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RESUMEN

Por la concentraciéon de aceite de sus semillas, Jatropha curcas
es una alternativa para la producciéon de biocombustibles. Una
limitante para dicho fin, es la disponibilidad de material de alta
calidad para la siembra en campo. Con el fin de aumentar la
regeneracion in vitro, el presente estudio evalud la influencia de
fitohormonas y factores fisico-quimicos en la organogénesis de oJ.
curcas a partir de plantas adultas. Se utilizé un disefio factorial
tipo Plackett-Burman de 12 tratamientos, con diez repeticiones
cada uno, evaluando auxinas, citocininas, concentracién de saca-
rosa, tipo de vitaminas, intensidad luminica, pH y temperatura.
Nueve tratamientos indujeron la brotacién de yemas, aunque
el tratamiento con mayor efecto sobre la organogénesis estuvo
constituido con sacarosa 25 g+ L1, 4cido indolacético 1 uM, acido
2,4-diclorofenoxiacético 1 uM, bencilaminopurina 10 pM, cine-
tina 10 uM, vitaminas de Gamborg, pH 6.0, a 28 °C y 1000 Lux
(Tratamiento 1). El tratamiento con sacarosa 20 g*L*, acido
indolacético 1 uM, 4cido 2,4-diclorofenoxiacético 1 uM, bencila-
minopurina 10 pM, sulfato de adenina 10 uM, vitaminas de Mu-
rashige & Skoog, pH 5.5, a 28 °C y 3000 Lux (Tratamiento 4) y el
tratamiento con sacarosa 20 g.L!, acido 2, 4-diclorofenoxiacético
1 puM, cinetina 10 uM, sulfato de adenina 10 pM, vitaminas
Gamborg, pH 6, a 30 °C y 3000 Lux (Tratamiento 6) indujeron
la mayor formacién de callos. Estos resultados contribuyen al
desarrollo de protocolos de organogénesis en oJ. curcas.
Palabras clave: Jatropha, Biocombustibles, Cultivo in vitro,
Auxinas, Citocininas.

INTRODUCCION

Jatropha curcas L., conocida como “pifion” en
el sureste de nuestro pais, es probablemente
originaria de México y Centroamérica (Mar-
tinez, 2007; Ovando-Medina et al., 2011). De-
bido a la cantidad y composicién de aceite que
acumulan sus semillas, dicha planta se ha
considerado una alternativa para la produc-
ci6n de biodiesel (Sujatha et al., 2005; Rajore
and Batra, 2005; Fairless, 2007). Por lo ante-
rior, en diversos foros se ha discutido la posi-
bilidad de establecer plantaciones extensivas
alrededor del mundo (Ranwah et al., 2009).
Entre las diversas limitantes para lograr
tal objetivo, la disponibilidad de material de
siembra de alta calidad (limitada variabilidad
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ABSTRACT

Jatropha curcas is an alternative for biofuel production, due
to the concentration of oil in its seeds. One limitation for this
purpose, is the availability of high quality material for planting
in the field. In order to increase the in vitro regeneration, this
study evaluated the influence of plant hormones and physico-
chemical factors on the organogenesis of /. curcas using ma-
ture plants. We used a Plackett-Burman factorial design of 12
treatments, with 10 replicates each, evaluating auxins, cytoci-
nines, sucrose concentration, type of vitamins, light intensity,
pH and temperature were measured. Nine treatments induced
sprouting, although the treatment with greater effect on orga-
nogenesis consisted of sucrose 25 gL}, 1 uM indoleacetic acid,
1 uM 2,4-dichlorophenoxyacetic, 10 uM benzylaminopurine, 10
uM kinetin, Gamborg vitamins , pH 6.0, at 28 °C and 1000 Lux
(Treatment 1). Treatment with sucrose 20 gL, 1 uM indolea-
cetic acid, 1 uM 2,4-dichlorophenoxyacetic, 10 uM benzylamino-
purine, 10 pM adenine sulfate, Murashige & Skoog vitamins,
pH 5.5, at 28 °C and 3000 Lux (Treatment 4), and treatment
with 20 g+ L, sucrose, 1 uM acid 2,4-dichlorophenoxyacetic, 10
uM kinetin, 10 uM adenine sulfate, Gamborg vitamins, pH 6, at
30 °C and 3000 Lux (Treatment 6) induced the highest callus
formation. These results contribute to the development of proto-
cols of J. curcas organogenesis.

Keywords: Jatropha, biofuels, in vitro culture, auxins, cytocinines.

en los caracteres productivos, libre de plagas
y enfermedades, entre otras consideraciones),
es una de las mas importantes.

La propagaciéon convencional de <J. curcas
se realiza mediante semillas y estacas (Toral
et al., 2008). La primera opcién tiene el incon-
veniente de la variabilidad genética resultan-
te de la polinizacién cruzada (Lobo-Arias y
Medina-Cano, 2009). La segunda requiere de
suficientes plantas “madre”, lo que es depen-
diente de tiempo y de area de cultivo, aunque
se asegura la clonalidad. La alternativa mas
atractiva es la micropropagaciéon (Ovando-Me-
dina, 2005; Ferrer-Dubois et al., 2007).

La organogénesis en <J. curcas ha sido poco
estudiada y se considera que no existen pro-
cedimientos estandarizados, eficientes y repe-
tibles para su propagacién in vitro (Singh and
Shetty, 2012). En este proceso se han empleado
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tanto explantes de plantulas germinadas in
vitro y de plantas jévenes, como segmentos de
tallo (Wei et al., 2004), yemas axilares (Rajore
and Batra, 2005), hojas de plantulas (Ranwah
et al., 2009) y segmentos de raiz (Chan et al.,
2009). En todos esos trabajos se ha evaluado el
papel de las auxinas (4cido indol-3-butirico o
AIB y acido indol-3-acético o AIA) y las citocini-
nas (bencil amino purina BAP y cinetina KIN)
a diferentes concentraciones, y factores fisico-
quimicos (concentraciéon de carbohidratos, pH
y T), empleando como base el medio MS (Mu-
rashige and Skoog, 1962), sin embargo la res-
puesta organogénica ha sido limitada, por lo que
es necesario seguir estudiando el efecto de las
hormonas y los componentes del medio sobre la
respuesta de los explantes.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
la influencia de la interacciéon de fitohormonas
y de factores fisico-quimicos en la organogénesis
de J. curcas a partir de plantas adultas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizé la accesién de <J. curcas MAP-08
(Sanchez-Gutiérrez, 2011), la cual forma parte
del Banco de Jatropha del Centro de Biocien-
cias (CenBio) de la Universidad Auténoma de
Chiapas, ubicado en el municipio de Tapachu-
la, Chiapas; México (14.4976 N, 92.4774 O, 58
msnm, temperatura promedio anual de 30.7 °C,
humedad media anual de 80%, precipitaciéon
pluvial promedio de 2,600 mm). Al momento
del estudio la planta contaba con cuatro anos
de edad.

Preparacion de la planta madre, seleccion
y obtencion de explantes

Cuatro meses antes de la seleccién y obtencion
de los explantes la planta madre se cerco para
evitar la interaccion con los insectos. Para ello
se construy6 alrededor de la planta una jaula de
3x 3x 3 my se cubri6 con malla tul (0.5 mm de
luz). La planta fue asperjada con los fungicidas
Carbendex® al 1% (Metil benzimidazol-2-il-car-
bamato al 50%) y Previcur® al 1.73% (Propamo-
carb clorhidrato al 64%), cada 48 h, una semana
previa a la obtencién de los explantes. Los tejidos
seleccionados fueron nudos jévenes conteniendo
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una yema axilar, los cuales se cortaron, coloca-
ron en hielo y se trasladaron al laboratorio.

Desinfeccion de tejidos

La desinfeccion del material colectado se rea-
liz6 mediante la técnica de Toalda (2012), con
algunas modificaciones. El proceso se llevo a
cabo en dos fases, fuera y dentro del area es-
téril. Fuera del area estéril, los explantes se
lavaron con agua corriente y jabén liquido co-
mercial, después se dejaron en solucién de cloro
(0.6% de cloro libre) con jabén liquido comercial
por 50 min y se enjuagaron con agua destilada.
Dentro del area estéril se dejaron por 20 min
en solucién de cloro (0.9% de cloro libre) con
5 gotas de Tween 60® y se lavaron con agua
destilada estéril. Posteriormente se dejaron en
etanol a 70° por 1 min y finalmente se enjuaga-
ron con agua destilada estéril.

Evaluacion de factores fisicos y quimicos
en la respuesta de explantes

Para determinar el efecto de los factores fisi-
co-quimicos en la respuesta de los explantes
(organogénesis, callogénesis y oxidacion) se es-
tablecié un diseno factorial truncado de Plac-
kett-Burman de 11 factores, con dos niveles
(cualitativos o cuantitativos), totalizando 12
tratamientos con 10 repeticiones cada uno. Los
explantes fueron sembrados en medio de culti-
vo preparado con sales minerales de MS, segin
los tratamientos establecidos con base en la in-
teraccion de fitohormonas y factores fisico-qui-
micos (Cuadro 1). Las fitohormonas evaluadas
fueron auxinas: acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), acido indolacético (AIA), acido nafta-
lenacético (ANA) a las concentraciones de 0 y
1 uM; y citoquininas: cinetina (KIN), 6-bencil
aminopurina (BAP) y sulfato de adenina (SAd)
a las concentraciones de 0 y 10 uM. Respecto a
los factores fisico-quimicos se evalud la concen-
tracién de sacarosa (20 y 25 g L"), vitaminas
(Gamborg y MS), luz (1,000 y 3,000 lux), pH
(5.6 y 7) y temperatura (28 y 32 °C).

Seguimiento histolégico de explantes
Para conocer el origen del tejido calloso se hicie-
ron analisis histolégicos de los explantes a los
10 y 20 dias después de la siembra. Para esto se
sigui6 el procedimiento de Molist et al. (2011).
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Cuadro 1. Matriz de Plackett-Burman con tratamientos establecidos con base en la interaccion
de factores fisico-quimicos para inducir organogénesis en Jatropha curcas L

FACTORES
SACAROSA  AIA ANA  2,4-D BAP KIN SAd  VITAMINAS  LUZ pH T
TRATAMIENTO (g1 (M) (uM) (M) (uM)  (uM)  (uM) (Lux) (0
20 25 01 01 01 0 10 0 10 0 10 MS Gamborg 1000 3000 55 6 28 30
1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 1 1 1
2 1 1 1 -1 1 1 1 -1 1 1 1
3 1 -1 1 1 -1 1 1 1 1 1 1
4 1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 1 1
5 1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 1
6 1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1
7 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 1 1 1
8 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 1 1
9 1 1 1 1 -1 -1 1 -1 1 1 1
10 1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 1 1
11 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 1 1
12 1 -1 -1 1 1 -1 -1 -1 1 1 1

1= concentracion alta; -1= concentracion baja. En el caso de las vitaminas, Gamborg se consideré como concentracién baja y MS (Murashige-Skoog) como concentracién alta. Acido 2,4-diclorofenoxia-
cético (2,4-D); acido indolacético (AIA); cido naftalenacético (ANA); cinetina (KIN); 6-bencil aminopurina (BAP); sulfato de adenina (SAd).

Variables de respuesta

y analisis estadistico

La variable brotaciéon, determinada como la
neoformacién de hojas (Montes-Lopez y Rodri-
guez-de-la-O, 2001) se consider6 como variable
discreta y se evalué mediante presencia (0) o
ausencia (1); callogénesis: formaciéon de masa
celular indefenida, amorfa o desorganizada
(Calva y Pérez, 2005), se evalud como variable
continua mediante una escala de 0 a 4, donde
los extremos indican que no hubo respuesta (0)
o que la totalidad de los explantes presentaron
formacion (4); oxidacién, oscurecimiento del te-
jido vegetal (Bray et al., 2000), se evalué como
variable continua con base en una escala de 0 a
4 (cero a cuatro), donde cero indic6 que no hubo
oxidacién de explante, 1 que 25% del explante
presenté oxidacidn, 2 indico que 50% del explan-
te presentd oxidacién, 3 que 75% del explante
presentd oxidacién y 4 que 100% del explante
presento6 necrosis u oscurecimiento total.

Las variables se evaluaron 20 dias después
de iniciados los tratamientos. Los datos de bro-
tacidn, por ser variables discretas, se procesa-
ron mediante analisis de Chi cuadrada para
determinar la existencia de asociacién entre
la variable dependiente (brotacién) y las varia-
bles independientes (factores fisico-quimicos).
Ademas, se realizaron pruebas exactas de Fis-
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her para conocer la respuesta individual a la
brotacién en cada tratamiento. Estos analisis
se hicieron mediante el programa estadistico
XLStat© versiéon 2012.

Para realizar el analisis estadistico de las
variables de formacién de callo y oxidacién
se transformaron los datos mediante la ecua-
cién V(x+1).

Las variables de callogénesis y oxidacién,
por ser variables continuas, se procesaron me-
diante analisis de varianza de Plackett-Bur-
man. Se obtuvo el diagrama de Pareto con los
efectos estandarizados de cada factor fisico-
quimico evaluado. Para estos analisis se uso el
programa estadistico STATGRAPHICS Cen-
turion XVIO VERSION 16.2.04. Ademés, se
hizo ANOVA y comparacion de medias (Tukey
a = 0.05) para conocer el efecto de los trata-
mientos; estos analisis se hicieron mediante el
programa estadistico XLStat© versién 2012.

RESULTADOS

Induccién a la organogénesis

Se encontrd que en nueve de los 12 tratamien-
tos evaluados se indujo a los explantes a la
primera etapa de la organogénesis, es decir, el
brote de yemas axilares con neo-formacién de
tallos y hojas. El analisis estadistico de la can-
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Figura 1. Cantidad de explantes de Jatropha curcas, con brote y sin brote, observada después de 20 dias de cultivo in vitro
bajo las condiciones de los diferentes tratamientos (Cuadro 1) empleados en este trabajo (n= 10).

tidad de explantes con brote (Figura 1) mostré
que la organogénesis depende del medio de
cultivo (X*= 24.5, 11 g.1., p = 0.011). Para co-
nocer los efectos puntuales de cada tratamien-
to se realizaron pruebas exactas de Fisher,
mostrando que globalmente hay dependencia
entre filas y columnas de la tabla de contin-
gencia (p = 0.006) y que algunos tratamientos,
en particular el tratamiento 1, tuvieron efec-
to significativo sobre la organogénesis (Cua-
dro 2). Algunos tratamientos tuvieron efecto
significativo (p < 0.05), pero sin llegar a pro-
mover activamente la brotaciéon de explantes
(tratamientos 8 y 9).

Cuadro 2. Prueba exacta de Fisher del efecto de 12 tratamientos (res-
pecto a factores fisico-quimicos del medio de cultivo) sobre
la induccidn de brotes en Jatropha curcas in vitro

Tratamiento Brotacion No-brotacion
1 >* <*
2 < >
3 <* >
4 <* >
5 < >
6 < >
7 > <
8 > <*
9 > <*
10 <* >
11 < >
12 < >

Los simbolos marcados con un asterisco indican efecto significativo [evitando (<) o promoviendo
(>) la organogénesis] a nivel de a = 0.05
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Callogénesis

En la Figura 2 se muestra la respuesta de
los explantes cultivados en el Tratamiento 1,
donde se puede observar que ademas del brote
también se induce la formacién de callos (fria-
bles en la parte superior, y compactos en la
base). La frecuencia de explantes de <J. curcas
con desarrollo de callo, con base en la escala
de 0 a 4, se muestra en el Cuadro 3. E1 ANO-
VA de los resultados mostré diferencias signi-
ficativas entre los tratamientos (g.l. = 1, F =
10.09, p < 0.001) y la comparaciéon de medias

Cuadro 3. Frecuencia de explantes de Jatropha curcas con callo celular con
base en una escala de 0 a 4, y comparacién de medias de 12
tratamientos de factores fisico-quimicos del medio de cultivo

TRATAMIENTO FRECUENCIA (ESCALA) iNDICE DE FORMACION
DE CALLO*
0 1 2 3 4
1 0 2 7 1 0 1.70 ab
2 0 6 4 0 0 1.54 abc
3 2 3 5 0 0 1.49 abc
4 1 1 4 4 0 1.73 a
5 1 6 3 0 0 1.47 abc
6 0 1 8 1 0 1.73 a
7 2 8 0 0 0 1.37 bed
8 3 7 0 0 0 1.29 cde
9 7 3 0 0 0 1.12 de
10 1 6 3 0 o0 1.47 abc
11 1 5 3 0 1 1.55 abc
12 9 1 0 0 0 1.04 e

*Para detalle ver Cuadro 1. **Los datos son medias de indices medidos en una escala de 0 a 4,
donde 0 es ausencia de callo celular y 4 es abundante callo celular de explante. Letras diferen-
tes indican diferencia estadistica (Tukey a 0.05).
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Figura 2. Formacion de brote y callo de Jatropha curcas en el tratamiento 1 (Sacarosa 25 g.L, AlA, 2,4-D, BAP y KIN).
Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); cido indolacético (AIA); cinetina (KIN); 6-bencil aminopurina (BAP).

mostrd que los tratamientos 4 y 6 produjeron
mayor formacién de callo, mientras que el tra-
tamiento 12 produjo menor cantidad de callo.

El analisis del arreglo Plackett-Burman
(Figura 3) mostré que la formacién de callo
en explantes de oJ. curcas estuvo influenciada
por la auxina 2,4-D y por las citocininas BAP
y KIN. Dicho efecto fue estadisticamente sig-
nificativo (p < 0.005).

Respecto al tipo de callo formado, se en-
contrd que los tratamientos 4 y 7 produjeron,
preferentemente, del tipo compacto (Figura
4a), mientras que el resto de los tratamien-

tos dieron origen a callo friable (Figura 4b). El
analisis histolégico reveld que el callo inicié su
desarrollo 10 dias después de la siembra a par-
tir de la Gltima capa de células organizadas del
explante (Figura 5a). Asimismo, se encontro
que después de 20 dias de la siembra el tejido
presenté diferenciacién celular, ya que se for-
mo tejido vascular de tipo xilema (Figura 5b).

Oxidacion del tejido vegetal

En el Cuadro 4 se muestra la frecuencia de
oxidacién, en sus diferentes grados, de los ex-
plantes empleados en este trabajo 20 dias des-
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Figura 3. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados, derivado de un andlisis de varianza de Plackett-Burman de 11 factores fisico-quimicos
para la variable de callogénesis in vitro de Jatropha curcas. Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); acido indolacético (AIA);
acido naftalenacético (ANA); cinetina (KIN); 6-bencil aminopurina (BAP); sulfato de adenina (SAd).

Figura 4. Formacion de callo de Jatropha curcas, a) compacto en el tratamiento 4 (AIA, 2,4-D, BAP y SAd) y b)

friable a partir de nudos jovenes

con una yema axilar en el tratamiento 1 (AIA, 2,4-D, BAP Y KIN). Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); 4cido indolacético (AIA);
acido naftalenacético (ANA); cinetina (KIN); 6-bencil aminopurina (BAP); sulfato de adenina (SAd).

c
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Figura 5. Tejido de explantes de Jatropha curcas con formacion de callo: a) 10 dias después de la siembra del explante se presentaron
células organizadas; b) después de 20 dias se encontraron vasos en el tejido de xilema.

pués de la siembra en los distintos tratamientos.
Se puede observar que 90% de los explantes del
tratamiento 12 mostraron algtin nivel de oxida-
cién, mientras que sélo 10% de los explantes de
los tratamientos 6 y 7 mostraron tal condicion.
Asimismo, en los tratamientos 4, 5, 11 y 12 se
observaron explantes con el maximo nivel de
oxidacién, mientras que en los tratamientos 2,
6, 7, 8 y 9 la oxidacién de los tejidos fue del mi-
nimo nivel. E1 ANOVA de los resultados mostré
que las diferencias entre los tratamientos fue
significativa (gl = 1, F 0 3.68, p = 0.0002), prin-
cipalmente por los resultados presentados en el
tratamiento 12 (Cuadro 4), el cual fue colocado
en un grupo diferente (Tukey o = 0.05).

Cuadro 4. Frecuencia de explantes de Jatropha curcas oxidados con base
en la escala de 0 a 4, y comparacion de medias de 12 trata-
mientos de factores fisico-quimicos del medio de cultivo

TRATAMIENTO FRECUENCIA (ESCALA) iNDICE I?E
OXIDACION*
0 1 2 3 4
1 8 1 1 0 0 1.11b
2 4 6 0 0 0 1.25ab
3 7 2 1 0 0 1.16b
4 6 1 1 1 1 1.34ab
5 3 6 0 0 1 1.37ab
6 9 1 0 0 0 1.04b
7 9 1 0 0 0 1.04b
8 7 3 0 0 0 112 b
9 8 2 0 0 0 1.08 b
10 8 0 2 0 0 1.15b
11 6 2 1 0 1 1.28 ab
12 1 3 4 0 2 1.69a

*Para ver detalle ver Cuadro 1.

**Los datos son medias de indices medidos en una escala de 0 a 4, donde 0 es ausencia de oxida-
cion y 4 es oxidacion total de explante. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
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En la Figura 6 se muestra el efecto estan-
darizado de las variables estudiadas en este
trabajo sobre la frecuencia de oxidacion del te-
jido de los explantes de oJ. curcas. Se puede ob-
servar que la disminucién en la concentracién
de sacarosa, la disminucién en la temperatura
de cultivo y la ausencia de SAd indujeron la
mayor frecuencia de oxidacién. El efecto de las
variables previamente mencionadas fue esta-
disticamente significativo (p < 0.005).

DISCUSION

A pesar de que la organogénesis directa in vi-
tro es un proceso fisiolégico complejo, existen
reportes de brotacién in vitro mediante el uso
de fitohormonas exdégenas (Shrivastava and
Benerjee, 2008; Maharana et al., 2011). En
el presente estudio las fitohormas y factores
fisico-quimicos evaluados no sélo indujeron
brotes a partir de las yemas meristematicas
axilares de plantas adultas de J. curcas, sino
que también causaron la formacién de callo.
En este trabajo se encontré la maxima bro-
tacion de yemas (6/10) con el tratamiento 1
(sacarosa 25 g.I.'', ATA 1 uM, 2,4-D 1 uM, BAP
10 uM, KIN 10 pM, vitaminas de Gamborg,
pH 6.0, 28 °C y 1,000 Lux). Los resultados fue-
ron similares a lo reportado por Nogueira et
al. (2011), quienes indican que el uso de cito-
cininas como BAP en combinacién con bajas
concentraciones de auxinas producen un ma-
yor numero de brotes. Ellos obtuvieron 53.91%
de brotes bien definidos con BA a 1.5 mg.Ll'' y
AIB a 0.05 mg.Li'! en sales minerales de MS.
Otro trabajo con resultados similares es el de
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Figura 6. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados, derivado de un analisis de varianza de Plackett-Burman de 11 factores fisico-quimicos
para la variable de oxidacién in vitro de Jatropha curcas. Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); acido indolacético (AIA);
acido naftalenacético (ANA); cinetina (KIN); 6-bencil aminopurina (BAP); sulfato de adenina (SAd).

Rajore y Batra (2005), quienes reportan 90%
de brotes de yemas de <J. curcas mediante el
uso de AIA a 0.5 mg.L'' + SAd a 25 mg.LL' +
glutamina 100 mg.Li'! en sales minerales del
medio MS. Sin embargo, en este estudio las vi-
taminas empleadas en el tratamiento 1 fueron
las del medio Gamborg.

Otro estudio que coincide con lo encontrado
en este trabajo, referente a que la relacion ci-
tocinina/auxina debe ser alta, es el de Datta et
al. (2007), quienes mencionan que la mejor res-
puesta de ntumero de brotes por nudo se obtuvo
en sales minerales del medio MS adicionado
con 2.3 uM de KIN, 27.8 uM de SAd y 0.5 uM de
AIB. Asimismo, en el trabajo de Shukla et al.
(2013) se obtuvieron brotes a partir de explan-
tes de nudos de J. curcas entre los dias 10-12
posterior a la siembra empleando sales mine-
rales del medio MS sumplementado con 22.2
uM de BAP y 4.9 uM de AIB. Otro ejemplo es el
estudio de Wei et al. (2004), quienes obtuvieron
38% de brotes adventicios a partir de explan-
tes de epicotilo, mediante la adiciéon de AIB 0.1
mg.L''y BA 0.5 mg.Li'! en sales de MS.

Por el contrario, existen trabajos donde se
emplea mayor concentracion de auxina que de
citoquinina. Un ejemplo es el trabajo de Shri-
vastava y Banerjee (2008), quienes reportaron
6.90 brotes por explante de <J. curcas mediante
el uso de BAP a 0.3 mg.L'! en combinacién con
la auxina AIB a 1 mg.LL'! en sales minerales
de MS.

Existen otras investigaciones que encontra-
ron que no fue necesaria la interaccion de fito-
hormonas para llevar a cabo la organogénesis
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directa. El estudio de Maharana et al. (2011) re-
porté una mayor diferenciacion de brotes de /.
curcas con sales minerales del medio MS suple-
mentado con 8 uM de BAP a partir de explantes
de nudo. En el trabajo de Kumar et al. (2010) se
obtuvo 67.9% de induccién de brotes de oJ. curcas
mediante el uso de la citocinina TDZ a 9.08 uM y
5.92 brotes por explante de peciolos cotiledona-
res seis semanas después de la siembra.

Respecto a la produccién de callo, se atri-
buyé principalmente a la presencia de auxi-
nas en el medio de cultivo, en particular del
2,4-D, debido a que fomentan la divisién ce-
lular (Borges-Garcia et al., 2009). En este
trabajo los tratamientos 4 y 6 produjeron los
mayores indices de callogénesis, ambos inclu-
yen al 2,4-D. Estos resultados concuerdan con
lo reportado por Laguna et al. (2011), quienes
encontraron que la mayor produccion de callo
se induce con 2,4-D a 107.41 uM. Asimismo,
Cai et al. (2011) encontraron que si se usan
embriones somaticos de J. curcas como ex-
plantes se induce callo celular embriogénico
en presencia de 0.2 mg.Li'! de 2,4-D. También
existe coincidencia con el trabajo de Soomro y
Memon (2007), que indujeron callogénesis en
explantes de hipocotilo de <J. curcas en medio
MS con 0.5 mg.L! de 2,4-D.

En otros estudios se ha demostrado que
otras auxinas también inducen la callogéne-
sis en oJ. curcas, como el realizado por Rajo-
re y Batra (2005), que reportan la induccién
de tejido indiferenciado en presencia de AIA
a 0.5 mg.L'. Por otra parte, Wei et al. (2004)
reportan 82 a 100% de formacién de callo pro-
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veniente de explantes de epicétilo mediante el
uso de AIB (0.5-1.5 mg.L'') en combinacién con
BA (0.1-1.0 mg.Lh).

Con relacion al origen de las células indife-
renciadas, lo encontrado en el presente trabajo
coincide con lo informado por Nogueira et al.
(2011), quienes obtuvieron formacion de callo
a partir de embriones cigdticos de oJ. curcas,
indicando que el crecimiento inicié en el borde
del explante. Atribuyen el inicio de la callogé-
nesis a los estimulos causados por las lesiones
o danos provocados al momento de realizar el
corte en el explante, de manera similar a la
presente investigacion (Figura 2). Existe co-
incidencia también en el origen histolégico del
callo, ya que observaron el desarrollo de callo
a partir de las células organizadas en el bor-
de de la regién meristematica (Figura 5). Algo
similar observaron Wei et al. (2004), quienes
indican que la formacién de callo se inici6 en
la parte superior del explante, donde se llevé
a cabo el corte del tejido.

Relacionado con el tratamiento de desinfec-
cién desarrollado en este trabajo de investiga-
cién, se encontré que si bien se disminuye la
contaminaciéon superficial se produce un alto
porcentaje de explantes oxidados. La causa es
la inmersién (dos veces) del explante en solu-
cién de cloro, asi como el tiempo sumergido.
Esto provoca un efecto fitotéxico, comenzando
por la oxidacién hasta llegar a la necrosis, si-
milar a lo reportado en explantes de otras es-
pecies por Borges-Garcia et al. (2009), Azofeifa
(2009) y Sanchez-Cuevas y Salaverria (2004).
Entre los problemas mas importantes para la
micropropagacion de oJ. curcas esta la oxidacion
de los explantes (Singh and Shetty, 2012), lo
cual puede estar relacionado con la produccién
de sustancias de defensa por parte de la planta
estimulado por las heridas del corte del tejido.
Existen varios factores que contribuyen a la
oxidacion de explantes, entre los cuales esta la
fenolizacion que depende del estado fisiolégico,
principalmente con la edad ontogenética. Es po-
sible que los explantes provenientes de plantas
adultas, como los usados en el presente trabajo,
presenten mayor tendencia a la oxidacién. Esto
ha sido estudiado por Napoles et al. (2005) en
explantes de yema de guayaba.
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Los factores que afectan directamente a
los explantes causando oxidacién son concen-
tracién de sacarosa, ausencia de la citocinina
SAd, pH y temperatura, todos en su nivel bajo
(-1). A diferencia de lo encontrado en este tra-
bajo, Lux-Endrich et al. (2000) informan que
a mayores concentraciones de sacarosa en el
medio de cultivo mayor es el contenido de po-
lifenoles presentes en los explantes. Por otra
parte, Bhatia y Ashwath (2008) encontraron
que durante el proceso de esterilizacion, la sa-
carosa se hidroliza a fructosa, lo cual se asocia
a la presencia de 5-hidroximetil-2-furaldehido
(HMF), que es una sustancia toxica que conlle-
va oxidacién de los explantes. En relacién con
la variable de temperatura, se obtuvo mayor
oxidacién a 28 °C, similar a lo informado por
Azofeifa (2009), quien cita que a temperaturas
ligeramente menores a la normalmente em-
pleada se reduce la actividad fenolasa. Por otra
parte, el efecto y la relacién de las fitohormo-
nas con el oscurecimiento de los explantes no
son consistentes debido a que un regulador que
induce oscurecimiento en una especie, en otra
no tiene el mismo efecto (Van-Staden et al.,
2006). La presencia de la citocinina SAd evit6
la oxidacién, lo cual coincide con lo encontrado
por Martinez (2012), quien obtuvo bajos por-
centajes de oxidacién mediante el tratamiento
de explante de hoja adicionado con 88.77 uM
de BAP, en combinacién con 53.70 uM de ANA
y PVP a 500 mg.L!, por lo que indica que es
importante considerar el tipo de interaccién o
sinergia que los antioxidantes puedan tener
con otros componentes quimicos del medio.

CONCLUSION

Se indujo la organogénesis usando como ex-
plantes yemas axilares aisladas de plantas
adultas de J. curcas, siendo el tratamiento mas
eficiente el constituido por sacarosa 25 g.L,
acido indolacético 1 puM, acido 2,4-diclorofe-
noxiacético 1 uM, bencilaminopurina 10 pM, ci-
netina 10 uM, vitaminas de Gamborg, pH 6.0, a
28 °C y 1,000 Lux. No obstante, los neobrotes y
los residuos del explante generaron callo, sobre
todo en los tratamientos donde estuvo presente
la auxina 2,4-D, el cual se formé a partir de la
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ultima capa de células organizadas del explan-
te. Se present6 oxidacién parcial de los tejidos,
dependiente de los factores fisico-quimicos, en
particular de la sacarosa, la temperatura y el
SAd. Aunque los resultados contribuyen a la
obtencién de un protocolo para la micropropa-
gacion de oJ. curcas a partir de plantas adultas,
es necesario realizar estudios adicionales para
evaluar tipos de explante, concentraciones de
las fitohormonas y condiciones de cultivo.
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