacién que oscilan
entre los 20 y 28 C. Taracena Zamora, E. (2004).
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El control de la temperatura no es solamente importante porque puede afectar al
crecimiento del cultivo sino también porque puede ser un factor que induzca determinados
procesos fisiolégicos. Asi, temperaturas bajas (del orden de 4-5C) permiten superar los
periodos de dormancia de algunas plantas lefiosas y la conservacion prolongada de
determinados cultivos in vitro; mientras que una temperatura constante de 20°C induce la

formacion de raices. Taracena Zamora, E. (2004).

La temperatura de la camara de cultivo viene afectada por: la temperatura ambiente
de la sala donde se sitle y el calor generado por las fuentes de luz de que dispone. El
control de la temperatura a la que se desarrolla el cultivo in vitro se efectia mediante un
sistema de refrigeracion-calefaccion controlado a través de un termostato. El sistema de
refrigeracion-calefaccién debe estar correctamente dimensionado a fin de conseguir que la
temperatura de la zona de cultivo se mantenga dentro de los limites deseados Taracena
Zamora, E. (2004).

Para poder caracterizar adecuadamente el funcionamiento respecto de la

temperatura de una camara de cultivo conviene conocer:

La homogeneidad de temperatura: es decir la variacion de la temperatura en
diferentes zonas de la cAmara. Se puede aumentar la homogeneidad haciendo circular el

aire dentro de la caAmara mediante un sistema de ventilacion

La estabilidad de la temperatura: es decir, una medida de la variacién de la
temperatura de la cAmara de cultivo a lo largo del tiempo Todas las camaras disponen de
un termostato que permite regular la temperatura a la que estd la camara en cada

momento. Taracena Zamora, E. (2004).
B. Control del fotoperiodo

Ademas de la radiacién luminosa recibida por el cultivo, otro factor a controlar es el
nuamero 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 iluminacion. El programador del foto periodo puede estar relacionado con el

programador de temperaturas, de forma que se puedan programar diferentes
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temperaturas segun sea la fase del fotoperiodo en la que se halle el cultivo Taracena
Zamora, E. (2004).

C. Laluz

Los diferentes tipos de radiacion electromagnética se pueden clasificar segun sea
su longitud de onda, asi podemos obtener un espectro electromagnético formado por las
diferentes longitudes de onda de la radiacion electromagnética, que van desde los 10-16
m hasta los 104m. De todas estas longitudes de onda solo las comprendidas entre 380 y
775 nm pueden ser percibidas por el ojo humano: ese conjunto de radiaciones es el que

denominamos luz en el lenguaje coloquial Taracena Zamora, E. (2004).

Para propositos generales se usa en el establecimiento de cultivos tejidos una
fuente luminosa compuesta de ldmparas fluorescentes y lamparas incandescentes que
brinden entre 1000 y 4000 lux de iluminacion. Mansilla Méndez, JR. 2007.

4.2 MARCO REFERENCIAL

4.2.1 Localizacién

La investigacion se realizara en el laboratorio de Cultivo De Tejidos Vegetales, en la
Facultad De Agronomia T8, Universidad de San Carlos de Guatemala, Campus Central de
la Ciudad Universitaria zona 12.

El laboratorio se encuentra equipado con las condiciones controladas de luz,
temperatura, humedad y los requerimientos adecuados
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

» Evaluar tres concentraciones de auxinas (ANA) y cinco de citocininas (BAP) en

la propagacion in vitro de pifién (Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde.
5.2 Objetivos especificos

» Determinar la concentracion de (ANA y BAP) que produce mayor crecimiento de
brotes inducidos de pifion (Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde in vitro.

» Determinar que concentracion que induce mayor niumero de hojas en el brote de

pifion (Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde. .

» Determinar la concentracion de (ANA y BAP), produce la mayor cantidad de masas

callosas de pifién (Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde.

» Determinar la concentracion que induce el mayor numero de raices en el brote de
pifion (Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde.
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6 HIPOTESIS

e Al menos una combinacion de (ANA y BAP) induce regeneracion de plantulas de
pifion (Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde, partiendo del cultivo de meristemos
apicales.

* Al menos una combinacién de (ANA y BAP) genera hojas diferenciadas en pifion

(Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde, partiendo del cultivo de meristemos.

» Al menos una combinacion de ANA y BAP induce regeneracion de masas callosas
en piidén (Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde, partiendo del cultivo de

meristemos.

* Al menos una concentraciéon de IBA induce a la formaciéon de raices en brotes de

pifion (Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde, partiendo del cultivo de meristemos.



7 METODOLOGIA
7.1 Materiales

* Agua destilada

e Algodon
 Beackers
* Bisturi

» Erlenmeyer
» Espétulas
» Etanol 95% y 70%,

» Frascos de plastico

7.2 Equipos

» Agitador magnético

» Autoclave

» Balanza analitica

* Cémara de flujo laminar
» Camara fotografica

* Destilador

7.3 Material experimental
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Hipoclorito de sddio
Magentas

Mecheros

Micropipeta 100 — 1000 ul
Pipetas de 1, 5, 10 y 25 ml
Placas petri

Plastico "foodwrap"

Probetas

Estereoscopio

Microondas

pH-metro

Termometro de maxima y minima

Timer (Regulador de fotoperiodo)

La semilla de pifion (Jatropha curcas L.) Cultivar Cabo Verde utilizada en la

investigacion fue aportada por el Ing. Domingo Amador de una parcela experimental del

municipio de Camotén, departamento Chiquimula cuyas coordenadas son: N 14° 48°43,7”

y W 89° 20°49.7"

La edad de las plantas madres utilizadas en el experimento fue de un mes,

encontrandose éstas libres de patégenos y de cualquier otro foco de contaminacion que

podria haber afectado el desarrollo de dicho experimento.
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7.4 Principales procedimientos de la fase de cultiv 0 in vitro
7.4.1 Desinfecciony siembra de explantes

7.4.1.1 Material vegetal

El material que se utilizO para la micropropagacion fueron apices de brotes
provenientes de meristemos apicales con 1 6 2 primordios de hoja de aproximadamente 1
cm de longitud los cuales se obtuvieron de despuntar plantas germinadas con un mes de

anterioridad.

7.4.1.2 Desinfeccion

Los primordios foliares se lavaron utilizando una bateria de desinfeccidn consistente
en agua estéril, jabon anti-bacterial y etanol al 70%. Se secaron con papel toalla estéril y
se colocaron en una solucion desinfectante de fungicidas - bactericidas para contrarrestar
la contaminacion del material vegetal por hongos y bacterias. Se preservaron en frio por

24 horas en una refrigeradora a 4° centigrados.

7.4.1.3 Fase de siembra de explante para induccion  de brotes

Desinfectados los primordios foliares de pifidon (Jatropha curcas L.) Cultivar Cabo
Verde se sembraron en los medios con los tratamientos a evaluar para la induccion de
brotes. La siembra del explante se realiz6 en la camara de flujo laminar previamente

estéril. Realizando los siguientes procedimientos:

A. Desinfeccion

e Se prepararon diferentes soluciones para la desinfeccion de los los primordios
foliares de pifion (Jatropha curcas L.) Cultivar Cabo.

500ml de agua destilada estéril.
500ml de alcohol etilico al 70%.
500ml de hipoclorito de sodio al 1%.

o O O o

1000ml de agua destilada estéril.
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* En un beacker con 500ml de agua destilada estéril se sumergieron los primordios
foliares de pifidn por 3 minutos.

e En un beacker con los 500ml de alcohol etilico al 70% se sumergieron los
primordios foliares de pifidbn por 1 minuto.

* En un beacker con los 500ml con la solucion de hipoclorito de sodio al 1% se
sumergieron los primordios foliares de pifion por 1 minuto.

« Enun beacker con 350ml de agua destilada estéril se realizaron tres lavados a los
primordios foliares de pifidon para retirar los residuos de la solucion de hipoclorito de
sodio.

» Se colocaron los primordios foliares de pifion en papel toalla estéril para retirar los
residuos de agua.

» Secos los primordios foliares de pifion se trasladaron a cajas petri de vidrio estéril.

B. Siembra de primordios foliares de pifién

* Previamente se esterilizaron pinzas.

» Se tomaron los primordios foliares de pifion.

e Se procedio a la siembra delos primordios foliares de pifién en los frascos con el
medio de induccion a evaluar (15ml/frasco).

» Cada frasco con medio de induccion se sembré un primordio foliar de pifién, se tapo
el frasco con papel aluminio y se coloco papel parafilm alrededor de frasco para
evitar contaminaciones.

» Al finalizar la siembra los frascos se trasladaron al cuarto de incubacion.

A continuacidon se describen los tratamientos de los medios de inducciéon de brotes en los

primordios foliares de pifidn:
7.5 Fase de induccién de brotes y callos

Se evaluaron cinco concentraciones de auxinas (ANA) y tres de citocininas (BAP) en
la propagacion in vitro de pifion (Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde. Por lo que fueron
un total de quince tratamientos con los siguientes niveles de acido naftalenacético ANA

(auxina), niveles de bencilaminopurina BAP (citocinina) como se observa en el cuadro 3



Cuadro 3 concentraciones de auxinas y citocininas

. . Concentraciones
Concentraciones de acido ) . .
L. . bencilaminopurina BAP
naftalenacético ANA (auxina) e e
me oor litro (citocinina)
&p mg por litro
0.0 0.0
3.0 0.3
5.0 0.3
7.0 0.5
10.0

Con las diferentes concentraciones de acido naftalenacético ANA (auxina) y las

concentraciones de bencilaminopurinaBAP (citocinina), se conformaron los tratamientos

evaluados en esta fase, como se observa en el cuadro 4.

Cuadro 4 Tratamientos de concentraciones ANA (AUXI  NA), BAP (citocinina)

Tratamiento ANA (AUXINA) BAP (CITOCINA)
(mg por Litro) (mg por litro)
T1 Testigo 0.0 0.0
T2 0.0 3.0
T3 0.0 5.0
T4 0.0 7.0
T5 0.0 10.0
T6 0.3 0.0
T7 0.3 3.0
T8 0.3 5.0
T9 0.3 7.0
T10 0.3 10.0
T11 0.5 0.0
T12 0.5 3.0
T13 0.5 5.0
T14 0.5 7.0
T15 0.5 10.0
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7.6 Fase de enraizamiento de brotes

» Material vegetal: brotes inducidos en la fase de siembra de explantes para
induccion de brotes

» Medio de cultivo de induccion de raices: sales de Murashige y Skoog (1962)

» Concentraciones de acido indolbutirico IBA: 0.0, 0.3, 0.5 (mg/l)se presenta en el
Cuadro 5.

Cuadro 5 Tratamientos de concentraciones de acido indolbutirico IBA: 0.0, 0.3, 0.5
en mg por litro

Tratamiento MS % l(?ng oor litro)
T1 Testigo 100 0.0
T2 50 0.0
T3 100 0.3
T4 50 0.3
T5 100 0.5
T6 50 0.5

7.7 Incubaciéon de cultivos

Después de haber realizado la siembra de todos los Explantes enla fase de
induccion de brotes y enraizamiento, en sus respectivas unidades experimentales, éstas
se trasladaron al cuarto de incubacion, en condiciones propicias para el desarrollo de los
mismos. El cuarto de incubacién conté con una fuente de luz proporcionada por lamparas
fluorescentes de luz blanca de 1000 a 3000 lux de intensidad, con un fotoperiodo

programado de 16 horas luz.
7.8 Unidad experimental

Un frasco de vidrio con conteniendo 15ml. de medio, brotes provenientes de

meristemos apicales con 1 o 2 primordios de hoja de aproximadamente 1 cm de longitud.
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Figura 1 Unidad Experimental

7.9 Disefio experimental y distribucion de las unida  des experimentales

El disefio experimental que se utilizé fue completamente al azar con 15 tratamientos
y 10 repeticiones. Modelo estadistico asociado a este disefio y respuesta y concentracion
gue se presenta a continuacion (4):

Yij=pu+Ti+ Eij{i=1,23,......... t.
{i=1,23,......... g
Donde:
Yij = Variable respuesta medida en la ij-esima unidad experimental.
vl = Media general.
Ti = Efecto del i-esima combinacién de auxinas y citocinas.
Eijj = Error experimental asociado a la ij-esima unidad experimental.

7.10 Variables de respuesta

Todas las variables de respuesta para la fase de induccion de brotes y callos se a los
35 dias después de la siembra de los explantes, realizando una sola lectura.

Las variables fueron:

e Longitud de planta : se midi6 en centimetros (cm) con una regla milimetrada

tomandose como punto de partida la base hasta el apice de la planta.

* Numero de hojas por planta-brote : se contaron las hojas de los brotes en cada
unidad experimental de todos tratamientos.
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* Masa de los callos meristeméticos: a los 35 dias de establecido el experimento,
se pesaron todos los callo formados, para determinar su masa en gramos, lo cual

se realiz6 en una balanza analitica.

En cuanto la variable de respuesta induccion de raices de J. curcas in vitro se tomaron
brotes provenientes de la fase anterior y se tomaron lecturas a los 35 dias de transferidos

los explantes al medio de induccién de raices.

e Induccidon de raices: se pretendia medir el nimero y longitud de las raices

formadas, pero no se produjo formacion de raices en ninguno de los tratamientos.
7.11 Analisis de datos
Para las variables de respuesta, las cuales tuvieron una distribucién de frecuencia

normal, se realizé un andlisis de varianza (ANDEVA). A las variables que resultaron con

diferencias estadisticas significativas al 5%, se les hizo una prueba de Tukey.



8 RESULTADOS

8.1 Masa de callos meristematicos
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Se tomaron como callos los abultamientos generados alrededor de los apices de

brotes provenientes de los meristemos apicales con 1-2

primordios de hoja

de

aproximadamente 1 cm de longitud sembrados en los diferentes medios de cultivo.

Finalizados los 35 dias se observoé la aparicion de masas de tejido vegetal que rodeaban

a los explantes previamente sembrados al punto de cubrirlos en su totalidad. El analisis de

varianza realizado a la variable masa de callos meristeméaticos si mostré diferencia

estadistica significativa. Cuadro 7

Cuadro 6 Resumen De Peso En Gramos De Callos Meris

tematicos

MASA EN GRAMOS DE CALLOS MERISTEMATICOS
c
0
2 o - | ™ m | = | w
O — (o] [} = W {e] = o (=] — — - — -— -
¢ |(E|/E B/ E B E| B | B & |8 | 8 B 8 | E B
14 - - - - - - - - = = = = = = =
1 3450412 0 [071]153[191|844| 754 894 | 715 |11.31[279] 875 | 91 8
2 392 0 |343[126] 0 [152| 10 | 447 | 81 | 773 | 1121]214[1291] 79 | 92
3 341)1267485(049|1226(236(833) 917 | 935|897 992 1245(1079]936| 71
4 437|563 276|071|229|256|771] 524 | 968 | 968 | 1445|265 1145877825
9 0 2840441118 0 |205[ 82 | 784 | 93 [1015(1215]313| 101 |867] 5
6 418|354 04 |081|216(149/808) 693 1281|611 ] 923 [295] 955 8 |695
7 396)1276] 39 0 |262|32 | 7968|1078 95 | 799 | 924 |219| 715 [8.38]9.55
Promedio| 3.33|308|226|074|155|1216|839| 742 | 967 | 825 |[11.07|261|1010|860|7.72

Cuadro 7 Prueba de las diferencias de Tukey en lo

s diferentes tratamientos

evaluados con base En el peso de las callosidadese ng.

F.V. SC GL CM F p-valor Significancia
Tratamiento | 1269.16 | 14 90.65 45.20 <0.0001 | **

Error 180.51 90 2.01

Total 1449.67 | 104

**diferencias altamente significativas (<0.0001)
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Con el objeto de determinar cuél o cuéles son los tratamientos que reportaron una
callosidad de mayores dimensiones, se realiz6 una prueba de medias de Tukey. Como
resultado se identificaron los tratamientos T11, T13, T9, T14, con la misma letra quienes
reportan un peso de 11.07 a 8.39 g. el testigo, ocupd el noveno lugar en la prueba de
Tukey el cual reporté 3.33 g. de peso, encabezando los tratamientos que no obtuvieron

resultados en la formacion de masas callosas. Cuadro 8.

Cuadro 8 Prueba 1 diferencias de Tukey del peso de  los callos meristematicos

TRATAMIENTO | MEDIAS |N |*
ANA (AUXINA) | Gm.
BAP
(CITOCINA)
(mg/L)
T11. 0.5-0.0 |11.07 7 A
T13. 0.5-5.0 |10.10 7 A
T9. 0.3-7.0 |9.67 7 A
T14. 0.5-7.0 |8.60 7 A
T7. 0.3-3.0 |[8.39 7 B
T10. 0.3-10.0 | 8.25 7 B
T15. 0.5-10.0 | 7.72 7 B
T8. 0.3-5.0 |7.42 7 C
T1. 0.0-0.0 |3.33 7 D Testigo
T2. 0.0-3.0 | 3.08 7 D
T12. 0.5-3.0 | 261 7 D
T3. 0.0- 5.0 | 2.26 7 D
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T6. 0.3-0.0 |2.16 7 D
TS5. 0.0-10.0 | 1.55 7 D
T4. 0.0-7.0 | 0.74 7 D

*Letras distintas indican diferencias significativas (<0.0001)

Masa de callos meristmaticos

12.00

10.00

8.00

6.00

masa en g.

4.00

2.00 -

0.00 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

TRATAMIENTOS

Figura 2 Peso de callos meristematicos en gramos

Se observa en la figura 2 a los 35 dias después de la siembra, el mejor resultado,

gue lo presenté el tratamiento 11.

Segun los resultados obtenidos se afirma que no se necesita de citocinina para
provocar la formacion de callo en meristemos apicales de pifién (Jatropha curcas L).

Cultivar cabo verde.
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8.2 Longitud de brotes en centimetros

La longitud promedio en centimetros que ganaron los apices de brotes provenientes
de meristemos apicales con 1-2 primordios de hoja de aproximadamente 1 cm de
longitud de pifién (Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde en cada tratamiento sembrado
en los diferentes medios de cultivo. Finalizados los 35 dias se observo la elongacion en
algunas de las unidades experimentales observando crecimiento en el primordio dejando
clara una division celular especifica. El andlisis de varianza realizada a la variable longitud

de brotes si mostro diferencia estadisticamente significativa. Cuadro 10.

Cuadro 9 Resumen De Longitud De Brotes En Centimet  ros

LONGITUD DE BROTES EN CENTIMET ROS
c
S
2 o — o~ ™ < o)
i A |~ |®o | < |w © ~lo |lo |lalala|a s ]«
o gs|8|8|8|8| 8 |8|8 |8 |8|8 |8 |8 |8 |8
2 FlrlFrlFrlrlFr |lFrlIFlFE]IFIF]lFE]IFTF|F
1 23| 2 0 0 0 3 3 /1]05/03]02]14]|08| 1 [02]0.2
2 14| 0 |02] O 0 1.8 [05]05] 0 |03]|07]|25| 2 [01] O
3 1.8/106]|03]| 0 0 23 104]05]|05|/03|11]09[13[05]| 0
4 25117104 0O 0 34 1]05]03|03|03[09]| 1 1 1]05( 0
5 0 1 0 0 0 36 1|03]05|02]|03|12] 2 [08[04]0.3
6 2 |14 0 0 0 32 106] 0 |04]03]|18|22| 1 [01]04
7 24 [ 09 | 0.9 0 0 2.1 | 0.5 0O [03[|03|06)26]|]06]05]0.3
Promedio |[1.77]1.0910.26/0.00|0.00( 2.77 10.83(0.33/0.29/0.29(1.10{1.71(1.10{0.33{0.17

Cuadro 10 Prueba de diferencias de Tukey enlosd iferentes tratamientos
evaluados con base en la longitud de brotes en cen  timetros

F.V. SC GL CM F p-valor | Significancia
Tratamiento | 62.10 14 4.44 17.14 <0.0001 | **

Error 123.30 |90 0.26

Total 85.40 104

**diferencias altamente significativas (<0.0001)

Con el objetivo de determinar cuél o cuales fueron los tratamientos que reportaron

un mayor crecimiento, se realizé una prueba de medias de Tukey. Como resultado se
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determiné que el tratamiento T6, reportd una diferencia significativa (como podemos
observar es el Unico que presenta letra A) con respecto al resto de tratamientos. Los
tratamientos que no mostraron respuesta fueron T4 y T5 (identificados con la letra D), no
presentando ningun crecimiento. Cuadro 11.

Cuadro 11 Prueba 2 diferencias de Tukey en base al  crecimiento.

TRATAMIENTO MEDIAS N *
ANA (AUXINA) cm.
BAP (CITOCINA)
(ma nor | itro)
T6. 0.3-0.0 2.77 7 A
T1. 0.0-0.0 1.77 7 B Testigo
T12. 05-3.0 1.71 7 B
T1l. 0.5-0.0 1.10 7 B
T13. 055.0 1.10 7 B
T2. 0.0-3.0 1.09 7 B
T7. 0.3-3.0 0.83 7 B
T14. 05-7.0 0.33 7 C
T8. 0.3-5.0 0.33 7 C
T10.  0.3-10.0 0.29 7 C
TO. 0.3-7.0 0.29 7 C
T3.  0.0- 5.0 0.26 7 C
T15.  0.5-10.0 0.17 7 C
T5. 0.0-10.0 |0.00 7 D
T4. 0.0-7.0 0.00 7 D

*Letras distintas indican diferencias significativas (<0.0001)
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Longitud de brotes

2.5

0.5 A

LONGITUD EN CENTIMETROS
[any
(%2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
TRATAMIENTOS

Figura 3 Longitud de Brotes en cm.

Se
observa en la figura 3 a los 35 dias después de la siembra, el mejor resultado lo presentd
el tratamiento namero seis, ANA (AUXINA), mg/L 0.3 y BAP (CITOCINA), mg/L, 0.0, se
obtuvo un mejor resultado en comparacion del resto de tratamientos en la formacion de
tallos y desarrollo del mismo alcanzando una media de 2.77 cm. Demostrando que al
emplear solo ANA (AUXINA), no es necesario el uso de BAP (CITOCINA), para la

formacion de brotes en pifion (Jatropha curcas L.) cultivar cabo verde.

8.3 Numero de hojas por explante

La cantidad de hojas fue contada independiente por explante para obtener la media
por tratamiento de pifidn (Jatropha curcas L). Cultivar cabo verde en cada tratamiento
sembrado, en los diferentes medios de cultivo, finalizados los 35 dias se pudo apreciar la
cantidad de hojas en algunas de las unidades experimentales observando crecimiento en
cada unidad experimental. El andlisis de varianza realizado a la variable nUmero de hojas
por explante de cada uno de los tratamientos si mostré diferencia estadisticamente
significativa. Cuadro 13.
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Cuadro 12 Resumen de Numero de Hojas por Explante

NUMERO DE HOJAS POR EXPLANTE
c
©
L o — N ™ < Tol
@ - N M |t |wvw]jo|~ || o - — — — — |«
& g | 8|8 |8|8|8|8|8|8 |8 |8 |8 |8 |¢ |8
24 F ||+ |F|F|F|F|[F|[F|F|F]|F]|F]|F|F
1 3 3 0 0l0] 5 1 1 1 0 2 2 2 0 1
2 2 0 1 0101 1 1 1 0 0 1 4 3 0 0
3 3 1 2 0Ol0] 2 0 1 0 1 1 2 3 3 0
4 4 2 0 0Ol 0] 6 2 1 1 1 1 2 2 2 1
5 0 1 0 0l0] 5 0 1 0 0 3 4 2 2 1
6 1 2 0 0l0] 5 2 0 1 1 3 5 3 0 0
7 5 0 1 O|l0| 4 2 2 1 1 1 6 1 2 0
Promedio |2.57{1.291057] 0 | O | 4 (1.14f 1 |057(0.57|1.71|3.57(2.29|11.29( O

Cuadro 13 Prueba de diferencias de Tukey de los di  ferentes Tratamientos en base
namero de hojas por explante

F.V. SC GL CM F p-valor Significancia
Tratamiento | 1269.16 | 14 90.65 45.20 <0.0001 | **

Error 180.51 90 2.01

Total 1449.67 | 104

**diferencias altamente significativas (<0.0001)

Con el objetivo de determinar cual o cuéles son los tratamientos reportaron un
namero mayor de hojas, se realizd una prueba de medias de Tukey. Como resultado se
identificaron los tratamientos T6, T12, T13, T1, con la misma letra quienes reportan un
namero de hojas de 2.57 a 4 hojas. Los tratamientos T4 y T5, no presentaron hojas
observandose. Cuadro 14.



Cuadro 14 Prueba de diferencias de Tukey en Base A

| Nimero de hojas

TRATAMIENTO MEDIAS N *

ANA  (AUXINA) | Numero de hojas

BAP (CITOCINA)

(mg por Litro)

T6. 0.3-0.0 |4 7 A
T12. 0.5-3.0 |357 7 A
T13. 0.5-5.0 2.29 7 A

T1. 0.0-0.0 2.57 7 A Testigo
T11. 0.5-0.0 1.71 7 A

T2. 0.0-3.0 1.29 7 B
T14. 0.5-7.0 1.29 7 B
T7. 0.3-3.0 1.14 7 B
T8. 0.3-5.0 1.00 7 B
T10. 0.3-10.0 | 0.57 7 C
T9. 0.3-7.0 0.57 7 C

T3. 0.0- 5.0 |0.26 7 C

T15. 0.5-10.0 | 0.30 7 D
T4. 0.0-7.0 0.00 7 E
T5. 0.0 - |0.00 7 E
10.0

*Letras distintas indican diferencias significativas (<0.0001)
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Numero de hojas por explante

4.5

3.5

15 A

Numero de hojas

0.5 ~

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Tratamientos

Figura 4 Numero De Hojas Por Explante

A los 35 dias (después) de la siembra del cultivo in vitro, la concentracion de ANA,
mg/L 0.3 y BAP, mg/L, 0.0, propiciaron el mayor nimero de hoja por planta con 4 hojas.,
Este fue el tratamiento seis, que se obtuvo en las unidades experimentales de hojas de

pifion cultivar cabo verde (Jatropha curcas L).
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9 CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en las que se realizo la investigacion se concluye:

1. Para la formacion de callos meristematicos la combinacién de reguladores del
crecimiento la cual obtuvo buenos resultados es la que proporciona el tratamiento
T11 con una combinacién de ANA (AUXINA) yBAP (CITOCINA) de 0.5-0.0 mgl/l,
ademas pudiéndose utilizar los tratamientos T13, T9, T14, que lograron la mayor

masa de callosidad registrada después del tratamiento T11.

2. Para la longitud de brotes (en centimetros) la combinacion de reguladores del
crecimiento mas eficiente es el tratamiento T6 con la combinacion de 0.3 mg/l de

ANA y 0.00 mg/l de BAP, el cual mostré la mayor longitud del brote con2.77 cm.

3. Para la variable numero de hojas por explante, el tratamiento que presenté el mejor
resultado fue elT6 con la combinacién 0.3 mg/l de ANA y 0.00 mg/lI de BAP, con un

mayor nimero de hojas por explante.

4. En la primera y segunda fase de los experimentos realizados, la de enraizamiento,
no se obtuvo ningun dato, En cuanto a la variable enraizamiento no se observo la
formacion de raices tanto en la fase | como en la de induccion de raices (fase II).
Se menciona la fase | ya que se evaluaron diferentes dosis de ANA con lo cual era
probable que se indujera la formacion de raices en los explantes. La ausencia de
raices en la fase de enraizamiento fue probablemente porque los niveles de &acido
indolbutirico IBA: 0.0, 0.3, 0.5 fueron bajos para inducir raices ya que el tallo de la

planta es lefioso y se necesitaban dosis mas altas.

5. RECOMENDACIONES

Para obtener resultados satisfactorios en la fase de enraizamiento de brotes se sugiere
evaluar dosis mas altas de acido indolbutirico, asi como de otras auxinas. También se
sugiere, evaluar otras alternativas para la induccion de raices, como concentraciones de
medio de cultivo, ya que ningun tratamiento logro tener un efecto positivo en la formacién

de las mismas.
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11 Anexos

11.1 Preparacion de las soluciones patron
A continuacion se describe la forma en que se realizd la preparacion de las

soluciones patron para el medio Murashige y Skoog.

Se prepararon 500 ml de esta solucion, para lo cual se utilizd un beacker de 1 litro, en el

gue se agregaron los componentes que se describen en el cuadro 15.

Cuadro 15A Componentes De Micronutrientes Del Medi o Nutritivo MurashigeY Skoog
Concentracion 10 X.

Sustancia Peso (grs.)
NH4NO3 8.25
KNO3 9.5
MgSO4 - 7H20 1.85
KH2PO4 0.85

Se pesaron los componentes vertiéndolos en un beacker de 250 ml con agua
desmineralizada estéril, se agito hasta observar que todas las sustancias se disolvieron, el
contenido se traslado a una probeta de 1000 ml continuacién se aforara con agua
desmineralizada estéril hasta llegar al volumen deseado, seguidamente se volvio a agitar
la solucién y se guardo en frascos esterilizados identificados y tapados adecuadamente,
estos se guardaron hasta su uso en una refrigeradora a una temperatura de 4 °C. De igual
forma se prepar6 una solucion patron a 10 X de macronutrientes consistentes en CaCl2 -

2H20 para lo cual deben ser 500 ml.
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11.1.1 Solucién madre de micronutrientes

Se prepararon dos soluciones por aparte de 100 ml cada una, a las que se les
nombré micro A y micro B, para ello se agrego 50 ml de agua desmineralizada estéril en
un beacker de 250 ml luego de pesados se agregaron los componentes que se describen

en el cuadro 16.

Pesados los componentes se afiadieron al beacker conteniendo 50 ml de agua
desmineralizada estéril esta se mantuvo en constante agitacion con el agitador magnético
hasta observar que todas las sustancias se disolvieron el contenido se trasladé a una
probeta de 100 ml, luego se aforé con agua desmineralizada estéril, seguidamente se
volvié a agitar la solucion y se guardé en frascos esterilizados, identificados y tapados
adecuadamente, se colocé un forro de papel aluminio, y asi se guardo hasta su uso en

una refrigeradora a una temperatura de 4 °C.

Por aparte se preparo otra solucion de micro nutriente de Kl a 1000 X, para ello se

utilizé 100 ml en la que se agregd 0.083 gramos del compuesto mencionado.

Cuadro 16A Componentes De Micronutrientes Del Medi o Nutritivo Murashige Y Skoog.

.Sustancia Peso (grs.)

MICRO A al000X

MnSO4 - 4H20 2.23
ZnS0O4 - 7TH20 0.86
H3BO3 0.62
Na2MoO4 - 2H20 0.025

MICRO B a 5000X

CoCl2 - 2H20 0.0125

CuSO4 - 5H20 0.0125
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11.1.2 Solucién madre de hierro a 200X

Se prepar6 una solucion de 250 ml de la siguiente forma:
a. En un beacker se coloco 100 ml de agua desmineralizada estéril
b. Seguidamente el beacker se colocé en la estufa
C. Se agrego al agua caliente 1.865 grs de Na2EDTA-H20.
d. Disuelto lo anterior se agreg6 1.3925 grs de FeS0O4-7H20.

Disueltos los elementos, la solucion se afor6 en una probeta al volumen deseado, se
volvio a agitar y luego se trasladd la solucion a su envase, colocandole su respectiva
etiqueta, ademas se le coloco forro de papel aluminio, se tapé debidamente y se guardd

en una refrigeradora a 4°C.

11.1.3 Solucién madre de vitaminas a 1000X

Se prepard una solucién de 50 ml para lo cual en un beacker de 100 ml se colocé
25 ml de agua desmineralizada estéril en constante agitacion, se peso 0.02 grs. de tiamina
y se agrego al beacker, después de disuelto el compuesto se aforé en una probeta de 50
ml segun el volumen deseado, la solucion se traslado a un envase de vidrio y se guardd

en una refrigeradora a 4°C.

11.1.4 Solucién madre de myoinositol a 1000X

Se prepard una solucién de 100 ml para lo cual en un beacker de 100 ml se coloco
25 ml de agua desmineralizada estéril en constante agitacion, se pesé 10 gramos de
myoinositol y se agrego al beacker, después de haber disuelto el compuesto se aforé en
una probeta de 100 ml segun el volumen deseado, la solucion se trasladé a un envase de

vidrio y se guardo en una refrigeradora a 4°C.

11.1.5 Preparacion de los medios de cultivo
Se prepard la cantidad de medio basal segun conveniencia, para lo cual se sigui6 la

siguiente metodologia. En un beacker se agregdé agua desmineralizada estéril, se introdujo
al recipiente una barra magnética colocada sobre un agitador magnético, el cual se
mantuvo en constante agitacién, luego se agregaron los componentes del medio

Murashige y Skoog (cuadro 6) segun cantidad deseada, el orden es el siguiente.
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Macro nutriente; NHANO3, KNO3, MgS04-7H20, KH2PO4, CaCl2-2H20.
Micronutrientes A; MNnSO4:4H20, ZnS0O4-7H20, H3BO3, NaMoO4-2H20, KiI
Micronutrientes B; CoCl2-6H20, CuS0O4-5H20

Hierros, Na2EDTA, FeS04:-7H20

Vitaminas; tiamina

Myoinositol

Reguladores de crecimiento segun las dosis evaluada, de bencil amino purina
(BAP) 3.0 mg/L, 5.0 mg/L, 7.0 mg/L 10.0 mg/L y acido naftalenacético ANA
(auxina) 0.3 mg/L, 0.5 mg/L, a excepcion del tratamiento testigo al cual no se le

aplico reguladores.
Sucrosa30 g/l
Se aforo la solucion.

Se midi6 el pH a 5.7 para ello se utilizé segun el caso una solucién de acido

clorhidrico o hidréxido de sodio 0.1 N.
Se agrego agar (7.0 gr/L).
Se calent6 en horno microondas hasta disolver el agar.

La solucién se agregd en las unidades experimentales consistiendo en frascos

de vidrio de 100 ml de capacidad (10 ml de medio por frasco).
Cada frasco se rotul6 segun tratamiento.

Todas las unidades experimentales se esterilizaron en autoclave durante 25

minutos a una presion de 1.05 kg/cm cuadrado y a una temperatura de 120 °C.

Las unidades experimentales se colocaron en el cuarto de incubacion hasta su

utilizacion.



Cuadro 17A Componentes Del Medio Basal MS

MS
# NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA 100%
mg/l

I MACRONUTRIENTES

1 | nitrato de amonio NH4NO3 1650

2 | nitrato de potasio KNO3 1900

3 | sulfato de magnesioheptahidratado MgSO04. 7H20 370

4 | dihidrogenofosfato de potasio KH2PO4 170
Il MICRONUTRIENTES "A"

1 | acidoborico H3BO3 6.2

sulfato de

2 | manganesiomonohidratado MNSO4.H20 22.3

3 | sulfato de zinc heptahidratado ZnS04.7H20 8.6

4 | molibdato de sodiodihidratado Na2M04.2H20 0.25
Il MICRONUTRIENTES "B"

1 | sulfato de cobrepentahidratado CuS04.5H20 0.025

2 | cloruro de cobaltohexahidratado CoClI2..6H20 0.025
IV | IODURO DE POTASIO

1 | ioduro de potasio | Kl ‘ 0.83
V CLORURO DE CALCIO

cloruro de calciodihidratado | CaCl2.2H20 ‘ 440

VI | Myo-INOSITOL

1 | Myo- inositol | c6H1206 | 100
VIl | SOLUCION DE HIERRO

1 | cristales de sal disodiodihydratada Na2EDTA 37.3

2 | sulfato de hierroheptahidratado FeS04.7H20 27.8
VIl | VITAMINAS

1 | acidonicotinico C6H5NO2 0.5

2 | pyridoxolhydrocloride C8H12CINO3 0.5

3 | tiaminamonoclohidricaHCI C12H18CI2N40S.H20 0.1

4 | glicina H2NCH2COOH 2
)il SUCROSA 3% 30000
VI AGAR 0.7% 7000
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Nota: para el caso de esta investigacion se modificaron el contenido de vitaminas del medio basal
MS agregando Unicamente Tiamina (0.4mg/l).



Figura 6A Masas callosas de los tratamientos.
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Figura 8A Brote con hojas del mejor tratamiento (T

6).
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