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RESUMEN 

 

El cultivo de piñón se ha expandido durante los últimos años. Sin embargo, el 

sistema de producción clásico no es suficiente para cubrir la demanda del 

mercado. En la actualidad, no existen variedades comerciales ni individuos 

silvestres con características de interés en Ecuador. Estudios anteriores han 

demostrado que un alto porcentaje de las semillas obtenidas en campo son 

desechadas debido a su bajo nivel de germinación. Existen otros problemas 

como el bajo nivel de viabilidad y desarrollo no uniforme de las plántulas. El 

presente trabajo propone una solución parcial a los problemas anteriormente 

mencionados, a partir del estudio de las condiciones óptimas para la 

propagación in vitro por fases de clones promisorios de piñón (Jatropha curcas 

L.). Se ha formulado un protocolo para el establecimiento de los clones a partir 

de meristemos apicales y axilares. Se empleó un Diseño Completamente al 

Azar (DCA) con arreglo factorial de 2x4x2. Después de cuatro semanas de 

evaluación y empleando MIBJ - 2 suplementado con IBA, Kn y sulfato de 

adenina, el piñón fue capaz de generar 2.2 brotes y sus tres hojas verdaderas 

al día 18. Adicionalmente, se validó un procedimiento para la multiplicación de 

brotes establecidos de clones promisorio mediante un DCA con arreglo factorial 

de 2x2x2x2. El medio de cultivo MEBJ – 2 complementado con BAP y AIA 

mostró los mejores resultados con respecto a sus variables. En su mejor 

tratamiento, generó incrementos de 0.64 cm en longitud y un total de 3.8 

internodos por explante. Finalmente, para la fase de enraizamiento de 

explantes se empleó un DCA con arreglo factorial 2x4. Después de seis 

semanas de evaluación, el MEJ-1 suplementado con 0.2 mg/L de IBA, 

incrementó 0,12 cm la longitud del brote y generó raicillas de aproximadamente 

0,3 cm. 



 
ABSTRACT 

 

Piñon culture has expanded in recent years. However, the classical production 

system has not been sufficient to fulfill the market demand. Nowadays, there is 

no commercial variety nor wild type individuals with interesting characteristics in 

Ecuador. Previous research has shown that a large percentage of the seeds 

obtained from the field are discarded due to low germination levels. There are 

some other issues regarding low viability level and heterogeneous development 

of the seedlings. The present work proposes a partial solution to the above-

mentioned problems by studying the optimal conditions for in vitro propagation 

of promising Jatropha curcas L clones. A protocol has been developed in order 

to establish the clones from apical and axillary meristems. A Completely-

Random-Design (DCA) with a 2x4x2 factorial arrangement has been employed. 

After four weeks of evaluation and employing the MIBJ - 2 supplemented by 

IBA, Kn, the piñon was capable of generating 2.2 shoots and its three true leaves 

after 18 days. Additionally, a procedure for the multiplication of established 

shoots was validated by a DCA and a 2x2x2x2 factorial arrangement. MEBJ-2 

plus BAP and AIA has shown the best results with respect to its variables. On 

its best treatment, it generated 0.64 cm increments in length and a total of 3.8 

internodes per explant. Finally, for rooting phase a DCA was designed with 2x4 

factorial arrangement. After six weeks of evaluation, in MEJ-1 supplemented 

with 0.2 mg/L of IBA, the shoot reached a 0,12 cm length, and generated rootlets 

of 0,3 cm approximately. 
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1. CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN 

 
1.1 Antecedentes 

 
El género Jatropha curcas L., conocido como piñón, pertenece a la familia 

Euphorbiaceae y cuenta con 175 especies aproximadamente. Es procedente de 

América y está presente en casi todas las regiones tropicales y subtropicales 

alrededor del mundo. De entre todas las especies del género Jatropha, el piñón es 

la especie más importante desde el punto de vista industrial. Tiene la capacidad de 

crecer en diversos tipos de suelos como arenoso y rocoso, recuperándolos de 

procesos de degradación y erosión (Pandey et al., 2012). En Ecuador, 

específicamente en la provincia de Manabí, el cultivo de piñón florece y produce 

frutos durante todo el año, a pesar de la humedad presente en la zona (Cañadas et 

al., 2017). Es usada a manera de planta fronteriza para pastizales y ganado por su 

efecto positivo de protección contra vientos, teniendo en cuenta que los animales 

no pastan sobre la misma (Zamarripa y Solís, 2013). 

 

El piñón ha generado un gran interés en la industria farmacéutica al ser considerado 

como una planta medicinal, ya que posee compuestos terapéuticos como 

antimicrobianos, hemostáticos y purgantes (Mendoza et al., 2015). También es 

considerado un cultivo no comestible de gran importancia gracias a su potencial 

para producir biodiesel, debido a su elevado contenido en aceite en semilla, el cual 

oscila entre el 61% y 66% con respecto al peso total de la semilla (Iracheta et al., 

2016). La investigación sobre el uso del aceite proveniente de J. curcas se inició 

durante la Segunda Guerra Mundial, como una alternativa para sustituir el 

combustible proveniente de fósiles (Iracheta et al., 2015). 

 

Debido al gran interés generado por el cultivo de piñón para la producción de 

biocombustibles a nivel industrial, el Instituto Nacional de Investigaciones 

Agropecuarias, INIAP, ha desarrollado varios estudios con el fin de identificar 

materiales promisorios de piñón de campo. Dos líneas provenientes de la Estación 
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Experimental Portoviejo, fueron las que obtuvieron un alto rendimiento y mayor 

porcentaje de aceite en semilla a los 12 meses después del trasplante (Mendoza et 

al., 2015). 

 

Varias investigaciones se han desarrollado con J. curcas, como la de Vinicio y 

Escudero (2015), en donde se determinó el efecto de los medios de cultivo 

suplementados y la edad del explante, para su establecimiento durante la 

propagación in vitro. Por otro lado, Daudet y colaboradores (2013) se plantearon 

una metodología para la micropropagación in vitro de J. curcas a partir de brotes. El 

objetivo de su investigación fue la generación de plantas completas a partir de 

nódulos expuestos a diferentes fitorreguladores. En el estudio, Daudet logró obtener 

elevados índices de supervivencia en fases de multiplicación y aclimatación. Al final 

se logró determinar que, para el establecimiento de nuevos brotes, las yemas 

apicales y axilares son ideales, debido a su actividad meristemática, la cual permite 

la regeneración y obtención de plántulas completamente morfogénicas y viables 

(Kalimuthu et al., 2007). 

 

Los programas de agrocombustibles se han venido desarrollando en mayor 

porcentaje, con el fin de reemplazar el combustible proveniente de fósiles. En 

México, se sembraron miles de hectáreas de J. curcas a partir de semillas 

importadas de India. Sin embargo, las semillas no germinaron de manera adecuada 

y apenas el 10% sobrevivió. Un caso similar se presentó en India y China, en donde 

las cosechas fueron por debajo de lo esperado por la falta de germinación (Kant y 

Wu, 2011). En Ecuador, a fines del 2017 a través del Ministerio de Energía y Minas, 

se presentó la iniciativa “Cero Combustibles Fósiles” en las Islas Galápagos, donde 

se planteó reemplazar el combustible fósil por biodiesel producido a partir de aceite 

puro de piñón, para la generación de energía eléctrica en la Isla Floreana. Debido a 

esto aumentó la producción de piñón, ya que el aceite se obtenía a partir de la cerca 

viva. Se tomó en cuenta la huella de carbono (HC) generada por el piñón, la cual es 

de 1,2 kg CO2e en comparación con la HC de combustibles fósiles que es de 1,8 kg 

CO2e (Openshaw, 2000). 
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Múltiples técnicas de cultivo in vitro de tejidos vegetales pueden ser utilizadas como 

herramientas para la producción vegetal e investigación científica, como por ejemplo 

el mejoramiento genético, el cual tiene como objetivo aumentar la producción y 

calidad de las variedades, a un menor costo y tiempo reducido, obteniéndose 

híbridos con mayor capacidad productiva, resistentes a factores bióticos y abióticos, 

y con mayor calidad industrial (Sharry, Adema, y Abedini, 2015). Se han realizado 

estudios para inducir mutaciones en J. curcas a partir de irradiación con rayos 

gamma para determinar porcentajes de crecimiento, germinación de semilla y 

supervivencia (Songsri et al., 2011). 

 

1.2 Planteamiento del problema 

 
A pesar que el cultivo de piñón se ha expandido durante los últimos años, el sistema 

de producción tradicional no es suficiente para cubrir con la demanda de 

biocombustibles. Actualmente no existen variedades comerciales, además de haber 

poca tecnificación del cultivo, y a todo esto se le suma la escasez de individuos 

silvestres con características de interés. 

 

Estudios realizados en campo han determinado que J. curcas realiza polinización 

cruzada, generando un alto grado de variabilidad genética, haciendo que las 

características de interés de los clones seleccionados se vean alteradas. De las 

semillas obtenidas en campo, un alto porcentaje son descartadas por su menor peso 

y tamaño, ya que son sinónimo de baja germinación (Rathore et al., 2015). El cultivo 

en campo presenta otros problemas como el bajo nivel de viabilidad, el desarrollo 

no uniforme de las plántulas, debilidad al momento de ser trasplantadas o 

simplemente las semillas entran a un estado de latencia. Diferentes métodos son 

empleados para garantizar la germinación de la semilla, como el uso de pre- 

germinadores, sin embargo, generan un problema grave e irreversible en el 

desarrollo radicular, ya que al momento de trasplantar las plántulas in vitro al campo, 

las raíces se doblan generando un semi nudo, perdiendo por completo la posición 

de la raíz pivotante (Sharry et al., 2015). 
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1.3 Objetivo General 

 
Establecer las condiciones óptimas para la micropropagación por fases de clones 

promisorios de piñón (Jatropha curcas L.) del Instituto Nacional de Investigaciones 

Agropecuarias con fines de mejoramiento genético vía irradiación 

 

1.4 Objetivos Específicos 

 
• Desarrollar un protocolo para el establecimiento de clones promisorios de 

 
Jatropha curcas L. 

 
• Validar un procedimiento para la multiplicación de brotes establecidos de 

clones promisorios 

 

• Estandarizar un protocolo para el enraizamiento de explantes establecidos 

de clones promisorios de Jatropha curcas L. 

 

1.5 Justificación de la investigación 

 
A pesar que el petróleo sigue considerándose como la principal fuente de obtención 

de combustibles fósiles, es un recurso finito no renovable. Esto se debe a que su 

acumulación tarda millones de años mientras que los depósitos son extraídos 

regularmente (Höök et al., 2010). También es considerado con una fuente emisora 

de gases de efecto de invernadero y tóxicos, afectando a los suelos, aire y agua 

(Höök y Tang, 2013). 

 

Es por eso que se han buscado alternativas efectivas para reemplazarlo, y una de 

ellas es la generación de bioetanol a partir de caña de azúcar, remolacha o maíz. Al 

momento de considerar el impacto que tendrían estos cultivos usados como materia 

prima, presentan varias desventajas en común como una densidad baja en 

comparación con la gasolina, haciendo que un tanque deba ser recargado en menor 

tiempo y con más frecuencia, la contaminación producida por los residuos de 

procesos de destilación (vinazas), el incrementó de la corrosión, entre otras (Díaz 



5 
 

 
 

et al., 2019), (Cardona et al., 2010). Otra posible alternativa que se ha planteado es 

el uso de microalgas para la generación de biodiesel, sin embargo, los costos de 

producción son elevados por la energía que se requiere para mantener en 

condiciones óptimas los cultivos, además de los procesos que deben realizarse para 

la extracción de los triglicéridos (Rawat et al., 2013). 

 

A diferencia de lo ya mencionado, el cultivo de J. curcas ha sido denominado como 

agro energético al ser una planta oleaginosa con capacidad de adaptación a 

cualquier tipo de suelo sin un requerimiento exigente de agua (Parthiban et al., 

2011). La semilla es la estructura vegetal más estudiada del piñón ya que contiene 

entre el 29 y 32% de proteína, y de lípidos entre el 61 y 66%. El interés se centra 

principalmente en el uso de su aceite para producir biocombustible ya que este no 

es comestible, por lo que no atenta contra la seguridad alimentaria, además que el 

biodiesel generado tiene propiedades químicas muy parecidas a las del petróleo 

(Abdelgadir y Van Staden, 2013). El aceite extraído es altamente estable con bajo 

nivel de viscosidad y alto índice de cetanos, a diferencia de aceites de palma y ricino. 

Uno de los subproductos que se obtiene durante el proceso de generación de 

biodiesel es el glicerol, pero este no representa ninguna amenaza ambiental y puede 

ser usado para producir insecticidas o pasar por un proceso de purificación y 

utilizarlo como aceite para cocina (Koh y Tinia, 2011). 

 

De acuerdo con lo anterior mencionado, la presente propuesta busca desarrollar la 

metodología para la micropropagación por fases de Jatropha curcas L. como una 

estrategia que permita a futuro la propagación masiva de clones élites y otros 

abordajes metodológicos para su mejoramiento genético. 
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2. CÁPITULO II. MARCO TEÓRICO 
 

2.1 Descripción de la familia Euphorbiaceae 

 
La familia Euphorbiaceae está conformada por varias especies de árboles, 

arbustos y hierbas laticíferas. Son habitantes de zonas tropicales y 

subtropicales capaces de sobrevivir a condiciones templadas y secas (León et 

al., 2011). Varias especies que forman parte de esta familia son de gran 

importancia económica como Jatropha curcas, Ricinus communis, Manihot 

esculenta, entre otras. Sin embargo, también se pueden encontrar malezas 

nocivas como Euphoria maculata. Por lo antes mencionado se considera a esta 

familia como compleja y con un alto potencial de investigación (Mwine y 

Damme, 2011). 

 

Es conocida como la familia más amplia de las angiospermas, formada por 300 

géneros y más de 7000 especies, de las cuales 5 han sido declaradas extintas. 

Es complejo caracterizarla debido a la variedad morfológica que abarca, por lo 

que su origen es polifilético (Bittner et al., 2001). Al estar conformado por 

diversos compuestos como alcaloides, ácidos glicósidos, entre otros, es 

aprovechada a nivel industrial con el fin de producir aceites, grasas, así como 

en la producción de medicinas (Cañadas et al., 2017). 

 

En Latinoamérica especies del género Croton se emplean como alternativa 

para tratar y prevenir infecciones de la piel, bronquitis, úlceras, entre otras de 

manera natural (Rodríguez y Hechevarría, 2004). En el Ecuador, más de 200 

especies han sido registradas, siendo 45 declaradas endémicas. Alrededor del 

45% de los clasificados como endémicos crecen en bosques con vegetación 

interandina (León et al., 2011). 

 

2.2 Descripción de la especie vegetal Jatropha curcas L. 

 
Es un arbusto grande propio de México y América Central. Ha sido introducido 

en América del Sur, Australia e India. Está bien adaptado a tierras degradadas 
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y marginales de zonas tropicales consideradas áridas y semiáridas (Cañadas 

et al., 2017). Al ser mínimo su requerimiento de agua, puede soportar periodos 

de sequías extensos, eliminando un alto porcentaje de sus hojas para así 

reducir los procesos de transpiración. Sin embargo, el potencial e importancia 

del cultivo es la capacidad que tiene para crecer en lugares secos y con baja 

concentración de nutrientes (Kumar y Sharma, 2008). 

 

Tabla 1. 

 
Clasificación taxonómica de piñón (Jatropha curcas L.) 

 
 

 

Reino 
 

Plantae 

 
División 

 
Magnoliophyta 

 
Clase 

 
Magnoliopsida 

 
Orden 

 
Euphorbiales 

 
Familia 

 
Euphorbiaceae 

 
Género 

 
Jatropha 

 
Especie 

 
Jatropha curcas 

 

Tomada de (NCBI Taxonomy Browser) 

 
La planta puede llegar a medir entre los 8 y 10 metros de longitud, generando 

un total de cinco raíces, cuatro periféricas y una pivotante, aunque en suelos 



8 
 

densos la cantidad de raíces periféricas tiende a reducirse (Nahar y Ozores, 

2013). El piñón puede tener hasta 7 hojas lobuladas, pero al ser caducifolio las 

pierde durante la estación seca. Al caerse, suelen cubrir la base de la planta 

mejorando la actividad de las lombrices situadas alrededor de las raíces, así 

como también la fertilidad del suelo (Alves et al., 2018). 

 

El proceso de floración ocurre durante la estación húmeda, pero en regiones 

donde esta condición está presente diariamente, se da a lo largo del año. Es 

una planta monoica al tener flores unisexuales por lo que puede auto polinizarse. 

Pero también pueden ser polinizadas por insectos, específicamente abejas. 

Cada inflorescencia llega a producir más de 10 frutas en forma de ovoide y 

después de tres o cuatro meses del proceso de floración las semillas obtenidas 

maduran. (Contran et al., 2013). 

 
 

 
Figura 1. Partes de la planta de piñón (Jatropha curcas L.).  

A: Semilla; B: Hoja; C: Planta completa; D: Raíz; E: Flor. 

A 

E 

D 

B 

C 
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2.3 Estudios realizados de especies vegetales con potencial para la industria 

 
2.3.1 Plantas con interés industrial para biocombustible 

 
Existen varias fuentes de suministro de biomasa para la elaboración de 

biocombustible. El interés que ha generado es por ser un recurso renovable y 

sostenible, haciendo que la contaminación medioambiental disminuye de manera 

significativa al no producir emisiones netas de dióxido de carbono y un bajo 

contenido de azufre, además de tener un alto potencial económico a futuro por el 

aumento de precio de los combustibles fósiles (Demirbas, 2008). 

 

Varias especies oleaginosas son consideradas como materia prima para la 

generación de biocombustible. Existen alrededor de 300 especies con este fin, pero 

las más estudiadas son el girasol, palma, soja y canola, siendo estos aceites altos 

en producción a nivel mundial y solicitados en el mercado alimenticio (Grossmann y 

Martín, 2010). 

 

El aceite de girasol tiene un elevado contenido de ácido linoleico. La extracción de 

este se realiza mediante un proceso llamado transesterificación en donde, se usa 

alcohol monohídrico más un catalizador salino para descomponer a la molécula de 

aceite en ésteres de tipo etílico o metílico. Una vez que la reacción este completa 

se deben eliminar los catalizadores, pero esta reacción representa un costo 

adicional. Para la vía no catalítica se usa metanol supercrítico haciendo que el 

producto sea más fácil de purificar, haya un menor tiempo de reacción y menor uso 

de energía (Demirbas, 2008). 

 

En el estudio de Demirbas (2007) se quiso obtener biodiesel a partir de aceite de 

girasol en metanol supercrítico con óxido de calcio. Se determinó que el óxido de 

calcio a temperatura ambiente es débil y el rendimiento de biodiesel llego a ser del 

5%. Los factores que intervienen en el proceso de transesterificación es la 

temperatura, tiempo de reacción y la cantidad de agua y ácidos grasos en el aceite. 

Varias investigaciones se han llevado a cabo, como el mejoramiento genético para 
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incrementar la cantidad de ácido oleico y ácidos grasos, como la de Alberio y 

colaboradores (2016), en donde se obtuvo una mutación estructural que codifica 

un alto contenido en aceite oleico, ayudando a disminuir la variación del ácido 

con respecto a los cambios de temperatura. Se compararon con genotipos 

tradicionales y el porcentaje de ácido fue de 51% en comparación con los 

mutantes que obtuvieron un 87% (Kurnia et al., 2016). 

 

Por otro lado, el aceite a partir de palma es económico y de fácil acceso por lo 

que es considerado como el reemplazo del aceite de soja. Debido a esto, su 

producción ha aumentado significativamente con un total de 46 millones de 

toneladas anuales (Lahijani y Zainal, 2011). Las variedades de palma para 

cultivo in vitro son híbridos de palma dura y palma pisífera, tomándose en cuenta 

factores de productividad, contenido de ácidos grasos y crecimiento. Desde el 

año de 1970 se empezó el estudio acerca de las técnicas de cultivo de tejidos in 

vitro, tomando en cuenta que injertos no pueden ser aplicados ya que posee solo 

un capullo vegetativo. Al fracasar el cultivo a partir de ápices, se estudió la 

regeneración de plántulas morfológicamente completas a partir de callos 

generados a partir de hojas y florescencias, donde se obtuvo casi 2.000 

explantes después de tres meses de incubación (Noiret, Gascón y Pannetier, 

2000). 

 

2.3.2 Especies de la familia Euphorbiaceae con interés industrial para 

elaboración de biocombustible 

 

Actualmente, esta familia es reconocida por tener importancia económica por 

tener especies empleadas para la industria, al ser productoras de sustancias de 

interés como aceites y cauchos. La planta de aceite de ricino (Ricinus communis) 

es versátil ya que es usada para tratar enfermedades de riñón, infecciones y 

para producir biodiesel. Es la única fuente de ácido ricinoleico y es usado para 

lubricantes, plásticos y pinturas. India es considerado como el más grande 

productor de aceite de ricino, con más del 60% de producción mundial, atrás le 
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sigue Brasil y China (Salimon et al, 2010). Debido al gran interés que genera 

esta especie, varios estudios han sido desarrollados. 

 

Uno de ellos es el de Nahar y Borna (2012), donde se determinó el efecto de 

fitorreguladores de crecimiento relacionados con la longitud total del brote, 

número de brotes y hojas. Además, se planteó la metodología ideal para 

propagar in vitro plantas de Ricinus communis, y establecerlas en campo. 

Después del protocolo de desinfección, se cultivaron los explantes en medio 

Muraskige & Skoog (MS), suplementado con Bencilaminopurina (BAP) y Ácido 

Indol Butírico (IBA) con el objetivo de multiplicarlos. Los brotes ya establecidos 

se subcultivaron en medios MS gelificados para que induzcan raíces. Seguido 

de un proceso de adaptación a campo en vasos con tierra estéril y compost. 

 

Después de seis semanas de cultivo se analizaron los resultados y se obtuvo 

que, en la generación de callos y la formación de la planta a concentraciones de 

1,11uM/L y 0,481,11uM/L de BAP e IBA respectivamente, se presentó la mejor 

respuesta, en comparación con los medios de cultivo con concentraciones 

elevadas de los mismos fitorreguladores. También hubo una mayor inducción de 

brotes, con mayor longitud de hoja y peciolo en el medio previamente 

mencionado. Una vez analizados los datos, se corroboraron con otras 

investigaciones, como la de Danso y colaboradores (2011), donde se determinó 

que la punta de brotes es el explante ideal para la generación de plantas 

completas. 

 

Por otro lado, la especie Phyllanthus niruri es usada principalmente como 

medicinal, al poseer compuestos terapéuticos y activos. Una investigación 

relacionada con la composición de extractos de callo de P. niruri, determinó que 

esta especie posee compuestos como fenoles y flavonoides. El objetivo de la 

investigación fue establecer un protocolo que permita la regeneración de P. 

niruri, además de estudios de germinación y análisis de la respuesta que 

presenten los explantes sometidos a diferentes concentraciones de Ácido 
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naftalenacético (ANA) y BAP. Como resultado, se obtuvo un alto porcentaje de 

producción de yemas y brotes en un medio suplementado con MS, sacarosa y 

Phytagel. Determinó también que las semillas de P. niruri tienen un periodo de 

dormancia, el cual pudo ser superado sometiendo las semillas a Ácido Giberílico 

(AG3). (Jiménez, 2007) 

 

Otra especie de gran interés dentro de la industria farmacológica es Phyllanthus 

amarus, al ser usada para tratar enfermedades como úlceras y hepatitis. 

Contiene taninos y lignanos como la filtetralina capaz de inhibir la actividad de la 

quinasa responsable de la actividad anticancerígena. Debido a esto Gnanam y 

colaboradores (2012) decidieron investigar la manera de hacer propagación in 

vitro de P. amarus para ser utilizado como hepatoprotector. 

 

Para los estudios de propagación in vitro se tomaron las hojas, y los nódulos. 

Durante la fase de multiplicación de brotes se evaluó el efecto de BAP a una 

concentración de 1 uM/L. Una vez obtenidos los resultados, se logró inducir 6 

brotes de un solo nodo. Durante la fase de elongación, el uso de BAP y Ácido 

Indol Acético (AIA) demostró mejores resultados en cuanto a la longitud del brote, 

a diferencia del medio de cultivo suplementado solamente con BAP. Los brotes 

obtenidos llegaron a crecer hasta 7 cm. Por los resultados obtenidos, se pudo 

determinar que BAP a concentraciones elevadas en un medio de cultivo, inhibe 

la generación de brotes (Xavier et al., 2012). 

 

2.3.3 Estudios realizados con Jatropha curcas L. 

 
El piñón (J. curcas) es un aceite no comestible con una producción al año de 

aproximadamente 200 mil toneladas en la India (Kumar et al. 2007). Es en la 

actualidad uno de los cultivos más usados como materia prima para la 

producción de biocombustible. El rendimiento relacionado con la generación de 

semilla puede ser de ocho toneladas por cada hectárea. Es considerada como 

una planta con baja variabilidad genética al no tener diferencias morfológicas 

evidentes. Se han desarrollado varios estudios relacionados con mutaciones y 
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cruces para aumentar este factor (Campuzano, Ríos, y Cardeño, 2016). 

 
Para que la producción a gran escala sea efectiva y eficiente, los explantes 

deben generar una respuesta óptima frente a los fitorreguladores de crecimiento 

y las condiciones físicas de cultivo in vitro. Varios investigadores se han 

planteado el desarrollo de una metodología capaz de diferenciar brotes, con o 

sin la presencia de callos a partir de Jatropha curcas. La regeneración del piñón 

puede realizarse mediante la vía de la organogénesis a partir de varios tipos de 

explante como hoja, yemas apicales y axilares, peciolos y cotiledones jóvenes. 

Los estudios han podido demostrar que la regeneración in vitro es dependiente 

del genotipo con el cual se está trabajando (Ferreira et al., 2013) . 

 

En el estudio de Kalimuthu y colaboradores (2007), se quiso detallar una 

metodología para micropropagación in vitro de piñón. Se realizó el cultivo a partir 

de explantes nodales provenientes de campo en medio MS basal más la adición 

de BAP, Kn e AIA donde se indujeron varios brotes y se diferenciaron cada uno de 

ellos para los subcultivos. Se determinó que las auxinas y citoquininas son 

necesarias e importantes para la multiplicación de brotes. Los explantes 

sometidos a bajas concentraciones de AIA y Kn, pero a una concentración alta 

de BAP obtuvieron mejores resultados, debido a que las concentraciones altas 

de auxinas en un medio de cultivo tienden a inhibir el proceso de morfogénesis. 

Para la fase de enraizamiento, lo brotes fueron cultivados en medio MS, 

suplementado con AIA e IBA en concentraciones de 0,5 hasta 2,5 uM/L. Se 

determinó que el medio de cultivo con concentración media de AIA generó raíces 

en 7 días, pero los explantes que estaban en medio con mayor concentración 

del fitorregulador redujeron el número de raíces significativamente. En el caso 

del medio de cultivo con IBA, no fue adecuado para la generación de raíces ya 

que la tendencia era producción de callos en la parte basal del explante 

(Kalimuthu et al., 2007). 

 

Otra investigación se llevó a cabo por Banerjee y Shrivastava (2008), donde se 
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buscó determinar la influencia que tienen los aditivos en la propagación clonal in 

vitro de piñón. Se usó nódulos axilares para el establecimiento de plantas con 

tres meses de edad antes de su proceso de floración. Para la fase de inducción 

de brotes, los medios de cultivo estaban suplementados con BAP, IBA y ANA. 

El mejor resultado se obtuvo en el medio de cultivo que tenía BAP e IBA a una 

concentración de 3 y 1 uM/L respectivamente con cuatro brotes inducidos. En el 

medio de cultivo solamente con BAP, se obtuvo los mismos resultados. Por otro 

lado, los explantes en medio con BAP y ANA, al tener una concentración alta, 

inhibía el crecimiento de la planta al inducir la formación de callos. En la fase de 

enraizamiento, se transfirió los explantes a medios de cultivo con IBA y ANA. La 

generación de raíces inicio en la segunda semana de subcultivo y el mejor medio 

demostró tener IBA a una concentración de 3 uM/L, generando cuatro raíces 

más que el control. 

 

En el estudio realizado por Thepsamran y colaboradores (2008), se planteó el 

protocolo para la inducción de brotes y raíces in vitro de explantes de Jatropha 

curcas. El material vegetal se obtuvo de árboles cultivados en Tailandia y los 

explantes usados fueron hojas, nodos apicales y peciolos. El medio usado para 

la fase de inducción de brotes fue el MS basal adicionado BAP e IBA a diferentes 

concentraciones. Para la fase de enraizamiento se usó un MS basal más 

fluroglucinol e IBA. Después de seis semanas de enraizados los brotes, se 

intensificó la luz y se transfirieron a macetas cubiertas con plástico para que 

ocurra el intercambio gaseoso. 

 

Como resultado del efecto de BAP para la producción de brotes, se determinó 

que la concentración a la que se encuentre el fitorregulador es dependiente de 

la inducción de brotes. Mientras más alta sea la concentración, el número de 

brotes va a ser sobre los 5 por explante. Pero al combinarse con IBA el resultado 

fue más eficiente, se obtuvo un mayor número de hojas y brotes. Sin embargo, 

cuando la concentración de IBA y BAP eran elevadas, producía el efecto 

contrario, es decir menor cantidad de brotes y hojas. En el estudio de generación 



15 
 

 
 

 

de callos, la combinación ideal de medio de cultivo es de BAP con IBA a una 

concentración de 4,44 y 2,46 ppm respectivamente, se obtuvo un porcentaje de 

formación de callos de 89% y este variaba dependiente la concentración desde 

37 hasta 56% (Rajore & Batra, 2005). En la fase de enraizamiento se evaluó un 

medio basal de MS y uno suplementado con IBA. Los explantes se sumergieron 

en IBA a concentraciones altas por dos minutos y luego fueron cultivados al 

medio por 30 días. Las raíces empezaron a formarse en el día 15 obteniéndose 

5 raíces por explante con un rendimiento mayor al 50% (Thepsamran et al., 

2008). 

 

Se ha estudiado también técnicas mediante las cuales se pueda mejorar 

genéticamente la planta de piñón. Como la de Dwimahyani y Ishak, que 

pensaron en mejorar las características de las semillas de piñón, en temas de 

producción de semilla, contenido de aceite y madurez de las plántulas con el fin 

de producir biocombustible en Indonesia. Dividieron la investigación en dos 

partes. Primero, se quiso determinar la variabilidad genética usando rayos. Y 

después, se analizó el contenido de aceite en semilla y la calidad de las líneas 

de piñón empleadas. 

 

Para esto, el material vegetal que se recolectó fue de Yakarta, tomando ramas y 

semillas. Se irradiaron esquejes usando rayos gamma en dosis de entre 10 a 30 

Gray (Gy). Una vez culminado este proceso, se cortaron los esquejes y 

sembraron en tierra la cual paso por un proceso de secado y se homogeneizo 

con estiércol de granja. Como resultado se obtuvo que a dosis de 20 Gy la planta 

presentaba enanismo con un bajo nivel de supervivencia. Con la dosis de 10 y 

15 Gy la tasa de supervivencia aumentó, llegando a ser de 70%. Generó una 

variabilidad genética relacionada con el crecimiento y aumentó en un 20% el 

peso de la semilla (Dwimahyani y Ishak, 2004). 
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3. CAPÌTULO III. METODOLOGÌA 

 
3.1 Población y obtención de material vegetal 

 
El permiso de recolección e investigación científica se enmarca dentro del 

contrato Marco de acceso a los recursos genéticos MAE-DNB-CM-2015-0024 

denominado: ¨Estudio de caracterización bioecológica y desarrollo de 

componentes de manejo integrado de cultivos del Ecuador¨ entre el Ministerio 

del Ambiente y el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP). 

 

Las plantas de piñón (Jatropha curcas L.) de los genotipos CP041 y CP052 se 

almacenaron en el Invernadero de la Estación Experimental Santa Catalina a 

una temperatura de 28 °C. Se recolectaron los meristemos apicales y axilares 

de cada genotipo y se trasladaron al laboratorio de Cultivo de Tejidos en agua 

estéril para su posterior manejo. 

 
 

 
Figura 2. Plantas de Jatropha curcas L. (piñón).  

A: Genotipo CP041; B: Genotipo CP052 

A B 
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3.2 Implementación de pre – ensayos 

 
Se realizaron pre – ensayos para determinar los tratamientos con potencial para la 

investigación. Se siguieron los protocolos establecidos por Mve y colaboradores 

(2009) y Datta y Pandey (2007) para las fases de establecimiento y elongación, con 

medios suplementados con auxinas y citoquininas como BAP, IBA, sulfato de 

adenina y Kn. Algunos medios fueron suplementados con cloranfenicol y 

estreptomicina a una concentración de 5 mg/L. El antibiótico se añadió de dos 

formas: Primero aplicando directamente al medio de cultivo previamente 

autoclavado y posteriormente se dejó gelificar, y la otra añadiendo directamente al 

medio gelificado. Una vez realizados los ensayos, se determinó qué medios de 

cultivo eran efectivos para los genotipos de estudio. 

 

En los medios en donde se reportó contaminación, se obtuvieron muestras de los 

contaminantes, con el fin de determinar específicamente su tipo. Se identificó a la 

bacteria contaminante y se realizó un antibiograma para determinar las 

sensibilidades de esta bacteria. Con los resultados del antibiograma, se formularon 

nuevos medios de cultivo, con los antibióticos seleccionados para prevenir la 

contaminación y verificar la no inhibición de la morfogénesis. A las cuatro semanas, 

se evaluó la presencia y ausencia de la bacteria endógena y la morfogénesis de los 

explantes. 

 

3.2.1 Desinfección del tejido vegetal 

 
Para este proceso se siguió el protocolo de desinfección para los meristemos 

apicales y axilares de Datta y colaboradores (2007), el cual consistió en lavar los 

explantes en una solución de agua estéril jabonosa para eliminar impurezas. 

Posteriormente, se pasaron los explantes a frascos que contenían una solución de 

100 mL de agua destilada estéril y 1 mL del antifúngico Carbendazim (Agripac) y se 

llevaron a agitación a 65 rpm durante 3 horas. 
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Una vez transcurridas las 3 horas, se pasaron los frascos a cámara de flujo 

laminar y se realizaron 5 lavados con agua destilada estéril para remover en su 

totalidad el antifúngico. Luego, se añadieron los explantes a una solución de 90 

mL de agua estéril, 10 mL de hipoclorito de sodio al 5% de concentración y 5 

gotas de TWEEN 20, se agitaron durante 25 minutos y finalmente se realizaron 

3 enjuagues con agua destilada estéril. 

 

3.2.2 Fase de Inducción de brotes 

 
Dentro de cámara de flujo laminar se tomaron los meristemos apicales y 

axilares previamente desinfectados y con el instrumental esterilizado, se 

realizaron cortes en la base del explante y se individualizó cada meristemo 

apical y axilar. Luego, se cultivaron los meristemos en los tubos de ensayo con 

los medios de cultivo para la inducción de brotes (MIBJ-1, 2, 3 y 4) detallados 

en el Anexo 1. 

 

3.2.3 Fase de elongación de brotes 

 
A partir del mejor medio de cultivo seleccionado de la fase de inducción de 

brotes, se trasplantaron los brotes de dicho medio y se subcultivaron en los 

medios de elongación (MEBJ-1 y 2) detallados en el Anexo 2, dentro de cámara 

de flujo laminar con el instrumental esterilizado. Se tomaron explantes 

provenientes del MEBJ-1 y 2 para someterlos a un fotoperiodo de 24 h de 

oscuridad. 

 

3.2.4 Fase de enraizamiento de explantes 

 
Una vez seleccionado el mejor medio de cultivo y condición física de la fase de 

elongación, se tomaron los explantes de dicho medio y se separaron los nuevos 

brotes obtenidos a partir de una unidad experimental y se subcultivaron a los 

medios de cultivo de enraizamiento (MEJ-1, 2, 3 Y 4) detallados en el Anexo 3. 
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3.3 Condiciones de cultivo 

 
Se mantuvieron los explantes cultivados en un cuarto de incubación a una 

temperatura de 25,2°C ± 0,3°C, humedad relativa del 10%, intensidad de luz 

de 42– 48 mol. m-2. s-1 y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de 

oscuridad. Los tratamientos sin fotoperiodo de la Fase de Elongación 

permanecieron bajo las mismas condiciones de temperatura y humedad 

relativa, pero en ausencia de luz (24 horas de oscuridad). Para el presente 

trabajo de investigación se empleó en la Fase de inducción un Diseño 

Completamente al Azar (DCA) con arreglo factorial de 2x4x2 con 5 

observaciones por cada tratamiento. En la Tabla 2 se detallan los factores de 

estudio. 

 

Tabla 2. 

 
Factores de estudio empleados en la Fase de Inducción de brotes de piñón 

 

FACTORES DE ESTUDIO (FASE DE INDUCCIÓN DE BROTES) 
 

 

GENOTIPO (G) 
 

MEDIOS DE CULTIVO (M) 
 

TIPO DE EXPLANTE (E) 

 

CP052 
 

MIBJ - 1 
 

Meristemo Apical 

MIBJ – 2 

 

CP041 
 

MIBJ – 3 
 

Meristemo Axilar 

MIBJ – 4 

 

La unidad experimental para esta fase consistió en un tubo de ensayo de 20 x 

150 mm con tapa, conteniendo 6 mL de medio de cultivo y un explante (apical 

o axilar). 
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En la Tabla 3 se muestra la integración de los tres factores de estudio descritos 

(g x m x e) para cada tratamiento realizado. 
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Tabla 3. 

 
Tratamientos de Fase de Inducción de brotes de piñón 

 
 

TRATAMIENTO 
 

CÓDIGO 
 

DESCRIPCIÓN 

 

T1 
 

g1m1e1 
 

CP052 + MIBJ-1 + yema apical 

T2 g1m2e1 CP052 + MIBJ-2 + yema apical 

   

T3 g1m3e1 CP052 + MIBJ-3 + yema apical 

   

T4 g1m4e1 CP052 + MIBJ-4 + yema apical 

   

T5 g1m1e2 CP052 + MIBJ-1 + yema axilar 

   

T6 g1m2e2 CP052 + MIBJ-2 + yema axilar 

   

T7 g1m3e2 CP052 + MIBJ-3 + yema axilar 

   

T8 g1m4e2 CP052 + MIBJ-4 + yema axilar 

   

T9 g2m1e1 CP041 + MIBJ-1 + yema apical 

   

T10 g2m2e1 CP041 + MIBJ-2 + yema apical 

   

T11 g2m3e1 CP041 + MIBJ-3 + yema apical 

   

T12 g2m4e1 CP041 + MIBJ-4 + yema apical 

   

T13 g2m1e2 CP041 + MIBJ-1 + yema axilar 

   

T14 g2m2e2 CP041 + MIBJ-2 + yema axilar 

   

T15 g2m3e2 CP041 + MIBJ-3 + yema axilar 

 
T16 

 
g2m4e2 

 
CP041 + MIBJ-4 + yema axilar 
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Como variables de respuesta se evaluaron el número de brotes por explante y 

el tiempo de aparecimiento de primera, segunda y tercera hoja verdadera 

mediante la verificación visual. La evaluación de las dos variables se realizó 

semanalmente durante cuatro semanas. 

 

Para la Fase de Elongación de brotes se aplicó un DCA con arreglo factorial de 

2x2x2x2 con 5 repeticiones por cada tratamiento. A continuación, en la Tabla 4 

se describen los factores de estudio. 

 

Tabla 4. 

 
Factores de estudio empleados en la Fase de Elongación de brotes de piñón 

 

FACTORES DE ESTUDIO (FASE DE ELONGACIÓN DE BROTES) 
 

 

GENOTIPOS 

(G) 

 

MEDIO DE 

CULTIVO (M) 

 

TIPO DE 

EXPLANTE (E) 

 

FOTOPERIODO (F) 

 

CP052 
 

MEBJ - 1 
 

Meristemo 

Apical 

 

Con Fotoperiodo 

(16 h luz / 8 h oscuridad) 

 

CP041 
 

MEBJ -2 
 

Meristemo 

Axilar 

 

Sin fotoperiodo 

(24 h oscuridad) 

 

La unidad experimental para esta fase consistió en un frasco con tapa, 

conteniendo 30 mL de medio de cultivo y un explante (apical o axilar). 

 

En la Tabla 5 se detalla la integración de los cuatro factores de estudio descritos 

(g x m x e x f) para cada tratamiento realizado. 
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Tabla 5. 

 
Tratamientos para la Fase de Elongación de explantes de piñón 

 
 

TRATAMIENTO 
 

CÓDIGO 
 

DESCRIPCIÓN 

 

T1 
 

g1m1e1f1 
 

CP052+ MEBJ-1+ yema apical+ fotoperiodo 

   

T2 g1m1e1f2 CP052+ MEBJ-1+ yema apical+ sin fotoperiodo 

   

T3 g1m1e2f1 CP052+ MEBJ-1+ yema axilar+ fotoperiodo 

   

T4 g1m1e2f2 CP052+ MEBJ-1+ yema axilar+ sin fotoperiodo 

   

T5 g1m2e1f1 CP052 + MEBJ-2 + yema apical + fotoperiodo 

   

T6 g1m2e1f2 CP052+ MEBJ-2+ yema apical+ sin fotoperiodo 

   

T7 g1m2e2f1 CP052+ MEBJ-2+ yema axilar+ fotoperiodo 

   

T8 g1m2e2f2 CP052+ MEBJ-2+ yema axilar+ sin fotoperiodo 

   

T9 g2m1e1f1 CP041+ MEBJ-1+ yema apical+ fotoperiodo 

   

T10 g2m1e1f2 CP041+ MEBJ-1+ yema apical+ sin fotoperiodo 

   

T11 g2m1e2f1 CP041+ MEBJ-1+ yema axilar+ fotoperiodo 

   

T12 g2m1e2f2 CP041+ MEBJ-1+ yema axilar+ sin fotoperiodo 

   

T13 g2m2e1f1 CP041+ MEBJ-2+ yema apical+ fotoperiodo 

 
T14 

 
g2m2e1f2 

 
CP041+ MEBJ-2+ yema apical+ sin fotoperiodo 

   

T15 g2m2e2f1 CP041+ MEBJ-2+ yema axilar+ fotoperiodo 

   

T16 g2m2e2f2 CP041+ MEBJ-2+ yema axilar+ sin fotoperiodo 
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Como variables de respuesta se evaluaron el número de internodos, 

contabilizándolos por explante y la longitud de los brotes medidos en 

centímetros (cm), desde la base hasta el meristemo apical más alto del brote. 

El registro se hizo semanalmente durante cuatro semanas. 

 

Para la fase de enraizamiento de explantes se aplicó un DCA con arreglo 

factorial de 2x4 con 5 observaciones por cada tratamiento. En la Tabla 6 se 

detallan los factores de estudio para esta fase. 

 

Tabla 6. 

 
Factores de estudio empleados en la Fase de Enraizamiento de explantes de 
piñón 

 

FACTORES DE ESTUDIO (FASE DE 

ENRAIZAMIENTO DE 

EXPLANTES) 

 

GENOTIPOS (G) 
 

MEDIOSDE CULTIVO (M) 

 

CP052 
 

MEJ – 1 

MEJ – 2 

 

CP041 
 

MEJ – 3 

MEJ – 4 

 

La unidad experimental estuvo conformada por un frasco con tapa conteniendo 

30 mL de medio de cultivo y un explante. 

 
En la Tabla 7 se muestra la integración de los cuatro factores de estudio 

descritos (g x m) para cada tratamiento realizado. 
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Tabla 7. 

 
Tratamientos de fase de enraizamiento in vitro de piñón 

 
 

TRATAMIENTOS 
 

CÓDIGO 
 

DESCRIPCIÓN 

T1 g1m1 CP052 + MEJ-1 

T2 g1m2 CP052 + MEJ-2 

   

T3 g1m3 CP052 + MEJ-3 

   

T4 g1m4 CP052 + MEJ-4 

   

T5 g2m1 CP041 + MEJ-1 

   

T6 g2m2 CP041 + MEJ-2 

   

T7 g2m3 CP041 + MEJ-3 

 
T8 

 
g2m4 

 
CP041 + MEJ-4 

 

Las variables de respuesta evaluadas fueron el número de raíces por explante 

donde se contabilizó las raíces generadas, la longitud total de raíz medida 

desde la base de la planta in vitro hasta el extremo de las raíces y la longitud 

total del brote medida desde la base hasta la yema más alta. El registro se 

realizó semanalmente durante seis semanas. 

 

Las hipótesis para el experimento son las siguientes: 

 
Ho: Las metodologías aplicadas en esta investigación para la propagación in 

vitro por fases de material vegetal de dos clones de piñón (Jatropha curcas L.), 

no presentan diferencias significativas entre sí. 
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Ha: Las metodologías aplicadas en esta investigación para la propagación in 

vitro por fases de material vegetal de dos clones de piñón (Jatropha curcas L.), 

si presentan diferencias significativas entre sí. 

 

3.4 Análisis Estadístico 
 

Para las tres fases en estudio, se realizaron pruebas de normalidad. 

Posteriormente se llevaron a cabo pruebas de análisis de varianza (ANOVA) 

seguido de pruebas de significancia post hoc para determinar diferencias 

significativas entre los tratamientos y determinar los mejores con un valor p = 

0,05. Las pruebas estadísticas se realizaron en el programa estadístico Infostat. 

Los tratamientos se realizaron por duplicado para cada una de las fases en 

estudio. 



27 
 

3.5 Diagrama de Procesos 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Diagrama experimental del proceso. 
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4. CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
4.1 Control de bacteria endógena 

 
En los medios de cultivo realizados para los ensayos, se observó la presencia 

de bacteria en los explantes, independientemente del genotipo y del tipo de 

explante a los tres días después del cultivo. Por tal motivo, se planteó el uso de 

antibióticos como cloranfenicol y estreptomicina para inhibir el desarrollo de la 

bacteria. Como se muestra en la Tabla 8, del total de explantes expuestos al 

cloranfenicol, el 66,6% se contaminaron a los 6 días aproximadamente, y 

culminadas las cuatro semanas de evaluación, alcanzaron un 50% de 

supervivencia. A diferencia de lo obtenido con los explantes expuestos a la 

estreptomicina, en donde se presentó una contaminación del 83,3% y la 

supervivencia de los explantes alcanzó un 20% después del tiempo de 

evaluación. Se determinó que el cloranfenicol generó una mejor respuesta al 

inhibir en mayor proporción a la bacteria sin afectar la morfogénesis del tejido 

vegetal. 

 

Tabla 8. 

 
Porcentaje de contaminación de explantes expuestos a antibióticos previo al 

antibiograma 

 

 
Antibiótico 

 
Concentración 

 
Total de 

explantes 

 
Total de 

explantes 

contaminados 

 
% 

Contaminación 

 
% de 

Supervivencia 

 
Cloranfenicol 

 
 

 
5 mg/L 

 
6 Yemas 

apicales 

6 Yemas 

axilares 

 
8 

 
66,6 % 

 
50 % 

 
Estreptomicina 

 
10 

 
83,3 % 

 
20 % 
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A pesar de lo obtenido, se planteó disminuir el número de explantes 

contaminados. Por lo que, se propuso identificar el tipo de bacteria. Se realizó 

un cultivo y purificación de la bacteria; seguido de esto se envió a un laboratorio 

comercial y se realizó un antibiograma para conocer sensibilidades, el cual esta 

detallado en el Anexo 1. Como resultado se determinó que se trataba de un 

Bacillus licheniformis sensible a la penicilina y sulfatrimetoprim. A partir de dicho 

resultado, se realizaron los ensayos con los nuevos antibióticos seleccionados 

y se evaluó la capacidad de inhibir el desarrollo de la bacteria, sin afectar la 

morfogénesis del tejido. Como se muestra en la Tabla 9, del total de explantes 

expuestos a la penicilina, el 16,6 % se contaminaron a los 8 días 

aproximadamente, y culminadas las cuatro semanas de evaluación, alcanzaron 

un 90% de supervivencia. A diferencia de lo obtenido con los explantes 

expuestos al sulfatrimetoprim, en donde se presentó una contaminación del 

33,3 % y la supervivencia de los explantes alcanzó un 75% después del tiempo 

de evaluación. Se determinó que la penicilina generó una mejor respuesta al 

inhibir en un alto porcentaje a la bacteria sin afectar la morfogénesis del tejido 

vegetal. En la Figura 4 se puede observar la presencia de la bacteria endógena 

en el tejido vegetal después de cuatro semanas de estudio. 

Tabla 9 

 
Porcentaje de contaminación de explantes expuestos a antibióticos sensibles a 

Bacillus licheniformis 

 

 
Antibiótico 

 
Concentración 

 
Total de 

explantes 

 
Total de 

explantes 

contaminados 

 
% 

Contaminación 

 
% de 

Supervivencia 

 
Penicilina 

 
 

 
5 mg/L 

 
6 Yemas 

apicales 

6 Yemas 

axilares 

 
2 

 
16,6 % 

 
90 % 

 
Sulfatrimetoprim 

 
4 

 
33,3 % 

 
75 % 
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Figura 4. Crecimiento de bacteria endógena en el tejido vegetal despues del tiempo 

de evalación 

 

Las células vegetales que crecen in vitro, se encuentran bajo estrés y en algunos 

casos pueden estar predispuestas a infecciones por bacterias, que pueden o no ser 

patógenas para ellas. Se considera que, las infecciones generadas por bacterias 

endógenas, generan muchos problemas al no ser evidentes al momento que el 

material vegetal se introduce por primera vez, ya que suelen emerger semanas más 

tarde (Chandra Jena y Chandra Samal, 2011). 

 
Las bacterias son los principales microorganismos capaces de interactuar con las 

plantas generando una relación simbiótica in vivo. Se denominan rizobacterias ya 

que se encargan de promover el crecimiento de las plantas, al liberar factores 

encargados de evitar los efectos nocivos de microorganismos patógenos, facilitando 

la absorción de los nutrientes. Los géneros Pseudomonas, Acetobacter y Bacillus, 

son las cepas bacterianas con mayor cantidad de rizobacterias (Gutiérrez-Mañero 

et al., 2001). Según la investigación de Gutiérrez, varias especies del género 

Bacillus, como licheniformis y pumilus son promotores del crecimiento al ser 

productores de auxinas. 
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Sin embargo, esta simbiosis que se genera in vivo entre la planta, específicamente 

la raíz y bacteria endógena se rompe en condiciones in vitro ya que la bacteria llega 

a tener las condiciones óptimas para su desarrollo a partir del medio de cultivo. 

Además, se considera que los denominados vitropatógenos llegan a competir con 

el explante por la obtención de los nutrientes del medio de cultivo, afectando en 

ciertos casos el desarrollo del explante o una pérdida total del mismo (Morell et al., 

2009). 

 
De las primeras investigaciones realizadas sobre el uso de agentes químicos para 

evitar infecciones por bacterias, la de Reed y colaboradores (1995) ha demostrado 

que, el uso de antibióticos in vitro puede ser efectivo para controlar la generación 

de bacteria al actuar como agente bacteriostático, esto quiere decir que no mata la 

cepa bacteriana, pero dificulta su desarrollo y reproducción, haciendo que esta 

desaparezca. Mientras que en la investigación de Quambusch y colaboradores 

(2014) se planteó que los microorganismos que llegan a los explantes in vitro. 

pueden provenir del suelo en el cual estuvo cultivada la planta donante. 



32 
 

 
 
 

4.2 Fase 1: Inducción de brotes de piñón (Jatropha curcas L.) 

 

 
Una vez concluidas las cuatro semanas en fase de inducción de brotes, se 

analizaron los resultados obtenidos estadísticamente para determinar las 

diferencias significativas de cada tratamiento realizado y seleccionar el medio de 

cultivo óptimo. Para la variable de respuesta “número de brotes”, el mejor 

tratamiento fue el T2, siendo este la yema apical del genotipo CP052, seguido del 

T10 y T14, los cuales estaban conformados por yema apical y axilar 

respectivamente del genotipo CP041. Como se evidencia en la Figura 5, de las cinco 

observaciones realizadas el T2 obtuvo un total de 2,2 brotes, mientras que el T10 y 

T14 obtuvieron un total de 1,8 brotes después del tiempo de evaluación. Una 

constante de los tres tratamientos seleccionados como óptimos fue el medio de 

cultivo, siendo este el MIBJ – 2 detallada su composición en el Anexo 2. 

 
En la Tabla 10 a continuación se muestra el ADEVA con los cuadrados medios 

obtenidos estadísticamente con la prueba de significancia Tukey. 

 

Tabla 10. 

 
ADEVA de fase de inducción de brotes de Jatropha curcas L. 

 
 CUADRAD OS MEDIOS 

 NÙMERO DE 
BROTES 

HOJAS 
VERDADERAS 

TOTAL 79 - - 

TRATAMIENTOS 15 0,77 39,20 

Genotipos (G) 1 0,05 22,05 

Medios de cultivo (M) 3 3,23 140,47 

Tipo de Explantes (E) 1 0,45 9,80 

G x M 3 0,28 35,12 

G x E 1 0,20 2,45 

M x E 3 0,20 6,53 

G x M x E 3 0,10 2,45 

Error experimental 64 0,18 19,29 

Promedio  1,30 25,205 

CV 32,18 17,43 
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Figura 5. Número de brotes obtenidos por cada tratamiento después de cuatro 

semanas en estudio 

 

En cuanto a la variable de “aparición y formación de primera, segunda y tercer hoja 

verdadera”, se determinó que los brotes cultivados en el MIBJ – 2 generaron sus 

hojas verdaderas en menor tiempo, como se muestra en la Figura 6. Debido a esto, 

se seleccionó como mejor tratamiento al T2, seguido del T6 detallados en la Tabla 

3. Para el T2, las cinco observaciones generaron la primera hoja verdadera al día 7 

y al día 21 ya tenían sus tres hojas verdaderas. Un comportamiento similar tuvo el 

T6, a diferencia de los tratamientos T8 y T16 en donde la generación de sus tres 

hojas verdaderas ocurrío al día 28 o una semana después. Para las dos variables 

en estudio en la fase de inducción de brotes de piñón, se determinó como mejor 

medio de cultivo el MIBJ–2. La morfología de los brotes obtenidos se puede 

visualizar en la Figura 7, en donde se observan los dos genotipos en estudio, CP052 

y CP041 cultivados en el seleccionado como mejor medio de cultivo para la fase de 

inducción de brotes después de cuatro semanas. Se puede evidenciar la generación 

de la primera, segunda y tercera hoja verdadera a partir de meristemos apicales y 

axilares. 
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Figura 6. Día de generación de primera, segunda y tercera hoja verdadera después de cuatro semanas de evaluación 
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Figura 7. Brotes de piñón (Jatropha curcas L.) obtenidos después de cuatro 

semanas de fase de inducción en el MIBJ - 2.  

A: Cp052 yema apical; B: Cp052 yema axilar; C: Cp041 yema apical y D: Cp041 yema axilar. 
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Los tratamientos óptimos, provinieron del medio de cultivo MIBJ-2 como se puede 

apreciar en la Figura 4, el cual a diferencia de los otros medios de cultivo en estudio 

(MIBJ-1, 3 Y 4), estuvo complementado con fitorreguladores como ácido indol 

butírico (IBA), kinetina (Kn) y sulfato de adenina en una concentración de 0,1 mg/L, 

0,5 mg/L y 10,24 mg/L respectivamente. El desarrollo del explante en dicho medio, 

generando la mayor cantidad de brotes, pudo haberse generado a la influencia de 

los fitorreguladores y la interacción de los mismos, teniendo en cuenta que el piñón 

requiere una elevada concentración de citoquinina conjuntamente con otros 

elementos del medio de cultivo, para la proliferación de nuevos brotes. 

Adicionalmente, el sulfato de adenina pudo haber jugado un rol importante en la 

respuesta observada, ya que se demostró que, al añadirlo al medio, influía tanto en 

generación de brotes como en la elongación del mismo (Mukherjee et al., 2011). Sin 

embargo, es fundamental lograr la proporción adecuada entre auxinas y citoquininas 

para la obtención de nuevos brotes (Datta y Pandey, 2013). 

 
En el estudio de Kalimuthu y colaboradores (2007), se determinó que la interacción 

entre los fitorreguladores en el medio de cultivo estaba relacionada con la 

generación de nuevos brotes de piñón, pues se ha demostrado que una elevada 

concentración de citoquininas en el medio de cultivo, produce simultáneamente dos 

efectos sobre las células que aún no están diferenciadas; el primero es que estimula 

la síntesis de DNA y el segundo es que aumenta el factor de división celular (Garg, 

Khatri, & Gandhi, 2011). En la investigación previamente citada, elmedio de cultivo 

estuvo complementado con ácido indol acético (AIA), bencil amino purina (BAP) y 

Kn. A los 40 días en estudio, se obtuvo aproximadamente 7 brotes por explante. A 

diferencia de lo obtenido en la presente investigación, ya que el tiempo de 

exposición del explante a los fitorreguladores se consideró como importante para la 

generación de un mayor número de brotes, teniendo en cuenta que se obtuvieron 

un máximo de 2,2 brotes en un periodo de 28 días. Se determinó que una baja 

concentración de AIA y Kn, complementada con una concentración más alta de BAP 

producía mejores resultados en cuanto a generación de brotes se refiere. Sin 



36 
 

embargo, es importante tomar en cuenta el potencial de acción que poseen los 

fitorreguladores para determinar la concentración ideal en el medio de cultivo. Según 

la investigación de Rout (2006), IBA estimula un incremento en la actividad 

peroxidasa de las células, en comparación con otras auxinas como AIA y ANA, 

generando como consecuencia una mayor cantidad de compuestos fenólicos, los 

cuales actúan como antioxidantes, protegiendo al explante del estrés oxidativo, 

además de ser un estimulador del metabolismo. Esto concuerda con lo obtenido en 

la presente investigación en donde, el medio de cultivo suplementado con IBA y Kn 

generó mejor respuesta en los dos genotipos en estudio. 

 
La generación de primera, segunda y tercera hoja verdadera se consideró como 

importante debido a que, según lo mencionado por Daudet y colaboradores (2013) 

en su investigación, es necesaria para que los explantes puedan sobrevivir al 

cambio de medio de cultivo para la siguiente fase. Los explantes cultivados en el 

MIBJ – 2 fueron los que menor tiempo tardaron en generar sus tres hojas 

verdaderas. Como se menciona en la investigación de DeMason (2005) relacionada 

con la interacción de auxinas y citoquininas durante la morfogénesis de hojas, las 

citoquininas promueven la proliferación celular en los meristemos apicales y axilares 

aumentado la producción de la auxina endógena del tejido vegetal, la cual se 

complementa con la auxina proporcionada en el medio de cultivo, provocando una 

mayor inducción de brotes y en consecuencia la generación de hojas. La Kn tiene 

la capacidad de estimular el enverdecimiento de las hojas, lo que resulta un aumento 

de la cantidad de cloroplastos, estimulando un conjunto de reacciones fotosintéticas, 

encargadas del desarrollo de nuevas hojas. Esta citoquinina muestra una mayor 

frecuencia de regeneración de brotes y hojas en un factor de 4 a 6 en comparación 

con otras citoquininas como TDZ y BA (Sairam Reddy, Rodrigues y Rajasekharan, 

2001) 
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4.3 Fase 2: Elongación de brotes de piñón (Jatropha curcas L.) 

 

 
Una vez concluidas las cuatro semanas en fase de elongación de brotes de piñón, 

se analizaron los resultados obtenidos para determinar las diferencias significativas 

entre cada tratamiento evaluado y seleccionar el medio de cultivo óptimo. Para la 

variable de respuesta en estudio “longitud de brote”, el mejor tratamiento fue el T5, 

seguido de T7, los cuales estaban conformados por la yema apical y axilar 

respetivamente del genotipo CP052 y el T15, siendo este l yema apical el genotipo 

CP041. Como se muestra en la Figura 8, de las cinco observaciones realizadas, el 

tratamiento óptimo incrementó 0,64 cm a las cuatro semanas de evaluación, seguido 

de 0,52 y 0,50 cm respectivamente de los otros tratamientos mencionados. Una 

constante del T5, T7 y T15 es que todos estuvieron cultivados en el MEBJ-2 y 

expuestos al fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad; a diferencia del 

T2 y T10, en donde los brotes estuvieron en oscuridad constante y cultivados en el 

MEBJ-1. En estos tratamientos, los brotes incrementaron un total de 0,12 cm 

después de cuatro semanas de estudio. La composición de los medios de cultivo 

esta detallado en el Anexo 3. 

 
En la Tabla 11 a continuación se muestra el ADEVA con los cuadrados medios 

obtenidos estadísticamente con la prueba Tukey. 
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Tabla 11. 

 
ADEVA de fase de elongación de brotes de Jatropha curcas L. 

 
 CUADRAD OS MEDIOS 

 LONGITUD DE 
BROTES 

NÙMERO DE 
INTERNODOS 

TOTAL 79 - - 

TRATAMIENTOS 15 0,10 3,35 

Genotipos (G) 1 0,01 2,11 

Medios de Cultivo (M) 3 0,92 23,11 

Tipo de Explantes (E) 1 0,01 4,51 

Fotoperiodo (F) 1 0,36 6,61 

G x M 1 2 E -3 0,31 

G x E 1 0,01 1,01 

G x F 1 0,05 1,01 

M x E 1 0,10 2,81 

M x F 1 0,06 6,61 

E x F 1 2 E -3 0,11 

G x M x E 1 0,01 0,11 

G x M x F 1 0,01 1,01 

G x E x F 1 5 E -4 0,01 

M x E x F 1 0,01 0,61 

G x M x E x F 1 0,01 0,31 

Error experimental 64 0,0033 0,1812 

Promedio  0,33 1,54 

CV 17,41 27,69 
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Figura 8. Incremento en longitud del brote de los tratamientos en fase de elongación 

de brotes del día 0 al día 28 

 

En cuanto a la variable de respuesta “número de internodos”, se seleccionó como 

mejor tratamiento el T5, seguido del T7 y T13 detallados en la Tabla 5. Como se 

muestra en la Figura 9, los tratamientos óptimos estuvieron cultivados en el MEBJ- 

2 y sometidos al fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. De las cinco 

observaciones realizadas, el T5 generó 3,8 internodos después de las cuatro 

semanas de evaluación; seguido de 2,5 y 2,6 internodos de los tratamientos 

previamente mencionados. Nuevamente el MEBJ-2 fue el medio de cultivo que tuvo 

un mejor comportamiento con los brotes de los genotipos de estudio. Se determinó 

que el fotoperiodo podría ser indispensable para un desarrollo adecuado del brote. 

Se realizaron cuatro repiques de los explantes subcultivados en el MEBJ-2. 

 

El factor de multiplicación del genotipo CP052 fue de tres nuevos brotes por explante, 

a diferencia del genotipo CP041 con un nuevo brote por explante. La morfología de 

los explantes obtenidos se puede visualizar en la Figura 10, en donde se observan 

los dos genotipos en estudio, CP052 y CP041 cultivados en el seleccionado como 

mejor medio de cultivo de la fase de elongación de brotes, después de cuatro 
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semanas. Se puede evidenciar la elongación y multiplicación de yemas de los 

explantes a partir de meristemos apicales y axilares. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 9. Generación de internodos durante las cuatro semanas de evaluación 
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Figura 10. Explantes de piñón (Jatropha curcas L.) obtenidos después de cuatro 

semanas de fase de elongación en el MEBJ – 2 con fotoperiodo. 

A: Cp052 yema apical; B: Cp052 yema axilar; C: Cp041 yema axilar y D: Cp041 yema apical. 

B 
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En la presente fase, los mejores tratamientos fueron los cultivados en el medio de 

elongación MEBJ-2 como se muestra en la Figura 8, el cual estaba complementado 

con ácido indol acético (AIA) y bencil amino purina (BAP) a concentraciones de 1 

mg/L y 0,5 mg/L respectivamente, además que estuvieron expuestos al fotoperiodo 

de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. En la investigación de Datta y 

colaboradores (2007) se presentó un protocolo para la propagación clonal in vitro 

de Jatropha curcas L. a partir de explantes nodales, en donde se empleó el medio 

de cultivo MEBJ-2. Después de seis semanas en evaluación, sus explantes 

incrementaron entre 1,5 a 2 cm de longitud, a diferencia de lo obtenido en esta 

investigación. Esto pudo haber ocurrido debido al tiempo de exposición de los 

explantes a los fitorreguladores, siendo de seis semanas en la investigación 

mencionada tomando en cuenta que su factor de elongación fue de 

aproximadamente 0,25 cm por semana. Adicionalmente, los explantes nodales que 

Datta empleó en su investigación provenían de plantas de piñón de 7 meses edad, 

a diferencia de las plantas empleadas para la presente investigación, tomando en 

cuenta que un tejido joven se regenera más rápido en comparación con un tejido 

adulto debido a que los procesos de división y regeneración celular se realizan en 

menor tiempo y son más efectivos (Ozudogru et al., 2011). 

 

Por otro lado, los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con la 

investigación realizada por Condemarín y colaboradores (2007), en donde el BAP 

está relacionado con el desarrollo de yemas y regeneración de las mismas, con el 

fin de incrementar el factor de multiplicación de los explantes. Mientras mayor sea 

la concentración de BAP, mayor será la estimulación de la división celular, y por ello 

se promoverá la generación de nuevas yemas axilares, ya que la dominancia apical 

disminuye. Además de este, otros estudios previos han reportado que la 

combinación entre BAP y AIA en medios de cultivo, actúa con un efecto sinérgico, 

aumentado así la longitud y el número de internodos por explante, tomando en 

cuenta que AIA, influye en los procesos metabólicos y de división celular (Nagaraju 

y Mani, 2005). 
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Los tratamientos que presentaron un mayor incremento en longitud de brote y 

generación de internodos estuvieron expuestos al fotoperiodo de 16 horas de luz y 

8 horas de oscuridad. Como se menciona en la investigación de Kurilčik y 

colaboradores (2008) relacionada con el efecto del fotoperiodo y temperatura para 

el desarrollo de brotes, el fotoperiodo influía desde la germinación hasta la floración 

de explantes al activar fenómenos propios de la planta. Se determinó que un 

fotoperiodo de 16/8 puede ser ideal para aumentar la cantidad de clorofila foliar, 

generando un aumento de procesos fotosintéticos y promoviendo el desarrollo y 

crecimiento in vitro. Sin embargo, es importante determinar el fotoperiodo ideal para 

cada especie vegetal, ya que una excesiva exposición a niveles de luz podría causar 

estrés fotooxidativo, generando altos niveles de formación de carbohidratos foliares 

causando clorosis, amarillamiento en hojas e inhibición de crecimiento (Vaz, 

Figueiredo-Ribeiro, y Kerbauy, 2004). 
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4.4 Fase 3: Enraizamiento de explantes de piñón (Jatropha curcas L.) 

 
Una vez concluidas las seis semanas en fase de enraizamiento, se analizaron los 

resultados obtenidos. Para las variables de respuesta en estudio “longitud final del 

explante” y “generación de raíces”, de las cinco observaciones realizadas, el T1 

incrementó un total de 0,12 cm, seguido del T5 que tuvo un incremento de 0,06 cm, 

como se observa en la Figura 11. Los tratamientos T4 y T8 provenientes del MEJ– 

4 no reportaron ningún incremento en longitud del brote después del tiempo de 

evaluación. La composición de los tratamientos y medios de cultivo esta detallado 

en la Tabla 6 y Anexo 4 respectivamente. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11. Incremento en longitud de explantes de piñón (Jatropha curcas L.) 

después de seis semanas de fase de enraizamiento en el MEJ – 1 
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Figura 12. Explante de piñón (Jatropha curcas L.) después de seis semanas de 

fase de enraizamiento en el MEJ – 1 

 

En la presente fase, para las variables de respuesta en estudio, el T1 cultivado en 

el MEJ – 1, suplementado con IBA a una concentración de 0,2 mg/L desarrollo 

pequeñas raicillas de aproximadamente 3 mm como se aprecia en la Figura 11. 

Según la investigación de Rajore y Batra (2005), dicha auxina es ideal para el 

enraizamiento de Jatropha curcas L., a una concentración de 1 mg/L a 3 mg/L, ya 

que las raíces se desarrollaron directamente sin la generación de callos, a diferencia 

de lo que obtuvo con el medio de cultivo con AIA a la misma concentración, el cual 

generó una mínima respuesta de enrizamiento debido a la generación de callos 

friables, ya que la raíz se origina directamente de la endodermis; mientras que para 

el medio de cultivo complementado con ANA obtuvo una respuesta nula en cuanto 

a la generación de raíces. Los resultados concuerdan con la presente investigación, 

sin embargo, el bajo número de raíces generadas podría ser por la concentración 

de IBA en el medio de cultivo, a pesar de que los explantes estuvieron más tiempo 

expuestos a la auxina. Investigaciones revelan que el número de raíces aumenta a 
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medida que la concentración de IBA es mayor, ya que migra para desarrollar otro 

tejido, promoviendo el alargamiento celular (Camellia et al., 2009). 

 

En la investigación de Kochhar y colaboradores (2008) se empleó IBA y ANA para 

enraizar brotes de piñón. Después de 30 días, el 75% de los explantes cultivados 

en el medio con IBA presentaron una raíz visible. Mientras que los brotes cultivados 

en el medio con ANA, después de 30 días tenían un porcentaje de enraizamiento 

del 33%. Un factor que influyó en el estudio para la obtención de dichos resultados 

y fue el pretratamiento realizado, ya que en sus preliminares usaron IBA a una 

concentración de 10 mg/L, y después de un mes de evaluación, ningún brote 

presentó raíces. El pretratamiento consistió en exponer a los explantes a elevadas 

concentraciones de IBA durante 24 horas y después realizar el cultivo. 

 

Otro factor influyente pueden ser los genotipos, ya que Kochhar obtuvo sus 

explantes a partir de una planta madre pre – tratada con fitorreguladores para 

estimular el desarrollo de nuevos brotes y raíces. Mientras que, los genotipos 

empleados en esta investigación forman parte del banco de germoplasma del INIAP, 

y fueron seleccionados como promisorios después de realizarse varias 

investigaciones para determinar su potencial productivo sin la necesidad de realizar 

un pre - tratamiento (Mendoza et al., 2015). En el estudio, se determinó la calidad 

del esqueje y semilla de los genotipos empleados con respecto al tiempo de 

generación de nuevos brotes, cantidad de semilla y viabilidad. Sin embargo, la 

respuesta in vitro de los explantes difiere debido a cambios de temperatura, 

fluctuaciones generadas por precipitaciones, haciendo que se produzcan cambios 

en sus patrones de expresión, afectando su respuesta morfogénica (Cañadas- 

López et al., 2017). 
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 
5.1 Conclusiones 

 
Para la fase de inducción de brotes de piñón (Jatropha curcas L.), se determinó 

como mejor medio de cultivo a MIBJ-2, ya que generó un mayor número de 

brotes e inducción de primera, segunda y tercera hoja verdadera en menor 

tiempo. Esto ocurrió debido al efecto sinérgico entre los fitorreguladores (IBA y 

Kn), ya que generan una proliferación de nuevos brotes y estimulan el 

metabolismo del explante. 

 

Para la fase de elongación de brotes, se seleccionó como medio de cultivo 

óptimo al MEBJ-2, compuesto por BAP y AIA ya que están relacionado con el 

desarrollo de yemas y regeneración de estas, al estimular la división celular. Al 

momento de combinarse los fitorreguladores, provocaron el aumento de la 

longitud del brote y la cantidad de internodos por explante. Finalmente, el 

fotoperiodo es importante para activar los fenómenos y fotorreceptores de la 

planta y estimular los procesos fotosintéticos. 

 

En la fase de enraizamiento de explantes, el medio de cultivo MEJ – 1 fue el 

que mejor respuesta generó. Se plantea que, mientras más alta es la 

concentración de IBA, se incrementa el número de raíces, ya que, esta migra 

para generar un nuevo tejido, promoviendo el alargamiento celular. Además, 

los genotipos pudieron ser un factor influyente en la respuesta in vitro al no ser 

pre-tratados. 
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5.2 Recomendaciones 

 
Se recomienda el uso de penicilina a una concentración de 10 mg/ml en caso de 

contaminación con Bacillus licheniformis ya que su uso no inhibe la morfogénesis 

del explante. 

 

Para la fase de enraizamiento se recomienda realizar ensayos de dosimetría con el 

MEJ - 1 y aumentar el tiempo de evaluación para un mayor desarrollo de raíces y 

elongación de las mismas. 

 

Se recomienda seguir con el estudio para optimizar y aumentar el factor de 

multiplicación de los explantes, teniendo en cuenta las pocas investigaciones 

realizadas de los genotipos promisorios 
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Anexo 1. Resultado de antibiograma para determinar sensibilidades de Bacillus 

licheniformis 
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Anexo 2. Medios de cultivo empleados en la fase de inducción de brotes de piñón. 

 
MEDIOS DE INDUCCIÓN DE BROTES 

COMPUESTOS: M1: 

MIBJ-1 

(Datta et al 

2007) 

M2: 

MIBJ-2 

(Garg et al., 

2011) mod. 

M3: 

MIBJ-3 

(Garg et al., 

2011) 

M4: 

MIBJ-4 

(Mve et al., 

2013) 

Sales MS 4,3 g/L 4,3 g/L 4,3 g/L 4,3 g/L 

Sacarosa 30 g/L 30 g/L 30 g/L 30 g/L 

Sulfato de 

adenina 

10,24 mg/L 10,24 mg/L 10.24 mg/L - 

Ácido Indol 

butírico (IBA) 

- 0,1 mg/L - - 

Kinetina - 0,5 mg/L - - 

Benzilamino 

purina (BAP) 

5 mg/L  5 mg/L 0,49 mg/L 

Ácido Indol 

acético (IAA) 

- - - 1 mg/L 

L- arginina - - - 15 mg/L 

Agar 7,5 g/L 7,5 g/L 7,5 g/L 7 g/L 

Ph 5,7 5,7 5,7 5,8 
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Anexo 3. Medios de cultivo para elongación de brotes de piñón (Jatropha curcas L.) 

 
MEDIOS DE ELONGACIÓN DE BROTES 

COMPUESTOS: M1: 

MEBJ-1 

(Mve et al., 2013) 

M2: 

MEBJ-2 

(Garg et al., 2011) 

Sales MS 4,3 g/L 4,3 g/L 

Sacarosa 20 g/L 30 g/L 

Ácido Indol 

acético (IAA) 

 1 mg/L 

Ácido Indol 

butírico (IBA) 

0,5 mg/L - 

Benzilamino 

purina (BAP) 

- 0,5 mg/L 

Agar 7 g/L 7,5 g/L 

pH 5,8 5,7 
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Anexo 4. Medios de cultivo para la fase de enraizamiento de explantes in vitro de 

piñón. 

 

MEDIOS DE ENRAIZAMIENTO DE BROTES 

COMPUESTOS: M1: 

MIBJ-1 

(Garg et al., 

2011) 

M2: 

MIBJ-2 

(INIAP, 2019) 

M3: 

MIBJ-3 

(INIAP, 

2019) 

M4: 

MIBJ-4 

(INIAP, 2019) 

Sales MS 4,3 g/L 4,3 g/L 4,3 g/L 4,3 g/L 

Sacarosa 30 g/L 30 g/L 30 g/L 30 g/L 

Ácido Indol 

butírico (IBA) 

0,2 mg/L - - - 

Ácido Indol 

acético (IAA) 

- 0,2 mg/L - - 

Ácido 

naftalenacético 

(ANA) 

- - 0,2 mg/L - 

Agar 7,5 g/L 7,5 g/L 7,5 g/L 7 g/L 

pH 5,7 5,7 5,7 5,8 
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Anexo 5. Resumen de estadístico Tukey para todos los tratamientos de fase de 

inducción de brotes 

 

Factores Código Variables 

Número de brotes Hojas verdaderas 

Genotipos (G) CP052 1,33 a 24,68 a 

CP041 1,28 a 25,73 a 

Medios de cultivo (M) MIBJ-1 1,10 b 25,55 b 
MIBJ-2 1,90 a 21,35 a 
MIBJ-3 1,15 b 26,95 b 

MIBJ-4 1,05 b 26,95 b 

Tipos de explante (E) Apical 1,39 a 24,85 a 

Axilar 1,23 a 25,55 a 

G x M x E T1 1,2 b 25,2 b 
T2 2,2 a 19,6 ab 
T3 1,2 b 26,6 c 
T4 1,2 b 25,2 c 
T5 0,8 b 26,6 c 
T6 1,8 a 18,6 a 
T7 1 b 28 c 
T8 1,2 b 28 c 
T9 1,2 b 25,2 c 
T10 1,8 a 23,8 bc 
T11 1,3 b 26,6 c 
T12 1 b 26,6 c 
T13 1,2 b 25,2 c 
T14 1,8 a 23,8 bc 
T15 1,2 b 26,6 c 

T16 0,8 b 28 c 
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Anexo 6. Resumen de estadístico Tukey para todos los tratamientos de fase de 

elongación de brotes 

 

Factores Código Variables 

Longitud de 
brotes 

Número de 
internodos 

Genotipos (G) CP052 0,34 a 1,70 a 

CP041 0,32 a 1,38 b 

Medios de 
cultivo (M) 

MEBJ-1 0,22 b 1,00 b 

MEBJ-2 0,44 a 2,08 a 

Tipos de 
explante (E) 

Apical 0,32 a 1,78 a 

Axilar 0,34 a 1,30 b 

Fotoperiodo (F) Con fotoperiodo 16h 
luz/ 8h oscuridad 

0,40 a 1,83 a 

Sin fotoperiodo 8h 
oscuridad 

0,26 b 1,25 b 

G x M x E T1 0,24 f 1,2 de 
T2 0,12 g 1,4 cd 
T3 0,32 cde 1 de 
T4 0,2 f 0,8 e 
T5 0,64 a 3,8 a 
T6 0,36 c 1,8 c 
T7 0,52 b 2,5 b 
T8 0,28 def 1,2 de 
T9 0,22 f 0,8 e 
T10 0,12 g 0,8 e 
T11 0,26 ef 1 de 
T12 0,26 ef 1 de 
T13 0,46b 2,6 b 
T14 0,38 c 1,8 c 
T15 0,5 b 1,8 c 

T16 0,34 cd 1,2 de 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 




