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Propagacion in vitro de Jatropha curcas -variedad cabo verde- a partir de laminas
foliares

Marco Vinicio Alvarez Escudero

Resumen. El Pifon, Jatropha curcas L. tiene el potencial de ser una alternativa viable para
fabricar biodiesel a partir de aceites extraidos de la semilla. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de la edad de la fuente de explante para el establecimiento in vitro y
evaluar el efecto dos medios de cultivo y la edad de la fuente del explante en la
multiplicacion de Jatropha curcas -variedad cabo verde-. Para el establecimiento se utilizo
el medio de cultivo (MS) suplementado con 0.2 mg L-1 de TDZ + 0.2 mg L-1 de AIB y se
evalud la respuesta al medio de cultivo de los explantes extraidos de plantas de 10 dias
(P10D), 60 dias (P60D) y plantas adultas (4 afios) (PA). Los brotes y callos formados en
establecimiento se pasaron a dos medios de induccion/multiplicacion de brotes: MS a 50%
de sales y MS 100% de sales suplementado con 1 mg L'de BAP. En la ectapa de
establecimiento se observo formacion de brotes en el 24% de los explantes de P10D, 16%
de los explantes P60D y un 6% de los explantes de PA. En la etapa de
induccion/multiplicacion de brotes no hubo interaccion entre el medio y el explante. Se
observd a los 21 dias en el medio de induccion/multiplicacion los explantes de P10D
formaron un promedio de 0.87 brotes/explante, lo cual fue mejor que en los otros
explantes. Luego de 21 dias del segundo refrescamiento se observo un promedio de 3.32
brotes/explante en los explantes de P10D, los brotes de los otros explantes presentaron
deformaciones. El mejor resultado para la proliferacion de brotes se obtuvo con los
explantes extraidos de P10D.

Palabras clave: Brotes adventicios, micropropagacion, piiion, tidiazurdn.

Abstract. Jatropha curcas L. is a highly energy crop. Its most important characteristic is
the production of oil from the seed, which has the potential to be a viable alternative for
manufacturing biodiesel. The objective of this study was to evaluate the effect of the age of
the source of explant for in vitro establishment and assess the effect of two culture media
and the age of the source of explant in the proliferation of Jatropha -variety cabo verde-.
For establishment it was used a culture medium (MS) supplemented with 0.2 mg L of
TDZ + 0.2 mg L' of IBA and also the response of each media culture was evaluated in the
explants taken from plants of 10 days (P10D), 60 days (P60D), and adults plants (4 years)
(PA). Callus and shoots were formed in the establishment, then were passed into two
mediums for the shoot induction/multiplication: MS 50% of salt and 100% MS of salt
supplemented with 1 mg L™ BAP. In the stage of establishment, formation of shoots were
observed only in 24% of explants of P10D, 16% of P60D explants sprouted and 6% of PA
explants sprouted. In the induction/multiplication shoot stage no interaction between the
medium and the explant was observed. At 21 days in the induction/multiplication medium
the explants of plants of P10D formed an average of 0.87 shoots/explant, which was
statistically significant compared to the other explants. The shoots count after 21 days of
the second medium refreshing the P10D explants showed an averaged of 3.32
shoots/explant, buds from other explants showed deformations. The best result for shoot
proliferation was obtained with explants taken from P10D.

Keywords: adventitious buds, micro propagation, pinion, thidiazuron.
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1. INTRODUCCION

Jatropha curcas es una arbusto perenne perteneciente a la familia Euphorbiaceae, que
tiene mas de 3.500 especies agrupadas en 210 géneros (Falasca y Ulberich 2008), esta
considerado como un cultivo que permite la produccion de biocombustibles, la obtencion
de productos importantes en farmacéutica, alimentacion y en agricultura (Pabdén y
Hernandez-Rodriguez 2012).

La Jatropha curcas es originaria de América central y México fue trasladada a otros
lugares del mundo durante épocas de la colonia (Lopez 2009). Crece en regiones
tropicales y subtropicales, en altitudes menores a 500 metros sobre el nivel del mar (FAO
2010). Es un arbusto de crecimiento rapido, alcanza una altura aproximada de 6 metros
dependiendo de las condiciones de crecimiento (Guerrero 2014, FAO 2010).

La Jatropha curcas tiene propiedades importantes como su alta resistencia a sequia, su
tolerancia a condiciones salinas y su baja necesidad de nutrientes. Ademas es un cultivo
altamente energético, su caracteristica mas importante es la de produccion de aceite a
partir de la semilla (Jongschaap et al. 2007).

El aceite vegetal de la Jatropha curcas no es comestible pero tiene el potencial de ser una
alternativa viable para a partir de este fabricar biodiesel. El contenido de aceite es 35 -
40% en las semillas. El aceite contiene 21% de 4cidos grasos saturados y 79% écidos
grasos insaturados. Existen elementos quimicos en la semilla que son venenosos estos
hacen que el aceite no sea apto para el consumo humano. El analisis quimico de la semilla
esta presentado por humedad 6.2%, proteinas 18%, grasa 38%, hidratos de carbono 17%,
fibra 15.5%, cenizas 5.3% (FAO 2011).

Comprendiendo la capacidad de la Jatropha curcas para produccion aceite y siguiendo
una tendencia de buscar fuentes de energias inofensivas con el ambiente, el aceite de las
semillas de Jatropha curcas puede ser transformado en biodiesel, en bio-pesticidas, los
derivados puedes ser glicerina y fertilizantes (Lopez 2009). La propagacion de la Jatropha
curcas se realiza por tres métodos los cuales son generativa partir de semillas, vegetativo
a partir de estacas, e in vitro (SAGARPA 2012).

La jatropha curcas tienes polinizacion abierta por lo que sus semillas son geneticamente
heterocigotas por lotanto tienen un alto grado de variabilidad. Para alcanzar la futura
demanda de material vagetal elite es necesario desarrollar técnicas de propagacion masiva
(Khurana-Kaul et al. 2004).



Los explantes usados para la micropropagacion de Jatropha curcas son hojas, cotiledones,
peciolos e hipocotilos. Chiangmai et al. (2014) reportaron haber obtenido regeneracion
adventicia de brotes a partir de hojas verdaderas y callos preformados, usando el medio
Murashige y Skoog (MS) suplementado con 0.5 mg L' de BAP (6-bencilaminopurina) y
1.0 mg L™ AIB (4cido 3-indolbutirico).

Khurana-Kaul et al. (2004) obtuvo brotes a partir de hojas de Jatropha curcas en
respuesta a Tidiazuron y altos contenidos de cobre en el medio, Khurana-Kaul et al.
(2004) obtuvo los mejores resultado con el medio suplementado con 0.2 mg L™ de
Tidiazurén (TDZ) y 0.2 mg L de AIB. Noriega et al. (2011) obtuvo organogénesis
directa a partir de cotiledones en un medio MS suplementado con 1.5 mg L' BAP, 0.05
mg L AIBy 0.5 mg L' GA (Acido giberélico). Para a etapa de multiplicacion Delgado
(2011) probd dos formulaciones MS a 50% de su composicion y un medio MS
suplementado con 1 mg L™ de BAP.

El objetivo de este estudio fueron

* Evaluar la edad de la fuente de explante para el establecimiento in vitro
* Evaluar el efecto dos medios de cultivo y la edad de la fuente del explante en la
multiplicacion de Jatropha curcas -variedad cabo verde-.



2.  MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. El estudio fue realizado en los meses de febrero a septiembre del afio 2015 en
el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, del Departamento de Ciencia y
Produccion Agropecuaria de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano, Honduras.

Experimento 1. Establecimiento in vitro de explantes foliares. El material vegetal fue
extraido de plantas de 10 dias (P10D), plantas de 60 dias (P60D) y de la plantas adultas
(PA) de la plantacion de la Escuela Agricola Panamericana ubicada en Santa Inés. Para el
experimento se seleccionaron y recolectaron hojas de los apices y de 5 centimetros de
diametro de estas tres plantaciones.

La recoleccion de explantes se realizo cortando las hojas del area apical, a las hojas se les
eliminaron los peciolos dejando tinicamente el area foliar. Posterior a la recoleccion de
explantes, estos fueron llevados al laboratorio donde fueron sometidos a desinfeccion,
preparacion, establecimiento para la produccion de brotes.

Método de Desinfeccion. La desinfeccion de los explantes, consistio en un lavado con
agua y jabon suave por dos minutos, luego se los sumergio en un solucion de etanol al
70% por 15 segundos seguido de una inmersion en la solucion de cloro comercial al 20%
/v (NaOCl 4.72 % de ingrediente activo) se agregaron dos gotas de Tween 80 por cada
100 ml de solucion desinfectante por 10 minutos.

Medio de cultivo. Se utiliz6é el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) (Cuadro 1),
suplementado con 0.2 mg L™ de TDZ y 0.2 mg L' de AIB (Khurana-Kaul ez al. 2004) y
con 2 g L' de Phytagel (compuesto gelificante), el pH se ajustd a 5.8, esterilizado en
autoclave a 121 °C, a 15 PSI por 20 minutos.



Cuadro 1. Medio de cultivo basal de Murashige y Skoog usado para el establecimiento de
explantes foliares de Jatropha curcas -variedad cabo verde-.

Componentes Formula Nombre Comin mg L™
Macro elementos CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH>PO4 Fosfato monobaésico de potasio 170.000
KNO; Nitrato de potasio 1,900.000
MgS0,4.7H,0O Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000
NH4NO; Nitrato de amonio 1650.000
Micro elementos H3;BOs; Acido bérico 6.200
CoCl,.6H,0O Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS0,4.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
KI Yoduro de potasio 0.830
MnS0,4.4H,0 Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300
Na,Mo00,4.2H,O Molibdato de sodio bihidratado 0.250
ZnS0O..7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
Hierro FeNa EDTA Sal férrica sodica de acido 50.000
Etilendiaminotetraacético
Vitaminas Myo-inositol 100.000
Tiamina 0.400
Piridoxina 0.500
Acido Nicotinico 0.500
Carbohidrato Sacarosa 30,000.000

Fuente: Kyte (1987)

Preparacion, siembra y manejo del material vegetal. La siembra se realizo dentro de la
camara de flujo laminar, esta se desinfectd con etanol al 70% y encendi6é 15 minutos antes
de la siembra. Los bisturies y pinzas que se usaron para el procedimiento se lavaron con
agua y jabon y desinfectaron con etanol al 70%, y se las colocaron en los esterilizadores
de calor seco a 250°C por 15 segundos.

Dentro de la camara de flujo laminar los explantes se lavaron tres veces con agua
destilada estéril y a continuacion se realizo la siembra en medio de cultivo estéril. Para la
siembra las hojas se cortaron en segmentos de aproximadamente de 1.5 cm x 1.5 cm
(Figura 1) con nervadura central. Se coloco un explante por frasco y ademas se asegurd
que el envés del explante quede en contacto con el medio (Figura 2).



Figura 1. Corte de la hoja de Jatropha curcas -variedad cabo verde- antes de
establecimiento in vitro.

Figura 2. Siembra del explante de Jatropha curcas -variedad cabo verde- observando la
orientacion del explante con el envés en contacto con el medio de cultivo.



Incubacion. Las condiciones de incubacion en el cuarto de crecimiento fueron de 24 °C,
con una humedad relativa de 70 %, con intensidad luminica de 2000 Lux y un fotoperiodo
de 16 horas luz por lamparas fluorescentes, estas condiciones se mantuvieron en todo el
experimento.

Tratamientos. En este experimento se evaluo la respuesta al medio de cultivo de los
explantes extraidos de plantas de 10 dias (P10D), plantacion de 60 dias (P60D) y plantas
adulta (PA).

Variables a evaluar. Los explantes sembrados se observaron por 21 dias. La variable
medida fue formacion de brotes por explante.

Diseiio Experimental. Se utiliz6 un Disefio Completo al Azar con tres tratamientos, cinco
repeticiones por tratamiento, 10 unidades experimentales por tratamiento. Se realizo el
analisis de varianza, y una separacion de medias con el método de Tukey con un nivel de
significancia de P<0.05. Los datos fueron analizados con el programa “Statistical Analysis
System” (SAS version 9.1%).

Experimento 2. Inducciéon/multiplicacion de brotes. Después de 21 dias del
establecimiento in vitro los explantes foliares que presentaban brotes o desarrollaron
callos fueron colocados en dos medios para la produccion de mayor numero de brotes.

Para la multiplicacion de brotes se probaron dos formulaciones MS 1 (Cuadro 2) a 50% de
su composicién y un medio MS 2 (Cuadro 3) suplementado con 1 mg L' de BAP
(Delgado 2011).

Dentro de la cdmara de flujo laminar se cortd una porcion de callo tratando de obtener un
mejor contacto con el medio. Se coloc6 una porcion de callo por frasco, fueron
trasladados a condiciones de incubacion en el cuarto de crecimiento, similares a las del
establecimiento.

Variables a evaluar. Los explantes sembrados se observaron por 21 dias. La variable
medida fue formacion de brotes en los tres tipos de explantes (P10D, P60D y PA).

Diseiio Experimental. Se utilizd un Disefio completamente al azar con un arreglo
factorial de tres x dos, tres fuentes de explantes y dos medios de cultivo con cinco
repeticiones por tratamiento. Se realizo el analisis de varianza y una separacion de medias
con el método de Tukey con un nivel de significancia de P<0.05. Los datos fueron
analizados con el programa “Statistical Analysis System” (SAS version 9.1%).



Cuadro 2. Medio de cultivo basal de Murashige y Skoog (MS 1) para multiplicacion de
brotes de Jatropha curcas -variedad cabo verde-.

Componentes Formula Nombre Comiin mg L
Macro elementos CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 220.000
KH,PO4 Fosfato monobaésico de potasio 85.000
KNO; Nitrato de potasio 950.000
MgS0,4.7H,O Sulfato de magnesio heptahidratado 185.000
NH4NO; Nitrato de amonio 825.000
Micro elementos Hz;BO3 Acido bérico 3.100
CoCl,.6H,0O Cloruro de cobalto hexahidratado 0.0125
CuS0,4.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.0125
KI Yoduro de potasio 0.415
MnS0,4.4H,0 Sulfato de manganeso tetrahidratado 11.150
Na,Mo00,4.2H,O Molibdato de sodio bihidratado 0.125
ZnS0,4.7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 4.300
Hierro FeNa EDTA Sal férrica sddica de acido 25.000
Etilendiaminotetraacético
Vitaminas Tiamina 0.400
Acido Nicotinico 0.500
Carbohidrato Sacarosa 30,000.000

Fuente: Kyte (1987)



Cuadro 3. Medio de cultivo basal de Murashige y Skoog (MS 2) para multiplicacion de
brotes de Jatropha curcas -variedad cabo verde-.

Componentes Formula Nombre Comiin mg L
Macro elementos CaCl,.2H,0O Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH,PO4 Fosfato monobaésico de potasio 170.000
KNO; Nitrato de potasio 1900.000
MgS0,4.7H,O Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000
NH;NOs Nitrato de amonio 1,650.000
Micro elementos H3BO; Acido bérico 6.200
CoCl,.6H,0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS0,4.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
KI Yoduro de potasio 0.830
MnS0,4.4H,0 Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300
Na,Mo00,4.2H,0O Molibdato de sodio bihidratado 0.250
ZnS0,4.7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
Hierro FeNa EDTA Sal férrica sddica de acido 50.000
Etilendiaminotetraacético
Fitohormona BAP 6-bencilamino purina 1.000
Vitaminas Tiamina 0.400
Acido Nicotinico 0.500
Carbohidrato Sacarosa 30,000.000

Fuente: Kyte (1987)



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1. Establecimiento in vitro de explantes foliares. A los cinco dias del
establecimiento se observo que los explantes de todos los tratamientos se enrollaron, se
hincharon y ademas presentaron cambio de color (Figura 3). A los 10 dias de establecidos
se observo presencia de callos friables y de un color verde tenue. Se observd 6% de
explantes muertos y 21% de explantes contaminados.

Figura 3. Explantes de Jatropha curcas -variedad cabo verde- con presencia de
enrollamiento y callosidades A los cinco dias y B a los 10 dias después de establecimiento
en un medio MS suplementado con 0.2 mg L™ de TDZ y 0.2 mg L™ de AIB.

Se observo formacion de brotes de 24% en explantes P10D, un 16% en explantes P60D y
6% en explantes PA (Cuadro 4). Khurana-Kaul ef al. (2004) evaluo6 el efecto de TDZ para
la produccion directa de brotes adventicios usando hojas de Jatropha curcas de una
plantacion de dos afios de edad, los resultados que Khurana-Kaul et al. obtuvo en el 2004
fue una respuesta a formacion de brotes con un 88%.



Cuadro 4. Porcentaje de explantes con brotes de Jatropha curcas -variedad cabo verde- 10
dias después del establecimiento in vitro.

Explante Explantes con callo (%) Explantes con brotes (%)
Hojas de plantas de 10 dias 92" 24
Hojas de plantas de 60 dias 80 16°
Hojas de plantas adultas 74 6°

ns no hay deferencia significativa en la columna.

§ Los promedios seguidos con la misma letra en la columna no son significativamente
diferentes (P > 0.05)

Con un R Cuadrado (R?) de 0.123 y un Coeficiente de Variacion (CV) de 24.55.

Experimento 2. Induccion/multiplicacion de brotes. A los 21 dias del cambio a los
medios de multiplicacion se observo formacion de brotes en los callos que no habian
formado en el medio de establecimiento. Luego de hacer el analisis estadistico se observo
que no hay interaccion entre el explante y el medio de cultivo y que el efecto del medio
tampoco es estadisticamente significativo en la formacion de brotes. Si se observé que el
efecto de la edad de las plantas de donde se extrae el explante es estadisticamente
significativo.

A los 21 dias de permanecer en el medio de multiplicaciéon e induccion de brotes se
observo que callos provenientes de los explantes de la P10D formaron un promedio de
0.87 brotes/explante lo cual fue estadisticamente significativo comparando con los otros
explantes (Cuadro 5).

Cuadro 5. Promedio de explantes con brotes de Jatropha curcas -variedad cabo verde- 21
dias después del primer refrescamiento a medio para induccion y multiplicacion de brotes.

Fuente del Explante Promedio de brotes por explante
Hojas de plantas de 10 dias 0.87 %

Hojas de plantas de 60 dias 0.51°

Hojas de plantas adultas 0.31°

§ Los promedios seguidos con la misma letra en la columna no son significativamente
diferentes (P > 0.05).
Con un R Cuadrado (R?) de 0.680 y un Coeficiente de Variacion (CV) de 36.866.

A los 21 dias los brotes formados se pasaron nuevamente a un medio fresco. En esta
ocasion se dejo el brote con una porcion de callo en su base, la base de este callo se raspd
tratando de mejorar contacto con el medio de cultivo (Figura 5). A los 21 dias después del
segundo refrescamiento se observo un promedio de 3.32 brotes por explante en los callos
que provenian de explantes de P10D (Figura 5).

Khurana-Kaul et al. (2004) obtuvieron hasta 18 brotes por explante luego de un tercer

refrescamiento del medio y de haber incrementado la dosis de cobre lo que indica que es
necesario seguir haciendo cambios a medio fresco y ajustar la dosis de este micronutriente
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en futuros experimentos. Los brotes generados de los explantes P60D y PA presentaron
deformacion (Figura 6).

Figura 4. Brotes de Jatropha curcas -variedad cabo verde- 21 dias después de
establecimiento un medio MS suplementado con 1 mg L' de BAP.

de BAP.

Figura 6. Brotes deformes generados a partir de ldminas foliares de planta de 60 dias de
germinacion y plantas adultas de Jatropha curcas -variedad cabo verde- a los 21 dias del
refrescamiento en un medio para induccion/multiplicacion MS suplementado con 1 mg L™
de BAP.
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4. CONCLUSIONES

Los mejores explantes para el establecimiento in vitro son los extraidos de hojas de
plantas de 10 dias.

En la multiplicacion el medio de cultivo no tiene efecto en la produccion de brotes
por explante, pero si la edad del explante. Durante la multiplicacion las hojas de
plantas de 10 dias generaron mayor cantidad de brotes y las hojas de explante de 60
dias y adultas generaron brotes deformes.
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S. RECOMENDACIONES

Continuar el experimento con el fin de completar el protocolo de micropropagacioén
de Jatropha curcas.

Repetir el experimento usando meristemos Jatropha curcas -variedad cabo verde- de
una plantacion recién podada y que haya sido identificada como ¢lite.
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7.  ANEXOS

Anexo 1. Contaminacion por hongos y bacterias de callos usados para la propagacion in
vitro de Jatropha curcas -variedad cabo verde- en medio suplementado con 0.2 mg L™ de

TDZy 0.2 mg L' de AIB

Explantes Porcentaje (%)
Sembrados 100
Contaminacion con hongos y bacterias 21
Muertos 6
Asépticos 73

Anexo 2. Contaminacion de callos de Jatropha curcas -variedad cabo verde-. A)
contaminacion por hongos. B) Contaminacion por bacterias.
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