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Resumen 

El Piñón (Jatropha curcas L.) se encuentra principalmente en la provincia de Manabí donde es 

tradicionalmente utilizado como cerca viva. Su uso se ha visto limitado por los bajos 

rendimientos que presenta y su reducida variabilidad genética. INIAP plantea una estrategia 

para incrementar los niveles de producción sin necesidad de ampliar la frontera agrícola o 

hacer uso de tierras destinadas a la alimentación, que incluye el mejoramiento genético por 

mutaciones inducidas que debe ir acompañado de un proceso de propagación adecuado.  

Previo a su introducción, las semillas del clon promisorio fueron irradiadas a dos dosis de 

radiación (100 y 200 Gy). Para la fase multiplicación, se establecieron tres medios de cultivo 

MS con diferentes concentraciones de BAP (0.5, 1 y 2 ppm) en combinación con 0.1 ppm de 

AIA y un medio MS sin hormonas. Una vez que las vitro plantas provenientes de semillas se 

encontraban en generación MV2 se procedió a realizar el genotipaje con 18 primers 

microsatélites. Las semillas irradiadas presentaron un aumento del 20% en el porcentaje de 

germinación. Por otro lado, se evidenció que las semillas irradiadas presentaban un menor 

porcentaje de contaminación por hongo y bacteria en comparación con las no irradiadas. El 

medio MS suplementado con 2 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA dio los mejores resultados para 

número de brotes con 4.69 brotes por explante, longitud del brote inicial con 1.69 cm y longitud 

de brotes nuevos con 5 mm. Sin embargo, también se evidenció la formación de callo con un 

diámetro de 4.42 cm. Finalmente, el porcentaje de similitud de los 36 alelos encontrados en las 

muestras irradiadas y no irradiadas fue del 100%, es decir, no se detectó variabilidad genética. 

Palabras clave 

• BIODIÉSEL  

• MUTACIONES 

• RAYOS GAMMA 
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Abstract 

Piñón (Jatropha curcas L.) is found mainly in the province of Manabí where it is traditionally 

used as a living fence. Its use has been limited by its low yields and reduced genetic variability. 

INIAP proposes a strategy to increase production levels without the need to expand the 

agricultural frontier or make use of land used for food, which includes genetic improvement by 

induced mutations that must be accompanied by an adequate propagation process.  Prior to its 

introduction, the seeds of the promising clone were irradiated at two radiation doses (100 and 

200 Gy). For the multiplication phase, three MS culture media were established with different 

concentrations of BAP (0.5, 1 and 2 ppm) in combination with 0.1 ppm AIA and a MS medium 

without hormones. Once the vitro plants from seeds were in MV2 generation, genotyping with 

18 microsatellite primers was performed. Irradiated seeds showed a 20% increase in 

germination percentage. On the other hand, irradiated seeds showed a lower percentage of 

fungal and bacterial contamination compared to non-irradiated seeds. The MS medium 

supplemented with 2 ppm BAP and 0.1 ppm AIA gave the best results for number of shoots with 

4.69 shoots per explant, length of the initial shoot with 1.69 cm and length of new shoots with 5 

mm. However, callus formation was also evident with a diameter of 4.42 cm. Finally, the 

percentage of similarity of the 36 alleles found in irradiated and non-irradiated samples was 

100%, i.e., no genetic variability was detected. 

Key words 

• BIODIESEL  

• MUTATIONS 

• GAMMA RAYS 
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Capítulo I: Introducción  

Antecedentes  

El elevado precio de los productos derivados del petróleo y el impacto negativo que 

pueden tener en el medio ambiente ha llevado al desarrollo de combustibles alternativos, como 

es el caso del biodiésel (Ma & Hanna, 1999). Después de siglos de quema de combustibles 

fósiles, el mundo se encuentra al borde de una disminución del suministro de combustible 

(Mishra & Goswami, 2018). Actualmente, las comunidades del mundo luchan por reducir su 

dependencia de los combustibles fósiles y generar soluciones energéticas alternativas 

(Bhattarai et al., 2011).   

El biodiésel es un combustible alternativo que generalmente se desarrolla a partir del 

aceite comestible (Dhillon et al., 2014). Debido a la baja disponibilidad de este en países en 

desarrollo se ha empezado a utilizar el aceite no comestible presente en plantas como el Piñón 

(Toral et al., 2008). El uso de esta planta para la producción de biocombustibles ha llamado la 

atención debido a su alto contenido de aceite (Divakara et al., 2010). 

  Las semillas de Piñón contienen del 30-50% en peso de aceite, por lo que es una 

fuente potencial de aceite no comestible para la producción de biodiésel mediante 

transesterificación (Kumar Tiwari et al., 2007). El alto contenido de aceite es prometedor para 

su uso agroindustrial porque el biodiésel obtenido tiene propiedades físicas y químicas 

similares al convencional (Kashe et al., 2018).  

En el año 2007, el Ministerio de Energía y Minas del Ecuador presenta la iniciativa cero 

combustibles fósiles en las Islas Galápagos (EFEverde, 2010). Con este precedente, el Instituto 

Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) busca obtener variedades y tecnologías 

adecuadas para la producción, procesamiento e industrialización de las semillas de Piñón para 

la generación de biocombustible (Poveda et al., 2017).  
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El Piñón o Tempate es utilizado tradicionalmente como cerca viva y sus frutos se 

utilizan para fabricar jabones caseros (Poveda et al., 2017).  Las semillas son recolectadas por 

pequeños agricultores o recolectores de bajos ingresos pertenecientes a las zonas más secas 

de Manabí, en donde existe alrededor de 7000 km de cercas vivas de Piñón (IICA, 2010).  

En el estudio realizado por Mejía et al. (2015) se evalúo el rendimiento en la producción 

de semillas en nueve líneas de Piñón. Los resultados indicaron que la línea CP041 tenía las 

mejores características con respecto al peso de 100 semillas que fue de 76.63 g y el 

rendimiento promedio de semillas que fue de 604.58 g por planta, con un total de 1511.41 kg 

de semillas por hectárea. Con estos resultados, la línea CP041 es de interés para usarla en 

estudios posteriores.  

Una de las finalidades del proyecto es mejorar la producción de semillas en Piñón de tal 

manera que se logre contar con la materia prima necesaria para la producción de biodiésel a 

gran escala que permita cubrir la demanda de energía que se requiere en las Islas Galápagos 

(Galindo & Elizabeth, 2016). En el año 2012, se logró extraer 48.500 litros de aceite vegetal 

para el funcionamiento de los generadores de la Isla Floreana (EFEverde, 2018). Sin embargo, 

el volumen de biocombustible obtenido fue insuficiente para suplir la demanda de diésel que 

tiene la Empresa Eléctrica Provincial Galápagos (IICA, 2020).  

Una de las posibles soluciones para incrementar la producción, sin necesidad de 

ampliar la frontera agrícola o el uso de tierras destinadas para la producción de cultivos para la 

alimentación, es un eficiente método de propagación y el mejoramiento genético por medio de 

mutaciones inducidas por irradiación (Prina et al., 2010). Esto forma parte del proyecto 

planteado por el INIAP “Generación de variabilidad genética en Piñón aplicando mutagénesis” 

que busca generar materiales irradiados de Piñón que presenten un incremento en la 

productividad. 
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Como parte de este proyecto, el INIAP ha venido trabajando en la propagación in vitro 

de Piñón a partir de semillas, logrando establecer un protocolo de introducción de semillas 

adecuado (Peña, 2009), sin embargo, la fase de multiplicación no se encuentra bien definida, 

con valores de brotación menores a dos para el clon utilizado (Gordillo, 2020). De igual manera, 

el INIAP ya comenzó a trabajar en el año 2020 con semillas irradiadas de Piñón determinando 

las dosis óptimas para inducir mutaciones en semillas y observando los efectos de la radiación 

gamma en la morfogénesis de estas (Maldonado, 2020). También, También, se realizó un 

estudio de diversidad genética en accesiones de Piñón con primers microsatélites, en donde se 

identificó los primers más polimórficos e informativos para las diferentes accesiones de Piñón 

utilizados (Lascano, 2020). 

El mejoramiento genético de Piñón para mejorar la producción de semillas y aceite, ha 

involucrado la recolección y selección del germoplasma local (Divakara et al., 2010). Con la 

integración de técnicas biotecnológicas se puede reducir el tiempo y mejorar la eficiencia del 

mejoramiento (Mulpuri & Nithiyanantham, 2020). Se pueden enfatizar en diferentes técnicas, 

una de ellas la inducción de mutaciones (Divakara et al., 2010).  

Las mutaciones son el origen primario de la variabilidad genética y el control sobre su 

frecuencia permite tener una herramienta para el mejoramiento genético de plantas (Prina et 

al., 2010). Junto con la genómica funcional y técnicas de edición de genes se podrá acelerar el 

desarrollo de germoplasma que cuente con las características deseadas en la plantas (Mulpuri 

& Nithiyanantham, 2020).  

La inducción de mutaciones para el mejoramiento genético de especies vegetales es un 

método eficiente y barato. Estas mutaciones pueden inducirse a través del uso de radiación y 

ciertas sustancias químicas. (Khawale et al., 2007). Dwimahyani & Ishak, (2011) indujeron 

mutaciones en Jatropha curcas L. con dosis de irradiación de 10 Gy logrando identificar plantas 

mutantes con madurez temprana y con un 30% de peso de 100 semillas superior al control. De 
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igual manera, Dhillon et al., (2014) indujeron mutaciones en Jatropha curcas L. con diferentes 

dosis de radiación gamma observándose un efecto en la germinación de las semillas.  

La mejora genética del cultivo de Piñón apunta a un mayor número de flores femeninas 

o plantas pistiladas, alto rendimiento de semillas con alto contenido de aceite, entre otras 

(Divakara et al., 2010). Además, se busca una mejora genética en las características generales 

y la composición del éster metílico para hacerlo más adecuado para la producción de biodiésel 

(Divakara et al., 2010). En este sentido, existen estudios que demuestran la posibilidad de 

inducir mutaciones en materiales promisorios de Piñón para el mejoramiento genético (Maghuly 

& Laimer, 2013).  

Planteamiento del problema  

La demanda de biocombustible en un futuro será alta por lo que es necesario 

desarrollar una técnica para una propagación rápida de Piñón (Kalimuthu et al., 2007). Los 

métodos de propagación convencionales presentan una baja productividad, haciendo que el 

cultivo sea insostenible (Mukherjee et al., 2011). En este sentido, la propagación in vitro 

proporciona una tasa de multiplicación más alta que los métodos convencionales, por lo que 

permite obtener una mayor cantidad de plantas en poco tiempo y también reduce el riesgo de 

infecciones por microbios o plagas (Olomola et al., 2014).  La propagación in vitro de Piñón ha 

permitido obtener plantas con un mejor rendimiento en comparación a las plantas propagadas 

por semilla (Sujatha et al., 2005).  

El Piñón al ser una especie monoica con fecundación cruzada debería tener un alto 

grado de variabilidad genética, que es importante para una reproducción adecuada de la 

especie (Basha & Mulpuri, 2009). Sin embargo, los estudios realizados en Jatropha curcas L. 

con marcadores moleculares indican una baja variabilidad genética en las colecciones de 

germoplasma (Kalimuthu et al., 2007). De igual manera, Mendoza et al. (2011) determinaron 

que la diversidad genética de Piñón en la colección de germoplasma del Ecuador es bastante 
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limitada, encontrándose un alto grado de duplicación entre las accesiones estudiadas. Esto se 

atribuye a que el Piñón se encuentra principalmente en la provincia de Manabí donde es 

utilizado como cerca viva y se multiplica a través de estacas.  

Justificación e Importancia  

La creciente preocupación por el agotamiento de las reservas de combustibles fósiles 

ha llevado a que se dé más importancia a fuentes de combustibles alternativas como el 

biodiésel producido a partir de aceites vegetales (Zhang et al., 2010). El Piñón es una fuente 

potencial para la producción de biocombustibles debido a que sus semillas contienen aceite 

que puede ser utilizado para la producción de biodiésel (Abdulla et al., 2011). Sin embargo, la 

limitada diversidad genética que presenta y bajos rendimiento han limitado el aprovechamiento 

de esta especie (Dhillon et al., 2014).  

El presente proyecto se desarrolló con el objetivo de mejorar la propagación in vitro de 

un clon promisorio de Piñón (Jatropha curcas L.) y aumentar su diversidad genética mediante 

mutaciones inducidas por irradiación. De esta manera, se espera mejorar los niveles de 

producción del Piñón sin necesidad de incrementar la frontera agrícola o hacer uso de tierras 

destinadas a cultivos para alimentación.  

Área de Influencia 

El desarrollo del presente proyecto beneficiará al sector de producción de combustibles 

renovables, ya que surge como parte de la iniciativa cero combustibles fósiles en las Islas 

Galápagos (Isla Floreana). La generación de energía eléctrica limpia a partir del biocombustible 

obtenido del aceite de Piñón (Jatropha curcas L.) es una alternativa al uso únicamente del 

cultivo en cercas vivas, principalmente en la región del Litoral de Manabí.  
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Objetivos  

Objetivo General  

 

Caracterizar a nivel molecular vitro plantas de Piñón (Jatropha curcas L.) provenientes 

de semillas irradiadas de un clon promisorio del INIAP. 

Objetivos Específicos  

 

• Establecer in vitro semillas irradiadas y no irradiadas de un clon promisorio de 

Piñón.  

• Evaluar diferentes medios de cultivo in vitro para optimizar el proceso de 

multiplicación de vitro plantas obtenidas en la fase de germinación.  

• Determinar la variabilidad genética en vitro plantas provenientes de semillas 

irradiadas utilizando marcadores microsatélites.  

Hipótesis  

Las vitro plantas de Piñón (Jatropha curcas L.) provenientes de semillas irradiadas 

presentan variabilidad genética significativa.  
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Capítulo II: Marco Teórico 

Piñón (Jatropha curcas L.) 

Características Taxonómicas 

El nombre científico del Piñón es Jatropha curcas Linnaeus. Derivado del griego jatr´os 

que significa médico y troph´e que significa comida. Debido a que tradicionalmente la planta era 

usada como medicina (Divakara et al., 2010). En la Tabla 1 se detallan las características 

taxonómicas del Piñón.  

Tabla 1 

Taxonomía del Piñón (Jatropha curcas L.) 

Reino Plantae 

Subreino Viridiplantae 

Infrareino Streptophyta 

Superdivisión Embryophyta 

División Tracheophyta 

Subdivisión Spermatophytina 

Clase Magnoliopsida 

Subclase Rosidae 

Orden  Malpighiales 

Familia Euphorbiaceae 

Género Jatropha L. 

Especie Jatropha curcas L. 1753 

Nota. En la presente tabla se muestran las características taxonómicas del Piñón 

(Jatropha curcas L.). Tomado de ITIS (Integrated Taxonomic Information System).  
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Jatropha curcas L. pertenece a la familia Euphorbiaceae. una familia de plantas 

conformada por aproximadamente 8 000 especies agrupadas en 317 géneros. Estas especies 

están distribuidas principalmente en la región tropical y subtropical. Caracterizándose por sus 

variaciones morfológicas, que van desde árboles, hasta arbustos, hierbas y lianas. El género 

Jatropha cuenta con más de 70 especies, que se destacan por su dureza, rápido crecimiento y 

fácil propagación (Oliveira et al., 2009; Abobatta, 2019). 

La especie Jatropha curcas L. es originaria de América tropical, pero es ampliamente 

cultivada en Asia y África (Heller, 1996). Puede ser considerada como un árbol perenne 

pequeño o un arbusto grande. Generalmente alcanza una altura de 3 a 5 m, pero en 

condiciones favorables puede llegar a tener una altura de 10 m (Divakara et al., 2010).  

Los estudios moleculares realizados en esta especie indican que es una especie 

diploide con 22 cromosomas (Dehgan, 1984). El tamaño del genoma de 416 millones de pares 

de bases (Mbp) es considerado pequeño, lo cual hace que esta planta sea atractiva para 

secuenciación (Zamarripa & Solís, 2013).  

Características Botánicas 

El tallo de la planta es cilíndrico, verde y robusto con ramas que producen savia 

(Zamarripa & Solis, 2013). Las hojas presentan una coloración verde oscuro con una longitud 

de 8.55 cm y un ancho de 5 cm. Tienen forma de corazón con cuello largo que puede alcanzar 

los 15 cm de largo. Son cordadas o redondas, y presentan 5 lóbulos. El haz de las hojas es 

verde claro con glabro o pelillos finos (Toral et al., 2008; Abdelgadir & Van Staden, 2013; 

Abobatta, 2019). En la Figura 1 se visualiza el haz de las hojas de Jatropha curcas L.  
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Figura 1 

Haz de las hojas de Jatropha curcas L. 

 

Nota. Tomado de Jatropha curcas L.: Alternativa Bioenergética en México por A. 

Zamarripa & J. Solís, 2013.   

La planta muestra un crecimiento articulado con una discontinuidad morfológica en cada 

incremento. Puede presentar dormancia inducida por fluctuaciones en la lluvia, luz y 

temperatura. Es una planta monoica, cuyas inflorescencias en forma de capítulos o racimos 

crecen en las extremidades de las ramas. Estas inflorescencias aparecen cuando empieza la 

temporada de lluvias y presentan un coloración verde amarillenta. Se producen flores 

masculinas y femeninas unisexuales, en ciertas ocasiones suelen aparecer flores hermafroditas 

( Heller, 1996; Días et al., 2012; Abdelgadir & Van Staden, 2013).  

Las flores masculinas de la planta tienen 5 sépalos ovado-elípticos, con menos de 4 mm 

de largo y 5 pétalos oblongos-obovados unidos a la mitad inferior. Estos pétalos son 

densamente pilosos en el interior y poseen 8 estambres (Abdelgadir & Van Staden, 2013). En 

la Figura 2 se visualiza una inflorescencia de Jatropha curcas L. conformada por flores 

masculinas.  
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Figura 2 

Inflorescencia de Jatropha curcas L. constituida por flores masculinas 

 

Nota. Tomado de Jatropha curcas L.: Alternativa Bioenergética en México por A. 

Zamarripa & J. Solís, 2013.   

Las flores femeninas poseen pétalos oblongos libres y sépalos más grandes, de 

alrededor de 4 mm (Abdelgadir & Van Staden, 2013). Estos se agrandan gradualmente tras la 

fertilización para proteger al embrión de las condiciones ambientales (Zamarripa & Solís, 2013). 

En la Figura 3 se visualiza una inflorescencia de Jatropha curcas L. conformada por flores 

femeninas. 
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Figura 3 

Inflorescencia de Jatropha curcas L. constituida por flores femeninas 

 

Nota. Tomado de Jatropha curcas L.: Alternativa Bioenergética en México por A. 

Zamarripa & J. Solís, 2013.   

Esta planta presenta una polinización mediada por insectos. Cuando hay la ausencia de 

estos, se requiere una polinización manual o puede existir una polinización cruzada (Zamarripa 

& Solís, 2013). Por otro lado, las pocas flores hermafroditas que suelen aparecer pueden tener 

una autopolinización (Abdelgadir & Van Staden, 2013).  

Tras la polinización se forma un fruto elipsoidal trilocular de 3 a 4 cm de largo (Heller, 

1996). Estos frutos poseen un promedio de tres semillas y maduran de manera no uniforme en 

60 días. Presentan una coloración amarillenta, pero conforme van madurando adquieren una 

coloración marrón oscura (Dias et al., 2012). En la Figura 4 se visualiza frutos de Jatropha 

curcas L. en estado inmaduro.  
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Figura 4 

Frutos de Jatropha curcas L. en estado inmaduro 

 

Nota. Tomado de Jatropha curcas L.: Alternativa Bioenergética en México por A. 

Zamarripa & J. Solís. 2013.   

Las semillas de la planta presentan una forma oblonga de 2 cm de largo y una 

coloración negra. Su sabor es dulce, pero tienen la presencia de una toxina llamada curcina. 

Contiene otros compuestos tóxicos que incluyen los ésteres de forbol, saponinas, fitatos y 

tripsina ( Kochhar et al., 2008; Días et al., 2012; Abdelgadir & Van Staden, 2013). Además, 

tiene un contenido de aceite que puede ir desde 32 al 40% en dependencia de las condiciones 

y el genotipo (Abobatta, 2019). En la Figura 5 se visualiza las semillas de Jatropha curcas L.  
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Figura 5 

Semillas de Jatropha curcas L.  

 

Nota. Tomado de Jatropha curcas L.: Alternativa Bioenergética en México por A. 

Zamarripa & J. Solís. 2013.   

Distribución Geográfica  

Jatropha curcas L. es nativa de América Central y el norte de América del Sur (Islam 

et al., 2015).  Actualmente se encuentra ampliamente distribuida en regiones tropicales y 

subtropicales de África y Asia (Jongschaap et al., 2012). Su capacidad para crecer en todo tipo 

de suelos y una mayor tolerancia al estrés abiótico y biótico, ha facilitado su introducción y 

adaptación en el mundo (Islam et al., 2015). Se han cultivado alrededor de 1.000.000 de 

hectáreas de Jatropha curcas L., siendo India el país que más cultiva la planta (Edrisi et al., 

2015).  

Se encuentra en todos los países de Centroamérica: Belice, Costa Rica, El Salvador, 

Guatemala, Honduras, Nicaragua y Panamá. También existen registros en el Caribe: Bahamas, 

Cuba, Dominica, República Dominicana, Haití, Puerto Rico, Santa Lucía, Santo Domingo, St. 

Croix, Trinidad y otros países antillanos. En los países sudamericanos como Argentina, Bolivia, 

Brasil, Colombia, Ecuador y las Islas Galápagos, Paraguay, Perú y Venezuela, se encuentra en 

menor medida (Heller, 1996). Jatropha curcas L. también puede encontrarse en países como 
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Portugal y Estados Unidos (Funk et al., 2007). En la Figura 6 se visualiza la distribución 

geográfica de Jatropha curcas L. 

Figura 6 

Distribución geográfica de Jatropha curcas L. 

 

Nota. La coloración naranja indica los lugares en donde se puede encontrar Jatropha 

curcas L. Tomado de CABI (Invasive Species Compendium).  

Métodos de Propagación Convencional  

Propagación a través de semillas. Este método de propagación genera una gran 

cantidad de plántulas a partir de las semillas obtenidas mediante el proceso de polinización y 

fertilización (Poincelot, 1980). Sin embargo, genera inconsistencias en el material genético 

(Islam et al., 2015) y la producción inicia tardíamente (Garay & Echeverría, 2013).  

El Piñón llega a producir entre 1 a 2 kg de semillas por planta/año cuando llega a la 

edad de 2 y 3 años (Mukherjee et al., 2011). Teniendo en cuenta que la tasa de germinación 

refleja el estado de las semillas. Para una propagación adecuada se requieren semillas de alta 
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calidad, saludables y viables (Islam et al., 2015).  Generalmente, la semilla fresca tiene 

porcentajes de germinación altos de alrededor del 80% (Zamarripa & Solís, 2013).  

Las semillas de Piñón deben ser limpiadas y secas a la sombra para evitar afectaciones 

en la viabilidad y germinación (Islam et al., 2011). Las semillas más grandes son las que se 

seleccionan para la propagación y el resto son desechadas (Islam et al., 2011). El 

almacenamiento no debe superar los seis meses tras la cosecha, debido a que son semillas 

ortodoxas que pierden viabilidad con el tiempo existiendo un retraso en la germinación (Kumar 

& Sharma, 2008). 

La cubierta de la semilla provoca una latencia física exógena impidiendo la imbibición 

del agua y la germinación (Islam et al., 2011). Por tanto, las semillas requieren de un 

pretratamiento para lograr una germinación rápida, regular y elevada (Feike et al., 2008). Estos 

tratamientos previos mejoran el porcentaje de germinación, velocidad e índice de vigor de las 

plantas (Islam et al., 2009).  

Las semillas pueden ser sembradas directamente en el suelo (Islam et al., 2015). Si se 

quiere establecer una plantación, esta forma es la más rentable (Neupane et al., 2021). 

También pueden ser sembradas en bolsas que contengan una mezcla de tierra, arena y abono, 

en una proporción 1:1:1 (Islam et al., 2015). Sin embargo, la germinación es bastante baja 

debido a drenaje o riego ineficiente (Neupane et al., 2021).  

La propagación por semillas proporciona variabilidad genética en términos de 

crecimiento, biomasa, rendimiento de semillas y contenido de aceite (Neupane et al., 2021). Sin 

embargo, presenta ciertas desventajas como la heterocigosidad en las nuevas plantas y falta 

de uniformidad genética en las plantaciones. Además, las enfermedades que presentan las 

semillas pueden transmitirse a las plántulas (Mukherjee et al., 2011).  
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  Propagación a través de esquejes. Este método de propagación permite obtener una 

producción más temprana y plantas con características similares a la planta madre (Garay & 

Echeverría, 2013). Requiere una gran cantidad de material propagativo (Severino et al., 2011). 

Se recomienda recolectar los esquejes de plantas de al menos ocho meses de edad que 

incluyan entrenudos cortos con muchos ojos (Islam et al., 2009). Las plantas de donde se 

obtengan los esquejes deben estar saludables, es decir libres de plagas y enfermedades 

(Kochhar et al., 2005). 

La viabilidad de los esquejes dependerá de la capacidad de enraizamiento de la especie 

y de la calidad del sistema radicular que se forma (Garay & Echeverría, 2013). Pueden 

colocarse directamente en el suelo sobresaliendo 15 cm o más por encima del mismo (Garay & 

Echeverría, 2013). También, pueden plantarse en bolsas de polietileno que contengan suelo, 

arena y compost en una proporción 1:1:1 (Islam et al., 2011). Generalmente, no requieren del 

suplemento de hormonas para inducir enraizamiento (Severino et al., 2011).  

  Las plantaciones de Jatropha generadas a partir de estacas son susceptibles a la 

infestación de insectos y enfermedades (Mukherjee et al., 2011). Además, el rendimiento de 

semillas es bastante bajo (Shrivastava & Banerjee, 2008). Sin embargo, es una alternativa para 

la obtención temprana de plántulas con características deseadas que conserven homogeneidad 

genética (Salazar et al., 2021).  

Propagación in vitro 

El cultivo in vitro de tejidos vegetales permite regenerar una planta completa a partir de 

un segmento de una planta madre sembrado en un medio nutritivo bajo condiciones asépticas 

(Zamarripa & Solís, 2013). Este método de propagación produce un mayor número de plantas 

en corto tiempo (Kalimuthu et al., 2007).  
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El uso de reguladores de crecimiento de plantas (PGR) es vital en el desarrollo de un 

protocolo para propagación in vitro (Miller et al., 1956). Auxinas y citoquininas son reguladores 

esenciales para lograr una respuesta celular en el explante (Herrera et al., 2019). Las auxinas 

promueven el engrosamiento y elongación celular (Bhojwani, 2012). En muchos casos, la 

adición de auxinas a un medio basal induce la formación de callo (Krikorian, 1988). Por otro 

lado, las citoquininas promueven la división y diferenciación celular (Krikorian, 1995).  

Los múltiples usos de Jatropha curcas L. especialmente el potencial para la producción 

de biodiésel, han incentivado el cultivo de la especie en diferentes partes el mundo (Kumar, 

2001). Los métodos de propagación convencional son insuficientes para satisfacer la demanda 

de cultivo que se requiere. Por tanto, las técnicas de propagación in vitro se convierten en una 

alternativa viable para superar estos problemas (Kalimuthu et al., 2007).   

La propagación in vitro de Jatropha curcas L. se ha logrado tanto por el método de 

regeneración directo como el indirecto (Sujatha et al., 2005). Además, está fuertemente 

influenciada por las hormonas vegetales presentes en el medio nutritivo (Mukherjee et al., 

2011). Se ha observado que la incorporación de dos o más reguladores de crecimiento al 

medio generan una mayor proliferación y multiplicación (Deore & Johnson, 2008). Hay que 

tener en cuenta que en dependencia del genotipo la respuesta in vitro del explante podría variar 

(Mukherjee et al., 2011).  

Organogénesis directa. Este método conduce a la regeneración de la planta sin una 

fase intermedia de callo, permitiendo tener una mayor estabilidad genética (Phillips et al., 

1994). Los reguladores de crecimiento más usados en la regeneración directa son TDZ 

(Tidiazurón), BAP (6 – Bencilaminopurina), IBA (Ácido Indol Butírico) y NAA (Ácido 

Naftalenacético) que pueden usarse solos o en combinación para inducir la regeneración de 

brotes (Sujatha & Mukta, 1996).  
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Para Jatropha curcas L. se ha reportado la regeneración directa de brotes a partir de 

nodos axilares y segmentos de hojas, utilizando una combinación de BAP e IBA (Sujatha et al., 

2005). Otros autores, han reportado una alta frecuencia de brotación al sembrar puntas de 

brotes en medio suplementado con BAP, AIA (Ácido Indol Acético), sulfato de adenina, 

glutamina y carbón activado (Rajore & Batra, 2005).  

La combinación de BAP e IBA induce la regeneración de brotes, pero también la 

formación de callo (Khurana et al., 2010). Sin embargo, autores reportan que esta combinación 

promueve la mejor regeneración de brotes a partir de yemas axilares (Thepsamran et al., 

2008). En el caso de explantes de epicótilo, la combinación de ambas hormonas promueven la 

regeneración de brotes adventicios (Wei et al., 2004). Otros explantes como hipocótilos y hojas 

cotiledonares han sido utilizados con éxito para regenerar brotes de forma directa usando las 

dos hormonas (Sujatha & Mukta, 1996).  

La inducción de brotes adventicios a partir de segmentos de hojas se ve fuertemente 

influenciada por la presencia de TDZ en el medio de cultivo (Deore & Johnson, 2008). Varios 

autores han determinado que el TDZ induce una mayor regeneración de brotes en comparación 

al BAP (Khurana et al., 2010).  

Organogénesis indirecta. Este método consiste en la regeneración de brotes con una 

fase intermedia de callo (Sujatha & Mukta, 1996). Cotiledones inmaduros, embriones y hojas 

embrionarias maduras se han utilizado en la regeneración indirecta debido a su capacidad 

morfogénica (Varshney et al., 2011). Una de las mejores estrategias para inducir callo es la 

adición de bajas concentraciones de auxina en combinación con citoquininas y ácido giberélico 

(GA3) (Shamsiah et al., 2011). 

La edad, tamaño del explante y la combinación de auxinas con citoquininas influyen en 

la inducción de callo y posterior regeneración de plantas (Rodríguez et al., 2014). La 
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combinación de IBA, BAP y sulfato de cobre generó los mejores resultados de regeneración de 

callo partiendo de embriones y cotiledones de Jatropha curcas L. (Varshney et al., 2011). Se ha 

reportado también la inducción de callos y suspensiones celulares a partir de hipocótilos 

(Memon & Soomro, 2007).  

Embriogénesis somática. Consiste en la obtención de una estructura bipolar a partir  

de una célula genéticamente estable (George et al., 2008). Debido a esto las poblaciones de 

plantas obtenidas son quiméricas y clonales (Schmidt et al., 1997). Las células embriogénicas 

generadas a partir de células somáticas dan lugar a la formación de embriones somáticos o no 

cigóticos capaces de regenerar una planta (Yang & Zhang, 2010).  

El uso de reguladores de crecimiento sumado el estrés pueden desencadenar señales 

de transducción que conducen a la embriogénesis somática en Jatropha curcas L. (Jha et al., 

2007). Zhang et al., (2010) ha reportado la inducción de embriones somáticos en explantes 

cotiledonares de Jatropha curcas L. usando BAP, sin embargo, el protocolo es considerado 

inadecuado.   

Partiendo de hojas como explante se puede obtener un callo embriogénico en un medio 

suplementado con KIN (Kinetina) e IBA (Sardana et al., 2000). La presencia de la auxina 

promueve la división celular en células epidérmicas dando lugar a embriones somáticos (Kumar 

et al., 2015). La adición de sulfato de adenina mejora la eficiencia de maduración aumentando 

así la frecuencia de embriones somáticos maduros (Kottackal, 2003).  

Usos y Aplicaciones  

Los usos y aplicaciones a los cuales se podría destinar la producción de Piñón 

(Jatropha curcas L.) son diversos y aun sin explotar adecuadamente. Montes & Melchinger 

(2016) afirman que esta planta tiene un potencial elevado para una producción sustentable de 

energía y alimentos, rehabilitación de suelos y reducción de emisiones de CO2. Otros estudios 
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sugieren que los usos de esta planta pueden enfocarse al tratamiento de aguas residuales 

(Abidin et al., 2011). Además de ser usada tradicionalmente para terapias alternativas a 

diversas afecciones (Sharma et al., 2012).  

Producción de energía sustentable. En el mundo, la elevada demanda de energía es 

cubierta por petróleo, carbón y gas natural, continuamente se están buscando fuentes de 

energía que sean renovables (Koh & Ghazi, 2011). Uno de los sectores que más consumen 

combustibles fósiles es la transportación (60 – 65 % de la producción total) y su demanda 

aumenta continuamente (Ewunie et al., 2021) por esta razón, la producción de biodiésel y otros 

derivados a partir de soya, palma y otras semillas permanece en constante debate 

principalmente por la competencia con la alimentación (Kamel et al., 2018).  

La producción de biocombustibles actualmente tiene gran importancia debido a factores 

tanto ambientales como económicos (Neupane et al., 2021). Entre los factores destacables del 

biodiesel es su biodegradación, no son tóxicos y producen menos gases de efecto invernadero 

(Gebremariam & Marchetti, 2018), otros beneficios de la producción de biocombustibles son 

tener un mejor octanaje, una mejor lubricación traduciéndose en mejor eficiencia y menos 

contaminación ambiental (Eboibi et al., 2018). 

Jatropha curcas L. tiene un alto potencial para la producción de biodiésel, pero está 

condicionado a la innovación para los procesos de siembra, cosecha y la extracción del aceite 

(Gebremariam & Marchetti, 2018). Los factores agronómicos y técnicos para la producción a 

partir de semillas de Piñón se ven afectados por la poca variabilidad genética de la especie, 

resultando en una gran limitante para la producción de biocombustibles (Lama et al., 2018). La 

poca domesticación de la especie genera está baja variabilidad pese a tener un alto potencial 

para el mejoramiento genético enfocado en obtener mayor producción de semillas y altos 

contenidos de aceites (Ha et al., 2019).  
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Otro de los principales problemas en la producción de Jatropha curcas L. es la 

fructificación, indispensable para su conversión en biodiesel. Gonzáles & Fabiola (2016) afirmó 

que la producción inicia al segundo año y de forma limitada, además, otro factor destacable es 

el contenido de aceite que tiene una alta variabilidad entre las diferentes zonas agroecológicas 

de cultivo (Ewunie et al., 2021). Sin embargo. Kamel et al. (2018) cita características 

importantes para la producción como crecimiento rápido, fácil cultivo, resistencia a pesticidas e 

insectos además del alto contenido de aceite. 

El biodiésel producido a partir de semillas de Jatropha curcas L. tiene un alto potencial 

para su utilización a gran escala, sus características lo convierten en un combustible amigable 

de gran interés energético (Gebremariam & Marchetti, 2018). En Sudamérica se ha llevado a 

cabo experiencias con el cultivo de Piñón, países como Argentina, Brasil, Bolivia y Perú han 

fomentado la producción de esta especie destinado a la producción de biodiésel (Gonzáles & 

Fabiola, 2016).  

Uno de los principales problemas para el uso extensivo de biodiésel es el costo de 

producción que tiene frente al combustible convencional y está influenciado directamente por 

los costos de la materia prima (Gebremariam & Marchetti, 2018). Pese a este gran problema, el 

biodiésel producido a partir de Jatropha curcas L. es el más barato por tonelada en 

comparación con otros cultivos destinados al mismo fin (Kamel et al., 2018) como se puede 

visualizar en la Tabla 2.  
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Tabla 2 

Comparación de precios de biodiésel a partir de diferentes materia primas 

Materia prima Precio de Biodiésel (USD/Tn) 

Jatropha 400 – 500 

Palma 720 – 750 

Soya 800 – 805 

Colza 940 – 965 

Nota. En la presente tabla se muestra una comparación del precio de biodiésel 

proveniente de diferentes fuentes vegetales. Tomado de Smart utilization of Jatropha 

(Jatropha curcas Linnaeus) seeds for biodiesel production: Optimization and mechanism 

por Kamel et al., 2018.  

Rehabilitación de suelos. La contaminación de los suelos por metales pesados (As, 

Pb, Cr, Hg) es considerado como uno de los mayores problemas medioambientales causados 

por las actividades humanas (Álvarez et al., 2019). La fitorremediación de suelos es una técnica 

ampliamente estudiada. García Martín et al. (2020) y Chinmayee et al. (2014) reportaron en sus 

estudios que utilizando Jatropha curcas L. existe captura y extracción de metales pesados del 

suelo obteniendo resultados promisorios al reportar acumulación de estos en las raíces y 

órganos aéreos.   

Una de las características fundamentales para la utilización de especies de tipo 

herbácea para la fitorremediación es la capacidad de retener estos contaminantes en la 

biomasa (Mohammed et al., 2021). En Colombia se condujo un estudio piloto con el uso de 

Jatropha curcas L. en áreas de minería a baja escala y artesanal con una reducción 

significativa de la concentración de Hg en el suelo medidos en periodos de 4 meses (Marrugo 

et al., 2021). Estudios aplicados en esta especie no muestra signos de toxicidad cuando es 
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expuesta directamente a 10 μg de mercurio, lo cual es un indicador promisorio para su 

utilización (Marrugo et al., 2015).  

El uso de Jatropha curcas L. para remediación de suelos está ligado también a su 

capacidad para el secuestro de carbono (Mohammed et al., 2021). Este secuestro está 

íntimamente ligado a la producción de biomasa que está afectada por diversos factores 

ambientales como de cultivo (Bayen et al., 2016). Esta planta también tiene como beneficio el 

aumentar los contenidos de nutrientes a nivel edáfico lo cual es una característica importante a 

fin de recuperar suelos afectados por actividades humanas (Abdulla et al., 2011).  

Usos Medicinales. Las plantas medicinales se han utilizado extensivamente y el Piñón 

no es la excepción. Esta planta es utilizada para tratar enfermedades causadas por bacterias y 

hongos en el sudeste asiático (Prasad et al., 2012). En el noreste de Brasil los habitantes 

utilizan el té de esta planta para aliviar la fatiga muscular y como tratamiento para la diarrea 

(Paulillo et al., 2012).   

Rampadarath et al. (2016) determinaron que los extractos de J. curcas tienen efectos 

inhibitorios sobre patógenos que afectan al ser humano, así mismo, estos efectos son 

reportados por (Kumar et al., 2015) como actividades antibacterianas, antifúngicas, antivirales, 

antinflamatorias y antioxidante entre otras. El potencial de esta planta también es descrita por 

Prasad et al. (2012) quienes afirman que tiene muchos componentes que pueden tener usos 

medicinales.   

Mejoramiento Genético 

El mejoramiento genético en plantas permite mejorar la genética de poblaciones de 

plantas domésticas (Goldman, 2018). Inicialmente, este mejoramiento consistía en la selección 

y cruce de plantas con las mejores características, de tal manera que las características 

deseables aparecían en la descendencia (Varshney et al., 2005). Desde el siglo XX se han 
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introducido nuevas técnicas para el mejoramiento de especies vegetales (ISAAA, 2014). Una 

de ellas, la mutagénesis inducida por sustancias químicas o radiación (Lusser et al., 2012).  

Mutagénesis  

Una mutación se define como un cambio en la estructura genética de un individuo, que 

es en general hereditario y ocurre de manera espontánea. Las mutaciones ocurren 

frecuentemente de forma natural y constituyen una de las fuerzas impulsoras centrales de la 

evolución (Mba, 2013).  

En el campo de fitomejoramiento, la mutagénesis inducida se ha convertido en una 

técnica de gran relevancia para el desarrollo de nuevas variedades de plantas (Holme et al., 

2019). El aprovechamiento de la mutagénesis en los programas de mejoramiento se basa en la 

capacidad de inducir una variación genética heredable, que permite la introducción de nuevos 

rasgos a cultivos de interés comercial (Oladosu et al., 2016).  

Para inducir mutagénesis en plantas, se exponen órganos de propagación, como 

semillas y células meristemáticas, a agentes físicos y químicos con propiedades mutagénicas 

que permiten incrementar la frecuencia de mutaciones, acelerando la selección de variedades 

con propiedades agronómicas clave (Mullins et al., 2021; Oladosu et al., 2016). De este modo, 

la inducción de mutaciones tiene gran utilidad para ampliar la base genética de cultivos 

comerciales, y además se utiliza como herramienta para disciplinas de investigación como la 

genómica funcional (Schaart et al., 2016). 

El mejoramiento tradicional basado en el cruzamiento y la selección sigue siendo una 

actividad importante para el mejoramiento de cultivos, pero el fitomejoramiento mediado por 

mutagénesis ha tomado una gran importancia debido a la generación acelerada de numerosas 

variedades mejoradas de cultivos alimentarios, forrajeros, ornamentales e industriales (Woo et 

al., 2015). Los programas de fitomejoramiento de todo el mundo han utilizado el mejoramiento 
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por mutaciones desde la década de 1920 con el descubrimiento de que mutaciones 

hereditarias podían inducirse en las plantas mediante irradiación o tratamientos químicos (Kipp 

et al., 2000).  

En las últimas décadas se han desarrollado numerosas técnicas precisas para la 

modificación in vitro o in vivo de plantas a nivel genético y su mejoramiento por estos medios 

(Lusser et al., 2012). De igual modo, se han hecho grandes esfuerzos para regular los 

programas de fitomejoramiento basados en técnicas no tradicionales y se han formado 

múltiples organismos de control para su vigilancia (Mullins et al., 2021). 

La importancia que tiene la mutagénesis dirigida se refleja en su aplicación a cultivos 

que no pueden ser manejados por técnicas tradicionales, como aquellos que no producen 

semillas. En el caso de estos cultivos, la inducción de mutaciones puede ser la única forma 

productiva de aumentar la variabilidad para el desarrollo de nuevos cultivares (Ahloowalia & 

Maluszynski, 2001). Esto también se aplica al mejoramiento en cultivos de raíces y tubérculos, 

y al desarrollo de nuevas variaciones en especies de plantas ornamentales propagadas 

vegetativamente (Oladosu et al., 2016). En especies de cultivos perennes propagados 

vegetativamente, se aplica mutagénesis para superar limitaciones de tiempo, espacio de cultivo 

e identidad clonal (Hemming, 2011).  

De forma general. el proceso de mutagénesis inicia con la selección de una parte 

vegetativa que va a ser expuesta al mutágeno, que frecuentemente consiste en un material 

propagativo o semilla. Posteriormente se expone el material vegetal al mutágeno por un 

determinado tiempo y en condiciones controladas (Chaudhary et al., 2019).  

Para la evaluación de resultados tras la aplicación de mutagénesis, se realiza un 

cribado de mutantes, que implica la selección de individuos de una gran población mutada, en 

base a criterios de selección específicos (Glenn et al., 2017). Sin embargo, dentro del proceso 
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de selección a menudo se pueden incluir mutantes putativos o mutantes falsos. Es necesario 

llevar a cabo una confirmación de mutantes, mediante un proceso de reevaluación de los 

supuestos mutantes en un entorno controlado y replicado, utilizando muestras grandes 

(Fasoula et al., 2020). 

Mutagénesis Dirigida. Casi todas estas técnicas llevan a la producción de plantas que, 

al ser expuestas al entorno abierto, no tienen ADN extraño. Esto se debe a que las 

construcciones de vectores nunca se integran en el genoma de la planta o se segregan en la 

siguiente generación (Bezie et al., 2020). Las excepciones son cogenesis e intragénesis, y 

herramientas para insertar fragmentos de ADN más largos en sitios preseleccionados en el 

genoma de la planta (Gurushidze et al., 2017).  

La herramienta de mutación dirigida más utilizada en plantas es CRISPR / Cas9,  

debido a su alta eficiencia y fácil diseño. Mediante esta técnica es posible realizar más de una 

mutación dirigida a la vez (Bortesi & Fischer, 2015). El sistema consiste en una nucleasa Cas, 

que induce una ruptura de doble cadena en el ADN y un ARN quimérico (ARNg), cuyos 

primeros 20 nucleótidos son complementarios a una secuencia genómica de 20 nucleótidos 

ubicada donde se pretende la mutación (Jankowicz et al., 2017).  

Una diferencia clave entre la reproducción por mutaciones convencionales y las 

mutaciones dirigidas, es que las herramientas de mutación dirigida deben administrarse a las 

células (Chaudhary et al., 2019). Aunque los transformantes primarios contienen el constructo 

de ADN, lo más frecuente es que no haya enlace entre el sitio de inserción del constructo y el 

sitio de la mutación. Esto provoca que se introduzca solo los cambios de interés, sin que haya 

una inserción de ADN proveniente del sistema de mutación (Shan & Voytas, 2018).   

Los cultivos de OGM (Organismos Genéticamente Modificados) desarrollados a partir 

de mutaciones dirigidas con técnica de ingeniería genética son considerados aún como un 
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riesgo ambiental y una amenaza a la economía tradicional. Su aplicación comercial se ve 

fuertemente limitada y su uso es exclusivo para investigación, teniendo una baja presencia de 

mercado en la mayoría de regiones (Tang et al., 2020).  

Mutagénesis Al Azar. Las mutaciones inducidas al azar son eventos aleatorios que se 

utilizan para mejorar la viabilidad de un cultivo y su capacidad productiva. Este proceso de 

mutagénesis implica una selección de los mutantes en base a sus características fenotípicas 

(Sikora et al., 2011). La ventaja que presenta este tipo de mutagénesis es la capacidad de 

desarrollar un cultivo de mayor interés comercial, en menor tiempo y sin mayores restricciones 

de distribución (Bezie et al., 2020).  

Este tipo de metodologías son poco reproducibles por sus eventos aleatorios 

característicos, lo que implica que incluso el cumplimiento de las condiciones de irradiación 

publicadas podría no resultar en los mismos eventos de mutación (Bezie et al., 2020). Una 

forma de mitigar esta incertidumbre es confiar en la probabilidad estadística y trabajar con 

poblaciones de gran tamaño (Acquaah, 2020).  

La dosis de un mutágeno que alcanza la frecuencia de mutación óptima, con el menor 

daño no intencionado posible, se considera como la dosis óptima para la mutagénesis inducida 

(Mba, 2013). En el caso de mutágenos físicos, la dosis óptima se estima mediante la 

realización de pruebas de radiosensibilidad, que indica la cantidad de efectos reconocibles de 

la exposición a la radiación en el sujeto irradiado (Datta, 2019). Cuando se utilizan mutágenos 

químicos, las dosis óptimas se infieren utilizando los mismos principios subyacentes de 

cuantificación del daño observado (Jo & Kim, 2019).  

Los mutágenos físicos más comunes son la radiación electromagnética, que incluye a 

rayos gamma, rayos X y luz ultravioleta. También se incluye radiación de partículas con 

neutrones rápidos y térmicos, partículas beta y partículas alfa (Sikora et al., 2011). Los 
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mutágenos químicos incluyen agentes alquilantes, como el metanosulfonato de etilo (EMS), 

agentes intercalantes, como bromuro de etidio y análogos de bases, que se incorporan al ADN 

durante la replicación en lugar de las bases normales (Wani et al., 2014).  

Estos agentes provocan cambios en las secuencias de ADN y, en consecuencia. 

modifican el aspecto los rasgos y las características del organismo tratado (Mba et al., 2007). 

La ventaja de los mutágenos químicos y físicos es que se pueden usar para preparar 

poblaciones mutantes con altas densidades de mutaciones, lo que facilita la detección de 

mutaciones específicas en una población (Leitao, 2012; Szarejko et al., 2017). 

Las técnicas basadas en radiación son frecuentemente utilizadas en semillas para 

generar mutantes aleatorios (Sikora et al., 2011). Con frecuencia se utilizan rayos X y rayos 

gamma para generar radicales libres que causan deleciones en el ADN. Los rayos ultravioleta 

se utilizan de igual forma para inducir la dimerización de pirimidinas y de este modo alterar la 

replicación del ADN (Beyaz et al., 2016). 

Radiación Gamma 

Los rayos gamma son ondas electromagnéticas emitidas por transiciones gamma en 

núcleos atómicos (Humans, 2000). Son considerados la transición más común en la que el 

núcleo pierde su energía de excitación y pasa a un nivel fundamental (Erramli & Asri, 2019). 

Cuando el núcleo atómico es desintegrado se obtienen radiaciones electromagnéticas 

ionizantes conocidas como radiación gamma (Peterson et al., 2003). Por ejemplo, en la 

desintegración del 60Co a 60Ni se produce una doble emisión de radiación gamma (Marion, 

1981).   

La radiación gamma puede originarse también por el fenómeno conocido como 

aniquilación. En el cual un positrón encuentra su antipartícula, un electrón y las dos partículas 
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son aniquiladas, dando como resultado la conversión de la masa en energía como radiación 

gamma (L’Annunziata, 2007).  

Considerada el tipo de radiación más energética y penetrante en comparación a los 

rayos alfa y beta (Kovács & Keresztes, 2002). Su alta frecuencia, longitud de onda corta y 

fotones de alta energía que presenta facilita su interacción con la materia biológica (Vanhoudt 

et al., 2014). Estudios han demostrado que daña el ADN y tiene efectos sobre el crecimiento, 

reproducción y morfología (Dallas et al., 2012).  

Los rayos gamma son el tipo de radiación que ha sido mayoritariamente aplicada para 

la generación de mutantes en plantas (Beyaz et al., 2016). Se caracterizan por ser radiaciones 

ionizantes capaces de provocar la liberación o captura de electrones y romper directamente los 

enlaces químicos de las moléculas (Li et al., 2019).  

Los radicales libres que se producen en las células en presencia de la radiación gamma 

pueden dañar o modificar componentes de la célula vegetal (Kim et al., 1998). Dependiendo del 

nivel radiación pueden afectar la morfología, anatomía, bioquímica y fisiología de las plantas de 

manera diferencial (Jan et al., 2012). Cuando los materiales vegetales son irradiados con dosis 

altas en minutos u horas se produce una irradiación aguda, en cambio cuando son irradiados 

con dosis bajas en semanas o meses se produce una irradiación crónica (Kang, 2010).  

Su aplicación se ha dado para el mejoramiento de manzanas (Malus domestica), piñas 

(Ananas comosus), frutillas (Fragaria spp.), jengibre (Zingiber officinale), papa (Solanum 

tuberosum), caña de azúcar (Saccharum officinarum), café (Coffea arabica), platáno (Musa 

acuminata Cavendish), entre otras especies (Kashtwari et al., 2021). 

Marcadores Moleculares  

Estas secuencias de nucleótidos se investigan a través del polimorfismo entre las 

secuencias de diferentes individuos (Mondinini et al., 2009). La base de estos polimorfismos se 
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debe a inserciones, deleciones, mutaciones puntuales, duplicación y traslocación (Spooner et 

al., 2010). Un marcador ideal deber ser codominante, distribuirse uniformemente en el genoma, 

ser altamente reproducible y polimórfico (Nadeem et al., 2018). El uso de marcadores 

moleculares para polimorfismos informativos es esencial, teniendo en cuenta que la 

composición genética para cada especie es única y no esta influenciada por la edad, 

condiciones fisiológicas o ambientales (Chan, 2003).  

La detección del polimorfismo de ADN con el desarrollo y uso de marcadores 

moleculares es uno de los logros más importantes en la genética molecular (Caenato, 1997). 

Ha permitido mejorar especies de plantas utilizando una reproducción asistida por marcadores 

(Joshi et al., 2004). Esta mejora ha sido acelerada con el desarrollo de huellas dactilares 

moleculares para accesiones divergentes (Caenato, 1997).  

Los marcadores moleculares pueden mostrar homocigosidad (marcador dominante) o 

heterocigosidad (marcador codominante) (Hartl & Clark, 2006). Para detectar diversidad 

genética en plantas los marcadores dominantes más usados son: ADN polimórfico amplificado 

al azar (RAPD), Huella digital de amplificación (DAF), Repetición de secuencia Inter simple 

(ISSR) y Polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) (Williams et al., 1990; 

Welsh & McClelland, 1991; Vos et al., 1995; Caenato, 1997). Mientras que los marcadores 

codominantes más usados son: Polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (RFLP), 

Microsatélites (SSR), Secuencias polimórfica amplificada escindida (CAPS), Etiqueta de 

secuencia expresada (EST), Polimorfismo de nucleótido único (SNP) y Sitios marcados con 

secuencias (STS) (Botstein et al., 1980; Adams et al., 1991; Akkaya et al., 1992; Paran & 

Michelmore, 1993; Jordan & Humphries, 1994).  

El establecimiento de una relación genética entre miembros del género Jatropha y 

Ricinus sp. se ha logrado con el uso de marcadores de isoenzimas (Sujatha et al., 2008). Por 

otro lado, el uso de marcadores RAPD ha permitido confirmar hibridación de híbridos entre 
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Jatropha curcas L. y Jatropha integérrima (Ram et al., 2008). Además, se ha determinado la 

variabilidad entre poblaciones de Jatropha curcas L. con el uso de marcadores ISSR (Basha & 

Mulpuri, 2009).  

Microsatélites (SSR)  

Los microsatélites (SSRs) son repeticiones cortas en tándem de 1 a 6 nucleótidos que 

se encuentran en el genoma de varias especies en una frecuencia alta (Beckman & Weber, 

1992). Los locus microsatélites pueden variar entre 5 a 40 repeticiones (Kantety et al., 2002). 

Generalmente las repeticiones de tres nucleótidos son las más comunes en plantas, mientras 

que las de dos nucleótidos están presentes en vertebrados (Chen et al., 2006).  

Este tipo de marcadores pueden ser encontrados tanto en regiones codificantes como 

no codificantes, incluso se han encontrado en genomas cloroplásticos y mitocondriales (Provan 

et al., 2001; Soranzo et al., 1999). Pueden ser detectados fácilmente utilizando PCR (Reacción 

en cadena de la polimerasa) debido al alto grado de polimorfismos de longitud que presentan 

(Zane et al., 2002).  

Los SSRs pueden clasificarse en función de su tamaño, tipo de unidad de repetición y 

su ubicación en el genoma (Weber & May, 1989; Weising & Gardner, 1999; Wang et al., 2009;). 

En la Tabla 3 se describe la clasificación de estos marcadores moleculares en función a los 

criterios mencionados.  
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Tabla 3 

Clasificación de los Microsatélites 

Basado en su tamaño 

Mono nucleótidos (A)n 

Di nucleótidos (CA)n 

Tri nucleótidos (CGT)n 

Tetra nucleótidos (CAGA)n 

Penta nucleótidos (AAATT)n 

Hexa nucleótidos (CTTTAA)n 

Basado en el tipo de unidad de repetición 

Simple perfecto (CA)n 

Simple imperfecto (AAC)n ACT (AAC)n + 1 

Simple compuesto (CA)n (GA)n 

Compuesto imperfecto (CCA)n TT (CGA)n + 1 

Basado en la localización 

Nuclear nuSSRs 

Cloroplástico cpSSRs 

Mitocondrial mtSSRs 

Nota. En la presente tabla se muestra la clasificación de microsatélites en función a tres 

criterios. Modificado de Microsatellite markers: an overview of the recent progress in 

plants por R. Kalia, 2010.  

Este tipo de marcadores moleculares se presenta con frecuencia dentro o cerca de 

genes en las plantas (Morgante et al., 2002). Estudios en diferentes especies de plantas han 
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demostrado que los motifs de microsatélites de tri y tetra nucleótidos son comunes en intrones. 

en cambio el resto son comunes en exones (Varshney et al., 2005).    

Los estudios genéticos de procesos con escalas de tiempo ecológicas se realizan con 

marcadores microsatélites debido a la alta tasa de mutación que presentan (Chambers & 

MacAvoy, 2000). El rango de mutación de estos marcadores se encuentra entre 103 a 106 por 

generación (Gemayel et al., 2012). Estos marcadores no requieren de una calidad de ADN alta 

pero para ser utilizados la secuencia debe ser conocida (Weising, 2005).  

Las mutaciones que no han sido reparadas por el sistema de reparación de errores 

forman nuevos alelos en los loci SSR haciendo que estos marcadores sean más informativos 

(Oliveira et al., 2006). Sumado al hecho de que son codominantes y multi alélicos se han 

convertido en los marcadores más utilizados en el genotipaje de plantas (Mason, 2015).  

M13 - Tailed  

En los ensayos con marcadores SSR se utiliza con frecuencia el método M13 - Tailed 

con el fin de reducir costos de etiquetado de primers fluorescentes (Ablett et al., 2006). Este 

método consiste en utilizar un primer forward que contenga una extensión de nucleótidos en el 

extremo 5' que será idéntica a un primer de secuenciación M13 marcado con fluorescencia 

(Wang et al., 1998). De esta forma se requiere únicamente un primer fluorescente en lugar de 

sintetizar primers marcados con fluorescencia para cada loci SSR (Arruda et al., 2009).  

En este caso las condiciones de la PCR son diferentes a una normal, debido a que el 

uso del primer forward con la extensión de nucleótidos y el primer reverse de longitud estándar 

puede promover la amplificación de productos inespecíficos (Donini et al., 1998). En los ciclos 

iniciales de la PCR, los primers forward con la extensión de nucleótidos y los primers reverse 

amplifican un locus microsatélite. Mientras que, en los ciclos finales de la PCR se reduce la 

temperatura para permitir la hibridación del primer fluorescente universal (Onysk & 
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Boczkowska, 2017). Tras la amplificación, el producto SSR se encuentra marcado con 

fluorescencia (Ablett et al., 2006). En la Figura 7, se puede visualizar lo que sucede durante la 

PCR usando el método M13 -Tailed.  

Figura 7 

Método M13 - Tailed 

 

Nota. Tomado de M13 - Tailed Simple Sequence Repeat (SSR) Markers in Studies of 

Genetic Diversity and Population Structure of Common Oat Germplasm por A. Onyśk, 

2017.  
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Capítulo III: Materiales y Métodos 

Ubicación 

La presente investigación se realizó en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales y 

Laboratorio de Biología Molecular pertenecientes al Departamento de Biotecnología del 

Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) – Estación Experimental Santa 

Catalina, cuya ubicación se describe en la Tabla 4.  

Tabla 4 

Ubicación de la Estación Experimental Santa Catalina  

Provincia Pichincha 

Cantón Mejía 

Parroquia  Cutuglagua 

Altitud 3100 msnm 

Latitud UTM 0° 22´ 8´´ S 

Longitud UTM 78 ° 33´ 24´´ O 

Nota. msnm: metros sobre el nivel del mar. S: Sur. O: Oeste.  

Material Vegetal  

El material vegetal (semillas) del clon promisorio CP041 se obtuvo de las colecciones de campo 

localizadas en la Estación Experimental Portoviejo, cuya ubicación se describe en la Tabla 5.  

Las semillas se cosecharon al término del desarrollo reproductivo, y se conservaron por cuatro 

semanas a temperatura ambiente en el laboratorio previo al inicio del ensayo.  
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Tabla 5 

Ubicación de la Estación Experimental Portoviejo  

Provincia Manabí 

Cantón Portoviejo 

Parroquia  Santa Ana 

Altitud 50 msnm 

Latitud UTM 1° 07´ 26.6´´ S 

Longitud UTM 80° 24´ 58.9´´ O 

Nota. msnm: metros sobre el nivel del mar. S: Sur. O: Oeste.  

Establecimiento in vitro de Semillas de Piñón (Jatropha curcas L.) Irradiadas y No 

Irradiadas 

Aplicación de Radiación Gamma a Semillas de Piñón  

Se seleccionaron semillas de un clon promisorio de Piñón (Jatropha curcas L.) CP041 

proveniente del banco de germoplasma del INIAP. Las semillas seleccionadas se enviaron al 

irradiador de Cobalto - 60 a cargo de la Subsecretaría de Control, Investigación y Aplicaciones 

Nucleares, del Ministerio de Electricidad y Energía Renovable (SCAN-MERNNR), donde fueron 

irradiadas a dos niveles de irradiación (100 y 200 Gy).  

Fase de Introducción de Semillas de Piñón  

Proceso de Desinfección de Semillas con Tegumento. Las semillas se colocaron en 

una solución de yodo povidina al 1% durante 15 minutos. Después, se realizaron tres lavados 

con agua autoclavada. Finalmente, se colocaron en una solución fungicida de Carbendazim 

(1%) y Sulfato de cobre pentahidratado (1%) durante 2 horas (Peña, 2009).  
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Proceso Pre Germinativo de Imbibición de Semillas. Las semillas previamente 

desinfectadas fueron sometidas a un proceso de escarificación donde se procedió a retirar el 

tegumento. Posteriormente fueron colocadas en agua destilada estéril durante 24 horas a 

temperatura ambiente y oscuridad.  

Proceso de Desinfección de Semillas sin Tegumento. Dentro de Cabina de Flujo 

Laminar, las semillas se colocaron en una solución fungicida de Carbendazim (1%) y Sulfato de 

cobre pentahidratado (1%) durante 90 minutos. Después, se realizaron tres lavados con agua 

destilada estéril. Finalmente, se colocaron en una solución de Hipoclorito de Sodio (0.3%) más 

5 gotas de Tween20 durante 3 horas (Peña, 2009).  

Siembra de Embriones de Semillas. Dentro de Cabina de Flujo Laminar se extrajo el 

embrión de las semillas, el cual puede visualizarse en la Figura 8. Los embriones extraídos se 

sembraron individualmente en medio de cultivo MS (Murashige & Skoog) con vitaminas 

suplementado con 150 mL.L-1 de agua de coco, 1 g.L-1 de carbón activado, 30 g.L-1 de 

sacarosa y 5.8 g.L-1 de agar (Peña, 2009). El pH del medio se ajustó a 5.7. Los embriones 

sembrados se mantuvieron por dos meses en el cuarto de crecimiento con 16 horas luz de 

fotoperiodo, 28 ± 2 °C de temperatura y 40% de humedad relativa.  
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Figura 8 

Embrión extraído de la semilla de Piñón  

 

Nota. Embrión fotografiado en cámara de flujo laminar.   

Fase de Multiplicación de Embriones Germinados de Piñón  

Establecimiento de vitro Plantas en Generación MV1 a partir de los Embriones 

Germinados. Los brotes apicales con hoja verdadera, que se pueden visualizar en la Figura 9, 

presentes en los embriones germinados se sembraron en medio de cultivo MS (Murashige & 

Skoog) con vitaminas suplementado con 30 g.L-1 de sacarosa, 10.24 mg.L-1 de sulfato de 

adenina, 0.1 ppm de IBA, 0.5 ppm de Kin y 7 g.L-1 de agar. El pH del medio se ajustó a 5.7. Las 

condiciones del cuarto de crecimiento fueron 16 horas luz de fotoperiodo, 28 ± 2 °C de 

temperatura y 40% de humedad relativa.  
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Figura 9 

Brotes apicales con hojas verdaderas desarrollados en los embriones germinados  

 

 

 

 

 

 

Nota. Brotes apicales fotografiados en Cámara de Flujo Laminar.   

Establecimiento de vitro Plantas en Generación MV2 a partir del Brote Apical de 

los Embriones Germinados. Los brotes sembrados en la fase anterior fueron traspasados a 

un medio de cultivo MS (Murashige & Skoog) con vitaminas suplementado con 30 g.L-1 de 

sacarosa, 0.1 ppm de AIA, 0.5 ppm de BAP y 7 g.L-1 de agar. El pH del medio se ajustó a 5.7. 

Las condiciones del cuarto de crecimiento fueron 16 horas luz de fotoperiodo, 28 ± 2 °C de 

temperatura y 40% de humedad relativa.  

Optimización del proceso de Multiplicación en vitro Plantas de Piñón (Jatropha curcas 

L.) provenientes de Semillas No Irradiadas  

Vitro plantas de Piñón provenientes de semillas sin irradiar se traspasaron a medio de 

cultivo MS (Murashige & Skoog) sin vitaminas suplementado con 30 g.L-1 y 7 g.L-1 de agar. El 

pH del medio se ajustó a 5.7. Las condiciones del cuarto de crecimiento fueron 16 horas luz de 

fotoperiodo, 28 ± 2 °C de temperatura y 40% de humedad relativa. 

100 Gy 200 Gy 0 Gy 

 Figura 9 
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Luego de un mes, las vitro plantas de Piñón sin irradiar se traspasaron a medio de 

cultivo MS (Murashige & Skoog) sin vitaminas suplementado con 30 g.L-1, 7 g.L-1 de agar, 0.1 

ppm de AIA y BAP a diferentes concentraciones (0.5. 1 y 2 ppm). El pH del medio se ajustó a 

5.7. Las condiciones del cuarto de crecimiento fueron 16 horas luz de fotoperiodo, 28 ± 2 °C de 

temperatura y 40% de humedad relativa. En control del ensayo consistió en medio MS 

(Murashige & Skoog) sin vitaminas suplementado con 30 g.L-1 y 7 g.L-1 de agar.  

Determinación de variabilidad genética en vitro Plantas de Piñón (Jatropha curcas L.) 

provenientes de Semillas Irradiadas y No Irradiadas utilizando marcadores microsatélites  

Extracción de ADN a partir de Tejido Foliar de vitro Plantas  

En cámara de Flujo Laminar se tomó tejido foliar a partir de vitro plantas de Piñón 

(Jatropha curcas L.) en generación MV2. El tejido foliar se colocó en tubos para microcentrífuga 

de 2 mL y se añadió 600 μL de buffer de extracción CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio), el 

cual se describe en la Tabla 6.  

Tabla 6 

Buffer de Extracción 2X CTAB  

Componentes Cantidad (100 mL) Concentración  

CTAB 2 g 2% 

Tris HCl 1 M (pH 8) 10 mL 100 mM 

NaCl  8.12 g 1.4 M 

EDTA 0.5 M 4 mL 20 mM 

PVP  1 g 1% 

Nota. Esta tabla muestra los componentes del buffer de extracción basado en lo descrito 

por Ferreira & Grattapagil (1998). NaCl (Cloruro de Sodio), EDTA (Ácido 

etildiaminotetraacético) y PVP (Polivinilpirrolidona). 
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Se añadió 2 μL de 2-mercaptoetanol a cada muestra de tejido foliar. Se maceró la 

muestra con la ayuda de un pistilo. Se añadió 400 μL de buffer de extracción CTAB y se 

homogenizó. Las muestras maceradas se incubaron a 65°C durante 1 hora, agitando cada 30 

minutos.  

Una vez culminada la incubación, las muestras se centrifugaron a 13200 rpm durante 15 

minutos. Se tomó el sobrenadante y se transfirió a un nuevo tubo. Se añadió 600 μL de CIA 

(Cloroformo: Alcohol Isoamílico) en una proporción 24:1. Se centrifugó a 13000 rpm durante 5 

minutos. Se transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo. Este proceso se repitió una segunda vez.  

Se añadió 400 μL de isopropanol y se agitó por inmersión. Las muestras con 

isopropanol se colocaron a – 20 °C durante 1 hora. Se centrifugó a 13000 rpm durante 4 

minutos. La pastilla de ADN formada se lavó dos veces con 1 mL de etanol al 70% y una vez 

con 1 mL de etanol absoluto.  

Se llevaron las muestras a la micro estufa durante 30 minutos a 37°C. El ADN se 

resuspendió en 100 μL de buffer TE (Tris HCl – EDTA), se añadió 2 μL de RNAsa y se incubó 

durante 15 minutos en el termobloque.  

Cuantificación de ADN extraído a partir de Tejido Foliar de vitro Plantas  

El ADN extraído se cuantificó en el espectrofotómetro para Microplacas Epoch de 

BioTek Instruments©. Donde se colocó 2 μL de buffer TE como blanco y 2 μL de cada muestra. 

Con la información obtenida se realizó la dilución del ADN a una concentración final de 30 

ng/μL en 100 μL. La concentración de ADN obtenida se puede visualizar en el Anexo 1 al 3. 

Validación de ADN extraído a partir de Tejido Foliar de vitro Plantas  

Para la validación se evaluó el producto de amplificación del ADN extraído mediante 

una PCR con el primer microsatélite JcSSR-26. Los geles de validación se pueden visualizar en 
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el Anexo 4 al 6. Los componentes de la mezcla para amplificación de ADN extraído a partir de 

tejido foliar de vitro plantas de Piñón (Jatropha curcas L.) se describen en la Tabla 7.  

Tabla 7 

Mezcla para amplificación de ADN de vitro plantas de Piñón 

 Concentración Final 1X (μL) 

Agua UP  2.18 

Buffer PCR 1 1.5 

MgCl2 (mM) 2 0.6 

dNTPs (mM) 0.253 0.38 

Primer F (μM) 0.5 0.38 

Primer R (μM) 0.5 0.38 

Taq (U/μL) 0.067 0.1 

Muestra ADN (ng/μL) 1.33 2 

Total  - 7.5 

Nota. MgCl2: Cloruro de Magnesio. F: Forward. R: Reverse. Taq: Polimerasa Taq. mM: 

millimolar. μM: micromolar. μL: microlitros. ng: nanogramos.  

Las condiciones de la PCR para amplificación de ADN extraído a partir de tejido foliar 

de vitro plantas de Piñón (Jatropha curcas L.) se describen en la Tabla 8, donde se puede 

visualizar las diferentes fases de la PCR, temperaturas y el tiempo que se requiere en cada 

fase para la amplificación.  
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Tabla 8 

Condiciones de PCR para amplificación de ADN de vitro plantas de Piñón 

Fases Temperatura (T°) Tiempo (min) 

 Desnaturalización 

Inicial 
94 5 min 

Desnaturalización 94 45 s 

30 ciclos Alineamiento 55 1 min 

Elongación 72 1.30 s 

Elongación Final 72 7 min  

Enfriamiento 10 5 min 

Nota. min: minutos. s: segundos.    

Para visualizar la banda de amplificación se preparó gel de agarosa al 2% v/v. La 

agarosa se disolvió en buffer TAE 1X (Tris – Acetato – EDTA) y se agregó 2 μL del colorante de 

tinción SafeViewTM Classic. El gel fue cargado con 5 μL de los productos PCR y 3 μL del 

marcador de talla TrackIt™ 1 Kb Plus DNA Ladder. La corrida electroforética se realizó en 30 

minutos a 100 V.   

Limpieza de ADN extraído a partir de Tejido Foliar de vitro Plantas  

El ADN extraído no validado se sometió a una limpieza con acetato de amonio. Se 

colocó 350 μL de Acetato de Amonio (7.5 M) al ADN resuspendido en buffer TE. Se centrifugó 

por 5 minutos a 13000 rpm. El sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo y se añadió 700 μL 

de isopropanol. Las muestras se colocaron a -20°C durante 1 hora. Se centrifugó por 5 minutos 

a 13000 rpm. La pastilla de ADN formada se lavó dos veces con 1 mL de etanol al 70% y una 

vez con 1 mL de etanol absoluto.  



62 
 

Se llevaron las muestras a la microestufa durante 30 minutos a 37°C. El ADN se 

resuspendió en 50 μL de buffer TE, se añadió 1 μL de RNAsa y se incubó durante 15 minutos 

en el termobloque.  

Tras la limpieza se repitió el proceso de cuantificación y validación descrito en los 

apartados anteriores.  

Metodología M13 - Tailed con ADN extraído a partir de Tejido Foliar de vitro Plantas  

Se procedió a armar tres placas utilizando el ADN validado, las cuales se pueden 

visualizar en el Anexo 7 al 9. De un estudio anterior realizado en Piñón, se seleccionaron 18 

primers microsatélites que mostraban mayor polimorfismo. Estos primers se pasaron en 8 

combinaciones multiplex, que se muestran en la Tabla 9. 
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Tabla 9 

Combinaciones multiplex de 18 primers microsatélites  

Combinación  Primers Tamaño (pb) Temperatura Annealing  

Tríplex 1 

JAT-23 

JAT-43 

JAT-45 

260 

210 

160 

55 °C 

Tríplex 2 

JAT-132 

JAT-131 

JAT-141 

265 

215 

160 

55°C 

Dúplex 1 
JAT-158 

JAT-176 

180 

230 
55°C 

Dúplex 2 
JAT-73 

JAT-259 

245 

170 
55°C 

Dúplex 3 
pJcSSR3342 

pJcSSR2760 

175 

230 
56°C 

Dúplex 4 
pJcSSR3401 

pJcSSR2767 

180 

240 
56°C 

Dúplex 5 
pJcSSR2628 

pJcSSR2806 

229 

189 
56°C 

Dúplex 6 
JAT-209 

JAT-223 

180 

235 
55°C 

 Nota. pb: pares de base. °C: grados Celsius.  

Los componentes de la mezcla para amplificación del ADN validado utilizando las 

combinaciones dúplex de primers microsatélites se describen en la Tabla 10, donde se puede 

visualizar la concentración final y el volumen requerido para una sola reacción. A diferencia de 
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la mezcla para amplificación descrita con anterioridad, en este caso se incluye el marcaje M13 

utilizado.    

Tabla 10 

Mezcla para amplificación utilizando las combinaciones dúplex de primers microsatélites 

 Concentración Final 1 Rx (μL) 

Agua UP  0.19 

Buffer PCR 1 1 

MgCl2 (mM) 2.5 0.5 

dNTPs (mM) 0.2 0.2 

M13 700/800 0.16 0.8 

Primer F (μM)-M13 0.01 0.05 

Primer R (μM) 0.16 0.08 

Primer F (μM)-M13 0.01 0.05 

Primer R (μM) 0.16 0.08 

Taq (U/μL) 0.05 0.05 

Muestra ADN (ng/μL) 2 2 

Total - 5 

Nota. MgCl2: Cloruro de Magnesio. F: Forward. R: Reverse. Taq: Polimerasa Taq. mM: 

millimolar. μM: micromolar. μL: microlitros. ng: nanogramos. M13 700/800: M13 forward 

marcado con IRDye 700 – 800.  

Los componentes de la mezcla para amplificación del ADN validado utilizando las 

combinaciones tríplex de primers microsatélites se describen en la Tabla 11, donde se puede 

visualizar la concentración final y el volumen requerido para una sola reacción. A diferencia de 
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la mezcla para amplificación descrita con anterioridad, en este caso se incluye el marcaje M13 

utilizado.    

Tabla 11 

Mezcla para amplificación utilizando las combinaciones tríplex de primers microsatélites 

 Concentración Final 1 Rx (μL) 

Agua UP  0.88 

Buffer PCR 1 1.4 

MgCl2 (mM) 2.5 0.7 

dNTPs (mM) 0.2 0.28 

M13 700/800 0.16 1.12 

Primer F (μM)-M13 0.01 0.07 

Primer R (μM) 0.16 0.11 

Primer F (μM)-M13 0.01 0.07 

Primer R (μM) 0.16 0.11 

Primer F (μM)-M13 0.01 0.07 

Primer R (μM) 0.16 0.11 

Taq (U/μL) 0.05 0.07 

Muestra ADN (ng/μL) 1.43 2 

Total  - 7 

Nota. MgCl2: Cloruro de Magnesio. F: Forward. R: Reverse. Taq: Polimerasa Taq. mM: 

millimolar. μM: micromolar. μL: microlitros. ng: nanogramos. M13 700/800: M13 forward 

marcado con IRDye 700 – 800.  

 Las condiciones de la PCR para amplificación del ADN validado utilizando la técnica 

M13 - Tailed se describen en la Tabla 12, donde se puede visualizar las diferentes fases de la 
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PCR, temperaturas y el tiempo que se requiere en cada fase para la amplificación. A diferencia 

de las condiciones de PCR descritas con anterioridad, en este caso hay dos fases de 

desnaturalización inicial a temperaturas diferentes.  

Tabla 12 

Condiciones de PCR para amplificación con Metodología M13 - Tailed 

Fases Temperatura (T°) Tiempo (min) 
 

Desnaturalización 

Inicial 

94 2 min 

95 4 min  

Desnaturalización 94 1 min 

25 ciclos Alineamiento TA 2 min 

Elongación 72 2 min 

Elongación Final 72 10 min  

Enfriamiento 4 10 min 

Nota. min: minutos. s: segundos.    

Preparación del Gel de Acrilamida para Corrida en LI-COR 4300 

Se colocó 20 mL de gel de Acrilamida. cuyos componentes se muestran en la Tabla 13. 

Posteriormente, se añadió 150 μL de APS (persulfato de amonio) y 15 μL de Temmed  (NNNN-

Tetramethylethylene-dianime 99%). Se procedió a verter 0.25 mm del gel en las placas de 

vidrio limpias. verificando que no se formen burbujas. Se insertó el peine y dejó polimerizar el 

gel durante 1 hora. El gel polimerizado se colocó en el equipo LI-COR 4300 juntó con buffer 

TBE 1X. Se realizó un precorrida en el equipo durante 25 minutos.  
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Tabla 13 

Gel de Acrilamida   

Componentes Cantidad (100 mL) 

Urea 40 g 

Buffer TBE 10X 10 mL 

Acrilamida al 40% 8.8 mL 

Agua destilada estéril Aforar a 100 mL 

Nota. TBE: Tris, borato y EDTA. mL: mililitros. g: gramos.  

Preparación de las muestras para Corrida en LI-COR 4300 

Las muestras amplificadas se diluyeron con 5 μL de azul de parada, cuya composición 

se puede visualizar en la Tabla 14. Se desnaturalizaron en un termociclador a 94°C por 3 

minutos. Finalmente, fueron cargadas en el gel junto con los marcadores de talla 

correspondientes 4200 – 44 (IRDye 700®) y 4000 – 44B (IRDye 800). La corrida se realizó a 

1500 V durante 1 hora y 30 minutos. 

Tabla 14 

Azul de Parada 1X 

Componentes Concentración Final 

Formamida 98% 

EDTA 10 mM 

Bromofenol  0.3% 

Xylene cyanol  - 

Agua destilada - 
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Nota. Esta tabla muestra los componentes para la preparación de Azul de Parada 

basado en lo descrito por Morillo & Miño (2011). EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético.  

Análisis de la Imagen del Gel en el software SAGA GT-SSR 

Las imágenes obtenidas tras la corrida en el equipo LI-COR 4300 se exportaron al 

software SAGA GT-SSR en formato tif., donde se procedió a realizar el genotipaje. Se creó un 

nuevo proyecto llamado Piñón 2021. Se ingresaron las tallas del marcador de peso molecular 

IRDye 700 e IRDye 800 nm que van desde 50 a 350 pb. Se procedió a ingresar el nombre de 

las muestras en el orden en el que se encontraban en la placa. También, se ingresó las 

combinaciones de los primers microsatélites utilizados. Finalmente, se creó un gel donde se 

realizó el genotipaje marcando con un “x” los alelos que se podían visualizar para cada 

muestra. 

Análisis Estadístico  

Establecimiento in vitro de Semillas de Piñón (Jatropha curcas L.) Irradiadas y no 

Irradiadas 

Unidad Experimental. 40 semillas sembradas en un tubo de ensayo de 15x20 con 5 

mL de medio de cultivo y un embrión por cada tubo.  

Tratamientos. En la Tabla 15 se describen los tratamientos aplicados a las semillas de 

Piñón.   
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Tabla 15 

Tratamientos aplicados a las semillas del clon promisorio de Piñón CP041 

Tratamientos Dosis de Radiación 

T1 100 Gy 

T2 200 Gy 

T3 0 Gy 

Nota. Gy: Gray unidad derivada de la dosis de radiación ionizante.  

Diseño Experimental. Se aplicó un Diseño Completamente al azar (DCA). Se utilizaron 

400 semillas por cada tratamiento con un total de 1200 semillas. Para el análisis estadístico se 

realizaron 10 observaciones de 40 semillas por cada tratamiento.  

Para el análisis de los resultados se evaluaron las siguientes variables:  

Porcentaje de Semillas Germinadas (%). Se contó el número de semillas 

establecidas in vitro que han germinado y se comparó con el número total de semillas. 

Las observaciones se realizaron a los 15 días, aproximándose al periodo tardío de 

germinación.  

Porcentaje de Semillas No Germinadas (%). Se contó el número de semillas 

establecidas in vitro que no germinaron y se comparó con el número total de semillas. 

Las observaciones se realizaron a los 15 días, aproximándose al periodo tardío de 

germinación. 

Porcentaje de Contaminación por Hongo (%). Se contó el número de semillas 

establecidas in vitro contaminadas por hongo y se comparó con el número total de 

semillas. Las observaciones se realizaron a los 15 días, aproximándose al periodo 

tardío de germinación. 
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Porcentaje de Contaminación por Bacteria (%). Se contó el número de 

semillas establecidas in vitro contaminadas por bacteria y se comparó con el número 

total de semillas. Las observaciones se realizaron a los 15 días. aproximándose al 

periodo tardío de germinación. 

Los datos fueron sometidos a la prueba de normalidad Shapiro-Wilks. Se realizó el 

análisis estadístico de los resultados mediante un ANOVA (Análisis de la Varianza) con un nivel 

de significancia del 5%. Además, se procedió a realizar una comparación de medias Tukey con 

significancia del 0.05%.  

En el caso de los datos que no presentaron normalidad, se procedió a aplicar la prueba 

no paramétrica Kruskal-Wallis. Además, se realizó la comparación entre grupos para lo cual se 

aplicó la prueba de Dunn con significancia del 0.05%.  

Error Experimental. El error experimental se debe a la manipulación de las unidades 

experimentales o de los equipos que se utilizarán en el proyecto.  

Error Aleatorio. El error aleatorio se debe al proceso de conservación de las semillas 

en el banco de germoplasma. 

Análisis de datos. Los datos fueron analizados en el software R.  

Optimización del proceso de Multiplicación en vitro Plantas de Piñón (Jatropha curcas 

L.) provenientes de Semillas No Irradiadas  

Unidad Experimental. 1 vitro planta proveniente de semillas germinadas in vitro en un 

frasco de vidrio de 250 mL con 30 mL de medio de cultivo.  

Tratamientos. En la Tabla 16 se describen los tratamientos aplicados a las vitro plantas 

de Piñón sin irradiar.  
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Tabla 16 

Tratamientos aplicados a vitro plantas del clon promisorio de Piñón CP041 

Tratamientos BAP AIA 

mIBJ1  0 ppm 0.1 ppm 

mIBJ2  0.5 ppm 0.1 ppm 

mIBJ3  1 ppm 0.1 ppm 

mIBJ4  2 ppm 0.1 ppm 

Nota. mIBJ: medio de cultivo. ppm: partes por millón. BAP: 6-bencilaminopurina. AIA: 

Ácido Indol Acético.  

Diseño Experimental. Se aplicó un Diseño Completamente al azar (DCA). Se utilizaron 

10 vitro plantas por cada tratamiento con un total de 40 vitro plantas. Para el análisis estadístico 

se realizaron 10 observaciones de 1 vitro planta por cada tratamiento.  

Para el análisis de los resultados se evaluaron las siguientes variables:  

Porcentaje de Sobrevivencia (%). Se realizó una relación porcentual entre el 

número de vitro plantas sembradas y el número de vitro plantas sobrevivientes. Esta 

evaluación se realizó a los 30 días después de la siembra en cada subcultivo. 

Porcentaje de Brotación (%). Se realizó una relación porcentual entre el 

número de vitro plantas sembradas y el número de vitro plantas que presenten brotes. 

Esta evaluación se realizó 30 días después de la siembra de cada subcultivo  

Número de Brotes por Explante (#). Se realizó un conteo de cada brote por 

cada vitro explante sembrado. Esta evaluación se realizó 30 días después de la siembra 

de cada subcultivo. 
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Longitud de Brote Inicial (cm). Se midió la longitud de cada brote inicial. Esta 

evaluación se realizó 30 días después de la siembra de cada subcultivo. 

Longitud de Brotes Nuevos (mm). Se midió la longitud de cada brote nuevo. 

Esta evaluación se realizó 30 días después de la siembra de cada subcultivo. 

Número de Hojas Verdaderas (#). Se realizó un monitoreo con la finalidad de 

contabilizar las hojas verdaderas en cada vitro explante sembrado. 

Porcentaje de Vitro Plantas que presentan Callo (%). Se realizó una relación 

porcentual entre el número de vitro plantas sembradas y el número de vitro plantas que 

presentan callos. Esta evaluación se realizó 30 días después de la siembra de cada 

subcultivo.  

Diámetro de Callos (cm). Se realizó un monitoreo con la finalidad de determinar 

el diámetro del callo en cada vitro explante sembrado. 

Los datos fueron sometidos a la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Al no 

presentar normalidad, se procedió a aplicar la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis. 

Finalmente, para realizar la comparación entre grupos se llevó a cabo la prueba de Dunn con 

significancia del 0.05%.  

Error Experimental. El error experimental se debe a la manipulación de las unidades 

experimentales o de los equipos que se utilizarán en el proyecto.  

Error Aleatorio. El error aleatorio se debe al estado de las vitro plantas de Piñón.  

Análisis de datos. Los datos fueron analizados en el software R.  
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Determinación de la variabilidad genética en vitro Plantas de Piñón (Jatropha curcas L.) 

provenientes de Semillas Irradiadas y No Irradiadas utilizando marcadores microsatélites  

Los datos obtenidos a partir del genotipaje en el software SAGA GT-SSR se importaron 

a Microsoft Excel, donde se elaboró una matriz genotípica, la cual se puede visualizar en el 

Anexo 10 al 12. Con los datos de esta matriz se procedió a realizar el análisis en los diferentes 

programas de análisis genético. Se utilizaron en total 223 muestras de ADN extraído de tejido 

foliar de vitro plantas de Piñón irradiadas y no irradiadas.  

Análisis de Muestras Genéticamente Idénticas. Para el análisis de los resultados se 

evaluó el siguiente parámetro:   

Porcentaje de similitud.  Se determinó el porcentaje de similitud que existía 

entre las muestras irradiadas y no irradiadas, en función a los alelos encontrados para 

cada marcador microsatélite utilizado.   

Para determinar este parámetro se utilizó el programa Microsatellite Toolkit (Seok & 

Sappington, 2013).  
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Capítulo IV: Resultados  

Establecimiento in vitro de Semillas de Piñón (Jatropha curcas L.) Irradiadas y No 

Irradiadas 

Al evaluar las variables se obtuvieron dos subconjuntos para cada una de ellas. En la 

Tabla 17, se puede visualizar los resultados obtenidos para cada variable en función de la dosis 

de radiación aplicada. Se puede observar que las semillas irradiadas presentan un mayor 

porcentaje de germinación y por tanto existe un menor porcentaje de semillas germinadas. Por 

otro lado, la contaminación por bacteria y hongo en la semillas irradiadas es menor.  

Tabla 17 

Efecto de las dosis de radiación en la fase de introducción de semillas 

Dosis  

Semillas (%) Contaminación (%) 

Germinadas  No Germinadas  Bacteria Hongo  

0 Gy 40.25b 22.05b 35.25b 6.00b 

100 Gy 63.50a 17.80a 16.25a 0.25a 

200 Gy 66.25a 16.50a 17.25a 0.00a 

Nota. Los valores medios designados con letra diferente expresan diferencias 

estadísticamente significativas al nivel de 0.05 y la misma letra indica que la diferencia es 

estadísticamente insignificante. 

Porcentaje de Semillas Germinadas y No Germinadas 

La prueba de Normalidad Shapiro – Wilks aplicada a los datos de porcentaje de semillas 

germinadas y no germinadas dio como resultado un valor p mayor a 0.05, concluyéndose que 

los datos siguen una distribución normal.  En la Tabla 18, se presenta el ANOVA donde se 
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puede evidenciar que el valor Pr (>F) es menor a 0.05. Por lo tanto, las medias obtenidas son 

significativamente diferentes entre cada dosis.  

Tabla 18 

ANOVA realizado para la variable porcentaje de semillas germinadas y no germinadas 

 Grados de 

Libertad 

Semillas Germinadas Semillas No Germinadas 

 Valor F Pr (>F) Valor F Pr (>F) 

Dosis 2 55.83 2.56e-10 55.83 2.56e-10 

CV  10.67 19.08 

Nota. CV: Coeficiente de variación.  

Los resultados obtenidos indican que las semillas irradiadas (100 y 200 Gy) presentan 

un mayor porcentaje de germinación en comparación a las no irradiadas (0 Gy). En la Figura 

10, se puede observar que el mayor porcentaje de germinación obtenido fue para la dosis de 

200 Gy con 66.25%, mientras que el menor porcentaje fue para la dosis de 0 Gy con 40.25%. 

Esto es un indicio de los efectos positivos que tiene la radiación gamma en la germinación de 

semillas. De igual manera, se puede observar que el porcentaje de semillas no germinadas es 

menor en aquellas que han sido irradiadas. Mientras que, en el caso de las semillas no 

irradiadas este porcentaje es mayor, con un valor de 22.05%.   
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Figura 10 

Efecto de la dosis de radiación en el porcentaje de semillas germinadas y no 

germinadas 

 

Nota. Gy: Gray unidad derivada de la dosis de radiación ionizante.  

En la Figura 11, se puede observar los embriones germinados provenientes de semillas 

irradiadas y no irradiadas. Los embriones germinados están formados por las hojas 

cotiledonares y el hipocótilo. Se puede evidenciar que los embriones provenientes de semillas 

no irradiadas presentan un desarrollo menor en comparación a los proveniente de semillas 

irradiadas.  
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Figura 11 

Embriones germinados provenientes de semillas irradiadas  

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. Gy: Gray unidad derivada de la dosis de radiación ionizante. Los embriones 

germinados fueron fotografiados a los 7 días tras la introducción.   

Porcentaje de Contaminación por Bacteria 

La prueba de Normalidad Shapiro – Wilks aplicada a los datos de porcentaje de 

contaminación por bacteria dio como resultado un valor p igual a 0.08201. Como este valor es 

mayor a 0.05 se concluye que los datos siguen una distribución normal. En la Tabla 19, se 

presenta el ANOVA donde se puede evidenciar que el valor Pr (>F) es menor a 0.05. Por lo 

tanto, las medias obtenidas son significativamente diferentes entre cada dosis.  

 

 

 

100 Gy 200 Gy 0 Gy 

Figura 11 
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Tabla 19 

ANOVA realizado para la variable porcentaje de contaminación por bacteria 

 Grados de Libertad Valor F Pr (>F) 

Dosis 2 48.28 1.21e-09 

CV 21.23 

Nota. CV: Coeficiente de variación.  

Los resultados observados en la Figura 12 indican que las semillas irradiadas (100 y 

200 Gy) presentan un menor porcentaje de contaminación por bacteria, con valores de 16.25% 

y 17.25%. Mientras que las semillas no irradiadas presentan un porcentaje mayor con un valor 

de 35.25%. Con esto se evidencia que la radiación tiene un efecto en la proliferación de 

microorganismos como las bacterias.  
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Figura 12 

Efecto de la dosis de radiación en el porcentaje de contaminación por bacteria 

 

Nota. Gy: Gray unidad derivada de la dosis de radiación ionizante.  

Porcentaje de Contaminación por Hongo 

La prueba de Normalidad Shapiro – Wilks aplicada a los datos de porcentaje de 

contaminación por hongo dio como resultado un valor p igual a 1.686e-07. Como este valor es 

menor a 0.05 se concluye que los datos no siguen una distribución normal. En la Tabla 20, se 

presentan los estadísticos de la prueba no paramétrica Kruskal – Wallis donde se puede 

evidenciar que el valor p es menor a 0.05. Por lo tanto, las medianas obtenidas son 

significativamente diferentes entre cada dosis.  
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Tabla 20 

Prueba de Kruskal - Wallis realizada para la variable porcentaje de contaminación por 

hongo 

 Grados de 

Libertad 

Chi cuadrado Valor p Valor t MSD 

Dosis 2 25.22 3.34e-06 2.05 2.60 

Nota. MSD: Error Cuadrático Medio.   

Los resultados observados indican que las semillas irradiadas (100 y 200 Gy) presentan 

un porcentaje de contaminación por hongo cercano al 0.00%. En contraste, las semillas no 

irradiadas (0 Gy) tienen el mayor porcentaje de contaminación por hongo, con un valor de 

6.00%. Con esto se evidencia que la radiación tiene un efecto en la proliferación de 

comunidades fúngicas.  

Por otro lado, en la Figura 13 se observa que las semillas irradiadas a 200 Gy no 

presentan contaminación por hongo. En comparación a las semillas irradiadas a 100 Gy, donde 

se observa contaminación por hongo en una proporción baja. Dando un indicio de que a una 

mayor dosis se inhibe por completo el crecimiento de hongos.  
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Figura 13 

Efecto de la dosis de radiación en el porcentaje de contaminación por hongo 

 

Nota. Gy: Gray unidad derivada de la dosis de radiación ionizante 

Optimización del proceso de Multiplicación en vitro Plantas de Piñón (Jatropha curcas 

L.) provenientes de Semillas No Irradiadas 

Las variables longitud de brote inicial, número de brotes, longitud de brotes nuevos y 

diámetro del callo presentan cuatro subconjuntos. Mientras que, en el caso del número de 

hojas verdaderas se presentan dos subconjuntos. Además, en la Tabla 21 se puede visualizar 

las medias obtenidas para cada variable en función de la concentración de hormona presente 

en el medio de cultivo.  
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Tabla 21 

Efecto de la combinación de BAP y AIA en la multiplicación de vitro plantas de Piñón 

Hormona Brote0 Hojas BrotesN Callo 

BAP AIA L (cm) N° (#) N° (#) L (mm) D (cm) 

0  0  0d 1.5b 0d 0d 0d 

0.5  0.1 0.43c 6.2ª 1.23c 1.78c 1.35c 

1 0.1 0.86b 6.3a 2.69b 3.47b 2.63b 

2 0.1 1.29a 6.5a 4.69a 5.07a 4.42a 

Nota. Brote0: Brote Inicial. BrotesN: Brotes Nuevos. L: Longitud. N°: Número. D: Diámetro. 

Los valores medios designados con letra diferente expresan diferencias estadísticamente 

significativas al nivel de 0.05 y la misma letra indica que la diferencia es estadísticamente 

insignificante.  

Porcentaje de Sobrevivencia  

El porcentaje de sobrevivencia de los explantes fue del 100%. Estos resultados indican 

que los explantes utilizados en el ensayo se adaptaron al medio de cultivo MS, 

independientemente de si estaba suplementado con hormona y de la concentración de 

hormona utilizada.  

Longitud del Brote Inicial  

La prueba de Normalidad Kolmogorov-Smirnov aplicada a los datos de longitud de brote 

inicial dio como resultado un valor p igual a 0.021. Como este valor es menor a 0.05 se 

concluye que los datos no siguen una distribución normal. En la Tabla 22, se presentan los 

estadísticos de la prueba no paramétrica Kruskal – Wallis donde se puede evidenciar que las 

medianas son significativamente diferentes entre los medios de cultivo aplicados.   
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Tabla 22 

Prueba de Kruskal - Wallis realizada para la variable longitud del brote inicial 

 Grados de 

Libertad 

Chi cuadrado Valor p Valor t MSD 

Medio 3 37.39 3.79e-08 2.02 2.21 

Nota. MSD: Error Cuadrático Medio.   

Los resultados observados indican que en el medio suplementado con BAP a 2 ppm y 

AIA a 0.1 ppm se obtiene la mayor elongación de brote con una media de longitud de 1.29 cm. 

En contraste, el medio sin hormonas presenta una media de longitud de brote inicial de 0 cm, 

es decir no se evidenció elongación del brote. Además, se puede observar en la Figura 14, que 

la elongación es proporcional a la concentración de hormona presente en el medio de cultivo.  
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Figura 14 

Efecto de la combinación de BAP y AIA en la longitud de brote inicial 

  

Nota. mIBJ1 medio sin hormonas. mIBJ2 medio suplementado con 0.5 ppm de BAP y 

0.1 ppm de AIA. mIBJ3 medio suplementado con 1 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA. 

mIBJ4 medio suplementado con 2 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA.  

Número de Hojas Verdaderas  

La prueba de Normalidad Kolmogorov-Smirnov aplicada a los datos de longitud de brote 

inicial dio como resultado un valor p igual a 0.014. Como este valor es menor a 0.05 se 

concluye que los datos no siguen una distribución normal. En la Tabla 23, se presentan los 

estadísticos de la prueba no paramétrica Kruskal – Wallis donde se puede evidenciar que las 

medianas son significativamente diferentes entre los medios de cultivo aplicados.   
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Tabla 23 

Prueba de Kruskal - Wallis realizada para la variable número de hojas verdaderas 

 Grados de 

Libertad 

Chi cuadrado Valor p Valor t MSD 

Medio 3 24.32 2.14e-05 2.03 6.68 

Nota. MSD: Error Cuadrático Medio.   

Los resultados observados indican el crecimiento de hojas verdaderas no está 

influenciado por la presencia de hormonas en el medio de cultivo. Se puede evidenciar que en 

todos los medios hubo crecimiento de hojas verdaderas independientemente de la presencia de 

hormonas. Sin embargo, el número de hojas varía en función de la concentración de hormona 

en el medio. En la Figura 15, se observa que en el medio mIBJ1 (0 ppm de BAP) se obtuvo 

alrededor de 1.5 hojas verdaderas por explante, mientras que en el resto de medios (0.5. 1 y 2 

ppm de BAP) el número de hojas verdaderas se mantiene entre 6.2 a 6.5.  
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Figura 15 

Efecto de la combinación de BAP y AIA en el número de hojas verdaderas 

 

Nota. mIBJ1 medio sin hormonas. mIBJ2 medio suplementado con 0.5 ppm de BAP y 

0.1 ppm de AIA. mIBJ3 medio suplementado con 1 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA. 

mIBJ4 medio suplementado con 2 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA.  

Porcentaje de Brotación 

El porcentaje de brotación de los explantes fue del 100% en los medios de cultivo 

suplementados con diferentes concentraciones de BAP en combinación con AIA. Mientras que, 

en el medio sin hormonas no se evidenció brotación en el explante. Estos resultados indican 

que la brotación del explante se ve influenciada por la presencia de hormonas en el medio 
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cultivo. Estos resultado dan indicio del efectos sinérgico de la combinación de BAP y AIA en la 

brotación.  

En la Figura 16 se puede observar los brotes inducidos en cada medio de cultivo 

utilizado en el estudio. Se puede observar que en el medio sin hormonas se mantiene el brote 

inicial, mientras que el resto de medios que contienen BAP en combinación con AIA, existe la 

formación de nuevos brotes.  

Figura 16 

Brotación observada en los diferentes medios de cultivo  
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Nota. mIBJ1 medio sin hormonas. mIBJ2 medio suplementado con 0.5 ppm de BAP y 

0.1 ppm de AIA. mIBJ3 medio suplementado con 1 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA. 

mIBJ4 medio suplementado con 2 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA. Las vitro plantas 

fueron fotografiadas a las 4 semanas tras el inicio del ensayo. 

Número de Brotes  

La prueba de Normalidad Kolmogorov-Smirnov aplicada a los datos de número de 

brotes dio como resultado un valor p igual a 0.013. Como este valor es menor a 0.05 se 

concluye que los datos no siguen una distribución normal. En la Tabla 24, se presentan los 

estadísticos de la prueba no paramétrica Kruskal – Wallis donde se puede evidenciar que las 

medianas son significativamente diferentes entre los medios de cultivo aplicados.   

Tabla 24 

Prueba de Kruskal - Wallis realizada para la variable número de brotes 

 Grados de 

Libertad 

Chi cuadrado Valor p Valor t MSD 

Medio 3 37.88 2.99e-08 2.03 1.84 

Nota. MSD: Error Cuadrático Medio.   

Los resultados obtenidos indican que el número de brotes por explante se ve 

influenciado por la concentración de hormona en el medio de cultivo. Se puede observar en la 

Figura 17, que el medio mIBJ4 suplementado con 2 ppm de BAP en combinación con 0.1 ppm 

de AIA presenta el mayor número de brotes por explante, con 4.69 brotes. Mientras que el 

medio con la concentración de 0.5 ppm de BAP en combinación con 0.1 ppm de AIA presenta 

un menor número, con 1.63 brotes por explante. Se puede evidenciar que le número de brotes 

por explante está influenciado por la concentración de hormona en el medio de cultivo y es 

directamente proporcional a esta concentración.   
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Figura 17 

Efecto de la combinación de BAP y AIA en el número de brotes 

 

Nota. mIBJ1 medio sin hormonas. mIBJ2 medio suplementado con 0.5 ppm de BAP y 

0.1 ppm de AIA. mIBJ3 medio suplementado con 1 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA. 

mIBJ4 medio suplementado con 2 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA.  

En la Figura 18, se pueden visualizar los nuevos brotes observados en el 

estereomicroscopio para los diferentes medios de cultivo utilizados. Se puede evidenciar que lo 

nuevos brotes obtenido son bastante pequeños por lo que se tuvo que visualizar en un 

estereomicroscopio.   
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F 

Brotes nuevos observados en el estereomicroscopio  

 

 

 

 

 

 

Nota. mIBJ2 medio suplementado con 0.5 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA. mIBJ3 medio 

suplementado con 1 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA. mIBJ4 medio suplementado con 2 

ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA. Los brotes fueron fotografiados a las 4 semanas tras el 

inicio del ensayo. 

Longitud de Brotes Nuevos  

La prueba de Normalidad Kolmogorov-Smirnov aplicada a los datos de longitud de 

brotes nuevos dio como resultado un valor p igual a 0.015. Como este valor es menor a 0.05 se 

concluye que los datos no siguen una distribución normal. En la Tabla 25, se presentan los 

estadísticos de la prueba no paramétrica Kruskal – Wallis donde se puede evidenciar que las 

medianas son significativamente diferentes entre los medios de cultivo aplicados.   

 

 

 

mIBJ2 mIBJ3 mIBJ4 

Figura 18 



91 
 

Tabla 25 

Prueba de Kruskal - Wallis realizada para la variable longitud de brotes nuevos  

 Grados de 

Libertad 

Chi square Valor p Valor t MSD 

Medio 3 37.24 4.08e-08 2.03 2.32 

Nota. MSD: Error Cuadrático Medio.   

Los resultados observados en la Figura 19 indican que la mayor longitud de los brotes 

nuevos se obtiene en el medio mIBJ4 suplementado con 2 ppm de BAP, con una longitud de 

5.07 mm. Conforme baja la concentración de hormona se evidencia que la longitud de los 

brotes nuevos es menor. De tal manera, que en el medio mIBJ3 con la menor concentración de 

BAP tiene una media de longitud de brote de 1.78 mm. Se puede evidenciar que la longitud de 

brotes se ve influenciada por la concentración de hormona en el medio de cultivo y es 

directamente proporcional a esta concentración.  
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Figura 19 

Efecto de la combinación de BAP y AIA en la longitud de brotes nuevos  

 

Nota. mIBJ1 medio sin hormonas. mIBJ2 medio suplementado con 0.5 ppm de BAP y 

0.1 ppm de AIA. mIBJ3 medio suplementado con 1 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA. 

mIBJ4 medio suplementado con 2 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA.  

Porcentaje de vitro Plantas que presentan Callo 

El porcentaje de vitro plantas que presenta callo es del 100% en los medios de cultivo 

suplementados con hormona. En contraste, las vitro plantas presentes en el medio sin 

hormonas no desarrollan callo. Estos resultados indican que las hormonas presentes en el 

medio de cultivo llevan a la inducción de callos en el explante. Algo que no es deseable en la 

micropropagación.  
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Diámetro del Callo  

La prueba de Normalidad Kolmogorov-Smirnov aplicada a los datos de longitud de brote 

inicial dio como resultado un valor p igual a 0.027. Como este valor es menor a 0.05 se 

concluye que los datos no siguen una distribución normal. En la Tabla 26, se presentan los 

estadísticos de la prueba no paramétrica Kruskal – Wallis donde se puede evidenciar que las 

medianas son significativamente diferentes entre los medios de cultivo aplicados.   

Tabla 26 

Prueba de Kruskal - Wallis realizada para la variable diámetro del callo  

 Grados de 

Libertad 

Chi square Valor p Valor t MSD 

Medio 3 37.17 4.23e-08 2.03 2.36 

Nota. MSD: Error Cuadrático Medio.   

Los resultados observados en la Figura 20 indican que el mayor diámetro de callo se 

obtiene en el medio mIBJ4 suplementado con 2 ppm de BAP, con un diámetro de 4.42 cm. 

Mientras que en el medio mIBJ3 suplementado con 0.5 ppm de BAP, se forma un callo con un 

diámetro de 1.35 cm. Siendo un indicio de que el diámetro del callo es directamente 

proporcional a la concentración de hormona en el medio de cultivo.  
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Figura 20 

Efecto de la combinación de BAP y AIA en el diámetro del callo 

  

Nota. mIBJ1 medio sin hormonas. mIBJ2 medio suplementado con 0.5 ppm de BAP y 

0.1 ppm de AIA. mIBJ3 medio suplementado con 1 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA. 

mIBJ4 medio suplementado con 2 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA.  

Determinación de la variabilidad genética en vitro Plantas de Piñón (Jatropha curcas L.) 

provenientes de Semillas Irradiadas y No Irradiadas utilizando marcadores microsatélites  

El genotipaje de las muestras provenientes de semillas irradiadas y no irradiadas dio 

como resultado un solo alelo en cada primer microsatélite utilizado, indicando que no se 

detectó variabilidad genética con los 18 primers microsatélites. En la Figura 21, se puede 
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observar que todas las muestras amplificadas correspondientes a la placa 1 con la combinación 

dúplex 3 de primers microsatélites, presentan el mismo alelo. Esto nos indica que las muestras 

irradiadas y no irradiadas son iguales para esta combinación de primers.   

Figura 21 

Gel correspondiente a la placa 1 amplificada con la combinación dúplex 3 

   

Nota. La flecha verde indica la amplificación de las muestras con la metodología M13 – 

Tailed para el primer pJcSSR2760. La flecha rosada indica la amplificación de las 

muestras con la metodología M13 – Tailed para el primer pJcSSR3342.  

De igual manera, en la Figura 22, se puede visualizar las muestras amplificadas 

correspondientes a la placa 1 con la combinación tríplex 1 de primers microsatélites, donde se 

puede evidenciar que las muestras irradiadas y no irradiadas presentan el mismo alelo. Estos 

resultados nos indican que no se ha determinado variabilidad genética con esta combinación 

de primers.  
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Figura 22  

Gel correspondiente a la placa 1 amplificada con la combinación tríplex 1  

 

Nota. La flecha verde indica la amplificación de las muestras con la metodología M13 – 

Tailed para el primer JAT - 24. La flecha rosada indica la amplificación de las muestras 

con la metodología M13 – Tailed para el primer JAT – 43.  La flecha azul indica la 

amplificación de las muestras con la metodología M13 – Tailed para el primer JAT – 45. 

En la Figura 23, se puede observar las muestras amplificadas correspondientes a la 

placa 1 con la combinación dúplex 2 de primers microsatélites, donde se puede visualizar un 

solo alelos en las muestras irradiadas y no irradiadas. Con estos resultados se evidencia que 

no se detecta variabilidad genética con la combinación de primers utilizados.    
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Figura 23  

Gel correspondiente a la placa 1 amplificada con la combinación dúplex 2  

 

Nota. La flecha verde indica la amplificación de las muestras con la metodología M13 – 

Tailed para el primer JAT - 73. La flecha rosada indica la amplificación de las muestras 

con la metodología M13 – Tailed para el primer JAT – 259.   

Por otro lado, en la Figura 24, se puede visualizar las muestras amplificadas 

correspondientes a la placa 2 con la combinación dúplex 4 de primers microsatélites, donde se 

puede evidenciar que las muestras irradiadas y no irradiadas presentan el mismo alelo. Estos 

resultados nos indican que la combinación de primers no detectó variabilidad genética entre las 

muestras.   

Figura 24  

Gel correspondiente a la placa 2 amplificada con la combinación dúplex 4    

 

Nota. La flecha verde indica la amplificación de las muestras con la metodología M13 – 

Tailed para el primer pJcSSR2767. La flecha rosada indica la amplificación de las 

muestras con la metodología M13 – Tailed para el primer pJcSSR3401.  

pJcSSR2767 

pJcSSR3401 

JAT - 73 
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En la Figura 25, se visualizan las muestras amplificadas correspondientes a la placa 2 

con la combinación dúplex 1 de primers microsatélites, donde se puede evidenciar que las 

muestras irradiadas y no irradiadas presentan el mismo alelo. Estos resultados indican que no 

se evidencia variabilidad genética con esta combinación de primers.  

Figura 25  

Gel correspondiente a la placa 2 amplificada con la combinación dúplex 1    

 

Nota. La flecha verde indica la amplificación de las muestras con la metodología M13 – 

Tailed para el primer JAT - 158. La flecha rosada indica la amplificación de las muestras 

con la metodología M13 – Tailed para el primer JAT - 176.  

De igual manera, en la Figura 26, se puede observar las muestras amplificadas 

correspondientes a la placa 2 con la combinación tríplex 2 de primers microsatélites, donde se 

puede evidenciar un solo alelo en las muestras irradiadas y no irradiadas para cada primer 

microsatélite utilizado. Estos resultados indican que con esta combinación de primers no se 

detecta variabilidad genética.  
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Figura 26  

Gel correspondiente a la placa 2 amplificada con la combinación tríplex 2    

 

Nota. La flecha verde indica la amplificación de las muestras con la metodología M13 – 

Tailed para el primer JAT - 141. La flecha rosada indica la amplificación de las muestras 

con la metodología M13 – Tailed para el primer JAT - 131. La flecha azul indica la 

amplificación de las muestras con la metodología M13 – Tailed para el primer JAT – 

141.  

Por otro lado, en la Figura 27, se puede observar las muestras amplificadas 

correspondientes a la placa 3 con la combinación dúplex 6 de primers microsatélites, donde se 

visualiza un solo alelo tanto en las muestras irradiadas como no irradiadas para cada primer 

utilizado. Estos resultados indican que la combinación de primers no detectó variabilidad 

genética entre las muestras.  
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Figura 27  

Gel correspondiente a la placa 3 amplificada con la combinación dúplex 6 

 

Nota. La flecha verde indica la amplificación de las muestras con la metodología M13 – 

Tailed para el primer JAT - 223. La flecha rosada indica la amplificación de las muestras 

con la metodología M13 – Tailed para el primer JAT - 209.  

De igual manera, en la Figura 28, se puede observar las muestras amplificadas 

correspondientes a la placa 3 con la combinación dúplex 5 de primers microsatélites. Se 

evidencia la presencia de un único alelo tanto en las muestras irradiadas como no irradiadas, 

indicando que no se detectó variabilidad genética con la combinación de primers utilizada.  
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Figura 28  

Gel correspondiente a la placa 3 amplificada con la combinación dúplex 5 

 

Nota. La flecha verde indica la amplificación de las muestras con la metodología M13 – 

Tailed para el primer pJcSSR2628. La flecha rosada indica la amplificación de las 

muestras con la metodología M13 – Tailed para el primer pJcSSR2806. 

Porcentaje de similitud 

En la Tabla 27, se presenta los porcentajes de similitud obtenidos al comparar los alelos 

de las muestras irradiadas y no irradiadas encontrados para los 18 primers microsatélites. 

Como se puede ver en cada muestra se identificaron 36 alelos y al comparar las muestras, 

estos 36 alelos son iguales, de manera que se obtiene un porcentaje de similitud del 100%. Es 

decir, las muestras irradiadas y no irradiadas son idénticas entre sí.  

Tabla 27  

Comparación de los alelos encontrados en las muestras irradiadas y no irradiadas 

Muestra 1 Muestra 2 Similitud (%) No. Alelos No. Coincidencias 

PN2 PN3 100,00% 36 36 

PN2 PN4 100,00% 36 36 

PN2 PN5 100,00% 36 36 

PN2 PN6 100,00% 36 36 

PN2 PN7 100,00% 36 36 

PN2 PN8 100,00% 36 36 

PN2 PN9 100,00% 36 36 

PN2 PN10 100,00% 36 36 

pJcSSR2628 

pJcSSR2806 
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PN3 PN23 100,00% 36 36 

PN3 PN30 100,00% 36 36 

PN3 PN31 100,00% 36 36 

PN3 PN32 100,00% 36 36 

PN3 PN33 100,00% 36 36 

PN3 PN34 100,00% 36 36 

PN3 PN35 100,00% 36 36 

PN4 PN26 100,00% 36 36 

PN4 PN27 100,00% 36 36 

PN5 PN32 100,00% 36 36 

PN5 PN33 100,00% 36 36 

PN5 PN34 100,00% 36 36 

PN5 PN35 100,00% 36 36 

Nota. En la tabla se presenta la comparación de alelos de una cierta cantidad de 

muestras irradiadas y no irradiadas. PN: Piñón 
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Capítulo V: Discusión 

Establecimiento in vitro de semillas de Piñón (Jatropha curcas L.) Irradiadas y No 

Irradiadas 

Porcentaje de Semillas Germinadas y No germinadas 

Charbaji & Nabulsi (1999) reportó que el uso de dosis bajas de radiación gamma entre 

30 a 150 Gy puede aumentar la proliferación celular, germinación y crecimiento celular. En el 

presente proyecto se usaron dos dosis de radiación que no afectan al crecimiento de Jatropha 

curcas L., según lo establecido por Maldonado, (2020) que evaluó el efecto de las dosis de 

radiación gamma entre 50 a 250 Gy, observando que las dosis óptimas se encontraban entre 

100 y 200 Gy.  Como se puede observar en el presente estudio, las dos dosis de radiación 

tuvieron efectos positivos en la germinación.  

En el estudio realizado por Beyaz et al. (2016) se evaluó el efecto de diferentes dosis de 

radiación gamma (0 a 250 Gy) en la germinación de semillas de Lathyrus chrysanthus Boiss. 

Se determinó que las semillas no irradiadas presentaban un porcentaje de germinación de 

alrededor del 35% en comparación a las irradiadas a 100, 150 y 200 Gy, donde se observó un 

porcentaje de germinación superior al 60%. De igual manera, Maldonado, (2020) observó que a 

las dosis de 50, 100 y 150 Gy las semillas de Jatropha curcas L presentaban un porcentaje de 

germinación superior al 60%. Sin embargo, a la dosis de 200 Gy, observó una disminución en 

el porcentaje de germinación. A comparación, de lo obtenido en el presente estudio, donde el 

mayor porcentaje de germinación se obtuvo a la dosis de 200 Gy.  

Asif et al. (2020) observó que el máximo porcentaje de germinación en semillas de 

Prosopis juliflora y Dalbergia sissoo se obtenía en la dosis de 200 Gy, con un porcentaje 

superior al 80%. Similar a lo obtenido en el presente estudio. De igual manera, en el estudio 

realizado por Songsri et al. (2011) se probaron diferentes dosis de radiación gamma en 
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semillas de Jatropha curcas L. y se evidenció que conforme se aumentaba la dosis de radiación 

aumentaba el porcentaje de germinación, siendo el máximo porcentaje obtenido a 200 Gy. Sin 

embargo, no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de germinación entre las 

semillas irradiadas a las diferentes dosis. Abdel et al. (2018) atribuye el aumentó en la 

germinación al efecto de la radiación en la síntesis de ARN y proteínas. 

Porcentaje de Contaminación por Bacteria 

Darfour et al. (2012) demostró que la irradiación puede evitar la proliferación de ciertos 

agentes biológicos como bacterias, mejorando así la calidad de las semillas almacenadas. En 

el presente estudio se evidenció que las semillas irradiadas presentaban un porcentaje de 

contaminación por bacteria menor en comparación a las no irradiadas.  

En un estudio realizado por Toukhy et al. (2019) se observó que al irradiar las semillas 

de Medicago sativa se lograba reducir la carga microbiana presente en comparación a las no 

irradiadas. Esta reducción se atribuye al daño del ADN generado por la irradiación que provoca 

un bloqueo en la transcripción y replicación del ADN. Conduciendo a la muerte celular de los 

microrganismos (Unluturk et al., 2008).   

En el estudio realizado por Bachir (2016) se evidenció una reducción de la carga 

microbiana en las semillas irradiadas a diferentes dosis. Sin embargo, la reducción observada 

no difería significativamente entre las dosis aplicadas. De igual manera, los resultados 

obtenidos en el presente estudio no difieren significativamente entre las dosis aplicadas, siendo 

un indicio de que a las dosis de 100 y 200 Gy se logra una inhibición de la proliferación de 

bacterias en semillas.  

Porcentaje de Contaminación por Hongo 

En el estudio realizado por Costa et al. (2013) se observaron resultados similares a los 

obtenidos en el presente estudio. Las semillas irradiadas no presentaban contaminación por 
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hongo, llegando a concluir que la irradiación inhibía el crecimiento de estos. En contraste, las 

semillas no irradiadas presentaban un mayor porcentaje de contaminación por hongo.   

Autores como Maity et al., (2009) reportan resultados similares a los observados, donde 

se evidencia que al aumentar la radiación se puede inhibir por completo el crecimiento fúngico 

en la superficie de las semillas. En cambio, en las semillas no irradiadas las comunidades 

fúngicas se mantienen e incluso siguen aumentando con el tiempo.  

En el estudio realizado por Ferreira et al. (2007) se evaluaron dos dosis de radiación y 

se observó que la dosis más alta eliminaba por completo la microflora fúngica, mientras que la 

dosis más baja inhibía el crecimiento de esta, pero existía aún contaminación fúngica. De igual 

manera, en el presente estudio se observó algo similar, debido a que las semillas a la dosis de 

100 Gy presentaban contaminación por hongo.   

Optimización del proceso de Multiplicación en vitro Plantas de Piñón (Jatropha curcas 

L.) provenientes de Semillas No Irradiadas 

Porcentaje de Sobrevivencia  

Olomola et al. (2014) probaron tres medios de cultivo sin hormonas: MS, WPM (Woody 

Plant Medium) y Preece. Concluyendo que los explantes de Jatropha curcas L. utilizados 

crecían bien en el medio MS sin evidenciar mortalidad. De igual manera, Kumar & Sharma 

(2008) observaron que el medio MS suplementado con BAP y AIA promueve el crecimiento de 

Jatropha curcas L.  

En otro estudio realizado por Rathore et al. (2015) la respuesta de los explantes 

sembrados en medio MS sin hormonas es bajo pero no existe mortalidad del mismo. De igual 

forma la incorporación de hormonas como BAP incrementa la respuesta del explante 

significativamente, de tal forma que el explante se mantiene bien en el medio de cultivo. Por 

otro lado, Pequeño et al. (2015) introdujeron explantes de Jatropha curcas L. en medio MS 
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basal suplementado con BAP e IBA, observando que los explantes crecían bien y se mantenían 

viables en el medio de cultivo.   

Longitud del Brote Inicial   

Herrera et al., (2019) obtuvieron resultados similares al combinar BAP a 1.5 ppm y AIA 

a 0.3 ppm, logrando una elongación de brote de hasta 1.67 cm.  Por otro lado,  Shamsiah et al. 

(2011) observó que en el medio sin hormonas no existió elongación del brote, mientras que al 

suplementar el medio con BAP (2 ppm) y AIA (0.5 ppm) se alcanzó una longitud de brote de 

1.44 cm. De igual manera, en el presente estudio el medio mIBJ1 sin hormonas no presentó 

elongación del brote a diferencia del resto de medio que estaban suplementados con 

hormonas.   

Shamsiah et al. (2011) probó diferentes concentraciones de BAP (0, 0.1, 0.5, 1, 1.5 y 2 

ppm) y observó que la longitud del brote aumentaba conforme aumentaba las concentraciones 

de BAP. En el medio con 0 ppm de BAP la longitud del brote era 0 cm y conforme aumentaba 

la concentración esta longitud incrementaba. En otro estudio realizado por Singh et al. (2010) 

se probaron tres concentraciones de BAP (0.1, 0.5 y 1 ppm) en combinación con AIA y se 

observó que esta combinación mejoraba la elongación de brotes significativamente. También, 

se evidencia que la longitud del brote es directamente proporcional a la concentración de 

hormona.  

Número de Hojas Verdaderas  

En el estudio realizado por Herrera et al. (2019) se concluyó que el aumento de la 

concentración de hormona en el medio no conduce a un aumento significativo del número de 

hojas en el explante. Cuando se combinó 2 ppm de BAP con 0.7 ppm de AIA, se obtuvo 6.67 

hojas. Sin embargo, al comparar con las concentraciones más bajas de BAP utilizadas en el 

estudio, el número de hojas obtenido no difería mucho entre ellas. De igual manera, en el 

estudio realizado por Abd et al. (2019) se probaron tres concentraciones de BAP (1.5, 3 y 4.5 
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ppm) y se observó que existía un aumento en el número de hojas generadas en el explante. 

Sin embargo, la diferencia entre las concentraciones de hormona no era significativa entre sí, 

manteniéndose en valores de 6.36 a 6.44 hojas por explante.  

Daryani et al. (2017) determinó que la presencia de hormona en el medio aumentaba el 

número de hojas por explante, obteniendo un valor de 5.33 hojas en un medio suplementando 

con BAP e IBA. Por otro lado, Franco et al. (2014) obtuvieron un mayor número de hojas por 

explante al combinar BAP (0.5 ppm) e IBA (0.2 ppm), con un valor de 3.6 hojas. En este mismo 

estudio, se determina que en función del genotipo que se esté utilizando, el número de hojas 

obtenido será diferente. Esto explicaría las variaciones que se encuentran con respecto al 

número de hojas obtenidas por diferentes autores.  

En el estudio realizado por Abd et al. (2019) probaron un medio sin hormonas y se 

evidenció que el número de hojas aumentaba pero era menor en comparación con aquellos 

medios suplementados con BAP, con un valor de 1.63 hojas. Similar, a lo obtenido en el 

presente estudio.  

Porcentaje de Brotación 

En el estudio realizado por Shamsiah et al. (2011) se probaron diferentes 

concentraciones de BAP y se observó brotación en todos los medios que contenían BAP, 

mientras que, en el medio sin BAP, no hubo indicios de brotación. Concluyéndose que el 

regulador de crecimiento BAP es necesario para inducir brotación en Jatropha curcas L.  

Por otro lado, Rajore & Batra (2005) indicaron que la combinación de BAP con AIA 

mejora significativamente la proliferación de brotes, como se puede observar en el presente 

estudio. Según, Singh et al. (2010) la acción sinérgica del BAP con el AIA tienen efecto en la 

multiplicación de brotes en Jatropha curcas L. De igual manera, Kumar et al. (2012) probaron 

diferentes concentraciones de BAP observando brotación en cada concentración.  
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Número de Brotes  

Gordillo, (2020) obtuvo el mayor número de brotes de 1.8 brotes por explante para el 

clon CP041 en un medio suplementado con BAP y sulfato de adenina. El mismo número de 

brotes se obtuvo en un medio suplementado con IBA, sulfato de adenina y kinetina. Mientras 

que, en el presente estudio, se mejoró la brotación al combinar BAP con AIA en el medio de 

cultivo.  

En el estudio realizado por Singh et al. (2010) se obtuvieron entre 5 a 6 brotes por 

explante al utilizar una combinación de BAP con AIA, concluyéndose que estas dos hormonas 

tienen un efecto sinérgico en la brotación. De igual manera, en el estudio realizado por 

Shamsiah et al. (2011) obtuvieron el mayor número de brotes a la concentración de 2 ppm de 

BAP en combinación con 0.5 ppm de AIA, con un número de 3.65 brotes. Se puede ver que el 

número de brotes difiere entre los diferentes estudios realizados. Se ha demostrado que la 

respuesta de los explantes a los reguladores de crecimiento es dependiente del genotipo 

(Sarker & Mustafa, 2002).  

Kumar et al. (2012) evidenciaron que al aumentar la concentración de BAP en el medio 

aumentaba también el número de brotes por explante, logrando obtener entre 4.1 a 6.8 brotes. 

Con estos resultados, se evidencia que el uso de BAP mejora significativamente la 

multiplicación. Esto coincide con lo mencionado por Nogueira et al. (2011) que aseguran que la 

combinación de BAP con bajas concentraciones de auxinas promueven la brotación en 

Jatropha curcas L. Otros autores, evidencian una mayor brotación al combinar BAP con 

concentraciones altas de auxina, como es el caso de Shrivastava & Banerjee (2008) que 

obtuvieron 6.90 brotes por explante utilizando 1 ppm de IBA.  

En el estudio realizado por Valdez & Gatica, (2009) se probaron concentraciones de 

BAP entre 0.1 a 1 ppm y de AIA entre 0 a 0.5 ppm. Los resultados del estudio indicaron que en 

el medio suplementado con concentraciones de BAP de 0.5 y 1 ppm combinado con AIA, se 
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presentaba un mayor número de brotes por explante. Existiendo un rol importante de la 

combinación de BAP con AIA en la inducción de brotes. Gaspar et al., (2003) asegura que al 

tener un buen equilibrio entre citoquininas y auxinas exógenos se podría favorecer el desarrollo 

de brotes en los explantes. Teniendo en cuenta que las auxinas estimulan la división celular 

mientras que las citoquininas favorecen la formación de órganos definidos como brotes.   

Longitud de Brotes Nuevos  

Franco et al. (2014) observó resultados similares a los obtenidos en el presente estudio. 

Probaron tres concentraciones de BAP combinado con IBA y evidenciaron que conforme 

aumentaba la concentración de hormona también aumentaba la longitud del brote, con un 

máximo de longitud de 7 mm, obtenido a la concentración de BAP más alta. De igual manera, 

Shrivastava & Banerjee (2008) obtuvieron la máxima longitud de brote a la concentración de 2 

ppm de BAP, con una longitud de 7 mm.   

 Zhang et al., (2013) determinaron que el mejor medio para proliferación de brotes y 

elongación de estos estaba suplementado con 0.3 ppm de BAP y 0.01 ppm de AIA, llegando a 

tener una longitud de brote mayor a 5 mm. En otro estudio realizado por Thepsamran et al., 

(2008) se observó que la longitud de los brotes inducidos en Jatropha curcas L. era mayor 

conforme aumentaba la concentración de BAP en el medio de cultivo, de tal manera, que a la 

concentración de 4.44 µM se obtenía un longitud de brote de 6 mm. Estos resultados son 

similares a los obtenidos en el presente estudio, en donde de obtuvo la mayor longitud de brote 

a la concentración de BAP más alta, esta longitud fue de 5 mm.  

Porcentaje de vitro Plantas que presentan Callo 

González (2013) probó dos concentraciones de BAP (0.5 y 2 ppm) y observó una 

respuesta del explante similar, debido a que a las dos concentraciones había la formación de 

callo, lo que difería era el tamaño de callo formado. De igual manera, Kumlay & Ercisli (2015) 
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observó que la combinación de BAP con NAA induce la formación de callo en un porcentaje del 

80%. Mientras que, la combinación con AIA induce la formación de callo en un porcentaje de 

tan solo el 40%. En otro estudio realizado por Matos & Sánchez (2011) el porcentaje de 

formación de callo fue del 95% al combinar BAP y AIA.  

Kumlay & Ercisli (2015) no observaron formación de callo en el medio de control que 

contenía únicamente MS, concluyendo que para la formación de callo se requiere la acción de 

hormonas. Por otro lado, en el estudio realizado por Matos & Sánchez (2011) no se observó 

inducción de callo en medio MS sin hormonas. Esto nos indica que la combinación y 

concentraciones de reguladores de crecimiento influyen en la formación de callo.     

Diámetro del Callo  

En el estudio realizado por Coutiño et al., (2013) se observó que además de la 

proliferación de brotes también se induce la formación de callos friables y compactos en 

Jatropha curcas L.. Esta formación se atribuye a la presencia de la auxina en el medio de 

cultivo debido a que aumenta la proliferación celular. En este caso los medios donde se dio la 

formación de callo estaban suplementados con 2,4 – D (Ácido 2,4-diclorofenoxiacético).  

En otro estudios realizados en Jatropha curcas L. se observa la formación de callo con 

el uso de otras auxinas. Por ejemplo, en el estudio realizado por Rajore & Batra, (2005) se 

utilizó AIA a una concentración de 0.5 ppm y se evidenció la formación de callo en un 100%. De 

igual manera, Wei et al., (2004) observaron la formación de callo en explantes provenientes de 

epicótilo en medio suplementado con IBA y BAP.  

De igual manera, en el estudio realizado por Nogueira et al., (2011) se observa la 

formación de callo en embriones cigóticos de Jatropha curcas L.. El inicio de la callogénesis 

observada se atribuye a las lesiones o daños causados en el explante al momento de realizar 

el corte. En el presente estudio, la formación del callo se produce en la parte inferior del 
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explante, que es el lugar donde se realiza el corte. Por otro lado, Wei et al., (2004) observaron 

que el callo se formaba en la parte superior del explante, que era el lugar donde se realizaba el 

corte.  

Determinación de la variabilidad genética en vitro Plantas de Piñón (Jatropha curcas L.) 

provenientes de Semillas Irradiadas y No Irradiadas utilizando marcadores microsatélites  

Según McCallum et al. (2000) en las mutaciones inducidas los eventos de mutación 

ocurren en frecuencias muy bajas, que dificulta la detección de mutaciones útiles, siendo 

necesario contar con una población de miles de plantas para lograr identificar aquellas plantas 

mutantes que pueden haber desarrollado el carácter deseado. En el presente estudio, se utilizó 

una población de 220 vitro plantas que resulto insuficiente para detectar algún cambio a nivel 

genético.  

Generalmente, el método de selección por características fenotípicas es el más común 

para la selección de mutantes generados por mutagénesis inducida. Actualmente, existen otros 

métodos que incluyen la secuenciación o la técnica TILLING (Targeting Induced Local Lesions 

In Genomes) que permite la detección directa de mutaciones (Rigola et al., 2009).  

Porcentaje de similitud 

En el estudio realizado por Dhakshanamoorthy et al. (2011) se indujeron mutaciones en 

Jatropha curcas L. mediante irradiación con rayos gamma. La detección se realizó con los 

marcadores RAPD que además del mapeo genético, estudios taxonómicos y filogenéticos, 

permiten detectar daños en el ADN o cambios en algunos oligonucleótidos, que son los efectos 

más comunes de la irradiación. De igual manera, Dhillon et al. (2014) utilizó la detección de 

mutaciones inducidas mediante RAPD debido a que la irradiación conduce a la formación de 

roturas en el ADN, las cuales pueden detectarse por cambios en los perfiles de RAPD. En el 

caso de los SSR, en muchas ocasiones no se pueden amplificar mediante PCR debido a 
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mutaciones puntuales o falsos emparejamientos de bases y los polimorfismos esperados no 

suelen ser visibles por la presencia de alelos nulos que no logran amplificar a niveles 

detectados por la PCR (Baydar et al., 2021).  
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Capítulo VI: Conclusiones y Recomendaciones 

Conclusiones  

• La irradiación de las semillas con rayos gamma mejoró el porcentaje de germinación en 

un 20% disminuyendo el número de semillas no germinadas y redujo el porcentaje de 

contaminación por bacteria y hongo.    

• La acción de las hormonas BAP y AIA fue sinérgica, presentando efectos significativos 

en el incremento de la brotación, elongación de brotes y tamaño de callo. Sin embargo, 

en el crecimiento de hojas verdaderas no hubo un efecto significativo.  

• Los explantes en el medio mIBJ4 suplementado con 2 ppm de BAP y 0.1 ppm de AIA 

presentaron un mayor número de brotes con una media de 4.69 brotes por explante y 

una mayor longitud con una media de 5 mm. 

• El medio mIBJ4 al presentar los mejores resultados en multiplicación se utilizó para el 

establecimiento de la generación MV3, con un total de 266 vitro plantas irradiadas y 114 

vitro plantas no irradiadas.  

• Los alelos encontrados en las muestras de vitro plantas provenientes de semillas 

irradiadas y no irradiadas presentaron un porcentaje de similitud del 100%, lo que 

mostró que los 18 primers microsatélites utilizados en el estudio no detectaron cambios 

a nivel genético producto de la irradiación o la utilización de semillas en el ensayo.  

Recomendaciones 

• Se recomienda probar diferentes concentraciones de AIA en el medio de cultivo para 

evaluar los efectos que puede tener en la brotación, elongación de brotes y formación 

de callo.  

• Es necesario evaluar el efecto de diferentes auxinas en combinación con BAP, para 

ver si existe una mejora en los parámetros evaluados o si se reduce la formación de 

callo en el explante.  
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• Se sugiere establecer en el campo las vitro plantas obtenidas con el fin de seleccionar 

las plantas mutantes a través de las características fenotípicas observadas.  

• Se recomienda utilizar otras técnicas para determinar la variabilidad genética en 

materiales irradiados de Jatropha curcas L. como la secuenciación.     
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