CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

Acompainando al desarrollo de la sociedad se encuentran el incremento
de la demanda de energia y el declive de las fuentes de combustibles fosiles;
es por esto que las fuentes de energia alternativa se han convertido en el
centro de atencién. Una de éstas son los biocombustibles, cuyo campo ha
crecido y se ha incrementado rapidamente en estos ultimos afios (Feike, Weis,
Claupein & Mueller, 2007).

Hay que agregar la creciente conciencia sobre los efectos negativos
que el uso de combustibles fésiles provoca en el ambiente, en especial por la
produccién de gases de efecto invernadero y sus consecuencias en el cambio
climatico. Estos factores han creado las condiciones para el surgimiento y
configuracion de un mercado mundial de biocombustibles (Salvador et al.,
2007)

La obtencion de biocombustibles esta limitada al cultivo vegetal de
especies oleaginosas y su posterior procesamiento, y en una menor proporcion
a la reutilizacion de aceites quemados. Alrededor del mundo las mayores
fuentes de biodiesel incluyen: canola (USA), girasol (Italia y sur de Francia),
soya (USA y Brasil) aceite de palma (Malasia), linaza (Espafa), semilla de
algodon (Grecia), sebo de res (Irlanda) y Jatropha (Nicaragua y Sudamérica)
(Sujatha, Makkar y Becker, 2005).

Jatropha curcas o mejor conocido como pifidn en Ecuador, es una
especie oleaginosa de origen centroamericano que crece en una amplia
variedad de climas y suelos. Se ha reportado que algunas especies de pifién
pueden alcanzar producciones de entre seis a ocho toneladas de semilla por
hectarea, lo que potencialmente puede rendir hasta 2800 litros de aceite
susceptible de transformarse en biodiesel (Salvador et al., 2007); ademas esta



especie ha atraido el interés de varias agencias de desarrollo en los trépicos y
subtropicos debido a su facil adaptabilidad en lugares marginales &ridos, uso
de su aceite como combustible y su utilizacion en el control de la erosion
(Sujatha et al., 2005).

El principal problema con los llamados cultivos energéticos es que
amenazan terrenos potencialmente productivos de consumo humano; este no
es el caso del pifidn, ya que puede desarrollarse en tierras poco fértiles, con
baja disponibilidad de agua, y sin afectar su produccién, convirtiéndose esta

especie en la mas apta en utilizarse para la obtencién de biodiesel.

1.2 Justificacién del problema

Con la creciente necesidad de cultivos energéticos encaminados a la
produccién de biodiesel, y conociendo las ventajas que tiene Jatropha curcas
sobre otros cultivos, se han desarrollado algunas investigaciones en el area de
la micropropagacion mediante el cultivo in vitro de esta especie. La mayoria de
estos trabajos, y ademas los pioneros en estas investigaciones, se han
realizado en paises del sur de Asia; especificamente en India y Tailandia,
donde se trabaja con variedades de Asia y Africa, y donde las condiciones del
suelo son las ideales para este tipo de cultivo, ya que existen grandes areas de
terreno arido y semiarido que son improductivas. Cabe resaltar que las
variedades cultivadas son diferentes a las que se puede encontrar en centro y

Sudamérica debido a la deriva genética y calidad de suelo principalmente.

En los dltimos afios este cultivo se ha convertido en una de las
principales apuestas que han realizado paises en vias de desarrollo con fines
energéticos, especificamente para la produccion de biodiesel. No solo por el
alto porcentaje de aceite que se puede extraer de sus semillas, sino por la
capacidad de recuperacion de suelos erosionados e improductivos que se

encuentran olvidados.

En nuestro pais este cultivo se encuentra todavia en fases

preliminares, pero con un potencial muy alto, ya que regiones de nuestro pais



como las zonas é&ridas y semiaridas que se encuentran principalmente en el
area costanera de provincias como Manabi, Santa Elena y Loja, se podrian
perfilar como las principales productoras de cultivos bioenergéticos, y asi

contrarrestar la demanda de combustibles que se encuentra en crecimiento.

Como se ha mencionado, el pifion es una planta multifuncional ya que
se puede utilizar integramente toda su estructura. El latex que produce es muy
utiizado en medicina tradicional, y se han reportado propiedades

anticancerigenas (Shrivastava & Banerjee, 2008).

Sus semillas contienen un 35-55% de aceite, lo que da un rendimiento
de 2000 - 2750 kilogramos de aceite, 0 1200 - 2000 litros por hectéarea, lo que
es equivalente a 13.3 - 18.9 Kw/h (Falasca y Ulberich, 2006). Este aceite
contiene alto porcentaje de cetano y hasta puede ser utilizado directamente en
maquinaria a diesel afiadiéndose al diesel fosil (Datta, Mukherjee, Ghosh &
Jha, 2007).

También su cultivo se realiza a manera de cercas vivas en el caso de
pequefios y medianos productores, los cuales se benefician directamente de
las semillas de pifién producidas, y tienen acceso a un combustible sustentable
que utilizan en sus propias maquinarias, introduciendo el concepto de granjas

integrales.

Para el abastecimiento de plantas de pifion en los cultivos de campo,
es necesaria una produccién a gran escala, y el cultivo in vitro es una de las
estrategias mas aptas; las ventajas que posee en relacion con la propagacion
convencional se encuentra en el reducido espacio que se necesita para
producir un importante nimero de plantas a partir de un explante, se reduce el
tiempo de crecimiento de las plantas en comparacion a su crecimiento natural,
y no importa la época del afio en que se siembre, pudiendo efectuar asi la
introduccién rapida de esta especie. Ademas, se producen plantas con sanidad
controlada y la posibilidad de propagar la variedad de Jatropha curcas que

presente las mejores caracteristicas de produccién y calidad de aceite.



Con este propdsito en el cultivo in vitro se escogen plantas adultas, que
florecen y fructifican, donde se puede determinar si un espécimen es élite y
tiene buenas caracteristicas en cuanto a produccion. Otra alternativa es tomar
sus semillas para propagarlas in vitro, y aunque sus caracteristicas genéticas
se mantienen parcialmente, se puede aumentar el porcentaje de germinacién
que las semillas tienen en campo y superar el hecho de que las frutos
colectados en estado de pre — dehiscencia son atacados por hongos saprofitos,

lo que resulta en pérdida de viabilidad de las semillas.

Lo mencionado, y los estudios preliminares que se han realizado,
muestran que la implementacién de cultivos de pifidn, es una de las mejores
alternativas actuales para la produccion de biodiesel, y dicha actividad mejorara

los indicadores de bienestar humano de la poblacion en nuestro estado.

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Establecer y evaluar protocolos de desinfeccion, introduccion y
multiplicacion in vitro de pifién (Jatropha curcas) a partir de semillas y yemas
apicales obtenidas de plantas adultas con miras a una propagacion masiva de

plantas élite.

1.3.2 Objetivos especificos

e Determinar el método de desinfeccion de semillas de Jatropha curcas
y evaluar el mejor medio nutritivo para la germinacion y desarrollo
primario de la plantula.

e Estandarizar el método de desinfeccion en yemas apicales de
plantas de pifibn adultas para controlar los agentes contaminantes
externos.

e Determinar los mejores medios nutritivos para el establecimiento e
induccion de brotes en Jatropha curcas.

e Establecer los medios de cultivo mas apropiados para la

multiplicacion de brotes en Jatropha curcas.



1.4 Marco teérico
1.4.1 Caracteristicas generales de la especie en estudio

1.4.1.1 Taxonomia

La familia Euforbiacea comprende aproximadamente 8000 especies
incluidas en 321 géneros, uno de ellos es el género Jatropha, que pertenece a
la tribu Joannesieae de Crotonoideae y que contiene aproximadamente 170

especies conocidas (Heller, 1996).

A continuacién se detalla la clasificacion taxondémica completa del

pifion:
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Jatropha
Especie: curcas

El nombre de su género, Jatropha, se deriva del vocablo griego iatros,
que significa doctor, y trophé, que significa comida, lo cual vuelve implicito su
uso medicinal (Vendiola & ldlao, 2006). Linneo fue el primero que nombré al
pifibn como Jatropha curcas L. de acuerdo a la nomenclatura binomial de su

libro “Species Plantarum”, que es utilizado hasta la actualidad (Heller, 1996).

Esta planta es conocida comunmente como: pifiéon (Ecuador,
Guatemala), piidn manso (Brasil), tubang-bakod, tuba-tuba (Filipinas), purging
nut, physic nut, barbadose nut (USA). También la podemos encontrar con los
nombres cientificos: Ricinus jarak, Ricinus americanus, Jatropha acerifolia y
Jatropha edulis (Falasca y Ulberich, 2006).



Heller (1996) menciona numerosos nombres vernaculos para el pifion
como: pourghére, pignon d’Inde (Francés); purgeernoot (Holandés);
Purgiernuf3, Brechnuly (Aleman); purgueira (Portugués); fagiola d’India
(Italiano); dand barri, habel meluk (Arabigo); kanananaeranda, parvataranda
(Sanscrito); bagbherenda, jangliarandi, safed arand (Hindi); kadam (Nepal); yu-
lu-tzu (Chinese); sabudam (Tailandés); jarak budeg (Indonesia); bagani (Costa
de Marfil); kpoti (Togo); tabanani (Senegal); mupuluka (Angola); butuje
(Nigeria); makaen (Tanzania); pifioncillo (Mexico); coquillo, tempate (Costa
Rica); tartago (Puerto Rico); mundubi-assu (Brasil); pifiol (Perd) y pifidn
(Guatemala).

1.4.1.2 Distribucidn geograficay origen de la especie

El pifion es una planta perenne nativa de los tropicos americanos. Su
distribucion se extiende a través de toda América tropical y otras regiones
tropicales y subtropicales en el mundo. Se lo puede encontrar principalmente
en paises como Filipinas, Tailandia, Burma, Indonesia, Malasia, India, China,
Japoén, Jamaica, Puerto Rico, Madagascar, Argentina, Venezuela entre otros
(Aguhob, 2006).

Los suelos de su habitat natural formados bajo un clima tropical, se
originaron a través del proceso de laterizacion, produciéndose liberacion de
hierro y 6xido de aluminio, dando como resultado suelos rojos, denominados
lateriticos pertenecientes al orden de los oxisoles. Si bien son suelos de muy
baja reserva de nutrientes y fertilidad natural, al fertilizarlos pueden ser
altamente productivos. El pifién crece en suelos salinos, arenosos y rocosos; y
sus hojas se caen en invierno, formando un mulch que luego fertiliza la zona de
la raiz (Falasca y Ulberich, 2006).

Las primeras investigaciones y recolecciones documentadas hace 60
afos sostienen que las colecciones se hicieron en la flora “natural’ de las
Américas, en diferentes formas de vegetacion como: bosque humedo, bosque
seco tropical, bosque seco y espinoso. Heller (1996) afirma que es altamente

probable que el centro del origen del pifidn esté en México (y América Central)



(Figura 1.1), ya que no se lo ha encontrado, en las formas de vegetacién
mencionadas, en Africa y Asia, y solo se lo encuentra en forma de cultivos. Sin
embargo, el “verdadero” centro de origen no ha sido encontrado. Ademas
sostiene que para dilucidar el origen, los sitios originales de colecta en México
y América Central deberian ser revisados y la diversidad existente analizada

preferiblemente con técnicas moleculares.

Probablemente desde el Caribe, esta especie fue distribuida por
embarcaciones portuguesas hacia las islas de Cabo Verde y desde Guinea

Bissau hacia otros paises de Africa y Asia.
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Figura 1.1 Distribucion mundial de Jatropha curcas y centros de diversidad propuestos por
Munch en 1986 (Tomado de Heller, 1996).

La distribucion actual de la especie refleja que su introduccion ha sido
mMas exitosa en regiones secas de los tropicos con precipitaciones anuales de
300 a 1000 milimetros; esto ocurre principalmente en altitudes bajas (0 — 500
metros), en areas con una temperatura anual promedio sobre los 20 °C,
aunque puede crecer en altitudes mayores tolerando ligeramente el clima frio
(Joker & Jepsen, 2003).



1.4.1.3 Descripcién botanica y morfologia

El pifidbn o Jatropha curcas es un arbol pequefio de tipo arbustivo, de
corteza suave y color verde gris, que al corte exuda un latex blanquecino
(Vendiola, & ldlao, 2006). Normalmente crece de tres a cinco metros, pero
puede alcanzar los 10 metros bajo condiciones favorables (Aguhob, 2006).

Es una especie resistente a sequias y muchas de sus partes son
utilizadas en la medicina tradicional, sin embargo sus semillas son toxicas para
los humanos y muchos animales. Esta planta presenta un crecimiento
articulado, con discontinuidad morfolégica desde la base. Su dormancia es
inducida por fluctuaciones en las precipitaciones, temperatura y luz (Heller,
1996).

El tronco de una planta adulta mide aproximadamente 20 centimetros
de diametro, su xilema es poco resistente y su médula desarrollada; su floema
encierra canales comprimidos, que se prolongan hasta las raices, por donde
circula el latex, el cual al secarse toma una coloracion café con aspecto de
resina (Figura 1.2B). Las ramas son distribuidas y largas, y presentan cicatrices
gue se forman por la caida de las hojas. El tronco y las ramas son recubiertas
por una corteza serosa, que al secarse se desprende en laminas finas (Nunes,
dos Santos, Pasqual y Teixeira, 2009). Normalmente su sistema radicular
consta de una raiz central y cuatro periféricas en plantas obtenidas de la
germinacion de semillas. La raiz central no se forma usualmente en la

propagacion vegetativa a partir de estacas (Heller, 1996).

1.4.1.3.1 Las hojas

Sus hojas, de color verde claro brillante, son alternadas a sub
opuestas, tienen de tres a cinco l6bulos con un filotaxis espiral, y su peciolo
mide entre 6 y 23 milimetros (Figura 1.2A) (Vendiola & Idlao, 2006). Cuando
son jovenes presentan una coloracién rojo-vino, y a medida que crecen se

tornan verdes, palidas y brillantes, con nervaduras blanquecinas y salientes en



su cara inferior, su peciolo es largo y verdoso, del cual parten las nervaduras
divergentes (Nunes, 2007) (Figura 1.2C).

1.4.1.3.2 Las flores

Las inflorescencias son formadas en la parte terminal de las ramas y
son complejas (Figura 1.2A), poseen inflorescencias principales y co-
florescencias con paracladio; botanicamente se conoce con el nombre de cima.
La planta es monoica y sus flores son unisexuales, ocasionalmente puede
ocurrir el hermafroditismo en las flores. Las flores masculinas poseen diez
estambres arreglados en dos distintas estructuras espirales de cinco estambres
en una sola columna en el androceo, ubicados muy cerca la una de la otra. En
el gineceo, los tres estilos finos estan conectados sobre los dos tercios de su
longitud, dilatandose hacia la bifurcacion del estigma (Heller, 1996). En
condiciones de crecimiento continuo, la produccién de flores resulta en un alto

namero de flores femeninas con semillas durmientes (Vendiola & Idlao, 2006).

Figura 1.2 Partes importantes del pifién: A. Rama con inflorescencia, B. Corteza, C.
Nervaduras de la hoja, D. Flor con pistilo, E. Flor estaminada, F. Corte transversal de fruto
inmaduro, G. Frutos, H. Corte longitudinal del fruto I. Semilla; A - C y F - H tomados de Aponte
1978; D y E tomados de Dehgan 1984 (Tomado de Heller, 1996).



Este tipo de inflorescencia (cima) se desarrolla conjuntamente con las
hojas nuevas, y las flores masculinas y femeninas se encuentran dispuestas en
la misma inflorescencia (Figura 1.3) (Nunes, 2007), aunque las flores
masculinas se encuentran en mayor numero en las extremidades de las
ramificaciones y las femeninas en mayor nimero en el resto de la ramificacion
(Lopes et al., 2007).

Figura 1.3 Inflorescencia de pifion (Jatropha curcas) (Tomado de Nunes, 2007, p. 11).

La polinizacién de las flores del pifion se da gracias a la intervencion de
los insectos; posiblemente en su mayoria por mariposas. En condiciones de

invernadero, la polinizacion debe hacerse de forma manual. (Heller, 1996).

La floracion en la planta de pifion puede presentarse entre el primer y
segundo afio en condiciones muy favorables, pero normalmente toma mas
tiempo (tres afos). La produccidén de semilla se estabiliza a partir del cuarto o
quinto afio. Al parecer la formacion de flores esté relacionada con el periodo de
lluvias. Puede florear nuevamente después de producir frutos cuando las
condiciones permanecen favorables por otros 90 dias, pero después de esta
segunda floracién, la planta no florea nuevamente, sino que se desarrolla

vegetativamente (De la Vega, 2008).

10



1.4.1.3.3 Los frutos

El fruto del pifidbn es seco, con tres l6culos, liso, coriaceo, capsular,
ligeramente corpulento, con el apice y la base de forma aguda. Entre los
carpelos se puede distinguir la presencia de surcos suaves. El endocarpio es
lefioso (rigido y duro), con pequefos orificios en los puntos de union de los
carpelos, a través de los cuales pasan cordones fibrosos que se distribuyen por
las partes dorsal y ventral de los l6culos. El fruto seco presenta dehiscencia,
provocando que los l6culos se abran longitudinalmente exponiendo las semillas
(Figura 1.2F, G, Hy 1.4A, B, C) (Nunes et al., 2009). Ademas, el fruto esta
constituido por un pericarpio de cascara dura y lefiosa; en un inicio, es de color
verde, luego se vuelve amarillo, castafio y negro, de acuerdo al estado de
maduracion. El fruto tiene una medida de 2,5 a 4 centimetros de longitud y 1,5
a 3 centimetros de diametro (Nunes, 2007).

Los frutos son producidos una vez al afo, si la mezcla de suelo es
buena y la temperatura es suficientemente alta. Cada inflorescencia rinde un

racimo de aproximadamente diez o mas frutos (Vendiola & Idlao, 2006).

1.4.1.3.4 Las semillas

La semilla de pifidn es relativamente grande, de tegumento quebradizo,
y estructura resinosa (Figura 1.4A). Arruda y colaboradores (2004) describen
que debajo de de la envoltura de la semilla existe una pelicula blanca que
recubre la almendra. El alboumen es blanco, oleaginoso y contiene un embrion
provisto de dos cotiledones achatados (Citado por Lopes et al., 2007, p. 228)
(Figura 1.4B).

De acuerdo a Barroso y colaboradores (1999), todas las euforbiaceas
tienen endospermos carnosos Yy ricos en reservas oleaginosas (Citado por
Nunes et al., 2009, p. 208). De aqui la importancia de esta especie,
considerada promisoria, segun Arruda y colaboradores (2004), por su elevado
contenido de aceite (25 a 40%), superior a las oleaginosas utilizadas en el

mercado de biocombustibles (Citado por Nunes, Pasqual, Dos Santos,
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Custddio y Gomes., 2008, p. 9). Segun Silveira (1934), cada semilla contiene
de 27,9 a 37,33% de aceite, aunque la almendra contiene de 5,5 a 7% de
humedad y de 52,54 a 61,72% de aceite (Citado por Lopes et al., 2007, p. 228).

La semillas maduran luego de que la capsula cambia de color verde a
amarillo aproximadamente de dos a cuatro meses luego de la fertilizacion
(Vendiola & ldlao, 2006). En la parte superior posee una prominencia carnuda,
la carincula, que se encuentra proxima a la micrépila (Figura 1.4A). Cuando la
semilla estd seca, la caruncula tiene una extremidad conica con dos l6culos
escasamente visibles. Las dimensiones de las semillas cuando estdn secas
son aproximadamente: 1,3 a 1,7 centimetros de largo y 0,5 a 1,5 centimetros
de ancho (Nunes et al., 2009).

Figura 1.4 Semilla de pifién. A. Semilla con tegumento, B. Semilla sin tegumento. (te:
tegumento, ca: caruncula) (Laboratorio de Cultivo de tejidos — ESPE, Sangolqui — Ecuador,
20009).

Como se menciono anteriormente, los cotiledones del embrion son muy
largos pero con un espesor minimo, foliaceos y funcionan como 6rganos de
reserva, siendo una particularidad encontrada en el albumen o endospermo
alrededor del embrion. El contorno de los cotiledones es ovalado, con
nervaduras marcadas y un eje hipocétilo — radicula de forma cilindrica y recta
(Figura 1.5D y E) (Nunes et al., 2009). Genéticamente el pifion es una especie

diploide, con 2n = 22 cromosomas (Heller, 1996).
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Figura 1.5 Aspecto morfologico del fruto y semilla de Jatropha curcas. A. Detalle del fruto, B.
Corte longitudinal del fruto (en: endocarpo; ep: epicarpo; me, mesocarpo), C. Corte transversal
del fruto (lo: I6culos), D. Detalle de la semilla (ca: cartncula, te, tegumento), E. Detalle de la
semilla mostrando el embrién (en: endosperma, co: cotiledon, e: eje embrionario). llustracion

botanica: Dalilhia Nazaré dos Santos (Tomado de Nunes et al., 2009, p. 209).

1.4.1.4 Usos y propiedades
1.4.1.4.1 Uso medicinal

El pifién ha sido utilizado principalmente como cultivo en cercas vivas para
evitar el paso del ganado; aunque en comunidades locales, también es
utilizado con fines medicinales. La savia, aceite, ramas, madera y hojas han
sido reportadas en usos externos para curar heridas, hemorragias, reumatismo
y otras enfermedades de la piel (Aguhob, 2006). Nath y Dutta (1992)
demostraron que la propiedad de sanar heridas se debe a la curcina, una
enzima proteolitica aislada del latex (Citado por Heller, 1996, p. 19). Otros usos
medicinales que se le atribuyen son: como laxante, remedio para la tos,
antidoto para el envenenamiento, alivia el dolor de muelas, se usa para tratar la
gonorrea Yy sifilis, y alivia los dolores causados por esguinces (Aguhob, 2006).
Se ha reportado que también es eficaz en el tratamiento de hidropesia, ciatica 'y
paralisis. La droga obtenida de Jatropha curcas denominada “Dravanti”, que
tiene un sabor picante y astringente, ha presentado propiedades
antihelminticas; esta droga trabaja como un limpiador de todas las impurezas
en el sistema digestivo. El jugo de las hojas es usado para inflamaciones de la
lengua en bebes y también se usa para curar la sarna, eczema y la tifia de la

piel (Shrivastava & Banerjee, 2008).

Ademas, preparaciones con todas las partes de la planta, incluyendo

semillas, hojas y corteza, frescas o cocidas, son usadas en la medicina
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tradicional con propdsitos veterinarios. Muanza y colaboradores (1995)
encontraron que un extracto con metanol de las hojas de pifibn proporciona
una protecciéon moderada en cultivos de células linfoblastoides humanas contra

los efectos citopaticos del VIH (Citado por Heller, 1996, p. 19).

1.4.1.4.2 Materia prima para productos industriales

El aceite de las semillas es utilizado como materia prima en muchos
paises para la manufactura de velas, jabon y barniz. También se utiliza en
lamparas de aceite, en estufas como combustible en lugar de queroseno, y
sustituto del diesel. Las hojas, raices y corteza pueden ser utilizadas en la
industria de la tinta. El color negro azulado puede ser producido de la corteza y

de las raices se obtiene el amarillo (Aguhob, 2006).

1.4.1.4.3 Pesticida y fungicida

El extracto de las semillas del pifion, que contiene ésteres de forbol, se
ha utilizado en el control de varias plagas, en muchos casos con éxito. Debido
a que se encuentra en una fase experimental, no puede ser utilizado en el
campo por los agricultores todavia. Otros ensayos experimentales presentan
una actividad moluscocida muy pronunciada (Heller, 1996). Debido a que esta
especie contiene sustancias cianofdricas en las hojas, corteza, raices vy frutos,

se las utiliza para fabricar fungicidas contra chinches (Aguhob, 2006).

1.4.1.4.4 Recuperacion de suelos

Las planta de pifién, por sus caracteristicas de resistencia a las
sequias y bajos requerimientos en la cantidad de agua, tiene un uso potencial
en la recuperacion de suelos erosionados (Heller, 1996); ademas sus cultivos
pueden darse en suelos improductivos y desgastados, para aprovechar los
pocos recursos con los que cuenta ese tipo de suelo y propiciar un rendimiento

integral.
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En Madagascar se usa el pifion como una planta de soporte en
plantaciones de vainilla (Heller, 1996), también se la usa para dar sombra a
plantaciones de café, aunque su mayor utilizacion esta en la conformacion de
cercas vivas. Con un enfoque integral, la torta, que se obtiene de las semillas
luego de la extraccion de aceite, es rica en nitrogeno, fésforo y potasio, y se la
puede usar para la fertilizacién y acondicionamiento del suelo (Aguhob, 2006).

1.4.1.4.5 Proteccién ambiental

La captura de carbono en plantaciones de pifién, asi como en otros
tipos de plantaciones, ocurre Unicamente durante el desarrollo de las plantas
hasta llegar su estado de madurez. Es en troncos y ramas donde el carbono
queda almacenado. La cantidad de carbono (CO,) que el arbol captura,
consiste solo en el pequefio incremento anual que se presenta en la madera
del arbol multiplicado por la biomasa del arbol que contiene carbono. De 40 a
50% de la biomasa de un arbol (madera: materia seca) es carbono. Es
necesario conservar los arboles para evitar que el carbono (CO) contenido en

ellos se emita a la atmésfera (De la Vega, 2008).

1.4.1.4.6 Biodiesel

El aceite extraido de las semillas de pifibn se ha convertido en una de
las mejores opciones para la produccion de biodiesel, ademas no es necesario

realizar modificaciones ni ajustes en las maquinarias (Aguhob, 2006).

En el cultivo, el rendimiento de las semillas es aproximadamente de
seis a ocho toneladas métricas por hectarea; al contener un 37% de aceite en
la semillas, se calcula un rendimiento de 2100 a 2800 litros de aceite por
hectarea (Vendiola & Idlao, 2006).

Mediante cromatografia de gases se ha determinado la composicion de
los &cidos grasos encontrados en el aceite de pifion, luego de una
metilesterificacion: 4cido palmitico (C16:0), esteéarico (C18:0), oleico (C18:1) y

linoleico (C18:2). El promedio del contenido de los acidos grasos saturados es
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bajo: 15,38% de acido palmitico y 6,24% de acido estearico; en cambio el
contenido de los &cidos grasos insaturados es alto: 40,23% de &cido oleico y
36,32% de linoleico. Dependiendo del origen, las cantidades de acido oleico y
linoleico pueden ser mayores (Heller, 1996). En el cuadro 1.1 y 1.2 se presenta
una comparacion entre las propiedades y especificaciones estandar del aceite
de pifion y del diesel fésil.

Cuadro 1.1 Comparacion de las propiedades/especificaciones estandar de aceite de Jatropha

curcas y diesel fosil (Tomado de Aguhob, 2006).

Especificacion Esgecifica}cién es_t~a,ndar Especif!cacic’m
el aceite de pifidn del diesel
Gravedad especifica 0,9186 0,82/0,84
Punto de inflamacion 240/110 °C 50 °C
Carbono residual 0,64 0,15 o0 menos
Valor de octano 51,0 >50,0
Punto de destilacién 295 °C 350 °C
Viscosidad cinematica 50,73 cs >2,7 cs
Porcentaje de azufre 0,13 1,2% o menos
Valor calorifico 9,470 kcall/kg 10,170 kcal/kg
Punto de escurrimiento 8°C 10°C
Color 4,0 4 0 menos

Cuadro 1.2 Propiedades fisicas y quimicas de Jatropha curcas y diesel (Tomado de Aguhob,

2006).

Propiedad Jatropha curcas Diesel
Viscosidad (cp) (30 °C) 5,51 3,6
Gravedad especifica 0,917/0,923 (0,881) 0,841/0,85
Punto de solidificacion 2,0 0,14
Valor de cetano 51,0 47,8 a59
Punto de inflamacién (°C) 110/340 80
Carbono residual (%) 0,64 <0,05 a <0,15
Destilacion (°C) 284 a 295 <350 a <370
Azufre (%) 0,13a0,16 <1,0a1,2
Valor de 4cido 1,0a38,2 -
Valor de saponificacion 188 a 198 -
Valor de iodo 90,8a112,5 -
indice de refraccion (30 °C) 1,47 -

El especial interés que se muestra en el cultivo de pifibn se debe

especialmente a que puede ser usado potencialmente en la produccion de
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aceite en zonas marginales semiaridas, sin competir con la produccién de
alimentos para consumo humano; ademas este combustible puede ser usado
parcialmente para sustituir el costo en las importaciones de aceite para paises
sin salida al mar. Para la produccion de biodiesel se debe someter el aceite a
un proceso de transesterificacion, que involucra el uso de metanol, que es un
quimico toxico e inflamable. Para esto se requiere de equipos mixtos que sean
a prueba de explosiones, lo cual no siempre esta al alcance de paises
subdesarrollados. En Nicaragua se esta construyendo una planta, con la
colaboracion de una fundacion austriaca, que pretende producir 1600 toneladas
de ésteres de metilo anualmente a un costo de US$ 0,74 por galon (Heller,
1996).

En general, pareceria que las bases tecnolégicas no presentan
problemas que no puedan ser resueltos. Los analisis econémicos han
demostrado que el combustible de pifibn puede competir con el combustible de
diesel fosil. Existen diferentes proyectos que involucran al piidn como un
cultivo para resolver problemas energéticos en varios paises, y se ha estudiado
a fondo la sustentabilidad y los muchos beneficios que acarrea poner en
marcha este tipo de cultivo. Entre estos proyectos se puede mencionar:
“Propagacion generativa de Jatropha curcas L. en Kalahari Sand (Jepsen,
Henning & Nyathi, 2003), “Jatropha curcas L. su expansién agricola para la
produccién de aceites vegetales con fines de comercializacion energética” en
Guatemala (Octagon, 2006); “Posibilidades de éxito de Jatropha curcas L. en
argentina” (Falasca y Ulberich, 2006); “Propagacion de pifidn (Jatropha curcas)
en la isla Leyte, Philipinas (Feike et al., 2007), “Desarrollo de tecnologia para la
produccion sustentable de pifidn (Jatropha spp) como alternativa para obtener
bioenérgeticos e incrementar los indices de desarrollo de los agricultores” en

México (Salvador et al., 2007), entre otros.

1.4.1.4.7 Otros usos

Luego de la extraccion del aceite de pifion, se obtiene una pasta o torta
que puede ser utilizada en la alimentacion de animales; de acuerdo a la

variedad que se utilice, esta torta puede ser toxica, y debe someterse primero a
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un proceso de detoxificacion con etanol o éter etilico para ser apto para el
consumo. Con la cascarilla de los frutos se puede producir biogas (70%
metano) en reactores anaerébicos; lo mismo se puede realizar con la torta
resultante de la extraccion de aceite, ademas esta torta se puede fermentar ya
que contiene un hongo identificado como Rhizopus oryzae que puede
incrementar la produccién de aceite ya que produce un amplio espectro de
enzimas hidroliticas. Ademas la harina de las semillas también puede servir

como suplemento proteico para el ganado (De la Vega, 2008).

1.4.1.5 Importancia de la especie

La principal importancia del pifion radica en la utilizacion del aceite
extraido de su semilla, segiin ERGAL (2008), este aceite puede ser utilizado
directamente como combustible, no asi otros aceites vegetales derivados de
cultivos como soya, higuerilla y algoddén, que necesariamente tienen que ser
transformados a biocombustibles para poder ser utilizados, esto es debido a
que estos tipos de aceites tienen un contenido elevado de acidos grasos poli-
insaturados y otros compuestos quimicos que representan problemas de

combustion en los motores (Citado por Mufioz y Jiménez, 2008, p. 3).

Otro punto a favor, es que el biodiesel de pifiébn contiene mas oxigeno,
con altos valores de cetano, incrementando la calidad de la combustion, es
limpio, no téxico, amigable con el ambiente y econdmico; conjuntamente con
esto, su costo de produccion es bajo. Esta puede ser una buena plantacion
para una eco restauraciéon en todos los tipos de suelos poco fértiles (Jha,
Mukherjee & Datta, 2007).

Se pueden citar muchos impactos positivos que se obtienen al cultivar
el piidn, y estan enmarcados dentro del desarrollo econdémico, social y
medioambiental, entre los que se destacan:
e Generacion de empleos en comunidades rurales.
e Beneficios para inversionistas y productores.
e Productores en comunidades rurales aseguran ingreso adicional

duradero.
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e Uso de terrenos improductivos.

e Obtencién de bonos de carbono y certificados de reduccion de
emisiones de CO..

e Se evita la utilizacidén de alimentos para elaboracion de biocombustibles.

e Se participa en programas y mecanismos relacionados con energia
limpia.

e Promocion de la sustentabilidad en el medio rural.

e Captura de CO, atmosférico.

¢ No se interviene en el ciclo del carbono.

e Se evita la desertificacion, la deforestacion y degradacion en los suelos.

e Se favorece la bio-diversidad y conservacion ecoldgica en zonas
marginales.

¢ Reduccion en el uso de energia fosil primaria.

¢ Disminucion de las emisiones de CO, (gas de efecto invernadero) (De la
Vega, 2008).

Para que se pueda poner en marcha proyectos relacionados a cultivos
energéticos de pifidn se debe tener en cuenta la necesidad de identificar
plantas élite con excelentes caracteristicas en cuanto al tiempo de
fructificacion, vida util, calidad y cantidad de aceite en las semillas, resistencia a
enfermedades y sequias, entre otras; para poder obtener los mejores
resultados. Esta identificacion se la puede llevar a cabo mediante largos
procesos de selecciéon fenotipica de plantas madres; o acudir a herramientas
de ultima generacion como la biologia y genética molecular, que permitirian
identificar los genes que proveen las caracteristicas deseadas para que en el

futuro se pueda ensamblar una planta élite en produccion.

Mediante las técnicas de cultivo in vitro se puede establecer una
multiplicacion en masa de clones de la planta élite escogida, con lo cual se
conseguiria un cultivo en campo muy uniforme, de caracteristicas y
rendimientos excelentes, en lo que se refiere a la produccién y productividad

deseada.
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1.4.2 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro de plantas o tejidos vegetales se define como el
cultivo sobre un medio nutritivo, en condiciones estériles, de partes de una
planta: semillas, embriones, 6rganos, explantes, tejidos, células y protoplastos.
Se caracteriza porgue ocurre a micro escala sobre una superficie pequeia; se
optimizan las condiciones ambientales refiriendose a los factores fisicos,
nutricionales y hormonales, y ademas se elimina por completo la presencia de

microorganismos y organismos patdgenos o plagas (Pierik, 1990).

El desarrollo de la tecnologia del cultivo de tejidos (comunmente
llamado cultivo in vitro) como fundamento cientifico, estuvo estrechamente
ligado con el descubrimiento y caracterizacion de las hormonas vegetales, lo
cual ha facilitado el entendimiento del crecimiento y desarrollo de las plantas.
Ademas, esta habilidad de controlar el crecimiento y desarrollo de células y
tejidos vegetales, es la base para muchas aplicaciones en la agricultura,
horticultura e industria quimica, y constituye ademas un prerrequisito para la

ingenieria genética en plantas (Evans, Coleman & Kearns, 2003).

Los objetivos perseguidos con la utilizacion del cultivo in vitro de tejidos
vegetales son numerosos y diferentes. Brevemente, las posibilidades de

aplicacion de tales cultivos se pueden resumir asi:

a) Estudios béasicos de fisiologia, genética, bioquimica y ciencias afines;
b) Bioconversion y produccion de compuestos Uutiles;

c) Incremento de la variabilidad genética;

d) Obtencién de plantas libres de patdgenos;

e) Propagacion de plantas; y

f) Conservacién e intercambio de germoplasma (Roca & Mroginski, 1993).

1.4.3 Tipos de propagacion in vitro

El establecimiento de un cultivo in vitro dependera en gran manera de

las necesidades y objetivos propuestos. De acuerdo al fin perseguido se
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debera determinar las condiciones de trabajo, y establecer el tipo de explante,
sistema de cultivo, medio nutritivo, hormonas de crecimiento y condiciones

ambientales.

De acuerdo al tipo de multiplicacion con que se trabaje, el método de
propagacion puede ser: generativa o vegetativa (clonal), los mismos que seran

tratados en los siguientes apartados.

1.4.3.1 Propagacién clonal

La multiplicacién vegetativa (de forma asexual, también llamada
clonado) in vivo se la ha realizado tradicionalmente por esquejes, acodos y
distintos tipos de injerto; y ha jugado un papel muy importante en la agricultura.
Por ejemplo en el caso de papas, manzanas, peras, muchos bulbos
ornamentales, plantas tuberosas, cultivos lefiosos, claveles, crisantemos, entre
otros; se la ha utlizado para mantener lineas parentales de buenas
caracteristicas en lo que se refiere a produccion. Pero estos métodos clasicos
de reproduccion son insuficientes para las necesidades actuales, ya que son
demasiado lentos, dificiles, caros y a veces completamente inviables (Pierik,
1990).

La micropropagacion clonal es practicamente una multiplicacion masiva
in vitro permitiendo reproducir cientos de clones de una misma especie, 0 de
plantas con genotipos selectos, ademas esta técnica permite obtener otras
ventajas versus los métodos convencionales como son: reducir los tiempos de
multiplicacion; tener mayor control de sanidad, facilidad de transporte de
material in vitro de un pais a otro y permitir multiplicar grandes cantidades de

plantas en espacios reducidos (Roca & Mroginski, 1993).

En el ambito comercial, la micropropagacion in vitro es utilizada para la
produccion de una gran cantidad de copias (clones) de un genotipo
seleccionado. Solo se necesita remover una pequefia cantidad de partes de la
planta madre seleccionada para utilizarlas como explantes iniciales, sin

causarle un mayor dafo, ni comprometer su vida util.
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Los pasos operacionales en la micropropagacién son laboriosos y
repetitivos, y en algunos sistemas de produccion se puede reducir en costos de
esterilizacion, trabajo y velocidad con la introduccion de la automatizacion. Los
costos relativamente altos de produccion de la micropropagacion in vitro
comparados con los métodos clasicos de propagacion son compensados con
los siguientes beneficios:

Rapida propagacién debido a los ciclos cortos de propagacion;

e Gran volumen de propagacion de plantas ornamentales de alto valor
como orquideas, especies forestales y arbustivas;

e Almacenamiento y transporte de una gran cantidad de plantas;

e La produccion de plantas es independiente de la estacion;

e La produccién puede reaccionar rapidamente frente a los cambios en la
demanda (Evans et al., 2003);

e Los clones o las poblaciones agregadas que se producen por métodos
convencionales no se forman, por lo regular, “horizontalmente”, es decir,
durante una generacién, sino lo hacen “verticalmente” a través del
tiempo, generacion tras generacion; en cambio, las técnicas del cultivo
aséptico que incluyen grandes cantidades de propagulos muy pequefios
o de células, han cambiado dramaticamente el potencial hacia lo
“horizontal”; lo cual magnifica cualquier falta de fidelidad absoluta en el

genotipo o fenotipo (Roca & Mroginski, 1993).

Dentro de las principales estrategias que se pueden seguir para realizar la
multiplicacion clonal estan: el microinjerto, o6rganos de perennidad,
embriogénesis somatica, organogénesis directa, organogénesis indirecta y el

cultivo de meristemos y yemas axilares; éste Ultimo se tratard a detalle a
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continuacion, ya que es el método que se utilizara en la realizacion de la

presente tesis.

1.4.3.1.1 Cultivo de meristemos y yemas axilares

Las plantas juveniles tienen una mayor capacidad de regeneracion que
las adultas; pero debido a que las planta que se usan generalmente para la
multiplicacion vegetativa son adultas, se debe intentar antes de su uso, sobre
todo en las especies lefiosas, una juvenilizacion. Esa puede ser conseguida a
veces por: cultivo de meristemos, obtencién de esquejes a partir de otros
esquejes, injerto de un meristemo o apice del vastago sobre un patron
(plantula), aislamiento a partir de zonas que son aun juveniles o una poda
severa; lo cual estimulard la produccion de vastagos juveniles laterales. El
rejuvenecimiento por medio de cultivo in vitro de meristemos, a pesar de las
dificultades que entrafia, es todavia la técnica mas utilizada, ya que: mantiene
la estabilidad genética, elimina los hongos y bacterias y puede suponer a veces

la ventaja adicional para producir un material libre de virus (Pierik, 1990).

Los meristemos son regiones con células en constante division, que
producen células que se diferencian en los nuevos tejidos de la planta, los
meristemos apicales son responsables de la elongacion de la planta, es decir
del crecimiento primario (se pueden comparar con las células madre en los
animales) (Evans et al., 2003). Por esta razén se utilizan los meristemos en la
micropropagacion, y si su extraccion y manejo son muy dificiles. Se utilizan las

yemas apicales, que son el explante donde se los puede encontrar.

La micropropagacion a partir de yemas, apices y meristemos tomo un
gran impulso en los afios 60, con el descubrimiento de su capacidad de
regeneracion en orquideas, ya que cortados apropiadamente y sembrados en
cultivo aséptico producen protuberancias que se asemejan a protocormos
normales capaces de crecer y desarrollarse en plantulas. Desde entonces se
han usado cultivos de puntas de brotes y de meristemos en muchas otras

plantas para obtener, mantener y multiplicar material genético. En algunos
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casos se regenera una planta completa y en otros se puede estimular la
formacién de brotes mdultiples (Roca & Mroginski, 1993).

Muchas especies de interés comercial son producidas con este tipo de
micropropagacion, donde se incluyen: orquideas, flores y plantas
ornamentales, girasoles, coco, cardamomo, eucalipto, cuningamia, palmera del
rattan y sandia. Este tipo de micropropagacion tiene la inmensa ventaja de
generar rapidamente un gran namero de plantas idénticas genéticamente en un
tiempo muy corto comparado con los cultivos convencionales. Particularmente
tiene una importante aplicacion en la modificacidn genética, ya que plantas
transgénicas pueden ser multiplicadas muy rapidamente (Evans et al., 2003).

Luego de obtener ramas axilares, éstas pueden separarse Yy
enraizarse; teéricamente, los brotes axilares o laterales pueden a su vez
producir ramas axilares adicionales a perpetuidad, a medida que se subcultiva
cada brote recién formado o cada explante de nudo. Este método ha sido
utilizado en una gran variedad de especies, desde las herbaceas hasta las
lefiosas. En la figura 1.6 se muestra un esquema de este tipo de propagacion

vegetativa (Roca & Mroginski, 1993).

&
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Figura 1.6 Representacion esquemaética del método de explantes nodales, para la propagacion

vegetativa de plantas (Pierik, 1990).
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Al aplicarse este método se debe tener en cuenta los siguientes

puntos:
o EIl aislamiento por este método es practicamente imposible cuando se
trata de plantas en roseta, como las bromeliaceas, y cuando las

posibilidades de infeccion son altas.

o Para reducir las posibilidades de infeccion es mejor aislar yemas

cerradas.

o La velocidad de propagacion depende del nUmero de yemas disponibles.

o La dormicién, especialmente en plantas lefiosas de los climas
templados, frecuentemente presenta problemas. Para romper Ia
dormicién se debe entender muy bien los problemas asociados con la
misma o su ruptura. El material inicial juega un papel muy importante en
este sentido (posicién, edad, época del afio en que se produce el
aislamiento, etc.), los factores fisicos también son muy importantes como

por ejemplo la composicién del medio nutritivo.

o Las formas de romper la dormicién después del aislamiento in vitro,
especialmente en plantas lefiosas son: tratamientos con temperatura
baja (0 — 5 °C), dia largo (16 horas luz por dia), y la mezcla de ambas.
En algunos casos las giberelinas y/o citoquininas pueden estimular la
ruptura de dormicion en yemas, ademas de una etiolacion (causada por

la oscuridad o la baja irradiancia) (Pierik, 1990).

1.4.3.2 Propagacién generativa

La propagacion generativa en cultivo de tejidos, es la que involucra
células sexuales, por lo tanto, se trata de reproducir plantas a partir de 6vulos
fecundados, que al desarrollarse y madurarse formaran una semilla sexual, con
la informacion genética de los gametos sexuales masculino y femenino. Este
tipo de propagaciéon no serd clonal, referido a la planta de la que se extraen las

semillas; aunque las multiples plantulas que se puedan extraer de la semillas,
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ya sea por induccién de callo y posterior organogénesis, multiplicacion o
embriogénesis, si seran idénticas entre ellas. Para entender mejor los procesos
que implica esta técnica se revisara al detalle el cultivo de los embriones

extraidos de semillas.

1.4.3.2.1 Cultivo de embriones

El cultivo de embriones es un importante método para estudiar el
desarrollo embrionario y de la semilla; esto involucra la obtencién de semillas
viables cuando la germinacion in vivo es un problema. El método mas facil para
cultivar embriones es removerlos de la semilla cuando estan cerca de
madurarse Yy listos para germinar. Sin embargo, en otros casos (para obtener
semillas estériles 0 rescatar embriones mutantes), es necesario extraer un
embridon inmaduro y hacerlo crecer directamente en un medio sélido (Evans et
al., 2003).

El tipo de embriones con que se trabaja, y sus caracteristicas se

detallan a continuacion:

o Cultivo de embriones inmaduros, que se originan en semillas no
acabadas de madurar. Este tipo de cultivo se utiliza sobre todo para
impedir el aborto embrionario, y con el fin de obtener una planta viable.
Este cultivo es (extremadamente) dificil; en parte porque se necesita una
ardua diseccién, y también un medio nutritivo complejo. Las
posibilidades de éxito de este tipo de cultivo, dependen mucho del

estado de desarrollo del embrién en el momento de ser aislado.

o Cultivo de embriones maduros, que se encuentra a su vez en semillas
maduras. Este tipo de cultivo es relativamente facil, y se utiliza para
eliminar la inhibicién (absoluta) de la germinacion de las semillas y para
mejorar los porcentajes de germinacion comparados con los obtenidos in
vivo. Adicionalmente, el hecho de que son tejidos embrionarios, son

excelente explantes para ser usados en estudios de propagaciéon clonal
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in vitro en virtud de su naturaleza y alto potencial regenerativo (Pierik,
1990).

El cultivo aséptico se ha convertido en un procedimiento ampliamente
utilizado y de rutina para el “rescate” de los embriones que normalmente no
crecen ni se convierten en plantulas. En un sentido estricto, el material no se
esta multiplicando clonalmente, pero si se esta multiplicando el germoplasma
gue de otra manera se perderia; por lo tanto, tal vez se justifique incluir este
sistema en la lista de estrategias para la multiplicacién (Roca & Mroginski,
1993). Ademas el cultivo de embriones posibilita la recuperacién de hibridos de
cruzamientos incompatibles, rompimiento de la dormancia, esterilidad de las
semillas y se pueden obtener explantes jovenes libres de contaminacion

(Santos, Pasqual, Ferreira y Alves, 2003).

Los suplementos en el medio de cultivo como el agua de coco (un
endospermo liquido vegetal) han tenido mucho éxito en proveer de los
nutrientes necesarios y los factores de crecimiento requeridos. Aunque en
embriones maduros, al incrementar su actividad autotréfica, no se requiere un
medio muy complejo. Azucar o glucosa es la fuente de carbohidratos mas
usual, el aminoacido glutamina es preferido como fuente de nitrdgeno en
comparaciébn con la asparagina. Otros aditivos incluyen, hormonas
(particularmente auxinas y citoquininas) y otros como la leche de coco y
caseina hidrolizada. La concentracién de agar tiene una importancia particular,
ya que una alta concentracién genera la deshidratacién del embrion (Evans et
al., 2003).

El medio de cultivo adecuado tanto para la propagacion como para el
cultivo de embriones debe ser adaptado para cada especie. Aunque diferentes
medios son capaces de mantener los microcultivos, el frecuentemente utilizado
es el medio Murashigue & Skoog (Nunes, 2007) y para embriones inmaduros el

medio basal Gamborg (Evans et al., 2003).

Uno de los problemas en el cultivo de embriones es la germinacion

precoz de los embriones cigoticos, ya que las plantas resultantes seran
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anormales o débiles, faltdndoles estructuras o presentar solamente aquellas
que tenian en el momento de la extraccion. Varias son las formas para evitar la
germinacion precoz, tales como: alta presion osmotica, baja tension de
nitrogeno, elevado nivel de potasio y nitrogeno, incluso de acido abscisico
(ABA) en el medio, y también de polietilenglicol (PEG). En general, cuanto mas
joven es el embrion utilizado, mas alta sera la osmolaridad requerida en el
medio (Nunes et al., 2008).

Es muy importante que las semillas o embriones que se van a cultivar
in vitro, aseguren tener buenas caracteristicas, es decir, un material que no se
haya almacenado por mucho tiempo, no presentar patdgenos ni pudricion, y
otros factores que pueden interferir con una normal germinacién in vivo.
También se debe tener en cuenta los tratamientos pre-germinativos
(escarificacion, remojo, imbibicién, etc.) a utilizar antes de la siembra aséptica
en el medio de cultivo. Por otro lado se pueden realizar pruebas de viabilidad
para asegurarnos el porcentaje de semillas viables. Este porcentaje debera
aproximarse en gran manera al porcentaje de germinacién in vitro, ya que se
tiene las condiciones ideales para ello, no asi in vivo. Una de las pruebas mas
utilizadas es la prueba de tincién con tetrazolio, debido su precision y facilidad

de observacion en los resultados, la cual se detalla en el siguiente apartado.

1.4.3.2.2 Prueba de viabilidad de semillas basada en la tincién con

tetrazolio

Una prueba de germinacion es el mejor indicador del potencial de un
lote de semillas para emerger en condiciones de campo. Sin embargo, ésta
dura desde dias, semanas y en algunos casos hasta meses para completarse.
La prueba de tetrazolio, comunmente llamada como prueba TZ, es una prueba
de viabilidad de semillas que ha sido desarrollada para proporcionar una rapida

estimacion de la germinabilidad de semillas (Patil & Dadlani, 1993).

La prueba de tetrazolio (TZ) fue desarrollada en Alemania en los afos
40 por Georg Lakon e introducida a los Estados Unidos después de la Segunda

Guerra Mundial. El uso de esta prueba se ha incrementado y expandido desde
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entonces debido a que es completamente rapida y tarda unas pocas horas.
Este es un método r4pido para determinar la viabilidad de la semilla comparada
con una prueba estandar de germinacion. Comunmente los resultados con TZ
son usados en lugar de los resultados con pruebas de germinacién estandar.
Ademas, este procedimiento es usado también para determinar la viabilidad de
semillas no germinadas al final de una prueba de germinacion (Vankus, 1997).

e Mecanismo de reaccién

El creador de este método, Georg Lakon, reconocié que todos los
tejidos vivos, los cuales respiran, son capaces de reducir un quimico incoloro,
el cloruro o bromuro de 2, 3, 5 trifenil tetrazolio, a un compuesto de color rojo,
el formazan, por transferencia de hidrégenos, reaccién que es catalizada por la
enzima deshidrogenasa como se muestra en la figura 1.7 (Patil & Dadlani,
1993).

'
N-N-C¢H + T
CgH c// “F _aiac 7
675 \. l+ DESHIDROGENASA CgHsC +Hcl
N=N-Cgl LE= -
CL_Cs”S P i N=N-CgHs
NADP NAD
Cloruro de 2,35 NADPH NADP FORMAZAN
trifenil tetrazolio (ROJO)
(INCOLORO)

Figura 1.7 Mecanismo de reaccion del cloruro de 2,3,5 trifenil tetrazolio (incoloro), reducido por

la deshidrogenasa, en formazan (color rojo) (Tomado de Patil & Dadlani, 1993).

Es decir que, la prueba del tetrazolio mide la actividad de las enzimas
deshidrogenasas usadas en el proceso de respiracion. La respiracion es un
proceso celular que degrada azucares para producir energia, diéxido de
carbono y agua, utilizando oxigeno. Las enzimas reaccionan con los sustratos
liberando iones hidrégeno a la solucién soluble de cloruro de tetrazolio. La
solucion salina es reducida por estos iones hidrogeno. Entonces la solucion
incolora de tetrazolio es convertida en un compuesto rojizo insoluble llamado
Si

almacenamiento se encuentran respirando activamente, el formazan estara

formazan. el embrion y posiblemente el endospermo o tejidos de
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presente y los tejidos se tefiirdn de rojo. La viabilidad de las semillas es
determinada evaluando: la cantidad del area tefiida, la intensidad de la tincion,
el patron de tefido y otras caracteristicas criticas que incluyen la turgencia,
presencia y dafio de estructuras esenciales, anormalidades y presencia de

patégenos (Vankus, 1997).

Este procedimiento mencionado también sirve para estimar la viabilidad
de semillas en dormancia, especialmente aquellas que tienen una dormancia
muy pronunciada. Esta prueba requiere un remojo previo de las semillas en
agua, para que se vuelvan més blandas para el corte. Una semilla humedecida
se teflira mucho mas rapido. Es extremadamente importante que no se dafie en
el corte el eje embrionario, esto se refiere a la radicula y plumula. Las regiones
meristematicas estan alli, y sus condiciones deben permanecer inalteradas
hasta que sean examinadas cuidadosamente. Estas &reas permitiran al
embridn desarrollarse para producir una germinacion normal. Para semillas con
cubiertas muy duras, se tiene una variedad de métodos que permiten extraer el
embrion sin dafio. El tiempo de tefido va de dos a cuatro horas, a temperaturas
de 20 a 40°C dependiendo del tipo de semilla tratada (Karrfalt, 2004).

La concentracion de cloruro de tetrazolio esta en el rango de 0,1 a
1,0%. Generalmente una soluciéon al 1% es utilizada para semillas que no
necesitan abrirse para extraer el embridon. Bajas concentraciones (0.2 a 0.5%)
son utilizadas para embriones poco voluminosos Yy relativamente fragiles. La
solucion de cloruro de tetrazolio puede hacerse con disolucién en agua, pero se
debe tener en cuenta que el pH debe estar alrededor de 7. Un pH de 4 o
menos no dara una tincion clara de embriones viables, y una solucién de pH 8
0 mas resultara en un teflido muy intenso, lo cual puede interferir en la lectura
de resultados. Si el pH del agua no esta en el rango neutral, la sal de tetrazolio
deberad ser disuelta en una buffer de fosfato (KH,PO, — Na,HPO,). EIl
almacenamiento de la solucion de tetrazolio se lo realiza en condiciones de
oscuridad, para prevenir la reaccion en presencia de luz, y a bajas
temperaturas (Patil & Dadlani, 1993).
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1.4.4 Etapas de la micropropagacion clonal in vitro

Dentro del proceso de micropropagacion se pueden diferenciar
claramente varias fases o etapas, cuya secuencia abarca un ciclo completo en
la multiplicacion de plantas in vitro. De acuerdo a las caracteristicas de cada
especie vegetal pueden existir simplificaciones o cambios, pero en términos

generales, estas etapas son comunes al proceso de propagacion in vitro.

1.4.4.1 Etapa O: Preparacion y seleccion de plantas donadoras

Se pueden utilizar dos tipos de material vegetal in vitro: plantas
cultivadas bajo condiciones controladas, en invernadero o camara de ambiente
controlado; o plantas cultivadas en campo. En la préactica, si un explante es
aislado de una planta cultivada en el exterior, existen muchas mas
posibilidades de que se produzca una infeccion. Si se tiene que utilizar material
exterior, es aconsejable, siempre que sea posible, pasar la planta al interior;
donde se continda su cultivo en algun recipiente, y por tanto, su crecimiento. A
partir de las partes de la planta que sean recientemente formadas se escogen
los explantes para el cultivo in vitro (Pierik, 1990).

En relacién con la especie vegetal utilizada, es importante tener en
cuenta la variabilidad asociada al genotipo de las plantas. Es muy frecuente
que, en idénticas condiciones de medio y ambiente, las respuestas in vitro de
cultivo de un determinado explante de una especie, difieran con el cultivar
empleado. Ligeros cambios en la composicion de los medios de cultivo,
especialmente en lo que se refiere a los reguladores de crecimiento, pueden
ser de utilidad para obviar este efecto del genotipo del material vegetal (Roca &
Mroginski, 1993).

Por otro lado, y con fines de obtener resultados estadisticos relevantes,
se debe tener en cuenta que el material con el que se va a trabajar sea los mas
homogéneo posible, esto en lo que se refiere a las plantas donadoras, época

de recoleccion, tipo de explante y condiciones de cultivo.
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1.4.4.2 Etapa 1: Establecimiento del cultivo aséptico

La asociacion explante — medio y las condiciones fisicas en que
normalmente se incuban los cultivos conforman un ambiente propicio para la
proliferacion de microorganismos (bacteria, hongos), los cuales pueden destruir
tales cultivos, competir con el explante por el medio de cultivo o modifcarlo.
Evitar la contaminacion es un aspecto basico que se debe tener en cuenta para
el éxito, no solamente en el establecimiento de los cultivos, sino en su ulterior

incubacion y manipulacion (Roca & Mroginski, 1993).

La obtencion de explantes estériles es dificultosa debido a que el tejido
vegetal debe ser tratado con desinfectantes que sean efectivos en destruir
cualquier contaminaciébn microbiana sin dafiar el tejido del explante. Los
siguientes procedimientos pueden ser utilizados en la esterilizacién superficial

de los explantes:

¢ Realizar un lavado de los explantes con un detergente suave; hojas y
tejidos herbaceos pueden no requerir este paso, pero tejidos lefiosos y

tuberoso deben ser lavados cuidadosamente.

e Se debe realizar un lavado del tejido con una corriente constante de

agua por 10 a 30 minutos.

¢ Luego se sumerge el tejido por unos segundos (no mas de un minuto) en

una solucion de etanol al 70%.

e Bajo condiciones estériles, el explante es sumergido en una solucién
desinfectante en un recipiente sellado con una agitacion leve por 5 a 10
minutos. Se puede afadir un agente humectante como Tween 20 u 80 al
desinfectante para mejorar el contacto entre el explante y el
desinfectante. Para tejidos que son dificiles de desinfectar se pueden
utilizar bombas de vacio para una mejor descontaminacion al eliminar

las burbujas de aire.
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¢ Al final del periodo de esterilizacion, los desinfectantes son decantados y
los explantes lavados tres o mas veces en agua destilada estéril y
secados con toallas de papel estériles, para asi iniciar el cultivo del tejido
(Evans et al., 2003).

No es aconsejable utilizar en la desinfeccion etanol al 96% ya que
produce una excesiva deshidratacion en el tejido; este desinfectante se
aconseja utilizarlo para descontaminar las areas donde se va a trabajar en la
siembra del explante, los instrumentos a utilizar como pinzas y bisturis, y para

el flameado ocasional de las superficies (Pierik, 1990).

Hay una vasta gama de compuestos quimicos que se pueden utilizar
como desinfectantes para los explantes, pero en la actualidad es casi
generalizado el empleo de hipoclorito de sodio (NaOCI) del 1 al 3 % contenido
en productos de uso domeéstico. Con menor frecuencia se usan el hipoclorito de
calcio (Ca(OClI),) del 6 al 12% vy el cloruro de mercurio (HgCl,) del 0,1 al 1,5%,
aunque hay que recalcar que este compuesto es altamente toxico y que no es

facilmente removible del explante (Roca & Mroginski, 1993).

La eleccion del tiempo de esterilizacion y la concentracion del
hipoclorito de sodio se pueden hacer en funcién de las circunstancias
particulares de cada caso. Depende en gran parte de si la superficie del
explante que se utiliza se va a conservar (esterilizacién suave) o se va a cortar
antes de la inoculacion (esterilizacion vigorosa). Una esterilizacion prolongada
puede producir efectos negativos sobre el explante; el tiempo y la
concentracion adecuada de hipoclorito de sodio deben elegirse cada vez, en

funcién del material experimental (Pierik, 1990).
1.4.4.3 Etapa 2: Induccién de brotes
Una vez que se establezca el protocolo de desinfeccién mas adecuado,

donde los explantes tengan el menor porcentaje de contaminacion y el mayor

porcentaje de recuperacion de explantes viables, se procede a determinar el
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medio nutritivo que permitira al tejido adaptarse y desarrollarse al nuevo

ambiente in vitro.

Los nutrientes son esenciales para el crecimiento y desarrollo de la
planta: sin agua y nutrientes minerales una planta no puede vivir ni in vitro ni in
vivo. También se debe afadir azlicares al medio de cultivo, ya que las plantas
no son completamente autotréficas cuando se desarrollan en estas
condiciones. El medio de cultivo brinda los requerimientos nutritivos al explante
para su crecimiento optimo en condiciones in vitro, pero estos requerimientos
varia segun la especie. Debido a esto existen muchas formulaciones de medios
de cultivo segun el tipo de planta y el explante con el cual se trabaje. Por
ejemplo el medio MS, o de Murashige y Skoog (1962) (Anexo A), es muy
usado, particularmente si el objetivo es regenerar plantas (Pierik, 1990).

Todos los medios parecen beneficiarse en cierto grado con los
suplementos vitaminicos, a menos que las células se vuelvan verdes o hasta
que ello ocurra; los aditivos minimos usuales son la tiamina, &cido nicotinico y

la Piridoxina (Roca y Mroginski, 1993).

Muchos cultivos vegetales requieren de reguladores de crecimiento
(hormonas). Es muy util la preparacion de una solucién que se 1000X de la
concentracion final, para facilitar la adicion de pequefios volumenes. Las
hormonas son afadidas antes del autoclavado o filtradas de forma estéril y
afiadidas luego del mismo. Es posible que el medio requiera un suplementos
indefinidos como agua de coco, caseina hidrolizada o harina de platano, los

cuales pueden ser también autoclavados (Evans et al., 2003).

Las principales diferencias entre los medios de cultivo se relacionan
con los diferentes compuestos utilizados para estimular la division celular.
Como se menciond, se emplean generalmente sustancias reguladoras de
crecimiento, generalmente del tipo de las auxinas o las citoquininas. Las
auxinas que mas se utilizan en el establecimiento de los cultivos son: 2,4-D,
ANA, AIA y AIB; las citoquininas que mas se emplean son: KIN, BAP y ZEA.
Ademas se ha demostrado que el uso de giberelinas, especialmente el GAs, es
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necesario para el cultivo de 4pices o meristemas caulinares de varias especies

vegetales (Roca y Mroginski, 1993).

1.4.4.4 Etapa 3: Multiplicacion de brotes

El explante establecido es inducido a producir brotes vegetativos luego
de ser transferido a un medio que contiene citoquininas (Evans et al., 2003); se
espera que estos explantes originen brotes (de procedencia axilar o adventicia)
con varias hojas. En la base de cada hoja hay una yema que se desarrollari
luego de ser puesta en contacto con el medio de cultivo. Periédicamente estos
nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones y
resiembras en tubos de cultivo u otros recipientes adecuados. Estas
operaciones se realizan en la cAmara de flujo laminar o en un lugar aislado que
nos permita mantener las condiciones de asepsia. De esta forma aumenta el
namero de plantas en cada repique o division de las plantas. EI nUmero de
plantas que se obtiene dependera de la especie vegetal y de las condiciones
del medio de cultivo. EI nimero de plantas que se obtiene por la via de la
micropropagacion permite alcanzar incrementos exponenciales, considerando
que todos los factores que afectan el crecimiento hayan sido optimizados
(Castillo, 2004).

Un pardmetro que se debe tener muy en cuenta es que, la
multiplicacion o propagacion no ocasione una pérdida de la estabilidad genética
(variacion somaclonal), que puede ser causada por un excesivo subcultivo de
los brotes adventicios formados (este tema se trata en el apartado 1.4.5.4);
aunque si es necesario un numero de repicados para que se produzca un

rejuvenecimiento de la planta, especialmente en especies lefiosas.

Las necesidades de citoquinina son muy variables (tipo vy
concentracion); para muchas plantas ocurre, que cuantos mas repicados se
realizan, mas disminuyen las necesidades de citoquinina, como resultado del
rejuvenecimiento y habituacion. La mayor parte de plantas reaccionan bien al
BAP (bencilaminopurina), e incluso a concentraciones menores de kinetina o

2ip. Se aconseja elegir una concentracion de auxinas baja, junto con una
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concentracion de citoquininas alta; generalmente la  proporcidn
citoquinina/auxina es de 10/1. En algunas ocasiones se recomienda el permitir
al apice del vastago un cierto desarrollo, antes de aumentar la concentracion

de citoquininas para inducir la formacion de vastagos axilares (Pierik, 1990).

1.4.4.5 Etapa 3: Enraizamiento y elongacion

El proceso de enraizamiento en los brotes propagados in vitro requiere
generalmente del transplante a un medio de cultivo con menor concentracion
de sales. Por ejemplo, el medio MS diluido al 50% ha dado resultados positivos
en diferentes especies. Asi mismo, se requiere cambiar el balance hormonal,
esto es, disminuir las citoquininas y aumentar las auxinas exégenas. En
algunas especies, es suficiente la eliminacion de las citoquininas exogenas

para estimular la diferenciacion del sistema radical (Roca & Mroginski, 1993).

En la mayor parte de los casos, la formacidon de raices se induce mas
facilmente en plantas juveniles que en plantas adultas, aunque las razones por
las que esto es asi, no estan generalmente claras. Un factor muy importante es
el suministro de oxigeno, ésta es la razon por la que los vastagos enraizan
mejor in vivo que in vitro; en el agar se encuentra un suministro limitado de
oxigeno (el oxigeno no es muy soluble en el agua). Las raices formadas en
agar, por lo general tienen pelos radicales escasamente desarrollados, debido
a la falta de oxigeno. Por este motivo el enraizamiento se da de mejor manera
en medio liquido (Pierik, 1990).

Algunas especies de plantas no necesitan pasar por esta etapa y
emiten sus raices en el mismo medio de cultivo donde desarrollan yemas
nuevas, por lo tanto el proceso de multiplicacion y enraizamiento transcurren en

forma simultanea (Castillo, 2004).

Otros factores importantes en la formacion y elongacion de raices es la
luz, la cual en la mayoria de especies inhibe el enraizamiento. Por otro lado,
una concentracion alta de azucar estimula la formacion de raices adventicias.

También se ha demostrado que el carbon activado juega un importante papel
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en la formacion radical, ya que se le atribuyen dos efectos: la adsorcion de
todos los compuestos orgénicos, con excepcion de los azlcares, y la falta de

suministro de luz a los medios nutritivos (Pierik, 1990).

1.4.4.6 Aclimatacién

Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios
ambientales, de manera que el éxito o el fracaso de todo el proceso dependen
de la aclimatacion. Tanto si los explantes son enraizados in vitro como ex vitro,
en el momento en que se extraen los explantes de los recipientes de
enraizamiento estan poco adaptados a crecer en un invernadero, ya que estos
explantes han enraizado y crecido en ambientes con una humedad relativa muy
elevada y generalmente tienen estomas que no estan muy bien adaptados para
responder al descenso de la humedad relativa, y son demasiado lentos para
evitar la desecacion del explante. Por otra parte crecer en ambientes tan
hamedos también suele implicar la falta de una cuticula cérea bien
desarrollada, la barrera para evitar la pérdida de agua a lo largo de toda la
superficie de la planta. Los explantes deben ser aclimatados a las condiciones
de humedad del invernadero disminuyendo progresivamente la humedad

relativa e incrementando progresivamente la intensidad de luz (SABIT, 2006).

1.4.5 Factores que influyen en el cultivo in vitro

Diversos agentes influyen para que un determinado cultivo de
explantes tenga éxito en el establecimiento y posterior desarrollo normal in
vitro. Dentro de estos factores se tiene principalmente: el material vegetal,

factores fisicos y quimicos, y la variacién somaclonal.

1.4.5.1 Material vegetal

1.4.5.1.1 Plantas donadoras de material vegetal

Es muy importante obtener explantes con un nivel nutricional y un
grado de desarrollo adecuado. Para esto, se recomienda mantener las plantas

madre, es decir la planta donadora de yemas, durante un periodo de tiempo
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gue puede oscilar entre unas semanas o varios meses en un invernadero bajo
condiciones controladas. Asi, se cultiva una planta en condiciones sanitarias
Optimas y con un control de la nutricion y riego adecuados para permitir un

crecimiento vigoroso y libre de enfermedades (Castillo, 2004).

Si se tiene que utilizar material obligatoriamente cultivado en el campo,

se debe tener en cuenta lo siguiente:

e Las yemas deben usarse con sus catafilos o bracteas, una vez que no

estén durmientes, aungque no hayan empezado a abrirse.

e Se pueden utilizar ramas que hayan permanecido almacenadas, y luego

brotadas en agua en el interior.

e Las ramas que se hayan desarrollado en el exterior, se pueden envolver
en plastico, y solo deben usarse para su aislamiento las partes que se

desarrollen a partir de ese momento.
En cambio, para limitar las infecciones cuando se utiliza material de
invernadero o camara de crecimiento, se deben seguir las siguientes

directrices:

e Impedir infecciones de insectos (afidos, arafia roja, &caros, mosca

blanca), ya que son vectores de enfermedades.

e Evitar hongos y bacterias, utilizando cuando, sea posible, fungicidas o

bactericidas sistémicos.

e No mojar nunca las plantas al regar, afnadiendo directamente el agua al

tiesto.
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¢ Mantener la humedad en el invernadero tan baja como sea posible. Las
infecciones fangicas y bacterianas son mas probables con una humedad

alta.

e Permitir a las plantas secarse parcialmente antes de iniciar la

esterilizacion y aislamiento (Pierik, 1990).

1.4.5.1.2 Tipo y edad de los explantes

La parte de la planta que se va a introducir in vitro influira mucho a la
hora de la desinfeccion y establecimiento, y en el tipo de propagacién que se
vaya a realizar. Por ejemplo, la desinfeccion es mucho més sencilla si se trata
de hojas, peciolos o entrenudos, por tratarse de tejidos relativamente lisos; en
contraste, la contaminacién se vuelve mucho mas persistente en yemas
axilares y apicales, y en tejidos con tricomas, debido a la dificultad que tiene el

desinfectante para ingresar en estos lugares.

El tamafio del explante es otro aspecto que se debe tener en cuenta
para el establecimiento de los cultivos; cuanto mas grande sea, mayores son
las posibilidades de obtener proliferacion callosa, aunque ello trae aparejadas
mayores probabilidades de heterogeneidad y de contaminacién con
microorganismos. Existe un tamafio minimo del explante, variable segun el
material vegetal, por debajo del cual no se obtienen proliferacion callosa u otras
respuestas deseables (Roca & Mroginski, 1993).

Para una obtencién réapida de una estructura callosa sera muy
importante escoger hojas o peciolos como explantes, ya que son tejidos

joévenes y muy propensos a un incremento en la division celular.

La micropropagacion clonal implica que cada una de las plantulas que
se produce, pueda crecer y ser fenotipicamente y genotipicamente idéntica a la
planta original de la que se deriva. Hasta el momento, las puntas de tallos y las
yemas laterales han sido los explantes que utilizan mayormente en esta etapa.

Por esta razon, cuando se usa la palabra “micropropagacion” muy raras veces
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se piensa en el uso de callos, células libres o de otros sistemas de tejidos mas
exigentes (Roca & Mroginski, 1993).

Cuando se aislan meristemos y apices del vastago (iniciales del
vastago), se debe tener en cuenta que los apices del vastago juveniles
permanecen como juveniles in vitro, mientras que los adultos se comportan
como tales. A veces a través de repicados repetidos de apices del vastago o
especialmente meristemos, un meristemo adulto, de forma gradual, adquiere
caracteres juveniles. Este rejuvenecimiento se traduce en un incremento de la
divisién celular y la regeneracion. Por tanto, los tejidos jovenes, no lignificados,
por lo general son mas apropiados para el cultivo que los tejidos viejos y

lefiosos, aunque existen algunas excepciones (Pierik, 1990).

En lo que tiene que ver al estado fisiolégico, este tiene un fuerte efecto
sobre la division celular y la regeneracion in vitro. Aunque con muy pocas
excepciones, en general los fragmentos de plantas en estado vegetativo,
regeneran in vitro con mas facilidad que los fragmentos de plantas en estado
generativo; dentro de este caso, las yemas (especialmente de arboles y
arbustos), que se encuentran todavia en estado de reposo (final de otofio o
principio del invierno), son mas dificiles de cultivar in vitro que las que proceden

de plantas que ya no estan durmientes (Tomado de Pierik, 1990).

1.4.5.2 Factores Quimicos
1.4.5.2.1 Carbohidratos

El azlicar es un componente muy importante en cualquier medio
nutritivo ya que los tejidos verdes no son suficientemente autoétrofos in vitro.
También la concentracion del CO; en el tubo de ensayo puede ser un factor
limitante para la fotosintesis, y en la practica es muy dificil y caro suministrar el
anhidrido carbdnico. Generalmente el azlcar se usa en una concentracion de 1
a 5% de sacarosa, ya que este azucar se sintetiza y se transporta de forma
natural por las plantas. También se puede utilizar glucosa y fructosa. La

concentracion utilizada depende mucho del tipo y edad del material vegetal; por
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ejemplo embriones muy jévenes requieren concentraciones de azucar

relativamente altas (Pierik, 1990).

1.4.5.2.2 Sales inorganicas

Los nutrientes inorganicos son elementos minerales, que basados en
sus concentraciones de uso se clasifican en dos grupos: macroelementos, que
se utilizan en concentraciones milimolares (mM), y microelementos, que se

utilizan en concentraciones micromolares (uM).

En el cuadro 1.3 se resumen los macro y microelementos utilizados en
cultivo in vitro, la forma en que se encuentran en el medio y sus

concentraciones utilizadas.

Cuadro 1.3 Elementos contenidos en los medios nutritivos y concentraciones necesarias
(Tomado de Evans et al., 2003).

ELEMENTOS CONCENTRACION
@ Nitrogeno (NO3) (NH,") 20 - 40 mM
% Azufre (SO,) 1-3mM
& | Fosforo (PO,) 1-3mM
3 [ Calcio 1-3mM
g Magnesio 1-3mM
= Potasio 20 - 30 mM
Hierro -
« | Boro -
2 | cobaito 0,1 uM
% Cobre 0,1uM
g lodo -
£ | Manganeso 5-30uM
= Molibdeno 0,1 uM
Zinc 5-30uM

1.4.5.2.3 Vitaminas, aditivos y aminoacidos
La adicién de vitaminas no es esencial para la célula vegetal y el cultivo

de tejidos, aunque la vitamina B; (tiamina) es considerada benéfica para

cultivos de algunas especies. Sin embargo, biotina, acido pantoténico, acido
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nicotinico (niacina), piridoxina (piridoxol, vitamina Bg), &cido folico, &cido
ascorbico (vitamina C) y tocoferol (vitamina E) son afiadidos a algunos medios.
La adicion de extracto de levadura también es usada como fuente de vitaminas.
El mioinositol es frecuentemente utilizado en medios para monocotiledoneas,
gimnospermas y algunas dicotiledoneas, ya que juega un papel importante en

el desarrollo de la pared celular y la membrana (Evans et al., 2003).

Los aminoacidos son usados como fuente de nitrégeno organico; la L-
glutamina es el més usado; aunque también se pueden utilizar la asparagina y
la adenina; esta Ultima es mas soluble como sulfato y suele usarse en la
propagacion vegetativa (2 — 120 mg L™?) para estimular la formacién de

vastagos adventicios (Pierik, 1990).

1.4.5.2.4 Reguladores de crecimiento

Son compuestos organicos sintetizados por plantas superiores que
influyen sobre el crecimiento y desarrollo; actian generalmente en lugar
diferente a donde son producidas y se encuentran presentes y activas en muy
pequefias cantidades. También se han desarrollado otros reguladores de
origen sintético con similares propiedades a los naturales. En el cultivo in vitro
se usan especialmente auxinas y citoquininas, cuyas concentraciones

dependen del tipo de cultivo y especie vegetal (Pierik, 1990).

e Auxinas

La auxina que se encuentra en mayor cantidad de forma natural es el
acido 3 - indol acético (AlA), este es sintetizado en los apices radicales y
transportado a lo largo del eje de la planta. En general, en las raices estimulan
la division celular y su diferenciacion, y junto con las citoquininas regulan
algunos procesos del desarrollo vegetal. Por ejemplo induce a la formacion de
raices laterales. La senescencia y abscision de hojas, frutos y flores maduras
son inhibidas por las auxinas. También se utilizan las auxinas sintéticas: acido
2,4 — diclorofenoxiacético (2,4-D), acido 1 — naftalenacético (ANA), acido 3 —
indol butirico (AIB) y acido p — clorofenoxiacético (Evans et al., 2003).
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e Citoquininas

Las citoquininas se utlizan frecuentemente para estimular el
crecimiento y el desarrollo; siendo las mas comunes: kinetina, BAP, 2ip y PBA.
Generalmente estimulan la division celular, sobre todo si van en compaiiia de
una auxina. En concentraciones elevadas (1 — 10 mg L™) pueden inducir la
formacion de vastagos adventicios, sin embargo, generalmente se inhibe la
formacién de raices. Se puede decir que promueven la formacién de vastagos
axilares porque disminuyen la dominancia apical, ademas de retardar el

envejecimiento (Pierik, 1990).

e Giberelinas

El uso del &cido giberélico (GA) comenzd a partir de su aislamiento del
hongo Gibberella fujikuroi, y su adicion en el medio de cultivo produce efectos
fisiolégicos muy amplios. Existen también varias giberelinas, relacionadas con
el GA que son productos complejos del metabolismo del hongo o de plantas
superiores, y son capaces de intervenir en el alargamiento celular. Se conoce
que niveles de GA superiores a 1 mg L™ son téxicos, por lo que se deben
utilizar en bajos niveles y con cautela; ademas las giberelinas son termolabiles

y deberian esterilizarse con filtros (Roca & Mroginski, 1993).

e Brasinoesteroides

Los brasinoesteroides son potentes reguladores del crecimiento vegetal
de naturaleza esteroide, siendo, la brasinolida, el primer compuesto aislado a
partir de una fuente natural en 1979 de Brasica napus (Adam, 1998). Se le
atribuyen las siguientes respuestas en las especies vegetales como: promover
la elongacion de tejidos, acelera la desdiferenciacion de protoplastos vy
regeneracion de la pared celular, hiperpolariza el potencial eléctrico de la
membrana, influye en el gravitropismo, retrasa la abscisién de hojas en citricos,
en presencia de auxinas y citoquininas, estimula el crecimiento de callos,
induciendo el alargamiento y la division celular; acelera la actividad

fotosintética, incrementa la biosintesis de proteinas y azucares. Se los utiliza en
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muy bajas concentraciones (0,1 — 0,001 mg L™); y ademas de su influencia en
el crecimiento, usualmente influyen sobre otros aspectos del desarrollo, como

la reproduccién, maduracion, senescencia y abscision (Rossi, 2005).

1.4.5.2.5 Antioxidantes

Muchas especies, sobre todo las lefiosas, contienen compuestos
fendlicos que en el medio de cultivo producen una oxidacion excesiva del
material vegetal, para esto se han diseflado varias estrategias que reducen
este efecto, como es la adicion de sustancias antioxidantes como &cido citrico,
acido ascoérbico, cisteina, entre otros, que controlan en gran manera la

oxidacion.

1.4.5.2.6 Agente gelificante

En el cultivo de tejidos se necesita de una matriz sélida o semi — sélida
que sirva de sostén al explante mientras permita el contacto con el medio,
aunque un medio liquido es muy util en algunos sistemas de cultivo,
frecuentemente se presenta el problema de la hiperhidratacién, donde los
explantes no pueden crecer apropiadamente. Las siguientes sustancias han
sido utilizadas con éxito como agentes gelificantes: agar, agarosa, gelatina o
gomas gélicas (Phytagel — Sigma, Gelrite — Merck), los cuales no reaccionan
con los constituyentes del medio y no son digeridos normalmente por enzimas

vegetales (Evans et al., 2003).

1.4.5.3 Factores Fisicos

Es indispensable en la investigacion disponer de camaras de cultivo, en
las que se pueda controlar la luz, temperatura y humedad, principalmente.
Estas condiciones deben estar reguladas dependiendo de la especie vegetal
con la que se trabaje, para que se adapte y desarrolle de la mejor manera.
Algunas veces cuando se cultiva un embrion, tejido, 6rgano, etc., se hacen
necesarias condiciones especiales, primero de luz y después de oscuridad o

viceversa, por lo cual se recomienda tener camaras separadas para cada
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cultivo, con la intencion de que no interfiera la una con la otra en su crecimiento
(Pierik, 1990).

1.4.5.4 Variacion somaclonal

Esta plenamente comprobado que ocurren modificaciones genéticas en
las células y tejidos cultivados con técnicas in vitro. Segun Larkin y Scowcroft
(1981), muchas de estas modificaciones se manifiestan como mutaciones
heredables a las progenies de las plantas regeneradas. Este fenémeno se
conoce como variacién somaclonal (Tomado de Roca & Mroginski, 1993).

El origen y expresion de estas variaciones observadas difiere de
especie a especie y depende también del tipo de tejido del explante. La

variacion somaclonal se puede dar de dos clases:

e Variabilidad genética (heredable), causada de mutaciones u otros
cambios en el DNA.

e Variabilidad epigenética (no heredable), causada por cambios
fenotipicos temporales (Evans et al., 2003).

La aparicion de mutaciones no resulta siempre facil de determinar,

debido a algunos motivos como:

e La expresion de las mutaciones depende a menudo, en gran medida, de

las condiciones ambientales.

e Frecuentemente ocurren micro — mutaciones que son dificiles de

identificar.

e Se necesitan meétodos citologios para identificar los mutantes, y esto

implica complicaciones en la investigacion; seria necesario utilizar
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técnicas como la electroforesis para identificar iso — enzimas (Pierik,
1990).

Los procedimientos in vitro para la transformacién, regeneracion y
propagacion clonal de plantas pueden abarcar procedimientos de cultivo de
tejidos que toman de cuatro semanas a varios meses en completarse. El grado
de variacion somaclonal generado y acumulado durante este periodo de cultivo
puede significar una interferencia dificil de controlar. Una variacion somaclonal
extensiva puede resultar en cambios indeseados en la genética de las plantas
regeneradas, lo que podria limitar su uso como cultivares de padres élite
(Evans et al., 2003); asimismo, pueden darse cambios genéticos que mejoren
una especie investigada, donde se tendria que hacer un riguroso proceso de

seleccion de las nuevas variedades obtenidas.
1.5 Sistema de hipotesis

La estandarizacion del protocolo de desinfeccion y germinacion de
semillas de pifidn, y de los métodos de desinfeccion, induccion y multiplicacion

de brotes a partir de yemas apicales adultas, tienen éxito en las etapas iniciales

de la micropropagacion de plantas de Jatropha curcas mediante cultivo in vitro.
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