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Abstract

This research was conducted in the laboratory of plants Biotecnology of the Technological
University of the Huasteca Hidalguense, with the objective of evaluating various concentrations of
plant growth regulators (2-4-D, BAP and IBA) to establish in vitro culture for the induction of
callus, shoots and seedlings of Jatropha curcas. A design was completely randomized and the
response variables were assessed by analysis of variance. For the induction of callus were used
segments of young leaves, being the treatment T2 (AIB 0.1 mg/l BAP 0.1 mg/l), T4 (AIB 0.5 mg/I
BAP 0.25 mg/l) and the T5 (AIB 0.25 mg/l 2,4-d 0.1 mg/l) had a 20% induction being the best
treatments. For the induction of shoots were used stems with a knot being the T4 treatment with
four outbreaks. To obtain plants were used embryos being the treatment T4 (AIB 0.25 mg/l BAP
0.5 mg/l) with the higher percentage of 90% germination, this same treatment showed plants with a
greater diameter of stem of 0.47 cm, while the witness showed plants of greater height of 11.33 cm
and length of leaves of 2.05 cm.

12 Introduccién

La Jatropha curcas pertenece a la familia de las Euphorbiaceas, una de las mas grandes y diversas
en México. Normalmente crece a una altura entre tres y cinco metros. Sus hojas son grandes,
alternadas de color verde a verde palido. Las flores son pequefias de 6 a 8 mm con pétalos de 6 a 7
mm de largo, mientras que la inflorescencia se forma en la axila de las hojas y los frutos se
producen en invierno cuando el arbol queda sin hojas. Los frutos son triloculares (dividido en tres
partes) con semillas en cada cavidad, formado por una cascara dura y lefiosa. Las semillas maduran
cuando su coloracion cambia de color verde a amarillo, dos o tres meses después de la floracion y
las flores son polinizadas por insectos.

En México la Jatropha curcas presenta una gran distribucion, se le registra en los estados de
Yucatan, Tabasco, Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Guerrero, Puebla, Hidalgo, Morelos, Nayarit,
Jalisco, Michoacan y Sinaloa (Rodriguez-Acosta et al., 2009). En México ha sido cultivada en
desde tiempos precolombinos y era conocida y utilizada por los mayas (Toral et al., 2008).

Esta especie presenta un gran potencial industrial y medicinal. En la actualidad se desarrolla
la produccion de biodiesel a partir de las semillas de este especie, luego del proceso de
tranesterificacion (aceite de Jatropha + alcohol) para la elaboracion del biodisel, se obtiene un 15%
de glicerol, con alto valor para su uso farmacoldgico e industrial, asi como la produccién de un
metabolito denominado curcina una proteina de interés antiviral y antifingica producida por esta
misma especie. Asi mismo la cascara de esta especie es utilizada para biogas por el alto poder
calorifico y/o en su defecto para fertilizante organico (por contener N, P, K).

Mientras que el aceite de la semilla tiene accion purgativa, en enfermedades de la piel y se
utiliza para disminuir el dolor causado por el reumatismo, en tanto que el latex tiene propiedades
antimicrobianas (Jongschaap et al., 2007).

La planta es tolerante a sequia Gubittz et al. (1959) ademas de crecer en suelos pedregosos 0
arenosos con un contenido bajo en nutrientes (Li et al., 2008) y es ligeramente tolerante a terrenos
salinos. Actualmente esta especie se propaga a escala masiva por siembra directa de semillas o por
esquejes (Li et al., 2008), sin embargo el bajo rendimiento de la semilla y la facilidad con que se
sacan las plantas de los suelos pobres y marginales impiden la utilidad practica de estos métodos de
propagacion.
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En la actualidad, la demanda de plantas de Jatropha curcas ha incrementado
considerablemente y el método de propagacion convencional a través de semillas produce plantas
con alta variabilidad genética, lo que en un futuro causard problemas en los usos agroindustriales
(Lopez et al., 2008). En la propagacion convencional asexual (estacas, acodos) la acumulacién de
enfermedades sistémicas es una de las principales causas que produce bajos rendimientos (Jiménez,
1998).

Debido a esta situacion la regeneracion in vitro, mediante las técnicas de cultivo de tejidos
esta teniendo una gran importancia para la productividad de este cultivo (Kalimuthu et al., 2007).
La razdén mas importante es que con la propagacion in vitro se obtienen plantulas genotipicamente
iguales, esto hace posible la propagacion de especies o variedades élites (Lopez et al., 2008).

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro permite la obtencién de una
gran cantidad de plantas de interés, ademas es posible obtener plantas libres de patdégenos en un
medio nutritivo y aséptico (estéril) en condiciones ambientales controladas, ademas es posible
identificar y producir metabolitos de uso industrial a mayor escala, calidad y rendimiento (Goméz,
2005).

Actualmente el cultivo de células y tejidos vegetales (CCTV) es una técnica de gran
aplicacion biotecnoldgica que consiste en la regeneracion de plantas completas a partir de una masa
amorfa, de células, que se denomina "callo" (via organogénesis indirecta) o el desarrollo directo de
plantulas sin el proceso de la formacion de un callo denominada via directa.

Actualmente se han desarrollado algunos protocolos de propagacion de cultivo de tejidos
vegetales de endospermos y la propagacion rapida y masiva de genotipos selectos de Jatropha
curcas debido al gran potencial industrial, medicinal y alimentario que presenta (Kumar et al., 2012;
Misra et al., 2010 y Varshney y Jhonson, 2010). Ademas de que las plantas obtenidas por cultivo de
tejidos vegetales no muestran diferencias con plantas obtenidas por técnicas tradicionales (Sujatha y
Dinagra, 1993).

En la region de la Huasteca Hidalguense la planta de Jatropha curcas se encuentra en forma
silvestre y es utilizada como alimento en la preparacion de diversos platillos como tamales con
huevo o simplemente tostada en comal (Martinez, 2007), asi mismo la especie es utilizada como
cerca para la delimitacién de terrenos. Esta especie tiene un gran interés agrondémico en la region
debido a su gran potencial de adaptacion para la reforestacion de suelos erosionados y por su actual
interés para la produccién de biocombustible.

La propagacion masiva de esta especie, resultaria una fuente de ingreso para los productores
de la region, siendo alta la demanda de semilla por parte de empresas que transforman la materia
prima en biocombustible y biorreductores de viscosidad, es por ello que la Universidad Tecnologica
de la Huasteca Hidalguense comienza a realizar protocolos de propagacién in vitro de esta especie.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la aplicacion de tres reguladores
de crecimiento (2-4-D diclorofenoxiacetico, BAP, y AIB) para la induccion de callo y obtencion de
brotes y plantas de Jatropha curcas, asi como evaluar el porcentaje de germinacion, diametro de
tallo, altura y nimero de hojas de las plantulas obtenidas in vitro.
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12.1 Materiales y métodos.
Localizacién del proyecto.

El presente proyecto se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
Tecnoldgica de la Huasteca Hidalguense, ubicado en la ciudad de Huejutla de Reyes, Hidalgo
localizada al norte del estado y geogréaficamente entre los paralelos 21°08” de latitud norte y 98°25"
de longitud oeste, a una altitud de 140 metros sobre el nivel del mar. Registrando un clima célido-
hdimedo y una temperatura media anual de 40.1 °C. La precipitacion pluvial es de 1,500 milimetros
por afio (INEGI, 2010).

Recoleccion de germoplasma

Se utilizaron semillas de la especie Jatropha curcas, recolectadas con anterioridad en la localidad de
Tepeco situado en el Municipio de Huautla en el Estado de Hidalgo. Se trabajo con estas semillas
debido a que en estudios anteriores presentaron un alto porcentaje de acidos grasos y proteinas.

Pruebas sanitaria en semillas de Jatropha curcas.

Se colocaron 12 semillas de la especie Jatropha curcas en 125 ml de medio de cultivo Agar
Dextrosa Saboraud (ADS) con tetraciclina como antibidtico al 0.1 %; distribuidos en 6 placas Petri.

La siembra de las semillas se realizd bajo dos tratamientos en la campana de flujo laminar,
colocando 3 placas Petri con semillas de pifion sin desinfectar y 3 placas Petri con semillas de pifion
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1 % durante 30 segundos y enjuagadas con H,O destilada,
con el objetivo de trabajar con semillas libres de patdégenos antes de ser colocadas en el sustrato.

Colocacién de las semillas en sustrato para la seleccién de plantas madre y obtencion de hojas
y tallos para el cultivo in vitro.

Las semillas se colocaron en bolsas de 25 x10 que fueron llenadas con la combinacion de sustratos
de lombricomposta, arena y peat moss previamente desinfectado por solarizacion y agua caliente,
esto se llevo a cabo en el invernadero de tipo baticenital que se encuentra dentro de la Universidad
Tecnoldgica. A los 20 dias de germinacion se tomaron hojas jovenes para la induccién de callos y
tallos con un nudo para la induccién de brotes. Obteniéndose este material vegetal de las plantas
que presentaron un adecuado manejo de nutricién y fertilizacion.

Preparacion de medio de cultivo.

Se utilizé el medio de cultivo suplementado con las sales y vitaminas de Murashige y Skoog (MS)
complementado con 30 g de sacarosa 'y 7 g/l de Agar con un pH de 5.8, esterilizado en un autoclave
por 20 minutos a 121 °C.

Desinfeccidn de las hojas, tallos y embriones.

Se utilizaron segmentos de hoja (area 1.0 cm?) y tallos con un nudo (4rea 1.0 cm?), obtenidos de las
plantas conservadas en el invernadero, fueron trasladados al laboratorio de biotecnologia vegetal en
un vaso de precipitado con agua para evitar su deshidratacion. Fueron desinfectados con solucién
jabonosa y agua de la llave.
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El segundo lavado se realizd con una solucion de tween 20 al 1% durante 5 min con
agitacion constante, después se realizaron lavados con agua destilada para remover la capa de grasa
de los tejidos vegetales y permitir una mejor penetracion de la solucion desinfectante.
Posteriormente fueron colocados en una solucién de hipoclorito de sodio (Cloralex®) al 1% por 25
min, agitando periédicamente para un mejor contacto de la solucién. Se enjuagaron con agua
destilada estéril y por ultimo se colocaron en una solucion de etanol al 80% por 20 s.

Los embriones fueron desinfectados con solucién jabonosa y agua de la llave,
posteriormente se sometieron a una solucion de hipoclorito de sodio al 10% por 5 minutos, despues
se colocaron en una solucion de etanol al 70% durante 5 minutos y se enjuagaron con agua esteéril
para su posterior siembra en una campana de flujo laminar. La desinfeccion se realiz6 bajo
condiciones estériles en una campana de flujo laminar. (Dixon, 1991).

Colocacidn de las hojas, tallos y embriones en el medio de cultivo.

Una vez que el material vegetal se desinfectd, con la ayuda de un bisturi previamente flameado se
realizaron cortes de los segmentos de hoja y tallos, mientras a que las semillas se les elimino la testa
y se extrajo el embrion partiendo del endospermo. EI material vegetal se coloco en frascos que
contenian 25 ml de medio MS, a cada frasco se le colocaron 2 segmentos de hoja, 1 tallo y 2
embriones por frasco, el proceso se realizd en la campana e flujo laminar cerca del mechero para
evitar posible contaminacion.

Incubacion de los frascos

Después de que se realizo la siembra, los frascos se colocaron en el area de incubacion con un
fotoperiodo de (16 h luz / 8 obscuridad).

Tratamientos

Se establecieron 6 tratamientos y un control con 2 repeticiones utilizando la combinacién de los
reguladores de crecimientos acido-indol-butirico (AIB), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y
Bencil-amino-purina (BAP) para el material vegetal de hojas y tallos. Los tratamientos evaluados
consistieron en: T1 (AIB 0 mg/l + BAP 0.5 mg/l), T2 (AIB 0.1 mg/l + 0.1 mg/l), T3 (AIB 0.25 mg/I
+ BAP 0.1 mg/l), T4 (AIB 0.5 mg/l + BAP 0.25 mg/l), T5 (AIB 0.25 mg/l + 2,4 D 0.1 mg/l), T6 (2-
4-D 0.1 mg/l) + (2,4-D 0.1 mg/l + BAP 2 mg/l) y un control (Bermejo et al., 2010).

Para el material vegetal de embriones se utilizaron 4 tratamientos y un control con 2
repeticiones. Los tratamiento evaluados consistieron en: T1 (AIB 0.1 mg/l + BAP 0.1 mg/l), T2
(AIB 0.25 mg/l + 0.25 mg/l), T3 (AIB 0.5 mg/l + BAB 0.5 mg/l), T4 (AIB 0.25 mg/l + BAP 0.5
mg/l) y un control. (Bermejo et al., 2010).

Disefio experimental

Se establecié un disefio completamente al azar y se evaluaron las variables de respuesta mediante
un andlisis de varianza, a las variables que resultaron con diferencias significativas, se realizo la
comparacion de medias por la prueba de Tukey. Los datos se analizaron en el programa estadistico
de la Universidad de Nuevo Leon.
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Variables de respuesta

Porcentaje de induccion de Callos

Se obtuvo registrando el porcentaje de formacion de callos después de un mes de haber realizado el
cultivo in vitro de las hojas.

Induccion de brotes.

Se obtuvo registrando el nimero de brotes después de 21 dias de haber realizado el cultivo de tallos
con un nudo.

Germinacién de embriones.

Esta variable se obtuvo registrando el porcentaje de germinacién de cada uno de los tratamientos, a
partir de los 5 dias después de la siembra.

Diametro de tallo de la plantula.

Se obtuvo midiendo el didmetro de tallo con la ayuda de un vernier en la parte central de la planta,
después de dos meses haber realizado el cultivo, los datos se reportaron en centimetros (cm).

Altura de plantula

Se estuvo realizando las mediciones de la altura de cada plantula, después de dos meses de haber
realizado el cultivo, para ello se tomaron datos de cinco plantas por tratamiento, los datos fueron
reportados en centimetros (cm).

Longitud de la hoja

Se obtuvo tomando la longitud de las hojas de cada planta en los diferentes tratamientos después de
dos meses de haber realizado el cultivo, se realiz6 con la ayuda de una regla.
12.2 Resultados y discusion

Porcentaje de induccion de callo (PIC).

Para el porcentaje de induccién de callos, el tratamiento T2 (AIB .01 mg/l + BAP 0.1 mg/l), el
tratamiento T4 (AIB 0.5 mg/l + BAP 0.25 mg/l) y el tratamiento 5 (AIB 0.25 mg/l + 2,4-D 0.1
mg/l), presentaron una induccién del 20%, mientras que un 10% para los tratamientos 3 (AIB 0.25
mg/l + BAP 0.1 mg/l), y 6 (2-4-D 0.1 mg/l + (2,4-D 0.1 mg/l + BAP mg/l), siendo el T1 (AIB 0
mg/l + BAP 0.5 mg/l) y el control en los que no hubo presencia de callo, obteniéndose este
resultado a un mes de establecido el cultivo de hojas jovenes.
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Tabla 12 Comparacion de medias para la variable porcentaje de induccion de callos obtenidos por
tratamiento

Tratamiento Concentracion de los reguladores % de induccion

de crecimiento. de callo
1 AIB 0 mg/l + BAP 0.5 mg/I 0% NI
2 AIB 0.1 mg/l +BAP 0.1 mg/I 20% A
3 AIB 0.25 mg/l + BAP 0.1 mg/I 10% B
4 AIB 0.5 mg/l + BAP 0.25 mg/I 20% A
5 AIB 0.25 mg/l + 2,4- D 0.1 mg/I 20% A
6 2,4-D 0.1 mg/l + BAP 2 mg/l 10% B
0 0 0% NI

NI: no inducido. Se realizaron 2 repeticiones para cada tratamiento; diferentes letras en los valores
del % de induccidn de callo indican diferencia significativa P<0.05.

Figura 12 Callos obtenidos a partir de hojas jovenes de Jatropha curcas

Los resultados obtenidos difieren con el trabajo de Bermejo et al., (2010) que utilizando las
concentraciones del tratamiento 2 (AIB 0.1 mg/l +BAP 0.1 mg/l) obtuvieron un porcentaje de
induccion del 66%, para el tratamiento 4 (AIB 0.5 mg/l + BAP 0.25 mg/l) estos autores obtuvieron
un 100% de induccién, mientras que para el tratamiento T3 (AIB 0.25 mg/l + BAP 0.1 mg/l)
obtuvieron un porcentaje de induccién del 88%.

Las diferencias de porcentaje en la induccién de callos utilizando los mismos tratamientos
pueden deberse a que las condiciones de diferenciacion celular y su respuesta a los factores fisicos
controlados de temperatura, fotoperiodo y humedad pueden variar aun en plantas de la misma
especie. Bermejo y col. trabajaron con Jatropha curcas del estado de Morelos y este trabajo se
desarrollo con plantas provenientes del estado de Hidalgo.

Lopez y Hernandez col. (2008) trabajando con plantas de Jatropha curcas de dos variedades
cubana y africana mostraron diferentes resultados aun trabajando con el mismo material vegetal
(hojas, peciolos e inflorescencias) y los mismos reguladores de crecimiento (BAP y 2-4-D) siendo
la variedad cubana la que presento un 100% de inducciédn de callos a partir de peciolos y la variedad
africana un 100% de induccion de callos a partir de hojas. Andrés (2012) logro la induccién de callo
utilizando auxinas y citocininas de esta especie a partir de hojas jovenes, lo mismo sucedi6 con el
trabajo realizado por Mufioz et al., (2003).
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Se ha reportado que si se desea inducir a callo en un medio que no contenga auxinas, la
produccion de callo es casi nula o muy baja, pero si se incrementa la concentracion de auxinas se
podria incrementar la produccion de callo (Garcia et al., 1987).

Induccion de brotes (IB).

Para la induccidn de brotes el T 1 (AIB 0 mg/l + BAP 0.5 mg/l) obtuvo una induccion de 1-3 brotes
por tallo, mientras que con el T2 (AIB 0.1 mg/l + BAP 0.1 mg/l) y el T4 (AIB 0.5 mg/l + BAP 0.25
mg/l) se indujeron de 2 a 4 brotes respectivamente.

Tabla 12.1 Comparacion de medias para la variable nimero de brotes inducidos por tratamiento.

Tratamiento  Concentracion de la hormona No. Brotes
1 AIB 0 mg/l + BAP 0.5 mg/| 3

2 AIB 0.1 mg/l +BAP 0.1 mg/I 2

3 AIB 0.25 mg/l + BAB 0.1 mg/I NI

4 AIB 0.5 mg/l + BAP 0.25 mg/I 4

5 AIB 0.25 mg/l + 2,4- D 0.1 mg/I NI

6 2,4-D 0.1 mg/l + BAP 2 mg/l NI

0 0 NI

Figura 12.1 Brotes obtenidos de tallos con un nudo de Jatropha curcas

Publicaciones como las de Datta y col. (2007) reportaron la induccion de brotes a partir de
nodales de J. curcas a los 28-42 dias de incubacion, de igual forma que Banerjee y Shrivastava
(2008) obtuvieron brotes con el mismo material vegetal a los 21-28 dias de cultivo, utilizando AIB
y BAP en concentraciones mas altas que en esta investigacion, ademas de otros aditivos como
sulfato adenina, glutamina y acido citrico.

En este trabajo se obtuvieron brotes en menos tiempo (21 dias), el numero de brotes
obtenidos difiere con Bermejo (2010) en el T1 (AIB 0 mg/l + BAP 0.5 mg/l) donde obtuvieron 1
brote, mientras que en el tratamiento T4 (AIB 0.5 mg/l + BAP 0.25 mg/l) obtuvieron 9 brotes.
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El nimero de brotes obtenido en este trabajo fue menor, podria deberse al material vegetal
utilizado (tallos con un nudo). Andrés (2012) obtuvo un mayor nimero de brotes utilizando como
material vegetal hojas, lo mismo sucede con Tejedor (2010) al utilizar hojas cotiledonares
permitiendo la induccion de brotes después de 4 semanas.

Porcentaje de germinacién de embriones (PGE).
Para el porcentaje de germinacion de embriones, el tratamiento T4 (AIB 0.25 mg/l + BAP 0.5 mg/l)
obtuvo un 90% de germinacién y 9 plantulas, siendo el tratamiento T3 (AIB 0.5 mg/l + BAB 0.5

mg/l) el que obtuvo un menor porcentaje de germinacién del 60% con 6 plantulas.

Tabla 12.2 Comparacion de medias para la variable porcentaje de germinacidén de embriones en los
diferentes tratamientos.

Tratamiento Concentracion de la hormona % Germinacioén No. de
Plantulas
obtenidas

1 AIB 0.1 mg/l + BAP 0.1 mg/I 80 B 8

2 AIB 0.25 mg/l + 0.25 mg/I 70 C 7

3 AIB 0.5 mg/l + BAB 0.5 mg/I 60 D 6

4 AIB 0.25 mg/l + BAP 0.5 mg/I 90 A 9

Control 0 80 B 8

Se realizaron 2 repeticiones para cada tratamiento; diferentes letras en los valores del % de
induccion de germinacién indican diferencia significativa P<0.05.

Trabajos realizados por Ville (1996) menciona que utilizando citocininas como BAP se
obtiene un 90% de germinacion mientras no se presente contaminacion.

Diametro de tallo de las plantulas de Jatropha curcas obtenidas in vitro (DT).

En el andlisis de varianza se observa que no existe diferencia significativa entre tratamientos para
esta variable. Como se puede observar la f calculada es menor que la f de tablas (fc<ft), por lo tanto
no se realiza la comparacion de medias ya que todos los tratamientos son estadisticamente iguales.

Tabla 12.3 Analisis de varianza para la variable Diametro de tallo de plantulas de Jatropha curcas
obtenidas in vitro.

FV GL SC CM Fc Ft.
0.05

TRATAMIENTOS 4 0.00346 0.000865 1.8804 5.19

ERROR 5 0.0023 0.00046

TOTAL 9 0.00576

C.V=4.6877%
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Como se puede observar en la gréfica 1, el T4 (AIB 0.25 mg/l + BAP 0.5 mg/l) fue el que
presento plantulas con mayor diametro del tallo con .47 cm seguido por el T1 (AIB 0.1 mg/l + BAP
0.1 mg/l) con .46 cm, siendo el tratamiento T2 (AIB 0.25 mg/l + 0.25 mg/l) el que presento
plantulas con menor diametro de tallo con .42 cm.

Gréfico 12 Diametro de tallo de plantulas de Jatropha curcas obtenidas in vitro.
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Tratamientos

Las citocininas son un grupo de reguladores de crecimiento consideradas responsables del
proceso de division celular (Klee y Stelle, 1991) y también son responsables de varios procesos
vegetales.

Altura de plantulas de Jatropha curcas obtenidas in vitro (AP).

Para la altura de plantulas de Jatropha curcas obtenidas in vitro se observo que el tratamiento TO
(Testigo) y el tratamiento T1 (AIB 0.1 mg/l + BAP 0.1 mg/l), presentaron plantulas con mayor
altura, con rangos que van de 11.33 cm a 10.70 cm, respectivamente siendo estos dos
estadisticamente iguales pero diferentes a los demas tratamientos.

Tabla 12.4 Comparacién de medias para la variable altura de plantulas de Jatropha curcas
obtenidas in vitro.

Tratamientos Media

(cm)
TO 11.33a
T1 (aib 0.1 mg/l + bap 0.1 10.70a
mg/l)

T2 (aib0.25 mg/l + 0.25 mg/l) 6.82¢

T3 (aib 0.5 mg/l + bab 0.5 7.1bc
mg/l)

T4 (aib (0.25 mg/l + bap 0.5 8.38b
mg/l)

Se realizaron 2 repeticiones para cada tratamiento; diferentes letras en los valores de la
altura indican diferencia significativa P<0.05.

La biosintesis y homeostasis de las citocininas estan finamente controladas por factores
internos y externos como el nivel de otros reguladores de crecimiento (auxinas) y las fuentes de
nitrégeno inorganico como las contenidas en el medio de cultivo (Klee y Stelle, 1991). Las auxinas
influyen principalmente en el alargamiento celular, el crecimiento de la raiz y dominancia apical.
(Bywater, 2001).
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Villancinda (1990) menciona que en el cultivo in vitro las citocininas han permitido grandes
progresos especialmente en micropropagacion por su funcién de proliferacion celular mediante la
divisién celular.

En plantulas de la familia de las cacticeas especificamente en la especie Ferocactus
latispinus se observé también que plantulas provenientes del tratamiento control presentaron mayor
longitud total Amador et al. (2013).

Longitud de hojas de las plantulas de Jatropha curcas obtenidas in vitro (LH).

En la longitud de hojas de las plantulas de Jatropha curcas obtenidas in vitro el TO (Control) mostro
plantulas con hojas de mayor longitud con un promedio de 2.05 cm, mientras que el T2 (AIB 0.25
mg/l + 0.25 mg/l) y el T4 (AIB (0.25 mg/l + BAP 0.5 mg/l) se encuentran en segundo lugar siendo
estadisticamente iguales con valores promedios que van de 1.95 a 1.85 cm.

Siendo los T1 (AIB 0.1 mg/l + BAP 0.1 mg/l) y T3 (AIB 0.5 mg/l + BAB 0.5 mg/l) los que
presentan valores que van de 6.685 a 1.37 cm respectivamente.

Tabla 12.5 Comparacién de medias para la longitud de hojas de las plantulas de Jatropha curcas
obtenidas in vitro.

Tratamientos Media
(cm)

T0 2.05a

T1 (AIB 0.1 mg/l + BAP 0.1 mg/l) 1.685 BC

T2 (AIB0.25 mg/l + 0.25 mg/l) 1.95 AB

T3 (AIB 0.5 mg/l + BAB 0.5 mg/l) 1.37C

T4 (AIB (0.25 mg/l + BAP 0.5 mg/l) 1.85 AB

Se realizaron 2 repeticiones para cada tratamiento; diferentes letras en los valores de la
altura indican diferencia significativa P<0.05.

Mufioz et al., (2003) obtuvo plantulas de Jatropha curcas con crecimiento normal y raices
delgadas y largas sin adicionar reguladores de crecimiento utilizando medio de cultivo MS.

Figura 12.2 Plantulas de Jatropha curcas después de dos meses de haber sido obtenidas in vitro
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12.2 Conclusiones

Para inducir a la formacién de callo (masa amorfa) es necesario utilizar hojas jovenes de Jatropha
curcas utilizando reguladores de crecimiento como auxinas (AlB, 2,4-D) y citocininas (BAP) en
concentraciones adecuadas y en condiciones controladas.

En cuanto al % de induccién de callo los mejores tratamientos fueron el T2 (AIB 0.1 mg/I
+BAP 0.1 mg/l), T4 (AIB 0.5 mg/l + BAP 0.25 mg/l y el T5 (AIB 0.25 mg/l + 2,4-D 0.1 mg/l), con
20%.

En la induccién de brotes el T4 (AIB 0.5 mg/l + BAP 0.25 mg-L-1) fue el mejor
presentando de 2 a 4 brotes por tallo.

Para el cultivo de embriones el mejor tratamiento fue el T4 (AIB (0.25 mg/l + BAP 0.5
mg/l) con un 96% de germinacion y la obtencion de 9 plantas, ademés de ser el tratamiento con
mayor diametro de tallo en plantulas de Jatropha curcas con .47 cm.

El tratamiento control presento plantulas de Jatropha curcas con mejor altura y longitud de
hojas, con 11.33 y 2.05 centimetros respectivamente

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica de la biotecnologia que nos permite obtener
plantas libres de patdgenos a partir de material vegetal en condiciones controladas de luz,
temperatura y humedad aprovechando la totipotencialidad de las células (Hartamann y Kester,
1995).
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