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RESUMEN

La investigacion se realizé en los Laboratorios de Biotecnologia del CATIE. El objetivo fue
contribuir a la multiplicacion vegetativa de Jatropha curcas L. a partir de la regeneracion de callos
organogeénicos, segmentos nodales y a su conservacion mediante la crioconservacion de semillas y
embriones cigoticos.

En este estudio, la micropropagacion de J. curcas fue abordada utilizando dos metodologias: 1)
La multiplicacion de brotes axilares a partir del cultivo de segmentos nodales de plantulas germinadas
in vitro y; 2) La induccién de brotes adventicios a partir de segmentos de hoja de plantas establecidas
en invernadero. Los segmentos de hojas juveniles y semimaduros de la variedad toxica y no téxica se
establecieron en un medio MS 100% con 2,0 mg/l de BAP y 1,0 mg/l de AIB, igualmente las hojas
juveniles y semimaduras de la variedad toxica se establecieron en 2,0 y 5,0 mg/l de BAP combinado
con 0,0 — 0,5 - 1,0 mg/l de AIB. Ademas, hojas semimaduras se cultivaron con BAP y kinetina (2,0 —
5,0 — 7,0 — 10,0 mg/l) en combinacion de las mismas concentraciones d AIB para la formacién de
callo. El desarrollo de los brotes fue evaluado en los medios MS y WPM con 100 y 200 g/l de caseina
hidrolizada para los brotes axilares; y en el medio MS suplementado con BAP y AIA (0,25 mg/l) en
combinacién 0,0 — 0,25 — 0,5 mg/l de GA3 para los brotes adventicios. El enraizamiento de todos los
brotes fue realizado en el medio MS en dos tratamientos 1) AIB (3,0 mg/l); 2) AIB (3,0 mg/l), AIA (1,0
mg/l) y ANA (3,5 mg/l) en dos tiempos de induccién (42 y 96 horas).

La crioconservacion de semillas y embriones cigéticos de J. curcas fue realizada utilizando dos
metodologias; 1) la desecacion e inmersion directa de las semillas en NL, y la desecacion de embriones
cigoticos en cdmara de flujo laminar durante 0 — 30 y 60 minutos, seguida de la inmersion en NL; 2) la
vitrificacion de embriones cigoticos. En todos los casos se determind el CH de humedad de las semillas
previo a la crioconservacion, las semillas fueron escarificadas y desinfectadas después de la
crioconservacion.

El mejor medio para la induccidn de brotes axilares en explantes de nudo cotiledonar fue el MS
con 0,5 mg/l de BAP que permitio la produccidon de 2,06 brotes por explante. La regeneracién de brotes
adventicios fue superior en hojas semimaduras de la variedad toxica en presencia de 2,0 mg/l de BAP
donde se obtuvo 4,13 brotes/explante. En brotes producidos de explantes nodales el mayor
alargamiento no super6 los 6,4 mm en un medio MS suplementado con 100 mg/l de caseina
hidrolizada. En tanto que, en brotes adventicios producidos por organogénesis se logré una longitud
promedio de 15,8 mm solamente en presencia de 0,25 mg/l de AlA. La induccién de raices en brotes
axilares y brotes adventicios fue favorecida cuando se cambi6 el tiempo de induccion de 96 a 42 horas
utilizando el mismo tratamiento auxinico (3,0 mg/l de AIB, AIA 1,0 mg/l y ANA 3,5 mg/l). Esta
reduccion en el tiempo de induccion permitié aumentar el porcentaje de enraizamiento de 8,3% a 50%
en brotes axilares y del 50% al 62,5% en brotes adventicios.
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La germinacion de las semillas después de su congelamiento a -196°C fue del 100%, la mejor
respuesta en el desarrollo de las plantulas se logro cuando las semillas fueron inoculadas en arena. La
respuesta de los embriones cigo6ticos a la crioconservacion también fue muy exitosa alcanzando
porcentajes de sobrevivencia del 100% si mostrar diferencias significativas entre los tratamientos. Sin
embargo, el mejor desarrollo (100%) y longitud de las plantulas (51,77 mm) fue alcanzado cuando los
embriones fueron sometidos un tiempo de secado de 60 minutos al flujo laminar.

Con esta investigacion se pudo constatar que la propagacion in vitro de J. curcas aun encierra
limitaciones, asociadas principalmente al desarrollo de los brotes que dificulta la multiplicacion y el
enraizamiento de los mismos, haciendo dificil la transferencia de las plantas a condiciones de
invernadero y suelo. Sin embargo, también una gran diversidad de respuestas posiblemente
relacionadas a las diferencias en el genotipo. Con respecto a la crioconservacion, este estudio permite
hacer aportes al conocimiento de las semillas y embriones cigéticos de esta especie y su
comportamiento durante la congelacion en NL. Aungue el uso de la técnica de vitrificacion de
embriones cigdticos no permitio ninguna sefial de sobrevivencia después de la congelacion en NL, los
resultados graduales de sobrevivencia observados en cada una de las fases previas a la inmersion en
NL, permiten ampliar el conocimiento sobre la tolerancia de estos embriones a las diferentes sustancias
crioprotectoras y sus concentraciones y su efecto durante la congelacion.



SUMARY

This research was done at CATIE biotechnology laboratories. The objective of this research was
to contribute to the vegetative multiplication of Jatropha curcas L. from the regeneration of callus
organogenics, nadal segments and its conservation through cryopreservation of seeds and embryos
zygotic.

This work, the micropropagation of J. curcas was done using two methodologies: 1) the
multiplication of axillaries shoos from the cultivation of nodal segments of seedlings in vitro
germinated; 2) the induction of adventitious shoots from plant leaf segments placed in a greenhouse.
The segment of young and semi-mature leaves of toxic and no toxic variety were placed in an
environment MS 100% with 2,0 mg/l of BAP and 1,0 mg/l of AIB, similarly the young and semi-
mature leaves of toxic variety were established in 2,0 and 5,0 mg/lI of BAP combined with 0,0 - 0,5 —
1,0 mg/l of AIB. Furthermore, semi- mature leaves were cultivated with BAP and kinetina (2,0 — 5,0 -
7,0 — 10,0 mg/l) combined in equal concentrations of AIB in order to form the callus. The
development of the shoots was evaluated in the environments MS and WPM with 100 and 200 g/l of
hydrolyzed casein for the axillaries shoots; and in the environment MS supplemented with BAP and
AlA (0,25 mg/l) in combination 0,0 — 0,25 — 0,5 mg/l de GA3 for the adventitious shoots. The rooting
of all the shoots was made in the environment MS in two treatments 1) AIB (3,0 mg/l); 2) AIB (3,0
mg/l), AIA (1,0 mg/l) and ANA (3,5mg/l) in two moments of induction (42 and 96 hours).

The cryopreservation of J. curcas zygotes seeds and embryos was done using two
methodologies; 1) the direct desiccation and immersion of seeds in LN, and the desiccation of zygotes
embryos in a laminar flow chamber during O - 30 and 60 minutes, following the immersion in LN; 2)
the vitrification of zygotes embryos. In all cases, it was determined the CH of wet of the seeds before
the cryopreservation, the seeds were scarified and disinfected after the cryopreservation

The best environment for the induction of the axillaries shoots in cotyledonary knot explants
was the MA with 0,5 mg/l of BAP; it allowed the production of 2,06 shoots by explanting. The
regeneration of adventitious shoots was high in semi-mature leaves of toxic variety with 2,0 mg/l of
BAP obtaining 4,13 shoots by explanting. On one hand, in shoots produced of nodal explants the
lengthy was not high to 6,4 mm in an environment MS supplemented with 100 mg/l of hydrolyzed
casein. On the order hand, in adventitious shoots produced by organogenesis was obtained an average
length of 15,8 mm, only in presence of 0,25 mg/l of AlA. The induction of roots in axillaries and
adventitious shoots was favored when a change of weather occurred in the induction time of 96 hours
to 42 hours using the same auxinic treatment (3,0 mg/l de AIB, AIA 1,0 mg/l and ANA 3,5 mg/l). This
reduction in the induction time allowed the increment of rooting percentage of 8,3% to 50% in
axillaries shoots, and from 50% to 62,5% in adventitious shoots.



The germination of seeds after freezing them to -196°C was 100%. The best reply in the
development of the seedlings occurred when these ones were introduce in sand. The answer of zygotes
embryos to the cryopreservation was very successful achieving a survival percentage of 100% without
showing relevant differences between treatments. Nevertheless, the best development (100 %) and
length of the seedlings (51,77mm) was achieved when the embryos were exposed to a drying time of
60 minutes in the laminar flow.

Through this research, it was possible to verify that the J. Curcas in vitro propagation encloses
limitations mainly related with the development of shoots These limitations not only make difficult the
multiplication and rooting of the shoots making difficult the transfer of the plants to greenhouse and
soil conditions. However, also these ones present a variety of answers relating to genotype differences.
Regarding to cryopreservation, this investigation makes contributions to the knowledge about seeds
and zygotes embryos of this specie and the behavior of these ones during the freezing process in LN.
Even though, the use of the zygote embryos vitrification technique did not permit a survival signal
after freezing in LN, the gradual results of survival observed during the different stages before the
immersion in NL allowed to expand the knowledge in regards to the tolerance of these embryos to the
different cryoprotective substances and levels of concentration, and its effects during the freezing
process.
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1. INTRODUCCION

Jatropha curcas L. es una especie perenne, pertenece a la familia
Euphorbiaceae, originaria de México y Centroamérica, aunque actualmente es
cultivada en América del Sur, el Caribe y paises de Africa, Asia y Oceania (Heller
1996). En diferentes paises J. curcas se ha utilizado en cercas vivas, para control de
la erosion del suelo, como tutores de plantas escandentes, en la medicina tradicional y
veterinaria, en la produccion de energia y combustibles diesel (Machado y Suarez
2009). El cultivo de J. curcas en los ultimos afios ha sido una importante alternativa
para la produccién de biodiesel, ya que presenta un alto rendimiento de aceite a partir
de las semillas. Ademas, se caracteriza por su facil adaptabilidad a diferentes tipos de
suelos y su baja exigencia en nutrientes y agua (King et al. 2009).

La importancia de esta especie radica en que es un cultivo energético de gran
interés para la produccién de biodiesel, de sus semillas se extrae entre 1100 a 1700
litros de aceite por hectarea por afio (Nunes 2007). Este valor supera al de otros
cultivos como la colza (1100 I/ha afo), el girasol (960 I/ha afo) o la soja (420 I/ha
afio) los cuales también son utilizados para la produccion de biodiesel (Jongschaap et
al. 2007). Otra de las ventajas de la J. curcas como cultivo es que no tiene finalidad
alimentaria, por lo tanto, no compite con la demanda de otros cultivos alimentarios.
No es un cultivo comestible debido a que el aceite de sus semillas contiene
compuestos anti-nutricionales toxicos como formol ésteres y curricina (Toral et al.
2008).

Existen dos variedades de J. curcas, una toxica y otra no toxica o de baja
toxicidad proveniente de México (Heller 1996; Martinez et al. 2007). En algunas
poblaciones de México las semillas de la variedad no toxica las emplean para el
consumo humano mediante el tostado en comal (Martinez 2008; Martinez et al.2006;
Schmook y Sanchez 2000). Las semillas se caracterizan por no contener forbol
ésteres 0 por contenerlo en cantidades inferiores al 0,11%, por lo anterior no se
considera toxica (Schmook y Sanchez 2000).

A parte del aprovechamiento del aceite para la obtencion de biodiesel, el
cultivo de J. curcas, se hace con otros propésitos como uso medicinal, ya que actua
como antiséptico, anticoagulante (Kone-Bamba et al. 1987) y como purgante ( Heller
1996). Tambien, En la agricultura es usado como insecticida para controlar varias
plagas que atacan al algodon, maiz, tomate y patata (Grainge y Ahmed 1988); y como
fertilizante ya que las hojas, el exocarpo de los frutos y la torta se obtienen como
subproducto del proceso de extraccion de aceite. También se utiliza como aporte de
materia organica al suelo, aportando entre un 3,2 y 3,8% de nitrogeno (Juillet et al.
1995).
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La J. curcas es una especie generalmente propagada por semillas, con el
inconveniente de que los cultivos establecidos a partir de semillas presentan alta
heterocigosidad, enfermedades transmitidas de la semilla a la planta y no se puede
garantizar el contenido de aceite (Mukherjee et al. 2011). Aunque algunos autores
sugieren que las semillas de esta especie son ortodoxas (Zhijun et al. 2008), otros
mencionan que las semillas pierden el 50% de su viabilidad después de 15 meses de
almacenamiento (Joker y Jepsen 2003).

Ademas se ha observado que las plantas que han sido propagadas
vegetativamente a partir de estacas presentan una baja longevidad y una reduccién en
la produccion de semillas (Mukherjee et al. 2011). Teniendo en cuenta estos
inconvenientes se considera que el uso de herramientas de la biotecnologia como la
micropropagacion y la crioconservacién pueden contribuir desde el punto de vista
practico a mejorar las posibilidades de multiplicacion de genotipos de interés y al
almacenamiento de germoplasma de esta especie.

Por lo tanto, en esta investigacion se propone contribuir a la multiplicacién
vegetativa de J. curcas por medio de la regeneracion de plantas a partir de callos
organogenicos y segmentos nodales y a su conservacion mediante la crioconservacion
de semillas y embriones cigoticos.
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1.1 Objetivos del estudio

1.1.1 Objetivo general

Contribuir a la multiplicacién vegetativa de Jatropha curcas L. a partir de la
regeneracion de callos organogénicos, segmentos nodales y a su conservacion
mediante la crioconservacion de semillasy embriones cigoticos.

1.1.2 Obijetivos especificos

Determinar el efecto de la variedad y tipo de explante en la regeneracion de
callos organogénicos.

Evaluar el efecto de medios de cultivo y reguladores del crecimiento para el
desarrollo y alargamiento de brotes de J. curcas.

Comparar la respuesta in vitro de los brotes de J. curcas al enraizamiento,
utilizando diferentes tipos, concentraciones y combinaciones de auxina y tiempos de
induccion del enraizamiento.

Evaluar la sobrevivencia de las plantas establecidas en invernadero.

Evaluar las técnicas de desecacion y congelacion directa en NL de semillas y
embriones cigoticos y la técnica de vitrificacion de embriones cigéticos.

Determinar la sobrevivencia de las semillas y embriones cigéticos a los
tratamientos de crioproteccion y al congelamiento en NL.

Evaluar el desarrollo de las plantulas después de la congelacion en NL (-
196°C).
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1.1.3 Hipdtesis

Se observara un efecto positivo en la regeneracion de callos organogénicos en
los explantes de J. curcas.

Se observara una respuesta positiva de los brotes de J. curcas al cultivo en
diferentes medios y a la adicion de reguladores de crecimiento.

Se obtendran concentraciones de auxinas adecuados, para el enraizamiento de
brotes de J. curcas.

Las plantas de J. curcas lograran tener una tasa Optima de sobrevivencia
durante la aclimatacion.

Las semillas de J. curcas tendran una Optima recuperacion y desarrollo
después de su congelamiento en nitrogeno liquido.

Los embriones cigoticos de J. curcas tendrdn una Optima recuperacion y
desarrollo después del congelamiento en nitrégeno liquido.

Se determinaran las sustancias crioprotectoras y el tiempo adecuado de

exposicion para el pretratamiento previo a la crioconservacion de embriones
cigoticos.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Aspectos generales de la Jatropha curcas

2.1.1 Distribucioén geografica y habitat

J. curcas es originaria de Meéxico y Centroamerica (Heller 1996); sin
embargo, actualmente se cultiva en América del Sur, el Caribe y varios paises de
Africa, Asia y Oceania (Machado y Suarez 2009). Esta especie se encuentra en su
mayoria en bajas elevaciones, inferiores a 1200 msnm (CATIE 2003). La temperatura
adecuada para el cultivo estd entre 18°C y 28,5°C y puede resistir heladas leves
(Jongschaap et al. 2007). Los suelos 6ptimos para J. curcas son los franco arenosos o
arcillo arenosos livianos, bien drenados ya que esta especie no tolera suelos
inundados (Jongschaap et al. 2007). Habita bajo precipitaciones de 300 a 1800 mm
bien distribuidos durante el afio (CATIE 2003).

2.1.2 Descripcion taxonomica

El género Jatropha pertenece a la familia Euphorbiaceae, Subfamilia
Crotonoideae y fue determinado por Linneo entre los afios 1753 y 1754 (Font 2003).
Este género cuenta con mas de 175 especies, 45 de ellas se encuentran en México,
donde el 77% son endémicas (Jiménez y Martinez 1994; Martinez et al. 2002). La
especie J. curcas es conocida comunmente por coquillo, tempate (Costa Rica),
targaro (Puerto Rico), pifion (Guatemala), pifioncillo (México), pifiol (Perd), pifion
(Honduras y Nicaragua) (Heller 1996) y pifién botija (Cuba) (Bisse 1988). A la
madurez esta especie alcanza una altura de 2 a 3 m y en condiciones dptimas ha
logrado alcanzar hasta los 5 m (Jongschaap et al. 2007). Segun el manual técnico del
CATIE (2003) este arbol alcanza los 20 cm de didmetro a la altura del pecho (dap),
presenta ramificacion baja, su copa es ancha e irregular, su corteza es verde
amarillenta, pélida y casi lisa, delgada y se desprende en tiras horizontales. Sus hojas
son simples, alternas, con peciolos de 5-35 cm de largo, lamina acorazonada, de 7-32
cm de diametro, con 3-5 l6bulos, su borde es liso, el haz es de color verde y el envés
un color verde mas claro. Tiene flores masculinas y femeninas en la misma planta,
algunas hermafroditas, y en algunas ocasiones hay plantas con solo flores femeninas,
con pétalos de 6 mm de largo, de color blanquecino. Sus frutos son capsulas elipticas,
tricarpelares de 2,5 a 4 cm de largo, de 3 cm de ancho aproximadamente, un poco
carnosas y de color amarillo volviéndose de color café al madurar. Cada fruto
presenta de 2-3 semillas de forma oblongo elipsoide, de 2 cm de largo y 1 cm de
ancho aproximadamente, palidas con lineas negras conspicuas. La Figura 1 muestra
una descripcién morfoldgica de J. curcas (Heller 1996).
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Figura 1. Partes importantes de J. curcas: a) ramas florecidas; b) corteza; c) venas de
la hoja; d) flor con pistilo; e) flor con estambres; f) corte transversal de un
fruto inmaduro; g) frutos; h) corte longitudinal de un fruto; i) semilla. (Heller
1996).

2.2 Importancia de la Jatropha curcas L.

La J. curcas es una especie perenne multipropésito de rapido crecimiento,
con un ciclo productivo comprendido entre 30 — 50 afios (Jongschaap et al. 2007). El
cultivo de J. curcas es de gran interés para los sectores publicos y privados, en parte,
atribuido a su potencial como materia prima para la produccion de biodiesel (King
2009). La relevancia economica de esta especie para la produccion de biodiesel ha
promovido la distribucion de germoplasma en el mundo entero; sin embargo, la falta

21



de conocimiento sobre la genética de la especie y la ausencia de variedades mejoradas
limitan el éxito de la especie como un cultivo energético (Sudhakar et al. 2011).

2.2.1 Biocombustibles

En los dltimos afos viene existiendo una preocupacion por la seguridad
energética y por el cambio climético, observandose numerosos esfuerzos en todo el
mundo para enfrentar el suministro de la energia y la conservacion del medio
ambiente. Por tanto, se ha visto un aumento significativo en la produccién de
agrocombustibles (Sanhueza 2009; King 2009).

Debido a la disminucion en los recursos del petroleo se estan estableciendo
cultivos de semillas oleaginosas para la produccion de biodiesel en todo el mundo.
Los principales cultivos para la produccion del biocombustible incluyen colza
(EEUU), girasol (Italia y el sur de Francia), soja (EEUU vy Brasil), aceite de palma
(Malasia), semillas de lino (Espafa), semilla de algodon (Grecia) y Jatropha curcas
(Nicaragua y América del Sur) (Jayasingh 2004).

Actualmente la J. curcas es uno de los cultivos més usados como fuente de
materia prima para la produccion de biodiesel como combustible renovable
(Cifuentes y Fallot 2009; Verma y Gaur 2009; Fairless 2007). Por lo tanto, se ha
despertado gran interés por el desarrollo de proyectos en paises tropicales y
subtropicales debido a la adaptabilidad de esta especie en terrenos marginales y semi
aridos (King 2009; Sujatha et al. 2005).

Segun Parsons (2005) el rendimiento en la produccién de semillas de J.
curcas puede llegar hasta 8 toneladas de semilla por hectarea. Las semillas contienen
entre 35 a 38% de aceite (Toral et al. 2008) con un alto valor de cetano que puede ser
utilizado directamente en motores diesel como un diluyente (Datta 2007).

2.2.2 Medicina

Las plantas medicinales se han utilizado como una fuente de medicamentos
para tratar enfermedades desde tiempos inmemoriales. Durante mucho tiempo, las
plantas han proporcionado una fuente de nuevas medicinas y compuestos de drogas,
como los medicamentos derivados de plantas han hecho grandes contribuciones a la
salud humana. Su funcion es relevante en el desarrollo de nuevos farmacos y puede
llegar a ser la base en el desarrollo de la medicina para el tratamiento de
enfermedades (Prasad et al. 2012).
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Las plantas medicinales como J. curcas han desempefiado un papel
importante en el tratamiento de diversas enfermedades, como infecciones bacterianas
y fungicas (Prasad et al. 2012). Todas las partes de J. curcas (hojas, cortezas del
tallo, semillas, etc.) han sido utilizadas en la medicina tradicional y para fines
veterinarios por mucho tiempo (Dalziel 1995). Debido a sus propiedades medicinales
se han realizado muchos estudios dirigidos a conocer la composicion quimica de cada
una de las partes de esta planta. Se han identificado flavonoides, diterpenos, esteroles,
triterpenos, cumarinas, sapogeninas, deoxipreusomerinas, acidos organicos, iridioles,
saponinas, taninos entre otros (Pabon y Hernandez 2012; Prasad et al. 2012). En el
Cuadro 1 se muestra los compuestos quimicos aislados en cada una de las estructuras
de esta planta.

Cuadro 1. Productos quimicos aislados de diferentes partes de la planta.

Partes Composicién quimica Referencias

Hoja Flavonoides, apigenina, isovitexin, estigmasterol esterol, Chhabra et al. (1990)
B-D-sitosterol, B-D-glucdsido, sapogeninas, alcaloides,
alcohol triterpene y 1-triacontanol

Contiene un dimero de alcohol tripene Neuwinger (1994)
Un complejo de 5-hidroxi pyrrolidin-2-ona y pirimidina  Staubmann et al. (1999%)
2,4-diona

Corteza Saponinas, esteroides, taninos, glocésidos, alcaloides y Igbinosa et al. (2009)
del tallo flavoides

Latex Curcacycline A (un octapéptido ciclico) Van den Berg et al. (1995)
Curcacycline B (un nonapéptido ciclico) Catherine et al. (1997)
Taninos, saponinos, cera y resina Perry et al. (1980)

Semillas Cursina (una lectina) Stirpe et al. (1976)
Esteres de forbol Adolf et al. (1984)
Esterasas (JEA and (JEB) y lipasa (JL) Staubmann et al. (1999")

Raices Esteroides, alcaloides y saponinas Aiyelaagbe et al. (2007)

Fuente: Prasad et al. (2012)

Segun Thomas (1989) y Heller (1996) la J. curcas tiene usos medicinales, la
ingestion de 2 a 3 semillas actia como un purgante fuerte, su sabor es como el del
mani por ello se recomienda que los nifios no las consuman, ya que se han tenido
consecuencias fatales. El aceite extraido de las semillas se usa como curativo para
enfermedades de la piel y aliviar dolores, uno de ellos acusado por el reumatismo. El
latex es usado como antibidtico contra algunas bacterias, y también tiene efectos
coagulantes, aplicandose directamente en la herida como antiséptico, al igual que
para quemaduras e infecciones de la piel. Con las semillas, hojas y la corteza se hacen
varios preparados para usarse en la medicina tradicional o como medicamento
veterinario, ya que tiene efectos diuréticos, contra estrefiimiento, dolores reumaticos
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y fiebre. Segun Prasad et al. (2012) la J. curcas es una planta muy versatil en la
medicina tradicional, con muchos usos potenciales que deben de desarrollarse con la
ciencia moderna y el enfoque de la tecnologia promoviendo la capacidad para curar
enfermedades. Este autor hace un resumen de los usos medicinales de diferentes
partes de la planta de J. curcas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Usos medicinales de diferentes partes de la planta J. curcas.

Parte de  Indicaciones terapéuticas  Forma del remedio Referencias
la planta
Hojas Tratamiento de la hemorragia ~ Preparar una infusion Singh et al. (1984)
vaginal
Cicatrizacién de heridas Se aplican a las heridas Staubmann et al. (1999b)
Fiebre Decoccion se utiliza internay  Staubmann et al. (1999b)
externamente
Reumatismo Decoccion es aplicada Staubmann et al. (1999b)
externamente
Leucemia linfocitica Extracto etandlico hojas y Thomas (1989)
ramitas sin grasa
Actividad antiparasitaria Savia Hufford and Oguntimein (1978)
Malaria Aplicacion Henning (1997)
Infeccién bucal Aplicacién Irvine (1961), Oliver (1986)
Promover la lactancia Macerar y aplicar a la mama Parveen et al. (2007)
Ramas Flemones y fortalecimiento de  Utiliza como cepillo de Parveen et al. (2007)
encias dientes
Fuertes agentes Extracto Igbinosa et al. (2009)
antimicrobianos
Actividades antimicrobianas Metabolitos secundarios Igbinosa et al. (2009)
Latex Sangrado de encias, dolor de Enjuague bucal Fazwishni and Kristiani (2007);
muela Perry et al. (1980)
Cicatrizacién de heridas Aplicacién Nath and Dutta (1991)
Infeccién bucal Aplicacion Schmook and Serralta (1997)
Anti inflamatorio Masajear en zona traumatica De Feo (1989)
Frutos y La artritis, la gota y la ictericia  Aplicacion de las semillas Khafagy et al. (1977)
semillas Quemaduras, inflamaciones, Aplicacion de las semillas Mujumdar et al. (2000)
fiebre y convulsion
Eczema, reumatismo, accion Aplicacidn del aceite Heller (1996)
como purgante
Ciatica, hidropesia y paralisis ~ Aplicacion del aceite Mujumdar et al. (2000)
Anticonceptivo Aplicacion del aceite List and Horhammer (1979)
Raices Eczema, saran y tifia Decoccion Aiyelaagbe et al. (2007)
Actividad antimicrobiana Extracto Aiyelaagbe et al. (2001)

Enfermedades de transmision
sexual
Inflamacién

Acetato de etilo y metanol

Se macera y se aplica

Aiyelaagbe et al. (2007)

Joshi (1995)

Fuente: Prasad et al. (2012)
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2.2.3 Uso en la agroforesteria

La agroforesteria es una forma de uso de la tierra, donde lefiosas perennes y
cultivos agricolas y/o animales interactian biolégicamente con el objetivo de
maximizar la produccion en un area determinada para satisfacer necesidades del
administrador de la finca (Montagnini 1992; Somarriba 1992). Las especies perennes
por tener un sistema de raices profundas almacenan mas carbono, mantienen una
mejor calidad del suelo, del recurso hidrico y se administra de forma mas
conservadora los nutrientes (Cox et al. 2006).

En particular la J. curcas es una especie perenne de gran potencial para su
establecimiento en areas deforestadas, suelos marginales y agotados. Esta especie se
puede establecer en asocio con cultivos anuales, bianuales y en pasturas siendo
ecologicamente viable, econdmicamente rentable y de una excelente aceptacion por la
comunidad (Quimbayo et al. 2010). Esta especie se cultiva en los trépicos como setos
y cercas vivas con el fin de brindarle proteccion a los cultivos, también es
ampliamente utilizada como ornamental y como soporte de plantas escandentes
(CATIE 2003). Ademas, la principal caracteristica radica en que sus semillas son
toxicas debido a su contenido de formol ésteres y curricina (King 2009) y por lo
tanto, no compite con cultivos de alimentacion humana y animal (Toral et al. 2008),
ademas de que su precio no estd influenciado por la competencia para su uso
alimenticio (Quimbayo 2010).

Sanchez (2008) menciona que en la zona norte del estado de Veracruz,
México la J. curcas se encuentra establecida en cercos vivos, también dentro de
huertos caseros en asocio con plantas de café, cacao, vainilla, entre otras.

En Cuba los agricultores han utilizado la J. curcas y otras especies como
cercas vivas, como linderos para proteccion de espacios cultivados y/o con ganado,
ya gque actian minimizando el impacto del viento (Sordo 2007). La J. curcas cuando
se establece en cercas vivas requiere poco manejo durante su crecimiento, solo se
realizan actividades de control de plagas durante su establecimiento (Toral et al.
2008).

En Peru esta especie se establece en sistemas integrados con cultivos anuales
(mani, frijol, maiz, yuca, culantro y pifia) y especies forestales nativas. Se observo
que los cultivos anuales mejoraron el balance econdmico para los agricultores, al
igual que las especies forestales prometen en el futuro un ingreso significativo. El
cultivo de J. curcas después del primer afio tuvo una produccién de 50 kilogramos de
semilla seca por hectarea, siendo un nivel bajo de produccién. Esto resalta la
importancia de aplicar cultivos asociados para el caso de pequefios agricultores con la
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finalidad de diversificar los ingresos y mitigar los costos de establecimiento del
cultivo de J. curcas (Veen 2011).

2.3 Mejoramiento genético

El mejoramiento genético de especies arbdreas esta definido como un proceso
de identificacion y desarrollo de poblaciones genéticamente superiores, y el uso de
estas especies como fuente de semilla o material vegetativo para establecer cultivos
mejorados (Jara 1998). Teniendo en cuenta el gran interés por el establecimiento de
cultivos a gran escala de J. curcas, el material genético no ha sido bien caracterizado
y conservado, existiendo pocos cultivos con plantas de buenas caracteristicas
genéticas (King 2009).

Las especies del género Jatropha son de polinizacion cruzada, y por lo tanto
presentan una alta variabilidad genética, permitiendo tener mas posibilidad para
analizar y seleccionar caracteristicas deseables en el cultivo. Debido a esta
variabilidad es muy importante en un programa de mejoramiento genético conocer y
documentar esa variabilidad genética existente dentro de las poblaciones y entre ellas
(Basha y Sujatha 2007).

La limitada informacion generada en materia de mejora genética de la J.
curcas ha permitido identificar una serie de caracteristicas consideradas como
relevantes a ser estudiadas para el mejoramiento genético y la explotacion comercial
del cultivo. Entre estas caracteristicas destacan el rendimiento de las semillas, el
contenido de aceite, la tasa de floracion masculina vrs femenina, el incremento de la
ramificacion, la floracion temprana, la sincronizacion de la maduracién y la
adaptacion al estrés bidtico y abidtico. Por lo tanto, genotipos con rendimientos
consistentes, mejores practicas agricolas y la disponibilidad de clones uniformes en
grandes cantidades podrian asegurar el éxito de la plantacion de esta especie a gran
escala (Sudhakar et al. 2011).

En este sentido, Mufioz (2009), estudié las caracteristicas morfométricas de
cuatro ecotipos de J. curcas de Santa Elena, Manabi, Imbabura y Loja en Ecuador,
asociado a un sistema agroforestal con Tectona grandis. Las variables evaluadas
fueron altura, diametro de tallo, nimero de hojas y supervivencia. Los ecotipos que
presentaron mayor altura después de siete meses fueron el de Manabi y Loja, las
variables diametro y numero de hojas presentaron respuestas similares en los cuatro
ecotipos. El asocio de T. grandis con J. curcas, influyd negativamente en el
desarrollo morfoldgico debido a la opacidad proyectada por T. grandis. Ademas
Salinas et al. (2011) caracterizaron y estudiaron la diversidad genética de 18
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poblaciones de J. curcas en la Provincia de Manabi utilizando marcadores
moleculares ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats), encontrando que si existia
variabilidad genética considerable en la muestra analizada. Lo que indica que la
especie J. curcas constituye una fuente potencial de genes para planes de
mejoramiento, o también para buscar alelos relacionados con caracteristicas
agrondmicas deseables.

Machado y Suarez (2009) evaluaron en Cuba tres procedencias (Cabo verde,
Las Tunas y Spiritus) de J. curcas, en suelo ferralitico rojo lixiviado, en fase de
vivero, establecimiento y cosecha. Las variables evaluadas fueron altura de plantulas,
diametro de tallo y numero de hojas, siendo estadisticamente superior el material
procedente de Cabo verde. Pero en la produccion de frutos con tres semillas no
presentaron diferencias significativas, indicando que las tres procedencias alcanzaron
mas del 70%.

Pedraza y Cayon (2010), estudiaron la caracterizacién morfofisioldgica de J.
curcas variedad Brasil, cultivada en el departamento de Santander y Vichada en
Colombia. Las variables evaluadas fueron altura, nimero de tallos, area foliar, peso
foliar especifico, porcentaje y perfil de acidos grasos. Los resultados observados en
las dos zonas evaluadas no presentan diferencias significativas.

Con las diferentes técnicas de mejoramiento genético, el desarrollo de
sistemas de produccion, la introduccién de material genético de otros paises y el uso
de métodos biotecnoldgicos han permitido incrementar la produccion del grano desde
4000 — 9000 kg/ha y de aceite desde 1500 a 3500 kg/ha lo que hace que la especie J.
curcas tenga un gran potencial de produccion (Embrapa Agroenergia 2012).

2.4 Propagacion del cultivo

2.4.1 Propagacion sexual

Para la reproduccion sexual es necesario la existencia del sexo masculino y
femenino, que a través del proceso de polinizacion y su posterior fecundacion se
forma la semilla, que dar& origen a una nueva planta. Este método solo se da por
medio se semillas (Irigoyen y Cruz 2005).

La J. curcas es una especie generalmente propagada por semilla; durante la
época seca se observan dos picos de floracion, pero en las regiones humedas se
presenta durante todo el afio, y las semillas se maduran después de los tres meses de
floracion (Joker y Jepsen 2003). Heller (1996) menciona que la semilla cuando esta
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recién colectada presenta un porcentaje de germinacion cerca del 80% e inicia su
germinacion 10 dias después de su siembra. Los tratamientos pregerminativos que se
han utilizado en las semillas consistieron en la remocién parcial de la testa y el
remojo durante 24 horas.

La siembra de la semilla se puede hacer en camas de arena o directamente en
la bolsa con sustrato franco a franco arenoso, mezclado con abono organico. Las
plantulas deben permanecer en la cama de arena o en las bolsas durante 3 meses
hasta que alcancen una altura de 30 a 40 cm (Joker y Jepsen 2003).

2.4.2 Propagacion vegetativa

También llamada propagacion asexual, se da por la fragmentacion de la planta
madre, donde las plantas hijas son idénticas a la madre, ya que no existe intercambio
genético. Una forma sencilla de propagacidn consiste en la particion de secciones del
tallo, que una vez en contacto con el suelo consiguen enraizar. Las formas mas
utilizadas en este método de propagacion son por medio de estacas y esquejes,
injertos o propagacion de copas, usando acodos, raices y por el cultivo de tejidos
(Irigoyen y Cruz 2005). En este proceso se involucra solamente las divisiones
mitoticas de las células, reproduciendo toda la informacion genética del organismo
original (Mesén 1997).

La informacion obtenida en J. curcas sobre el uso de la propagacion
vegetativa es confusa y no aporta datos convincentes sobre la eficiencia del uso de
esta via con respecto al uso de plantulas de semilla. Por ejemplo; Mukherjee et al.
(2011) mencionan que las plantas de J. curcas propagadas por esquejes presentan una
baja longevidad y son mas susceptibles a enfermedades y a las sequias que los arboles
propagados por semilla. También, se ha reportado que plantas propagadas
vegetativamente presentan una reduccion en la produccion de semillas. En tanto,
Joker y Jepsen (2003) mencionan que este método de propagacion depende de la
finalidad que tenga la plantacion. La siembra se debe hacer en areas con buena
humedad, después del inicio del periodo de lluvia. Para lograr un buen
establecimiento de setos y plantaciones para el control de la erosién, se recomienda la
siembra directa de esquejes. Los esquejes de 30 cm de longitud son los de mayor
indice de supervivencia. Ademas, las plantas que son propagadas por este sistema,
muestran un crecimiento rapido y normalmente la produccion de semillas inicia en el
primer afio de su establecimiento.
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2.4.3 Micropropagacion de la especie

El cultivo de tejidos consiste en cultivar asépticamente diferentes explantes
constituidos por segmentos de un tejido u érgano que se extrae de la planta. En el
mismo sentido, la micropropagacion es practicamente una multiplicacién masiva in
vitro. Actualmente, la micropropagacion se practica con éxito en especies horticolas,
ornamentales y mas recientemente en especies lefiosas. Esta metodologia de
multiplicacion se ha utilizado en varias especies mostrando importantes ventajas en
comparacién con los sistemas convencionales de propagacion; las mas importantes
son (CIAT 1991):

> Incremento acelerado del nimero de plantas derivadas por genotipo.

> Posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una
superficie reducida, a bajo costo y en tiempos econdémicamente
costeables.

» Mayor control sobre la sanidad del material que se propaga.

Facilidad para transportar el material in vitro de un pais a otro.

» Posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual sélo
existan pocos individuos.

A\

Estos autores sugieren tres pasos fundamentales para micropropagar
eficientemente una especie: el establecimiento aséptico del cultivo, su multiplicacion
y el enraizamiento seguido de la preparacion del indculo para su trasplante al suelo.

Las técnicas de cultivo de tejidos y biologia molecular son herramientas
poderosas de la biotecnologia que pueden complementar el mejoramiento genético
convencional, contribuyendo a acelerar la mejora de los cultivos y responder a la
demanda por disponibilidad de clones uniformes en grandes cantidades. El cultivo in
vitro de meristemos, apices y yemas axilares estimula el desarrollo de las yemas
existentes permitiendo la formacion de una planta por cada yema presente (CIAT
1991). Sin embargo, el cultivo in vitro puede explotar la flexibilidad de las células
vegetales y dependiendo de la competencia propia o inducida de las mismas células
se puede dar la regeneracion directa o indirecta (Mukherjee et al. 2011). Los
métodos de regeneracion directa consisten en la formacion de drganos, es decir,
brotes y raices (organogénesis); o bien, de embriones somaticos o asexuales
(embriogénesis somética) de manera directa sin la formacion de callo. Los métodos
indirectos de regeneracion a partir de organogénesis o de embriogénesis somatica son
mediados por la formacién previa de callo. La regeneracion de plantas directamente
de los explantes o a partir de callo por medio de la organogénesis o embriogénesis
somatica es utilizada como una alternativa en los métodos de propagacion (CIAT
1991).
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En J. curcas varios autores han hecho una revision exhaustiva de los métodos
propagacion in vitro utilizando &pices, yemas axilares, hojas
cotiledonares y hojas verdaderas, segmentos de hipocotilo y epicétilo, asi como

usados

embriones cigoticos maduros e inmaduros (Mukherjee et al. 2011).

para la

muestra esta informacion.

Cuadro 3. Estudios sobre el cultivo de tejidos de Jatropha curcas L.

El Cuadro 3

Tipo de explante

Modo de regeneracion

PGRs + medio

Referencias

Yemas axilares

Yema axilar y
segmento de hoja

Hipocotilo, peciolo y
segmento de hoja

Apices

Peciolo
Segmento de hoja

Yemas axilares

Embrién inmaduro

Hoja cotiledonar
Segmentos nodales
Epicotilo

Apices

Segmentos foliares
Epicétilo e hipocotilo

Hojas
Hojas e hipocaotilo

Yema axilar

Organogénesis directa

Multiplicacion adventicia de
brotes por regeneracion directa

Regeneracion via brotacion
adventicia, enraizamiento in vitro

Organogénesis, enraizamiento de
brotes in vitro

Induccién directa de brotes
Brotacion adventicia

Regeneracion directa de brotes

Organogénesis indirecta
(mediante callos)

Regeneracion directa de brotes
Formacién mdltiple de brotes

Organogénesis directa y
diferenciacion de brotes a partir
de callo

Induccion de brotes con
formacion de callos en la base

Embriogénesis somatica

Organogénesis directa e indirecta

Regeneracion de embriones
somaticos

Callos y suspension de cultivo

Induccidn a la brotacion multiple

BA; Kn + IBA + sulfato de
adenina

TDZ, BA, IBA

BA +IBA

BAP, AIA, Sulfato de
adenina, Glutamina

TDZ, Kn, BAP, ANA
TDZ, BAP, IBA
BA, IBA + Sulfato de

adenina + Glutamina +
Acido citrico

BA + Kn+ IBA + PVP +
acido citrico

TDZ , Kn, BAP, ANA
BAP, Kn, AIA

BA + AlIB

BAP , GA,

Kn, AIB , Sulfato de adenina

TDZ, Kn, AIB

MS sales y B5 vitaminas +
BA + AIA

2,4-D + 2% leche de coco

BAP + AIB

Datta et al. (2007)

Sujatha et al.
(2005)

Sujatha y Mukta
(1996)

Rajore y Batra
(2005)

Kumar y Reddy
(2010)

Deore y Johnson
(2008)
Shrivastava y
Banerjee (2008)

Varshney y
Johnson (2010)

Kumar et al.
(2010a)
Kalimuthu et al.
(2007)

Qin et al.(2004)

Purkayastha et al.
(2010)

Jha et al. (2007)

Kaewpoo y Te-
chato (2010)
Sardana et al.
(2000)

Soomro y Memon
(2007)

Thepsamran et al.
(2007)

Fuente: Elaboracion propia en base a las referencias citadas.
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De igual forma el Cuadro 4 muestra un resumen segin Samson et al. (2011)
donde incluye datos de duracién del cultivo, porcentaje de regeneracion, nimero de
brotes y las respectivas referencias.

Cuadro 4. Tiempo de cultivo, porcentaje de éxito y numero de brotes por explante
durante la regeneracion de J. curcas a partir de diferentes tipos de érganos.

Tipo de Técnica in vitro Duracion Regeneracion  N° de Referencias
explante (semanas) (%0) brotes
Apices Multiplicacion 2-3 100 6,2 Purkayasthe et al.
conforme 2010
Yemas Multiplicacion 4-8 95-100 30,0 Datta et al. 2007
axilares conforme
Hipocotilo Regeneracion 4-6 67 - Sujatha y Reddy
2000
Epicétilo Regeneracion 2-4 38 - Qin et al. 2004
Peciolo Regeneracion 4-6 50 - Sujatha y Reddy
2000
Hojas Regeneracion 4-8 60-90 18,8 Khurana-Kaul et
al. 2010 y Sujatha
y Reddy 2000
Cotileddn Embriogénesis 6-8 50-93 26,2 Kumar et al. 2010b
somatica

Fuente: Elaboracion propia en base a las referencias citadas.

Aunque existen muchos resultados sobre la micropropagacion de J. curcas y
la produccion de brotes a partir del cultivo de apices, yemas axilares y a través de la
regeneracion directa o indirecta de brotes, la literatura muestra pocas evidencias sobre
condiciones de cultivo repetibles para el buen desarrollo y enraizamiento de los
brotes. Ademas, la informacién referente a la recuperacion de plantas durante la
aclimatacion es escasa. Por lo tanto, esta investigacion serd basada en mejorar las
condiciones de cultivo que favorezcan el desarrollo longitudinal de los brotes
producidos a partir de la organogénesis indirecta de fragmentos de hojas y de yemas
axilares preexistentes de J. curcas. Asimismo, se profundizara en el estudio de las
condiciones de cultivo que permitan favorecer la induccién y desarrollo de raices y la
sobrevivencia de las plantas durante la aclimatacion.
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2.5 Conservacion de germoplasma

Las estrategias de conservacion de germoplasma son de gran importancia en
los programas de mejoramiento genético y gestion de las especies de interés
econdmico, social y ambiental. Existen diferentes formas de conservacion: 1. La
conservacion in situ en la cual la especie de interés se conserva en su sitio de origen
(Maxted et al. 1997); esta forma de conservacion mantiene las combinaciones
genéticas especificas y una continua evolucion, por lo que permite conservar la
especie, su entorno y las interacciones entre ellas (Baena 2003). 2. La conservacion
ex situ que consiste en la conservacion de muestras genéticamente representativas de
las especies o cultivos, que se mantienen viables a través del tiempo, fuera de su
habitat natural o lugar de cultivo, en ambientes controlados y con el apoyo de
tecnologias adecuadas (Frankel y Solulé 1992). Esta otra forma de conservacion
permite el almacenamiento de germoplasma utilizando varias estrategias como
bancos de semillas, bancos genéticos in vitro, colecciones de campo y jardines
botanicos (Carneiro 2000). Ambas estrategias permiten favorecer la conservacion de
especies vulnerables a procesos de erosion genética (Carneiro 2000).

La informacion existente sobre la conservacion de J. curcas es muy escasa y
es limitada al tratamiento de semillas. Algunos autores mencionan que las semillas en
almacenamiento pierden el 50% de su viabilidad después de 15 meses (Joker y Jepsen
2003). Otros indican que las semillas de J. curcas se pueden almacenar durante un
afio con un contenido de humedad entre el 5y 7% (Toral et al. 2008). En tanto que
Verma y Gaur (2009) dicen que las semillas de J. curcas son ortodoxas y pueden
secarse y almacenarse en condiciones de baja humedad, se contradicen al mencionar
que debido al alto contenido de aceite no puede esperarse su almacenamiento por
largos periodos de tiempo. Lo anterior hace suponer que posiblemente las semillas
de esta especie mas bien presentan una condicién de recalcitrancia intermedia.

2.5.1 Conservacion in vitro

La conservacion utilizando métodos in vitro se logra haciendo cambios en el
ambiente de cultivo para desacelerar o suprimir parcial o totalmente el crecimiento de
las células y de los tejidos. Existen dos sistemas basicos de conservacion in vitro:

1. La conservacion a corto o mediano plazo que tiene por objetivo aumentar al
méaximo el periodo de transferencia del cultivo mediante la limitacidn del crecimiento
hasta tasas minimas. Esta forma de conservacion se logra mediante la reduccién de la
temperatura de cultivo, o manipulando las concentraciones de nutrimentos,
reguladores del crecimiento y el uso de sustancias osmoticamente activas (CIAT
1991).
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2. La conservacion a largo plazo o crioconservacion que consiste en la
preservacion del material biologico mediante la inmersion en nitrégeno liquido a una
temperatura de -196 °C, o en forma de vapor alrededor de -170 °C. Cuando el
material bioldgico es sometido a estas bajas temperaturas, las células se congelan y se
mantienen en un estado de latencia. Los procesos metabolicos cesan y el material
puede permanecer almacenado indefinidamente sin cambios en su estructura
(Engelmann 1991; Abdelnour 1999). En general, el material vegetal que se usa para
la crioconservacién a temperaturas ultrabajas son los apices caulinares, meristemos,
anteras, embriones, protoplastos, callos y suspensiones celulares (CIAT 1991).

Engelmann (1991) indica el uso de tres técnicas de crioconservacion: 1. El
encapsulamiento/deshidratacion, en la cual el explante es cultivado en un gel de
alginato de calcio durante varios dias usando medios con alta concentracion de
sacarosa, desecando parcialmente bajo flujo laminar o silica gel, seguido de la
congelacion lenta o rapida del explante encapsulado. 2. La vitrificacion es una técnica
que se ha desarrollado recientemente usando suspensiones celulares, protoplastos,
embriones somaticos y meristemos de varias especies. En el proceso de vitrificacion
el material se congela muy rapido con el fin de que el agua se vitrifique, siendo
necesario realizar un pretratamiento en un medio altamente concentrado para
garantizar la crioproteccion del explante. Este mismo autor menciona una tercera
técnica que consiste en la congelacion de suspensiones celulares y embriones
somaticos utilizando un congelador comercial. Las muestras son sometidas a un
pretratamiento utilizando altas concentraciones de sacarosa, posteriormente son
almacenadas en un congelador comercial a -20 °C durante 24 horas, seguido de la
inmersion en nitrogeno liquido. Esta técnica de crioconservacion fue desarrollada con
material de café, obteniendo como respuesta una viabilidad del 50%.

La literatura registra solo dos trabajos relacionados a la crioconservacion de
semillas de J. curcas; en uno de ellos se logro el 63,2% de germinacién cuando las
semillas fueron congeladas directamente en nitrégeno liquido y nitrégeno en forma
de vapor durante diferentes periodos de tiempo (Goldfarb et al. 2010); en el otro se
obtuvo un 78,6% de germinacion cuando las semillas fueron congeladas a -196 °C
(Silva et al. 2011)

Teniendo en cuenta que las semillas de J. curcas no pueden ser almacenadas
en bancos de semilla por mas de un afio debido a la pérdida de su viabilidad, se
propone en esta investigacion el uso de la crioconservacion como una técnica de gran
potencial para la conservacién a largo plazo de esta especie utilizando las semillas y
otros propagulos para el desarrollo experimental.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del estudio

La presente investigacion se realizé en los Laboratorios de Biotecnologia del
Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE), en Turrialba,
Costa Rica. Este trabajo de investigacion se desarroll6 de enero a diciembre del 2012.

3.2 Material vegetal

El material vegetal de J. curcas que se utiliz para la experimentacion tiene
diferentes fuentes: Plantulas germinadas in vitro provenientes de semillas del Banco
de Semillas Forestales del CATIE (BSF-CATIE) y segmentos de hojas tomadas de
plantas madre de dos procedencias establecidas en el invernadero: la variedad tdxica
catalogada como Nicaragua 196/07A por el BSF-CATIE y una variedad de baja
toxicidad procedente de la comunidad de Papantla en Veracruz, México. Igualmente
se utilizaron semillas procedentes de fuentes semilleras ubicadas en Buenos Aires de
Osa en Puntarenas, Costa Rica, aportadas por el BSF-CATIE para los experimentos
de crioconservacion.

3.3 Manejo de las plantas madre de J. curcas

El material vegetal ya establecido en invernadero fue tratado con fertilizacion
granular (10 — 30 - 10) a razén de 20 gramos por planta, cada 4 meses y con la
aplicacion de Bayfolan® y Nitrofoska® como fertilizante foliar en dosis de 2,5 ml/I
cada dos semanas. Para el control fitosanitario se utiliz6 Benlate® y Agrimicin®
como fungicidas sistémicos y Manzate® como fungicida de contacto en dosis de 3,0
g/l con aplicaciones cada 3 meses. Estos tratamientos fueron aplicados de manera
alterna. También se realiz6 un control de podas durante cada ciclo de introduccion in
vitro de explantes. El riego de las plantas se hizo manualmente dos dias por semana.
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3.4 Establecimiento de cultivos in vitro

3.4.1 Induccion de brotes axilares a partir plantulas in vitro

3.4.1.1 Tipo de explante

Como explantes se utilizd segmentos de nudo cotiledonar de 1,5 cm de
longitud que fueron aislados de plantulas de 4 semanas de edad obtenidas por la
germinacion de semillas in vitro. Para esto, las semillas se escarificaron manualmente
y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 100% (v/v — 3,5%) durante 30 minutos,
seguido de 3 enjuagues con agua estéril. Luego, las semillas se cultivaron en tubos de
vidrio de 2,5 x 15 cm, con un contenido de 10 ml del medio de cultivo de Murashige
y Skoog — MS (1962), suplementado con 30 g de sacarosa, el pH se ajusté a 5,7 y el
medio fue solidificado con 7,0 g de agar antes de la esterilizacion en autoclave a 121
°C durante 20 minutos. El cultivo se realiz6 dos semanas en oscuridad y dos semanas
con un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, con una temperatura de
27+2 °C.

3.4.1.2 Induccidn de brotes

Los segmentos nodales fueron colocados verticalmente en un medio de cultivo
MS al 100% de su composicién basica, suplementado con 3% de sacarosa. Para
determinar la capacidad de produccion de brotes se us6 como regulador del
crecimiento la 6- Bencil aminopurina (BAP) en concentraciones de 0,25 y 0,50 mg/I.
Se utilizd 30 repeticiones por tratamiento y un frasco “Gerber” con una microestaca
como unidad experimental. Los cultivos fueron llevados a un cuarto de crecimiento
con un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad y una temperatura de 27 +2
°C durante 4 semanas.

3.4.1.3 Desarrollo de brotes

Los brotes de mayor longitud (>5 mm) fueron aislados y cultivados en
diferentes medios de cultivo para estimular su desarrollo. Se evalué el efecto de dos
medios de cultivo el MS y el Woody Plant Medium-WPM (Lloyd y Mccown 1980)
en una concentracion del 100% de su formulacién en sales minerales, vitaminas y
hierro. Estos medios fueron suplementados con, caseina hidrolizada (100 — 200 mg/l),
y glutamina (150 mg/l), dos fuentes de nitrogeno reducido importantes en el
desarrollo de los brotes. Los experimentos se evaluaron con un disefio completamente
al azar con arreglo factorial 2x2 bajo modelos lineales generales y mixtos. Consistio
en 38 repeticiones por tratamiento. Los cultivos permanecieron bajo un fotoperiodo
de 12 horas luz, 12 horas oscuridad y una temperatura de 27+2 °C.
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3.4.1.4 Enraizamiento

La induccion de raices de los brotes se realiz6 durante 96 horas en el medio
MS (50%) liquido y sacarosa al 3%, en cuatro tratamientos: 1) 3,0 y 5,0 mg/l de &cido
indolacético (AIB) por separado; 2) 3,0 y 5,0 mg/l de AIB en combinacién de 1,0
mg/l de AlA y 3,5 mg/l de &cido naftalenacético (ANA). Posterior a la induccion, los
brotes fueron transferidos a un medio semisolido para la expresion de raices (MS
50%, sacarosa 3%, y 0,25 g/l de carbon activado) durante 4 semanas. Cada
tratamiento consistio en 12 repeticiones.

Con el fin de mejorar la regeneracion de raices se cultivaron los brotes durante
42 horas en un medio liquido de induccion constituido del medio MS al 50% en dos
tratamientos: 1) 3,0 mg/l de AIB sola; 2) 3,0 mg/l de AIB en combinacion de 1,0
mg/l de AlA y 3,5 mg/l de ANA. Posterior al cultivo de los brotes en un medio de
induccidn, estos son transferidos a un medio semisdlido para la regeneracion de las
raices (MS 50% semisolido, 3% sacarosa, y 0,25 g/l de carbédn activado) durante 4
semanas. Cada tratamiento consistio en 7 repeticiones.

3.4.1.5 Aclimatacion

Las plantas con raices fueron extraidas de los frascos de cultivo, el exceso del
medio fue eliminado de las raices mediante su lavado con agua corriente.
Seguidamente las plantas fueron sembradas manualmente en pellets (Jiffy®) con
ayuda de una pinza. Las plantulas se colocaron en bandejas bajo un tunel de plastico
con riego automatico por aspersion, aplicado dos veces al dia durante un minuto cada
vez para lograr una humedad relativa cercana al 100%.

3.4.2 Induccién de brotes adventicios a partir de hojas

3.4.2.1Tipo de explante

Como explante se utiliz6 hojas de J. curcas en diferentes estados de madurez tomadas
de plantas de 3 afios de edad establecidas en el invernadero.

3.4.2.2 Desinfeccion de explantes

Las hojas fueron desinfectadas mediante un lavado superficial con agua
corriente, seguido de una inmersion en hipoclorito de sodio al 25% (v/v — 3,5%)
durante 25 minutos. Finalmente se realizd 3 enjuagues con agua estéril en la campana
de flujo laminar. Los bordes de las hojas se eliminaron con un bisturi y segmentos de
hoja de 1 cm? fueron cultivados con el envés hacia el medio de cultivo.
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3.4.2.3 Induccion de callo organogénico

La induccion de callo organogénico se realiz6 utilizando como base las
condiciones de cultivo definidas por Tejedor (2010). Se usé el medio MS 100%,
suplementado con 2,0 mg/l de BAP, 1,0 mg/l de AIB, 3% de sacarosa 'y 7,0 g de agar
como gelificante; el pH se ajustd a 5,7.

Para determinar la capacidad de induccion de callo organogénico se utilizaron
dos variedades, una téxica (T) y otra de baja toxicidad designada como no toxica
(NT); dos tipos de hojas, semimaduras (SM) y juvenil (J). Este experimento se
analizd con modelos lineales mixtos para determinar que la variable de respuesta es
una variable binomial. Los cultivos permanecieron en un cuarto de crecimiento con
una temperatura de 27+2 °C en la oscuridad, durante 4 a 6 semanas hasta la
formacién de callos con presencia de meristemoides y algunos brotes.

Con el fin de optimizar el proceso de induccion de callo organogénico se
evalué dos concentraciones de BAP (2,0 — 5,0 mg/l) en combinacién de tres
concentraciones de AIB (0,0 — 0,5 — 1,0 mg/l) en hojas SM y J de la variedad toxica
Se utilizé 70 repeticiones por tratamiento y se establecié un disefio completamente al
azar con arreglo factorial 3x2.

En otro experimento se evalud el efecto de diferentes concentraciones de BAP
y Kinetina (2,0 — 5,0 — 7,0 y 10,0 mg/l) utilizadas cada una por separado y en
combinacion del AIB en dos concentraciones (0,0 — 0,5 y 1,0 mg/l) sobre la
induccion de callo organogénico en hojas semimaduras (SM) de la variedad toxica. El
experimento consistio de 20 repeticiones por cada tratamiento y se establecid un
disefio completamente al azar con arreglo factorial 3x4 (Cuadro 5).

Cuadro 5. Efecto de diferentes concentraciones de BAP y Kinetina en combinacion
del AIB sobre la induccion de callo organogénico en hojas semimaduras

de J. curcas.
BAP(mg/l) AIB (mg/l)
0.0 0.5 1.0
2,0 20 Rep. 20 Rep. 20 Rep.
50 20 Rep. 20 Rep. 20 Rep.
7,0 20 Rep. 20 Rep. 20 Rep.
10,0 20 Rep. 20 Rep. 20 Rep.
Kinetina(mg/l)
2,0 20 Rep. 20 Rep. 20 Rep.
5,0 20 Rep. 20 Rep. 20 Rep.
7,0 20 Rep. 20 Rep. 20 Rep.
10,0 20 Rep. 20 Rep. 20 Rep.
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3.4.2.4 Regeneracion de brotes

Para determinar la capacidad de regeneracion de brotes adventicios de J.
curcas se utilizaron los callos organogénicos provenientes de la fase de induccion.
Estos callos fueron subcultivados en el medio de regeneracion establecido por
Tejedor (2010) y constituido de un MS (100 %) suplementado con 2,0 mg/l de BAP y
0,5 mg/l de AIB, 3% de sacarosa y como agente gelificante se utilizé 7,0 g de agar. El
pH fue ajustado a 5,7. Se evalud el potencial de regeneracion de brotes de las hojas
juveniles (J) y semimaduras (SM) de las variedades toxica (T) y de baja toxicidad
(NT) de J. curcas. Se realizé un disefio completamente al azar con un arreglo
factorial 2x2.

3.4.2.5 Desarrollo de brotes

Los mejores brotes que resultaron de los callos de hojas semimaduras de la
variedad toxica fueron inoculados en un medio MS 100%, suplementado con BAP
(0,25 mg/l) y AIA (0,25 mg/l) cada uno por separado en combinacion de tres
concentraciones (0,0 — 0,25 — 0,5 mg/l) de acido giberélico (GA3). Se utilizé 3% de
sacarosa, 7,0 g de agar y un pH de 5,7. El experimento consistio en 5 repeticiones
por tratamiento y se establecié un disefio experimental completamente al azar con
arreglo factorial 2x3

3.4.2.6 Enraizamiento

Los brotes que alcanzaron una longitud mayor a 0,5 cm fueron sometidos a
diferentes experimentos de induccién de raices en los que se utilizé el medio MS al
50% liquido, 3% de sacarosa en dos tratamientos: 1) 3,0 mg/l de AIB sola; 2) 3,0
mg/l de AIB en combinacion con 1,0 mg/l de AIA y 3,5 mg/l de ANA durante 42
horas. Posterior a la inmersion de los brotes en el medio de induccion, estos fueron
transferidos a un medio semisolido MS 50%, 3% de sacarosa, pH a 5,7 durante 4
semanas. Se establecieron 8 repeticiones por tratamiento.

3.4.2.7 Aclimatacion de plantas

Las plantas con raices fueron extraidas de los frascos de cultivo y se elimind
el exceso de medio de cultivo de las raices mediante su lavado con agua corriente.
Seguidamente las plantas fueron sembradas manualmente en pellets (Jiffy®) con
ayuda de una pinza. Las plantas se colocaron en invernadero bajo tdnel de plastico
con riego automatico por aspersion aplicado dos veces al dia durante 2 minutos cada
vez para lograr una humedad relativa cercana al 100%.
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3.5 Crioconservacion

La experimentacion en crioconservacion se realizd utilizando técnicas
simplificadas de crioconservacion como la desecacion y congelacion répida en
nitrogeno liquido (-196 °C) de semillas completas y embriones cigéticos aislados y la
vitrificacion de estos embriones.

3.5.1 Técnica de desecacion y congelamiento rapido de semillas

Se utilizaron semillas maduras de J. curcas aportadas por el BSF-CATIE. En
el laboratorio no se utilizéd ningun procedimiento de desecacién debido a que estas
semillas fueron sometidas previamente a secado al ambiente durante una semana en
las instalaciones del BSF-CATIE.

3.5.1.1 Determinacién del contenido de humedad (CH) de las semillas

El contenido de humedad de las semillas fue determinado previo a los
tratamientos de crioconservacion mediante la formula siguiente:

cur =225 100
~~pr °*

El peso fresco (PF) corresponde al peso de las semillas después de la fase de
secado al ambiente. El peso seco (PS) corresponde al peso de las semillas después de
un periodo de secado en estufa a 170 °C durante 17 horas.

3.5.1.2 Escarificacion de las semillas
Las semillas fueron escarificadas manualmente por eliminacion de la testa.
3.5.1.3 Congelacion rapida en nitrogeno liquido (-196 °C)

Las semillas escarificadas fueron colocadas en criotubos, en tres réplicas de
10 semillas cada una. Posteriormente los criotubos fueron colocados directamente en
el tanque de nitrégeno liquido a una temperatura de -196 °C, donde permanecieron 24
horas.
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3.5.1.4 Descongelamiento rapido

Los criotubos fueron sacados del nitrégeno liquido y colocados en un bafio de
Maria a 40 °C para su descongelamiento.

3.5.1.5 Recuperacion

Después del descongelamiento todas las semillas fueron desinfectadas en una
solucion de hipoclorito de sodio al 100% (v/v — 3,5%) durante 30 minutos, seguido de
tres enjuagues con agua estéril para su posterior siembra. Se evalud la recuperacion
del crecimiento en condiciones de germinacion in vitro y en condiciones de
germinacion del BSF. En ambos casos se utilizé tres replicas de 10 semillas cada una.
Para la germinacion in vitro de las semillas, estas fueron colocadas en tubos de
cultivo conteniendo el medio de germinacion de las semillas previamente descrito.
Seguidamente, las muestras fueron colocadas en condiciones de oscuridad durante
una semana antes de su cultivo en presencia de luz.

La germinacion en el BSF consistio en la siembra de las semillas en cajas
plasticas con arena las que fueron colocadas en un cuarto de germinacion con un
fotoperiodo de 24 horas luz, una temperatura de 30 °C y una humedad relativa del
90%, durante dos semanas. Los experimentos se realizaron bajo un disefio
completamente al azar con arreglo factorial 2x2.

3.5.2 Desecacidn y congelamiento rapido de embriones cigoticos

3.5.2.1 Desecacion de los embriones cig6ticos

Los embriones cigéticos fueron aislados de las semillas después de su
escarificacion y desinfeccién en la camara de flujo laminar, como fue descrito.
Seguidamente los embriones fueron colocados sobre cajas Petri que contenian 10
embriones cada una y colocadas bajo el flujo laminar para evaluar el efecto de tres
tiempos de desecacion (0, 30 y 60 minutos) sobre la sobrevivencia a la congelacion
en nitrogeno liquido. Se utilizaron 3 réplicas de 10 ejes por tratamiento.

3.5.2.2 Determinacion del contenido de humedad de los embriones cigoticos

El contenido de humedad de los embriones fue determinado antes y después
de la desecacion segun la formula siguiente:
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cur = 2E =P 100
~~pr °*

El peso fresco (PF) de los embriones fue tomado antes de la desecacion en el
flujo laminar y el peso seco (PS) después de la desecacion.

3.5.2.3. Congelamiento en nitrégeno liquido

Luego de la desecacion las muestras de 10 embriones cada una fueron
colocadas en criotubos de 2 ml y congeladas rapidamente en nitrégeno liquido (-196
°C). Estas muestras permanecieron 5 dias en congelamiento.

3.5.2.4 Descongelacion rapida

Después de la congelacion los embriones fueron descongelados rapidamente
en un bafio Maria a 40 °C.

3.5.2.5 Recuperacion del crecimiento

a) Los embriones descongelados fueron cultivados en un medio semisélido MS
(100%) con 3% de sacarosa y 7,0 g de agar. Los cultivos fueron colocados en
un cuarto oscuro durante dos semanas y posteriormente pasados a un cuarto
con un fotoperiodo de 12 horas luz 12 horas oscuridad y temperatura de 27 +
2 °C durante dos semanas.

b) En este experimento se utilizd un disefio completamente al azar con arreglo
factorial 3x2.

3.5.3 Técnica de Vitrificacion de embriones cigéticos

3.5.3.1 Precultivo

Los embriones fueron cultivados durante 15 dias en el medio de germinacion
(semisolido) suplementado con una alta concentracion de sacarosa (0,3M) para el
preacondicionamiento celular.

3.5.3.2 Pretratamiento

Los embriones fueron transferidos a concentraciones crecientes de sacarosa
(0,3-0,5-0,75 M) en el medio de germinacion semisoélido, durante 24 horas.
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3.5.3.3 Vitrificacion
La vitrificacion se realizé en dos pasos:

1) La inmersion de las muestras en la solucién de descarga (solucion
loading), constituida por el medio de germinacion liquido, suplementado
con 2,0 M de glicerol y 0,4 M de sacarosa como sustancias
crioprotectoras. En este medio los embriones permanecieron durante 20
minutos.

2) Seguidamente, la solucion loading es eliminada de las muestras y
sustituida por la solucion vitrificadora conocida como PVS2, que consiste
en el medio MS con 0,4 M de sacarosa, 30% de glicerol (v/v), 15 % de
etilenglicol (v/v) y 15 % de DMSO (v/v). Las muestras permanecieron en
la solucion PVS2 durante 15 minutos.

Tanto la solucion loading como la solucién de vitrificacion son agregadas en
un bafio de hielo a 0 °C. Como variables se evalud el efecto de diferentes
concentraciones de la solucion PVS2 (60 — 80 — 100%) sobre la supervivencia de los
embriones a la congelacion en nitrégeno liquido.

3.5.3.4 Congelamiento en nitrégeno liquido

Los embriones fueron sacados del bafio de hielo y colocados directamente en
el nitrogeno liquido a -196 °C durante 24 horas.

3.5.3.5 Descongelamiento rapido

Los criotubos fueron sacados del tanque de nitrogeno y descongelados en un
bafio Maria a 40 °C.

3.5.3.6 Lavado de las muestras y recuperacion

Las soluciones utilizadas durante la vitrificacion son altamente concentradas y
por lo tanto también son muy toxicas, razon por la cual las muestran fueron lavadas
dos veces, durante 2 min cada lavado, en una solucion de 1,2 M de sacarosa antes de
la recuperacion. La recuperacion se hizo gradualmente mediante el subcultivo de las
muestras al medio MS 100% con 0,75 M de sacarosa durante 1 hora; seguidamente se
transfirieron al medio MS 100% con 0,3 M de sacarosa donde permanecieron 24
horas y finalmente fueron subcultivados al medio MS 100% con 0,1 M de sacarosa
donde permanecieron a la oscuridad durante una semana.
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Se utilizaron 3 réplicas en cada tratamiento y se establecieron réplicas control
en cada una de las fases que fueron llevadas a germinacion para poder evaluar el
efecto de cada tratamiento sobre la supervivencia y recuperacion del crecimiento. En
este experimento se utilizd un disefio completamente al azar con arreglo simple de
tratamientos.

3.6 Andlisis estadistico

En los ensayos se realiz6 un Disefio Completamente Aleatorizado (DCA) con
0 sin un disefio factorial de los tratamientos y se realizd un andlisis de varianza
(ANDEVA) y pruebas de Fisher para la comparacion de medias.

3.6.1 Variables de estudio durante la micropropagacion

3.6.1.1 Desarrollo y alargamiento de brotes
a) Longitud de brotes

Se registré la medicion del brote en mm desde la insercion hasta el extremo
superior y se promedio por cada unidad experimental.

b) NUmero de brotes por explante

Se registré el nimero de brotes por cada explante y se promedié por cada
unidad experimental.

3.6.1.2 Enraizamiento de brotes
a) Enraizamiento

Se registro el porcentaje de enraizamiento de los brotes y se promedid por
cada unidad experimental.

b) Numero de raices por explante

Se registrd el nimero de raices por cada brote y se promedi6 por cada unidad
experimental.
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¢) Longitud de raiz

Se registro la longitud en mm de cada raiz y se promedié por cada unidad
experimental.

3.6.1.3 Aclimatacion

Se registro la supervivencia de las plantas.

3.6.2 Variables de estudio durante la crioconservacion

a) Supervivencia

Se registrd el porcentaje de los cultivos que sobrevivieron después de cada
fase.

b) Germinacion

Se registré el porcentaje de cultivos que lograron germinar en la fase de
recuperacion.

¢) Desarrollo

Se registrd el desarrollo presentado por las plantulas en la fase de
recuperacion.

d) Longitud

Se registro la longitud de las plantulas en la fase de recuperacién.
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4. RESULTADOS

4.1 Induccion de brotes axilares a partir plantulas in vitro

4.1.1 Induccidén de brotes

El cultivo de nudos cotiledonares para la induccion de brotes axilares mostro
diferencias significativas con las concentraciones de 0,25 mg/l y 0,5 mg/l de BAP. El
mayor efecto se observd con 0,5 mg/l de BAP, concentracion que permitié un
promedio de 2,06 brotes por explante. Comparativamente, en presencia de 0,25 mg/l
de esta citocinina sélo se desarroll6 1,53 brotes/explante (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de la BAP sobre el desarrollo de brotes axilares en segmentos
nodales de J. curcas, variedad tdxica. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes (LSD Fisher; p< 0,05).

4.1.2. Desarrollo de brotes

Aunque el uso de diferentes concentraciones de caseina hidrolizada en los
medios MS y WPM manifiestan diferencias significativas, la longitud alcanzada en
el desarrollo de los brotes es limitada. Se observé que el medio MS suplementado
con 100 mg/l de caseina hidrolizada favorecié el crecimiento en longitud de los
brotes (6,4 mm) en comparacion con los brotes cultivados en el medio WPM en la
misma concentracion de caseina hidrolizada que alcanzaron una longitud de 3,6 mm.
En ambos medios de cultivo el aumento en la concentracion de caseina no incremento
la longitud de los brotes (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de los medios de cultivo MS y WPM suplementados con caseina
hidrolizada sobre el crecimiento de brotes axilares de J. curcas, variedad
No toxica. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (LSD Fisher; p<0,05).

4.1.3 Enraizamiento

La induccién de raices en medio liquido con auxina durante 96 horas y el
subcultivo posterior de los brotes a un medio semisolido sin auxina no tuvo una
buena respuesta en la regeneracion de raices de los brotes de J. curcas. Los mejores
porcentajes de enraizamiento se observaron con 3,0 mg/l de AIB (25%), la
combinacién de AIB (3,0 mg/l), AIA (1,0 mg/l) y ANA (3,5 mg/l) resultd en un
enraizamiento (8,3%) mucho inferior (Cuadro 6).

Aunque el mayor niumero de raices (0,5) se observd con la combinacion de
las tres auxinas (AIB — AlIA - ANA), la longitud de las raices fue significativamente
superior (173,3 mm) al utilizar solo 3,0 mg/l de AIB (Figura 4A). La concentracion
de 5,0 mg/l de AIB sola o en combinacion no tuvo efecto sobre el enraizamiento de
los brotes.

Cuadro 6. Efecto de la induccién de raices durante 96 horas con AIA, AIA y ANA
sobre el enraizamiento de J. curcas, variedad toxica.

Auxinas (mg/l) Enraizamiento  N° de raices Longitud de
AIB AlA ANA (%) raices (mm)
3,0 0,0 0,0 250a 0,2a 173,3a
3,0 1,0 3,5 8,3b 0,5a 28,3b
5,0 1,0 3,5 0,0b 0,0a 0,0b
5,0 0,0 0,0 0,0b 0,0a 0,0b

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p< 0,05).
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La induccion de raices en los mejores tratamientos del Cuadro 6, pero esta vez
durante 42 horas mejoro significativamente el enraizamiento de los brotes (50%) y la
longitud de las raices (98,6 — 100,7 mm) segin se muestra en el Cuadro 7 y la Figura
4(B-C).

Cuadro 7. Efecto de la induccién de raices durante 42 horas con AIB, AIA y ANA
sobre el enraizamiento de J. curcas, variedad toxica.

Auxinas (mg/l) Enraizamiento  N° de raices Longitud de
AIB AlA ANA (%) raices (mm)
3,0 0,0 0,0 285b 0,4a 100,7 a
3,0 1,0 3,5 50,0 a 10a 98,6 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p < 0,05).

Figura 4. Regeneracion de raices a partir de segmentos nodales de J. curcas. A)
Desarrollo de raices con una induccion de 96 horas con 3,0 mg/l AIB. B) y
C). Desarrollo de raices con una induccion de 42 horas con 3,0 mg/l AlB,
1,0 mg/l de AlA'y 3,5 mg/l de ANA.

4.1.4 Aclimatacion

Las plantas enraizadas presentaron una supervivencia del 13,6% durante la
aclimatacion. Este bajo porcentaje podria ser atribuido a tiempos muy largos de
riego, ya que se utilizé un riego de 2 minutos 3 veces al dia.

4.2 Induccién de brotes adventicios a partir de hojas

4.2.1 Induccidn de callo

Las variedades (T y NT) y el estado de madurez de las hojas de J curcas
utilizadas en el medio de cultivo establecido por Tejedor (2010), no presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos para la formacion de callo

organogénico en presencia de 2,0 mg/l de BAP y 0,5 mg/l de AIB (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Efecto de la variedad y el estado de madurez de la hoja sobre la formacién
de callo organogénico en J. curcas.

Variedad Estado de madurez de  Callo organogénico (%)
la hoja
No tdxica (NT) J 71,0+30a
No toxica (NT) SM 71,0+£3,0a
Téxica (T) J 66,0+ 3,0a
Toxica (T) SM 700+3,0a

Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p< 0,05).

Cuando se utilizé diferentes concentraciones de BAP (2,0 — 5,0 mg/l) y AIB
(0,0 - 0,5 — 1,0 mg/l) en combinacidn, el efecto de los tratamientos fue altamente
significativo (p<0,0001). El cultivo de hojas juveniles con 2,0 mg/l de BAP y 1,0
mg/l de AIB presentd mejor respuesta en la formacion de callo organogénico con un
90,64%. De forma similar, en el cultivo de hojas semimaduras con 2,0 mg/l de BAP
en combinacién de 0,5 y 1,0 mg/l AIB, se observdé una formacion de callo
organogénico de entre el 85,1 y 86,6%. La menor formacion de callo organogénico
(11,88%) se observo en hojas semimaduras con 5,0 mg/l de BAP (Cuadro 9).

Cuadro 9. Efecto del estado de maduracién de la hoja y de la BAP en combinacion
con el AIB sobre la induccién de callo organogénico en J. curcas,
variedad toxica.

Reguladores del crecimiento (mg/l) Tipo Formacion de
BAP AIB de hoja callo (%)
2,0 0,0 Juvenil 75,946,3 abc
2,0 0,5 Juvenil 46,4+6,3 de
2,0 1,0 Juvenil 90,6+6,3 a
2,0 0,0 Semimadura 39,6146,3 e
2,0 0,5 Semimadura 86,6+6,3 ab
2,0 1,0 Semimadura 85,1+6,3 ab
5,0 0,0 Juvenil 30,446,3 e
5,0 0,5 Juvenil 78,6+6,3 ab
5,0 1,0 Juvenil 59,946,3 cd
50 0,0 Semimadura 11,8+6,3 f
5,0 0,5 Semimadura 38,316,3 e
5,0 1,0 Semimadura 69,2+6,3 bc

Medias con una letra comtn no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p< 0,05).

Sin embargo, con el uso de concentraciones crecientes (2,0 — 5,0 — 7,0 -10,0
mg/l) de BAP (Figura 5) y Kinetina (Figura 6) en combinacion del AIB (0,0 -0,5—
1,0 mg/l) se observé diferencias significativas en la formacién de callo organogénico
utilizando hojas SM (Figura 6). Cuando se utiliz6 2,0 mg/l de BAP en ausencia de
AIB hubo una formacion de callo de 81,5%, y al utilizar 7,0 g/l de BAP se observé
una formacién de callo de 8,2%. Sin embargo, al utilizar 10,0 mg/l de BAP en
combinacién con 1,0 mg/l de AIB presento una formacién de callo de 88,2% (Figura
5).
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Figura 5. Efecto de la combinacion de diferentes concentraciones de BAP y AIB
sobre la induccidn de callo organogénico en hojas semimaduras de J. curcas,
variedad toxica. Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (LSD Fisher; p <0,05).

Comparativamente, cuando se utilizé 10,0 mg/l de Kinetina y 1,0 mg/l de
AIB el porcentaje de cultivos con callo organogénico fue solo del 41,0%; mientras
que con 5,0 y 7,0 mg/l de Kinetina y 1,0 mg/l de AIB hubo una formacién de callo
del 63,3 y 58,2%, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la combinacién de diferentes concentraciones de Kinetina y AlB
sobre la induccion de callo organogénico en hojas semimaduras de J.
curcas, variedad tdéxica. Medias con wuna letra comun no son
significativamente diferentes (LSD Fisher; p < 0,05).
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La Figura 7 (A-C) muestra la induccién de callo organogénico en presencia de
BAP y AIB. La formacién de callo organogénico y la diferenciacién de brotes
adventicios sobre el mismo callo se observa en el cultivo de hojas SM con 10,0 mg/I
de BAP y 1,0 mg/l de AIB (Figura 7A), y en menor grado con 2,0 mg/l de BAP sin
AIB (Figura 7B). Muy poca formacion de callo se observa con 7,0 mg/l de BAP
(Figura 7C). En la Figura 7 (D-F) se observa la formacion de callo organogénico con
brotes adventicios en presencia de Kinetina.

¢ N K.

Figura 7. Induccion de callo organogénico y diferenciacion de brotes adventicios en
explantes foliares de J. curcas, variedad toxica. Callo organogénico y brotes
adventicios formados con 10,0 mg/l de BAP y 1,0 mg/l de AIB (A), con 2,0
(B) y 7,0 mg/l de BAP en ausencia de AIB (C). Callo organogénico y brotes
adventicios formados con 5,0 y 7,0 mg/l de Kinetina y 1,0 mg/l de AIB,
respectivamente (D-E). Explante necrosado con 10,0 mg/l de Kinetina y 0,5
mg/l de AIB.

4.2.2 Regeneracion de brotes

Durante la regeneracion de callos organogénicos se observé un efecto
altamente significativo (P<0,0001) en la interaccion entre la madurez de las hojas
utilizadas como explantes y las variedades de alta y baja toxicidad utilizadas de J.
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curcas (Anexo 4). La mayor regeneracion de brotes se observd en hojas
semimaduras de la variedad toxica con 4,13 brotes/explante (Figura 10A), cultivadas
en presencia de 2,0 mg/l de BAP y 0,5 mg/l de AIB. Los demas tratamientos solo
alcanzaron entre 0,2 — 0,47 brotes/explante. La variedad de baja toxicidad result6 ser
la menos organogénica para las condiciones de cultivo evaluadas. (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de las hojas juveniles y semimaduras de dos variedades de J. curcas
sobre la regeneracion de brotes a partir de callos organogénicos. Medias con
una letra comun no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p < 0,05).

4.2.3 Desarrollo de brotes

El desarrollo de los brotes procedentes de callos organogénicos (Figura 10B)
presento diferencias significativas entre el uso de AIA y BAP solas y en combinacion
de diferentes concentraciones de GA3 (Figura 9). El mejor crecimiento de los brotes
se observd en presencia de 0,25 mg/l de AlA (15,8 mm), seguido de 0,25 mg/l de
BAP sin GA3 (8,4 mm). El uso de GA3 no estimul6 de manera significativa el
desarrollo de los brotes. El desarrollo de brotes no fue logrado en la variedad de baja
toxicidad (Anexo 2).
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Figura 9. Efecto del AIA y la BAP solas o en combinacion de diferentes
concentraciones de GA3 sobre el desarrollo y alargamiento de brotes
regenerados de callos embriogénicos de J. curcas, variedad toxica. Medias
con una letra comun no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p <
0,05).

Figura 10. Regeneracion de brotes a partir de hojas semimaduras de la variedad
toxica. A) Brotes inducidos con 2,0 mg/l de BAP y 0,5 mg/l de AIB. B)
Brotes utilizados en la fase de desarrollo.
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4.2.4 Enraizamiento

De los experimentos realizados para lograr el enraizamiento de brotes
adventicios de J. curcas el mejor tratamiento consistié en una induccion de 42 horas
en el medio MS liquido suplementado con 3,0 mg/l de AIB, 1,0 mg/l de AlA y 3,5
mg/l de ANA. Estas condiciones permitieron el porcentaje de enraizamiento mas
alto (62,5%) y el mayor nimero de raices (1,38) de longitud superior (14,0 mm)
(Cuadro 10).

Cuadro 10. Efecto de la induccidn de raices durante 42 horas con AIB, AIA 'y ANA
sobre la regeneracion de raices de J. curcas, variedad toxica.

Auxinas (mg/l) Enraizamiento  N° de raices Longitud de

AIB AlA ANA (%) raices (mm)
3,0 0,0 0,0 37,5 0,3+0,38 a 95,0a
3,0 1,0 3,5 62,5 1,3+0,38 a 140,0 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p< 0,05).

4.3 Crioconservacion

4.3.1 Técnica de desecacion y congelamiento de semillas

Las semillas utilizadas presentaron un contenido de humedad (CH) de 7,4%
después de la desecacion realizada bajo condiciones ambientales de manera rutinaria
en el BSF del CATIE (Anexo 5). Las semillas utilizadas como testigo (-NL), es decir,
que no fueron congeladas en nitrégeno liquido presentaron un 100% de germinacion
en las dos condiciones evaluadas (con arena del BSF y en cultivo in vitro, en el medio
MS 100% gelificado con agar). Sin embargo, las semillas que fueron congeladas en
nitrogeno liquido si mostraron diferencias significativas durante la germinacion y el
desarrollo posterior de la plantula, en funcion del sustrato y las condiciones de
germinacion utilizadas.

Las semillas congeladas (+NL) germinadas en arena presentaron una
germinacion del 100%, y las plantulas desarrolladas alcanzaron una longitud de 195
mm después de dos semanas de germinacidn sin mostrar diferencia significativa con
respecto al testigo sin congelar. Asimismo, las semillas germinadas in vitro no
mostraron diferencias estadisticas entre la germinaciéon de las semillas congeladas
(100%) y no congeladas (100%), y tampoco, con respecto a las semillas germinadas
en arena (Figura 9). Las condiciones de cultivo in vitro utilizadas también
manifestaron un efecto negativo sobre el desarrollo de las plantulas, tanto para el
testigo sin congelar (-NL) donde las plantulas alcanzaron una longitud promedio de
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67,0 mm y para las muestras congeladas (+NL) donde las plantulas apenas
alcanzaron una longitud promedio de 28,5 mm (Cuadro 11).

Cuadro 11. Efecto del congelamiento en nitrogeno liquido de las semillas de J. curcas
en nitrégeno liquido (-196 °C) sobre la germinacion y desarrollo de las

plantulas.
Condiciones de Sustrato Germinacion Desarrollo Longitud
crioconservacion (%) (%) (mm)
-NL Arena 100,0 a 100,0 a 195,3 a
MS 100% 100,0 a 93,3b 67,80
+NL Arena 100,0 a 100,0 a 1943 a
MS 100% 100,0 a 86,6 C 285¢c

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p< 0,05)

-
’

N A

Figura 11. Germinacion de las semillas y desarrollo de las plantulas de J. curcas. Se
utiliz6 arena como sustrato para las semillas no congeladas (A) y
congeladas (B) en NL, y medio de cultivo MS 100% para las semillas no
congeladas (C) y congeladas (D) cultivadas in vitro.
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4.3.2 Técnica de desecacion y congelamiento de embriones cigoticos

El contenido de humedad de los embriones antes de la desecacion fue de
11,6% (Testigo, sin desecacion). Después de 30 minutos de desecacion en cdmara de
flujo laminar el CH de los embriones se redujo al 9,7% y después de 60 minutos de
desecacion el CH fue de 9,4%. Los embriones cigéticos aislados de J. curcas
respondieron favorablemente a la inmersion en nitrdgeno liquido después de la
desecacion bajo la camara de flujo laminar en tiempos de secado en campana de flujo
laminar de 30 y 60 minutos figura 12 (D-F). El desarrollo alcanzado por las plantulas
fue de 45,9 mm y 51,7 mm respectivamente. Los ejes que no se sometieron a secado
(0 min) solo alcanzaron una longitud de 21,3 mm. Los ejes que pasaron por secado en
camara de flujo laminar figura 12 (A-C) y que no fueron sumergidos en nitrégeno
liquido (testigo) presentaron una longitud de 51,6 mm, 51,1 mm y 49,2 mm
respectivamente (Cuadro 12). Los ejes permanecieron dos semanas en oscuridad
antes de ser evaluados.

Cuadro 12. Germinacion y supervivencia de los embriones cigoticos y desarrollo de
plantulas de J. curcas a las diferentes condiciones de desecacion en
camara de flujo laminar, antes y después de la congelacién en NL (-196

°C).
Inmersién en NL Tiempo de Germinaciéon  Desarrollo Longitud
(-196 °C) desecacion (min.) (%) (%) (mm)
0 100,0 a 100,0 a 51,67a
-NL 30 100,0 a 100,0 a 51,17 a
60 100,0 a 100,0 a 49,20 a
0 100,0 a 93,3b 21,30b
+NL 30 100,0 a 100,0 a 4593 a
60 100,0 a 100,0 a 51,77 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p < 0,05).
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Figura 12. Germinacion y desarrollo de embriones cig6ticos y desarrollo de plantulas
de J. curcas después de la congelacién a -196°C. A) 0 minutos de
desecacion de los embriones (-NL). B) 30 minutos de desecacion de los
embriones (-NL). C) 60 minutos de desecacion de los embriones (-NL).
D) 0 minutos de desecacion de los embriones (+NL). E) 30 minutos de
desecacion de los embriones (+NL) y F) 60 minutos de desecacion de los
embriones (+NL).

4.3.3 Técnica de vitrificacion

Los embriones cigoticos de J. curcas no sobrevivieron a la congelacion en
nitrégeno liquido después de ser tratados con la técnica de vitrificacion. Sin embargo,
los datos observados en cada uno de los testigos no congelados (-NL) para cada una
de las fases de la vitrificacion muestran una evolucion gradual en la supervivencia de
los embriones cigéticos, posiblemente influenciada, por lo menos en parte, por las
altas concentraciones de las sustancia crioprotectoras utilizadas en esta técnica. En
este sentido, tanto los embriones testigos, es decir aquellos que no fueron tratados,
como los que si fueron sometidos al precultivo (0,3 M de sacarosa, 15 dias) y al
pretratamiento en diferentes concentraciones de sacarosa (0,3 - 0,5 - 0,75 M),
presentaron un 100% de supervivencia. No obstante, el efecto de las altas
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concentraciones de sacarosa durante el pretratamiento es reflejado en los porcentajes
de supervivencia, clorosis y necrosis observados en los embriones después de haber
sido sometidos a la solucion loading (Glicerol 2 M-Sacarosa 0,4 M) por 20 minutos
(Cuadro 13).

Los embriones pretratados con 0,3 M de sacarosa presentaron 100% de
sobrevivencia después del Loading, aquellos que pasaron por el pretratamiento de 0,5
M de sacarosa lograron una supervivencia del 93%; mientras que en los ejes
sometidos a la mas alta concentracion de sacarosa (0,75 M) no hubo desarrollo, el
17% de los embriones manifestaron clorosis y el 83% necrosis de tejidos. El impacto
de estas respuestas también es observado en la supervivencia de los embriones
después de ser sometidos a la solucion vitrificadora (PVS2) en diferentes
concentraciones (60 — 80 — 100%).

Los embriones que proceden del pretratamiento con 0,3 M de sacarosa
presentaron los porcentajes de desarrollo mas altos en concentraciones diluidas de
PVS2-60% (Supervivencia 70%) y en PVS2-80 (Supervivencia 60%); en tanto que,
los embriones que fueron sometidos a un pretratamiento de 0,75 M de sacarosa
mostraron los porcentajes mas altos de necrosis, 60 (PVS2-60%), 87 (PVS2-80%) y
80% (PVS2-100%) (Cuadro 13).

Cuadro 13. Efecto del pretratamiento y de las soluciones vitrificadoras Loading y
PVS2 sobre la sobrevivencia de los embriones de J. curcas antes de la
inmersién en NL (-196 °C).

Tratamientos Respuesta de embriones cigdticos
Pretratamiento Solucion Desarrollo Longitud Clorosis  Necrosis
Sacarosa (M) vitrificadora (%) (mm) (%) (%)
0,3 Loading 100,0 24,5 - -
0,5 Loading 93,0 12,3 - 7,0
0,75 Loading 0,0 9,7 17,0 83,0
0,3 PVS2 60% 70,0 12,6 10,0 20,0
0,3 PVS2 80% 60,0 15,0 13,0 27,0
0,3 PVS2 100% 47,0 15,8 23,0 30,0
0,5 PVS2 60% 53,0 17,1 - 47,0
0,5 PVS2 80% 10,0 12,1 37,0 53,0
0,5 PVS2 100% 47,0 17,9 40,0 13,0
0,75 PVS2 60% 27,0 13,6 13,0 60,0
0,75 PVS2 80% - 7,6 13,0 87,0
0,75 PVS2 100% 3,0 15,6 17,0 80,0
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5. DISCUSION

La importancia actual del cultivo de J. curcas como especie productora de
biocarburantes requiere la distribucion de grandes volimenes de plantas hacia los
productores en cortos periodos de tiempo. Por lo tanto, esas plantas deben ser capaces
de producir altos rendimientos en aceite y tener una morfologia y fenologia
homogénea para facilitar su cultivo; esto significa que la propagacion de las plantas
seleccionadas por estas caracteristicas debe ser in vitro (Samson et al. 2011). Sin
embargo, para encontrar una aplicacién a nivel industrial en la produccion de plantas,
los protocolos de multiplicacion deben ser fiables, simples y reproducibles. De igual
forma, la mejora genética en proceso de desarrollo para esta especie en muchos paises
del mundo, llevara a la liberacion de variedades con caracteristicas deseables, como
por ejemplo, genotipos con contenidos de aceite mejorados, 0 con mayor tolerancia a
estreses bidtico y abidtico (Sudhakar et al. 2011). Estas nuevas variedades ademas de
ser multiplicadas masivamente para ser explotadas de forma comercial deberan ser
conservadas.

Siendo la semilla de esta especie la materia prima para la produccion de aceite
resulta de gran importancia la generacion de conocimiento orientado hacia la
conservacion y almacenamiento de las mismas. No obstante, en la gran mayoria de
especies silvestres y poco domesticadas, poco o nada se conoce sobre la biologia y
mas aun del comportamiento de almacenamiento de la semilla. Cuando existe alguna
informacién al respecto, los protocolos de cultivo de tejidos, la germinacién y el
crecimiento de las plantas, que son necesarios para la regeneracion de embriones y
ejes embrionarios después de la congelacion, a menudo son inexistentes o0 no son del
todo operativos (Engelmann 2001).

A pesar del gran numero de publicaciones relacionadas con la
micropropagacién de J. curcas, utilizando todo tipo de explantes y procedimientos
(Sujatha y Mukta 1996, Qin et al. 2004, Rajore y Batra 2005, Deore y Johnson 2008,
Shrivastava y Banerjee 2008, Kumar et al. 2010, entre otros), son pocos los estudios
que han documentado la aclimatacion exitosa de las plantas (Kumar et al. 2011) y la
transferencia a suelo (Deore et al. 2008).

En este estudio, se abordd la micropropagacion de J. curcas utilizando dos
metodologias: 1) La multiplicacion de brotes axilares a partir del cultivo de
segmentos nodales de plantulas germinadas in vitro y; 2) La induccién de brotes
adventicios a partir de segmentos de hoja de plantas establecidas en invernadero. En
ambas metodologias se pudo constatar que la propagacion in vitro de esta especie aun
encierra limitaciones, asociadas principalmente al desarrollo de los brotes que
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dificulta la multiplicacion y el enraizamiento de los mismos, haciendo dificil la
transferencia de las plantas a condiciones ex vitro (invernadero y suelo).

La informacion generada con respecto al nimero de brotes producidos en
ambas metodologias nos revela que mientras en el cultivo de segmentos nodales con
0,5 mg/l de BAP se logro la produccion de 2,06 brotes por explante; durante la
regeneracion de brotes adventicios en presencia de 2,0 mg/l de BAP se obtuvo 4,13
brotes por explante. Por lo tanto, el mayor rendimiento en la formacion de brotes se
logré a partir de callos formados en hojas semimaduras de la variedad toxica. En
nuestro caso el desarrollo de brotes no fue logrado en la variedad de baja toxicidad.
Nuestros resultados son similares a los obtenidos por Rajore y Batra (2005) utilizando
1,0 mg/l de BAP en el cultivo de segmentos nodales. Sujatha et al. (2005) lograron
2,3 brotes por nudo utilizando la variedad no tdéxica procedente de México.
Comparativamente, Koona et al. (2011) lograron la formacién de hasta 4 brotes por
explante utilizando la misma concentracion de BAP. Estos datos indican que
posiblemente el genotipo también juega un rol importante en el nimero de brotes
producidos durante la multiplicacion (Samson et al. 2011).

Durante la induccion de callo organogénico se determind que al cultivar hojas
juveniles y hojas semimaduras con 2,0 mg/l de BAP y 1,0 mg/l de AIB se dio la
mejor respuesta en la formacion de callo organogénico sin haber diferencias entre los
tipos de hoja y la variedad toxica o no tdxica; sin embargo, la diferencia fue
manifiesta en la regeneracion de brotes, siendo significativamente mayor en hojas
semimaduras. Sin embargo, concentraciones crecientes de BAP y AIB mostraron
divergencias no muy claras en la formacién de callo organogénico en hojas
semimaduras; no se manifiesta una relacion directa entre el incremento en la
concentracion de BAP vy la produccién de callos. Mas de un 80% de callos fueron
formados en concentraciones distantes de BAP, es decir, con 2,0 mg/l de BAP en
ausencia de AIB y con 10,0 mg/l de BAP y 1,0 mg/l de AIB.

El uso de Kinetina en las mismas concentraciones permitio definir una
tendencia méas clara en la formacion de callo, aunque éste fue formado en menor
cantidad y no manifestd organogénesis. En este caso la formacion de callo es
creciente conforme se aumenta la concentracion de Kinetina desde 2,0 a 7,0 mg/l para
todas las concentraciones de AIB utilizadas; tomando en cuenta que para todas las
concentraciones de Kinetina la mayor formacion de callo se dio con 1,0 mg/l de AIB .
Tejedor (2010) también encontré que el uso de hojas semimaduras favorecid la
regeneracion de brotes (3,6 brotes/explante) cuando fueron cultivadas con BAP (2,0
mg/l) y AIB (0,5 mg/l); el cultivo de hojas cotiledonares en el mismo medio permitio
la regeneracion de 4,1 brotes por explante, después de 4 semanas. También Kumar et
al. (2010b) encontré diferencias entre la regeneracion de brotes adventicios en hojas
cotiledonares y hojas verdaderas.
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En lo concerniente al desarrollo de los brotes de J. curcas producidos por
diferentes metodologias in vitro la literatura consultada indica el uso de diferentes
reguladores del crecimiento solos o en combinacion. Asi, brotes procedentes de
segmentos nodales de hasta 4,8 cm de longitud fueron obtenidos por Datta et al.
(2007) utilizando una combinacion de AIB (0,5 uM) y Kinetina (2,3 uM); y brotes
del mismo origen alcanzaron una longitud de 2 cm en un medio suplementado con
BAP (21,6 pM), Kinetina (4,4 pM) y AIB (0,4 pM) (Koona et al. 2011).
Contrariamente, en este estudio el alargamiento de los brotes producidos de explantes
nodales no superd los 6,4 mm en un medio MS suplementado con 100,0 mg/l de
caseina hidrolizada. Resultados similares fueron obtenidos por Jimenez (2010) para el
alargamiento de brotes de J. curcas en medio de cultivo semisdlido; sin embargo, al
cultivar los brotes en recipientes RITA en inmersion temporal logré brotes con una
longitud de 1,9 cm.

En el presente estudio, el alargamiento de los brotes producidos por
organogénesis fue favorecido cuando se utilizé solamente 0,25 mg/l de AlA donde se
logré una longitud promedio de los brotes de 15,8 mm. Un efecto significativo del
AlA (8,5 uM) en el alargamiento de los brotes fue observado por Kumar et al.
(2011) al obtener brotes de 3,01 cm de longitud. Nosotros observamos que la adicion
de GA3 no tuvo ningun efecto positivo sobre el alargamiento de los brotes,
contrariamente a los resultados presentados por Deore y Sudhakar (2008), quienes
lograron el desarrollo de brotes procedentes de organogénesis de hoja, con
longitudes de entre 2 y 3 cm utilizando una alta relacién auxina — citocinina y la
adicion de GA3 en el medio de cultivo.

Con respecto al enraizamiento, la induccién de raices en brotes axilares y
brotes adventicios fue favorecida cuando se cambid el tiempo de induccion de 96
horas a 42 horas utilizando el mismo tratamiento auxinico (3,0 mg/l de AIB, 1,0 mg/I
de AIA y 3,5 mg/l de ANA). Esta reduccion en el tiempo de induccién permitio
aumentar el porcentaje de enraizamiento de 8,3% a 50% en brotes axilares y del 50%
al 62,5% en brotes adventicios, indicando que los brotes adventicios presentan una
mayor aptitud al enraizamiento. Mientras tanto, Kumar et al. (2011) al utilizar las
mismas auxinas durante 96 horas, lograron un 21,7% de enraizamiento en brotes
axilares. En nuestro trabajo el uso de AIB sola (3,0 mg/l) en una induccion de 96
horas en medio liquido resultd en un 25% de enraizamiento de brotes axilares; en
tanto que, Datta et al. (2007) y Koona et al. (2011) lograron enraizamientos del 52 y
54 % respectivamente, con solo 0,2 mg/l de la misma auxina en brotes axilares. Del
mismo modo Deore y Sudhakar (2008) mencionan el 80% de enraizamiento
utilizando una baja concentracion de AIB (0,1 mg/l) pero en brotes adventicios. Sin
embargo, la longitud de las raices fue similar en todos los casos donde se utiliz6 una
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induccion de 42 horas. En nuestro caso la aclimatacién de los brotes enraizados no
fue exitosa, posiblemente asociada al pequefio tamafio de los brotes obtenidos.

En lo concerniente a la conservacion de germoplasma, Silva et al. (2012)
mencionan que la crioconservacion de material vegetal en la forma de semillas
enteras, embriones cigéticos y tejidos reproductores es actualmente muy utilizada.
Engelmann (2011) considera que las técnicas de crioconservacion para especies
propagadas vegetativamente estan muy avanzadas y en numerosos casos en
experimentacion a gran escala. Sin embargo, la investigacion es menos avanzada en
especies recalcitrantes debido a las caracteristicas de sus semillas, como su gran
tamafio, la alta sensibilidad a la desecacion, la complejidad estructural y la
heterogeneidad en términos de estados de desarrollo y contenido de agua a la
madurez y la falta de funcionamiento de los protocolos de cultivo in vitro.

En J. curcas la informacidn sobre la biologia de las semillas y de tratamientos
de conservacion es aun limitada y confusa. Mientras algunos autores (Joker y Jepsen
2003, Toral et al. 2008) mencionan que las semillas de esta especie no pueden ser
almacenadas por mas de 15 meses debido a la pérdida de viabilidad; otros (Vermay
Gaur 2009) consideran que estas semillas son ortodoxas y que por lo tanto, pueden
ser almacenadas con bajos contenidos de humedad. Ademas, estos autores
consideran que el almacenamiento prolongado de estas semillas puede verse limitado
por el alto contenido de aceite. Esto permite sugerir que posiblemente las semillas de
J. curcas presentan una condicion de recalcitrancia intermedia. Sin embargo, existe
muchas dudas en la clasificacion de semillas tropicales, y algunas especies
consideradas inicialmente como recalcitrantes, actualmente son agrupadas como
intermedias o subortodoxas (Engelmann 2011)

En el presente estudio las semillas de J. curcas con un contenido de humedad
de 7,4% después de haber sido sometidas a secado (bajo techo y a temperatura
ambiente) y posteriormente escarificadas manifestaron una germinacion del 100%
después de 5 dias de inmersion en nitrégeno liquido. De forma similar semillas de
esta especie con contenidos de humedad entre 4 y 14% fueron capaces de germinar en
un 59,8% después de haber sido almacenadas durante 5 dias en nitrogeno liquido
(Goldfarb et al. 2010). Este autor sugiere que estas semillas con contenidos de agua
ideal entre 4 y 8% en base himeda se pueden almacenar en nitrégeno liquido a -196
°C, manteniendo su calidad fisioldgica; siendo el 8% el limite de contenido de agua,
que fue el mismo que presentaban las semillas en el momento de colecta en el campo.

Silva et al. (2012) utilizando también semilla escarificada observé una
germinacién del 82%, no obstante, este autor no menciona el CH de las semillas.
Semillas de otras especies, como Swietenia macrophylla consideradas como
recalcitrantes, escarificadas y con un CH de 5,59% lograron un 77% de recuperacion

del crecimiento después de la congelacion lenta y la inmersion en nitrégeno liquido
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(Normah et al. 2011). Semillas con testa y sin testa de diferentes especies del género
Swietenia fueron sometidas a inmersion directa en NL después de la desecacion a
temperatura ambiente (Abdelnour y Aguilar, 2012). En todos los casos la
supervivencia fue superior en las semillas escarificadas; las semillas de S.
macrophylla (CH 6,2%) presentaron un 80% de germinacion y un 70% se desarrollo
en plantula, S. humillis (CH 6,1%) y S. mahoganii (CH 5,3%) presentaron altos
porcentajes de germinacion (67% y 73%, respectivamente) y de plantas desarrolladas
(67% Yy 60%, respectivamente) después de la inmersion directa en nitrogeno liquido.
Estas autoras consideran que en la mayoria de los casos, los bajos porcentajes de
germinacion (7 - 17%) correspondieron a semillas con testa, que se contaminaron
facilmente, lo cual significa que el proceso de escarificacion, ademas de reducir la
barrera de germinacion permite seleccionar la semilla de mejor calidad. Semillas de
Toona ciliata “cedro australiano” fueron crioconservadas con el método de
vitrificacién y congelado rapido en nitrégeno liquido, alcanzando un 35% de
desarrollo de plantulas (Scocchi et al. 2004a). Sin embargo, la crioconservacion de
frutos o semillas de Melia azedarach, también Meliaceae, no permitié la ulterior
obtencién de plantas (Scocchi et al. 2004b).

En J. curcas las semillas que lograron una supervivencia a la inmersion en
nitrégeno liquido, presentaron un desarrollo del 100% usando arena como sustrato, y
un 86,6% en aquellas que fueron germinadas in vitro. Asimismo, se observé un
crecimiento en longitud de las plantulas de 194 y 28 mm, respectivamente. Por lo
anterior, las semillas responden muy bien al uso de arena como sustrato en
comparacién al cultivo in vitro. Contrariamente las semillas de Leucaena
leucocephala respondieron mejor a la inoculacion in vitro (24% sobrevivencia)
después de la congelacion directa en nitrogeno liquido y ninguna supervivencia se dio
en invernadero (Abdelnour y Aguilar 2012).

El primer criobanco mundial de semillas de café (Coffea arabica) fue
establecido en el CATIE mediante la deshidratacion de las semillas con una solucion
saturada de NH4CIl y la congelacion directa en nitrogeno liquido (Dussert et al. 1999;
2007). Las semillas fueron almacenadas durante un afio a -196 °C y la evaluacién de
su viabilidad mostrd hasta un 90% de sobrevivencia en el mejor de los casos.

La crioconservacion de embriones cigéticos de J. curcas mediante la técnica
de desecacién bajo el flujo laminar también fue exitosa en el presente estudio. La
sobrevivencia y desarrollo de las plantulas alcanzé el 100% cuando los embriones
alcanzaron un CH del 9,7 y 9,4% después de 30 y 60 minutos de desecacion,
respectivamente. Abdelnour-Esquivel et al. (2007) observé que los embriones
cig6ticos de pilon (Hieronyma alchorneoides) no deshidratados (CH 15%) tampoco
sobrevivieron al congelamiento, sin embargo, la deshidratacion de 15 minutos y hasta
los 60 minutos (CH 3 - 4%), permitid la germinacion (2,7% y 5,3%) de los embriones
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congelados. La deshidratacion al flujo laminar de ejes embrionicos de caoba (S.
macrophylla) durante 4 horas permitié altos porcentajes de germinacion y desarrollo
de las plantulas (90% Yy 76%) utilizando la técnica de encapsulacion-deshidratacion
(Aguilar y Abdelnour 2010). Engelmann (1997) destaca la importancia de la
deshidratacion artificial de los explantes previo a la congelacion en nitrogeno liquido
ya que ésta permite la proteccion de los posibles dafios que puedan ser causados por
la cristalizacion intracelular del agua en hielo durante la crioconservacion. Sin
embargo, la deshidratacion intensa también puede ocasionar dafio a los tejidos debido
a la alta concentracion de sales intracelulares y los cambios que éstos pueda provocar
en la membrana celular (Meryman et al. 1977).

Los embriones cigéticos que fueron crioconservados en nitrogeno liquido
utilizando la técnica de vitrificacion, no  mostraron ninguna respuesta de
supervivencia después de la inmersion en nitrégeno liquido. No obstante, se observo
una tendencia de los embriones a perder su capacidad de sobrevivencia en funcién de
las altas concentraciones de sacarosa utilizadas durante el pretratamiento (0,5 y 0,75
M) y en las fases posteriores de la vitrificacion, caracterizadas por el uso de
sustancias crioprotectoras altamente concentradas (Glicerol y DMSQO) y que por lo
tanto pueden resultar toxicas para los tejidos vegetales. De igual manera, durante la
vitrificacion de ejes embrionicos de Lansium domesticum, se observd que el uso de la
solucion PVS2 por 20-min no afectd la sobrevivencia cuando los ejes fueron
precultivados en un medio MS con 0,3 M de sacarosa por 16 horas; no obstante, los
ejes no sobrevivieron al congelamiento en nitrégeno liquido (Normah et al. 2011).

Gonzélez-Arnao y Engelmann (2012) consideran que entre los factores méas
significativos en provocar dafios letales durante la crioconservacion estan la toxicidad
quimica provocada por los agentes crioprotectores que se adicionan, la presion
osmotica que se genera, a la pérdida de agua que se induce y, en especial, la
formacion de cristales de hielo en el medio intracelular.

Un balance de las tres técnicas de crioconservacion evaluadas en este estudio
para J. curcas podriamos decir que la mejor técnica a utilizar va depender del
objetivo de la crioconservacion y por lo tanto, de la forma de recuperacion del
crecimiento. En este sentido, la desecacion y congelacion directa en nitrégeno liquido
de semillas escarificadas es una técnica sencilla, facil de realizar en cualquier
laboratorio o banco de semillas sin requerir de equipos sofisticados, con la Unica
necesidad de un tanque de almacenamiento de nitrégeno liquido. La desventaja seria
si se tiene por objetivo el almacenamiento de grandes voliumenes de semillas que
requieran de mayor espacio y suministro de nitrégeno liquido. La congelacion de
embriones aislados es una técnica mas elaborada y por lo tanto mas limitada en
términos de tiempo y la necesidad de contar con las facilidades de un laboratorio de
cultivo de tejidos. Sin embargo, puede ser una opcion interesante ya que permite la
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recuperacion del crecimiento in vitro y puede ser utilizada para estudios posteriores in
vitro.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con respecto a la induccién de brotes adventicios a partir de explantes foliares
no hubo efecto significado en la variedad T y NT, ni tampoco con respecto al uso de
hojas SM y J. Solamente en la variedad T y hojas SM hubo regeneracion de brotes
adventicios utilizando el protocolo de Tejedor (2010).

Se concluye con este estudio que el incremento en las concentraciones de
citocininas (BAP-KINETINA) y AIB no favorecen de manera significativa, ni la
induccion de callo organogénico y por tanto, ni la regeneracion de brotes. Esto
significa, que el protocolo establecido por Tejedor es repetible para la variedad
toxica. En consecuencia, en la variedad NT se requiere de mayor investigacion en
esta fase de induccion.

Aungue el alargamiento de los brotes adventicios fue favorecido cuando se
usé 0,25 mg/l de AIA, es recomendable continuar la investigacion en esta fase de
cultivo para lograr resultados mas repetibles y de mayor alcance en cuanto al
crecimiento de los brotes que faciliten el enraizamiento.

La brotacion de yemas axilares fue estimulada con 0,5 mg/l BAP y el
alargamiento de los brotes fue mejor en el medio MS que en el medio WPM cuando
se adicion6 100,0 mg/l de caseina hidrolizada.

Tanto los brotes axilares como los adventicios respondieron de forma similar
al enraizamiento al utilizar una combinacién de auxinas (AIB, AIA y ANA) durante
42 horas de induccidén. Sin embargo, las plantas no sobrevivieron a la aclimatacion.
Esto indica, que en esta fase se debe realizar experimentacion, evaluando diferentes
sustratos y condiciones de humedad relativa de la camara de aclimatacion.

Aunque la experimentacion entre el desarrollo de brotes adventicios y
axilares fue independiente y estadisticamente no puede ser comparada; con este
estudio se concluye que la induccion de brotes adventicios es la metodologia de
mayor alcance para la multiplicacion de J. curcas a partir de organogeénesis.

Los resultados obtenidos en este estudio arrojan datos y conclusiones muy
importantes para continuar con la experimentacion en crioconservacion de J. curcas.
Tanto las semillas completas como los embriones aislados fueron capaces de
sobrevivir a la congelacion en NL (-196°C) cuando se utilizo la técnica de desecacion
y congelamiento.

Resulta muy interesante para los bancos de conservacion y almacenamiento
de germoplasma que la crioconservacion de semillas de J. curcas puede realizarse
exitosamente bajo las condiciones de desecacion y germinacion utilizadas de manera
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rutinaria por el BSF-CATIE. Lo que significa que la crioconservacion de semillas de
esta especie puede realizarse de una manera simplificada y econémica.

La experimentacion realizada con la técnica de vitrificacion aungue no dio
resultados positivos en términos de la recuperacion del crecimiento de los embriones
aislados, ofrece informacién muy interesante con respecto al comportamiento de los
tejidos de esta especie a las altas concentraciones de sustancias crioprotectoras y a la
congelacion posterior.

Estos resultados serviran de punto de partida para investigaciones posteriores
sobre la crioconservacion de tejido vegetativo de esta especie.
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Anexo 1. Modelos lineales generalizados mixtos para la interaccion entre las
variedades toxica (T) y de baja toxicidad (NT) y tipo de explante
semimaduro (SM) y juvenil (J) evaluado en la fase de formacion de callo

organogénico.

Tipo Variedad PredLin E.E. Media E.E.
explante

J NT 92,0 1,5 710a 0,3

SM NT 92,0 15 710a 0,3

SM T 82,0 1,5 710a 0,3

J T 67,0 1,5 66,0 a 0,3

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p< 0,05).
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Anexo 2. Efecto de la AIA y la BAP solas y en combinacion de GA3 en
el crecimiento de los brotes provenientes de callos organogénicos

de J. curcas.

GA; Reguladores Medias E.E.
0,0 AlA 15,8 a 1,18
0,0 BAP 8,40 b 1,18
0,5 AlA 3,40 c¢c 1,18
0,5 BAP 2,00 c 1,18
0,25 BAP 1,20 ¢ 1,18
0,25 AlA 1,00 ¢ 1,18

Medias con una letra comtn no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p< 0,05).
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Anexo 3. Pruebas de hipdtesis marginales

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 301,76 <0,0001
Medio cultivo 1 11,01 0,0016
Caseina hidrolizada 1 10,16 0,0023
Medio cultivo: cas.hid. 1 1,22 0,2734

Medias ajustadas y errores estandares para medios de cultivo

Medio cultivo Medias E.E.
MS 530a 0,47
WPM 3,60b 0,21

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p< 0,05).

Medias ajustadas y errores estandares para caseina hidrolizada (cas.hid)

Cas.hid. (mg/l) Medias E.E.
100 527a 0,46
200 3,63 b 0,22

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p< 0,05).
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Anexo 4. Analisis de varianza para las variables evaluadas en la fase de regeneracion
de brotes de J. curcas.

Valor E.E. t-valor p-valor

(Intercept) 0,40 0,21 1,95 0,0566
Variedad 0,07 0,29 0,23 0,8194

Tipo explante -0,20 0,29 -0,69 0,4941
Variedad : Tipo explante 3,87 0,41 9,41 <0,0001

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (LSD Fisher; p< 0,05).
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Anexo 5. Determinacion del contenido de humedad de semillas de J. curcas

No ensayo  Peso inicial (gr.)  Peso final (gr.) C.H. (%) Promedio C.H. (%)
1 5,02 4,63 7,68 7,4
2 5,28 4,89 7,39
3 5,46 5,07 7,20
4 5,43 5,04 7,23
5 5,22 4,83 7,40
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Anexo 6. Determinacion del contenido de humedad de los embriones cigoticos de J.

curcas.
No ensayo Tiempo de Peso inicial Peso final C.H. (%) Promedio C.H.

secado (gr.) (gr) (%)

1 0 136,3 120,7 11,4 11,6

2 0 135,1 119,5 11,5

3 0 132,8 117,2 11,7

1 30 123,8 1117 9,8 9,7

2 30 122,2 110,4 9,7

3 30 130,3 117,8 9,6

1 60 130,2 118,1 9,3 9,4

2 60 1345 121,8 9,4

3 60 132,6 120,2 9,4
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