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Resumen

El género Jatropha es importante por sus propiedades medicinales y se piensa que podria
llegar a constituir una fuente de aceite con posibilidades de desplazar en un futuro a las

fuentes de combustibles convencionales.

En el estado de Sonora existen varias especies de Jatropha, una de ellas es Jatropha
cuneata, la cual necesita ser estudiada debido a que es una especie con gran potencial
econdémico, ya que representa una posible alternativa para el desarrollo energético

sostenible de biodiesel.

A través del cultivo in vitro, se realizan estudios con la planta Jatropha cuneata. Para ello
se utilizan hojas de la planta, se desinfectan y siembran asépticamente en medio MS con el
regulador de crecimiento ANA (0, 1, 1.5 y 2 mGL™) combinandolo con 0, 0.5y 1 mGL™ de
cinetina, lo cual produjo mayor formacion de callos con 1 mgL™ de ambos reguladores de

crecimiento. Los callos obtenidos se subcultivaron en medio de cultivo conteniendo las
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combinaciones de ANA con cinetina: ANA en concentraciones de 0, 1, 1.5y 2 mGL1! y
cinetina en las concentraciones de 0, 0.5, 1, 1.5 y 2 mGL™ ; se obtuvo enraizamiento en los
callos que estuvieron sometidos en medios de cultivo con las concentraciones de 1 y 1.5
mGL?! de ANA. También se subcultivaron callosen 0, 1, 1.5, 2y 2.5 mGL* de 2, 4-D y en
0,1, 15,2, y25mGL* del regulador de crecimiento de cinetina, no mostrando diferencias

significativas con los callos sometidos en 1, 1.5y 2 mGL* de 2, 4-D y cinetina.

Palabras clave: Jatropha cuneata, callos, ANA, cinetina, 2, 4-D.

Resumo

O género Jatropha € importante para as suas propriedades medicinais e acha que poderia
finalmente ser uma fonte de potencial para deslocar éleo no futuro, para as fontes de

combustivel convencionais.

No estado de Sonora existem varias espécies de Jatropha, um € cuneata Jatropha, que
precisa ser estudado porque é uma espécie com grande potencial econdmico, pois
representa uma alternativa possivel para o desenvolvimento de energia sustentivel de

biodiesel.

Através de estudos in vitro de cultura cuneata Jatropha planta elas sdo realizadas. Para esta
folhas da planta sdo usados, desinfectados e assepticamente semeado em meio MS com
regulador de crescimento ANA (0, 1, 1,5 e 2 mgL-1) em combinagdo com 0, 0,5e 1 mg L-1
de cinetina, que produzido mais formacdo do calo 1 mg L-1 de ambos os reguladores de
crescimento. Os calos foram subcultivados em meio de cultura contendo combinages com
cinetina ANA: ANA contendo 0, 1, 1,5 e 2 mgL-1 e cinetina concentragdes de 0, 0,5, 1, 1,5
e 2 mgL-1; Enraizamento foi obtido calos foram submetidos a meios de cultura para
concentragdes de 1 e 1,5 mgL-1 ANA. Os calos foram subcultivados também O, 1, 1,5, 2 e
2,5mgL-12,4-De0,1,15, 2, 2,5e MGL-1 regulador do crescimento cinetina, ndo mostra
diferencas significativas calos submetidos a 1, 1,5e 2 mgL-1 2, 4-D e cinetina.

Palavras-chave: Jatropha cuneata, grdos, ANA, cinetina, 2, 4-D.
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Introducao

Entre os principais tipos de vegetacdo sdo reconhecidos Euphorbiaceae México (Martinez-
Gordillo et al., 2002). L. Jatropha é um género na familia, com 175 espécies distribuidas na
América, Africa e india (Rodriguez-Acosta et al., 2009). No México, existem 45 espécies
de Jatropha. Ela cresce em uma variedade de zonas climaticas em regides tropicais e
subtrophical e podem ser cultivadas em regides com baixa precipitacdo e solos pobres
(Renuga e Rajamanickam, 2014). No estado de Sonora encontramos sete espécies, algumas

em areas aridas e semi-aridas (Gil-Montano et al, 2010).

As culturas que sdo utilizados como produtores de petréleo para a conversdo em biodiesel
sdo: colza (Brassica napus) em os EUA, girassol (Helianthus annus) na Italia e no sul da
Franca, da soja (Glycine max) nos Estados Unidos e no Brasil, e 6leo de palma (Elaeis
guineensis) na Malasia (Sujatha et al., 2005), mas tem a desvantagem de ser das regides
climas aridos, ndo poderia crescer e sobreviver em locais com aridez e seca, que ndo sdo
uma alternativa adequada para terras marginais, enquanto as espécies de Jatropha sdo
culturas que ndo competem com outras culturas e sobreviver e crescer em areas pobres para
a agricultura, tais como climas aridos e semi-secas de apoio; Também eles tém a vantagem
de ndo ser consumido como alimento. A descricdo acima € necessario realizar estudos com

plantas que crescem e sobrevivem nessas condigdes.

A demanda por biodiesel criou um interesse crescente em encontrar novas espécies
potencialmente gerar energia (Ricci et al., 2012). Sementes de jatropha estdo produzindo
energia. Atencdo em 0Oleos vegetais aumenta dia a suas aplicacbes em diferentes setores
como cosméticos, alimentos e energia. Jatropha tem provado ser de grande importancia
devido ao seu potencial como um produtor de energia e agro-6leo de suas sementes podem
ser utilizados na producdo de biodiesel (Adriano-Anaya et al., 2014). Algumas partes desta

planta provaram medicinal, como cascas que contém taninos (Sharma e Kumar, 2008),
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latex, contendo um alcal6ide anticancerigeno jatrophina (Das Gupta-et al., 2011), e em
geral todas as partes da planta ter sido utilizada em medicina veterinaria tradicional, como
as sementes que tenham sido utilizados para a artrite e gota, doencas e dermatomucosas
seiva extrai partes da planta a alergias e inflamacdes, feridas . Partes de Jatropha
gossypiifolia foi usado em ambos os usos humano e veterinario (Felix-Silva et al., 2014A),
e podem ser usados em tratamentos para a doenca cardiovascular porque tem actividades
antioxidantes e anticoagulantes sem mostrar efeitos toxicos (Felix Silva et al., 2014b).

Estudos tém sido realizados com diferentes espécies de Jatropha, J.curcas sendo
estudadas para conter o 6leo que atenda aos requisitos para funcionar como biocombustivel,
e que tem a vantagem de ndo ser comestivel conter substancias tdxicas (Falasca e Ulberich
de 2008) . Além disso, eles tém feito estudos com J. gossypifolia, porque algumas de suas
pecas sdo usadas em alguns paises de formas diferentes: com as folhas fazem curas quando
as pessoas tém dermatite, febre, erupcbes cutaneas e inflamacdes da pele, ulceracGes em
linguas bebés, dores de estdmago e doencas venéreas (Balée, 1994). A decoccdo de dgua
das folhas desta planta usada para banhar-se pessoas com infeccdes de pele, as sementes
sdo purgante e utilizado em doencas tais como dores de cabeca, corpo e como purificador
do sangue (Oduola et al., 2005) .

Micropropagacao planta € um método alternativo para a obtencdo de plantas a partir
de tecidos diferentes, muitos laboratérios comerciais utilizar cultura de tecidos para rapida
multiplicacdo de plantas, conservacdo de germoplasma, eliminacdo de agentes patogénicos,
multiplicacdo genética, e para a producdo de metabolitos secundarios (Alonso e Perez-
Jimenez, 2011). A cultura de tecidos é uma boa alternativa para a propagacdo de plantas de
interesse econdmico e medicinal por estas técnicas biotecnoldgicas € possivel obter boas
plantas que apreendem recursos adequados fornecidos por uma Unica planta mée. As
plantas de cultura de tecidos, juntamente com a engenharia genética sao ferramentas
amplamente utilizadas em biotecnologia vegetal para realizar varios estudos com muito
promissor tanto plantas lenhosas e plantas ornamentais para interior e rapidos resultados de
spread, no entanto geralmente investigacdo relacionadas com a producdo de metabdlitos
secundarios de plantas através de cultura in vitro tém-se centrado sobre o uso de tecido

indiferenciado (suspensdes de células de calos) (Pérez-Alonso e Jiménez, 2011). Callus,
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suspensdes de células, pélos radiculares e multiplicacdo dos caules séo utilizadas para
estudos de micropropagagdo, bem como estudos de interac¢des planta-poluentes sob
condicGes assepticas (Couselo et al., 2012).

No estado de Sonora, existem algumas espécies de Jatropha, incluindo Jatropha
cuneata Wigg. et Rollin, cujo nome comum é matacora (Velderrain-Algara, 2010) (Figura
1). Cuneata sementes Jatropha tém baixa porcentagem de germinacdo, de modo que 0 uso
de técnicas de cultura de tecidos destinados a realizar estudos com a planta, bases de
assento de poder e alcancgar a sua produgao in vitro.

Materiais e métodos
Médio

meio de cultura foi preparado por Murashige e Skoog (Murashige e Skoog, 1962), com
agua desionizada, o pH ajustado para 5,7, 3% de sacarose e 8,5 g de agar, reguladores de
crescimento (NAA, cinetina adicionou e 2, 4-D) em diferentes concentragdes foi aquecida
com agitacdo e adicionou-se 10 para tubo de ensaio 20 mL de 25 x 150 mm, entdo
esterilizados em autoclave STERILMATIC- modelo durante 15 minutos, 121 ° C e 15
libras de press&o. E frio e do meio de cultura comecgou a desinfectar as amostras da planta
ea semeadura asséptica deixa na borda camara de fluxo laminar Gard Hood.

A obtenc&o de explantes

O primeiro tentou acessar a germinar sementes coletadas na Bahia Kino, Sonora planta,
ganhando 3% a porcentagem de germinacdo, porque é um percentual muito baixo de
germinacdo foi decidido usar folhas de Jatropha cuneata, que foram coletadas de plantas
cresce selvagem na estrada 93 km a Bahia de Kino, Sonora (Figura 1). As folhas tinham um
tamanho aproximado de 1,0 cm de comprimento e 1,0 cm de largura; devido a
contaminagdo caso contrario, continuei a ter material vegetativo para semeadura in vitro,
assim caules de plantas selvagens foram cortadas e laboratério colocado em um recipiente
com agua da torneira; semana havia folhas novas (Figura 2), que foram tomadas amostra a

ser inoculadas no meio de cultura.
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Figura 1. Jatropha cuneata en Bahia de Kino, Sonora.

Figura 2. Tallos de Jatropha cuneata com as folhas que crescem no laboratério.

Desinfecgdo de amostras:

As folhas de plantas foram desinfectados com alcool etilico a 70-75% durante 1-3 minutos,
contendo 0,5% de Tween 20, foram imersas numa solugdo de 10-15% de lixivia comercial
durante 8-12 minutos, lavados em varias vezes com agua deionizada estéril e, em seguida,
procedeu a plantacdo sob condigOes assépticas sendo plantadas as folhas inteiras e cortes da
folha em meios de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) estéril. Material de plantio e
desinfectados assepticamente semeadas em meios de cultura, 0 ambiente asséptico foi
fornecido pela cadmara de fluxo laminar modelo Borda Gard Hood, que é previamente
limpa. E a semeadura das amostras em meio MS com reguladores de crescimento a-

naftaleno &cido acético (NAA) e cinetina em diferentes concentragdes, procedeu-se a

Vol. 4, Nim. 8 Julio — Diciembre 2015 CIBA



Revista Iberoamericana de las Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias  I1SSN 2007 - 9990

incubacdo. Os explantes em meios nutrientes foram colocadas em condic¢Ges de incubacao:

25 =1 ° C de temperatura, 75% de humidade relativa, com 16 horas de luz.

Para estimular a indugéo do crescimento celular desorganizado (calos), foram usadas folhas
de plantas, desinfectados e semeados em meio MS contendo o regulador de crescimento em
concentragdes ANA 0, 1, 1,5 e 2 mgL-1 em combinacdo com cinetina concentragdes de 0,
0,5e1mgL-1.

Para estimular calos organogénese obtida, meio MS foi preparada por adicdo de 0, 1, 1,5 e
2 da ANA mgL-1 com 0, 05 1,0, 1,5 e 2 mgL-1 cinetina; calos obtidos foram
subcultivadas e colocado sob condic¢des de incubacdo anteriormente descritas. O calo em
meio MS foram também transferidos para o &cido regulador de crescimento de 2, 4-
diclorofenoxiacético acido (2, 4-D): 0,1, 1,5, 2 e 2,5 mgL-1 e cinetina (0, 1, 1,5, 2 e 2,5
mgL-1).

O delineamento experimental

O delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Para determinar diferencas
significativas andlise de varidncia abordagem estdvamos acostumados. Como existem
diferencgas significativas teste de LSD de meios comparac¢do foi realizada, com um nivel de
significancia de 95%. Os resultados foram analisados estatisticamente pelo programa

Statgraphic, Além disso, o Windows versdo 1.5.
Resultados e discussdo

As folhas da planta inoculada em meio MS com os reguladores de crescimento: ANA
combinado com cinetina mostrou precoce de desenvolvimento do calo em meio contendo 1
mg L-1 ANA com 1 MGL-1 cinetina, em 8 dias a incubagdo continuou a crescer (Figura 3),
e 30 dias de incubagdo mostraram um maior crescimento de calosidades (crescimento de
células indiferenciadas), de boas caracteristicas de proliferacdo e crescimento, que foi
observada nas folhas plantadas nas outras combinagdes de reguladores crescimento. Os
calos foram subcultivados em meio MS com ANA: 0, 1,1,5e 2 mgL-1com 0, 0,5, 1,0, 1,5
e 2 mgL-1 cinetina, alcancando a presenca de raizes em meio MS com 1 ANA mGL- 1

(Figura 4) aos 15 dias de incubagéo e 1,5 mgL-1 (Figura 5) aos 20 dias de incubacéo, a
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partir de calos a partir de folhas de plantas, quando ndo apresentando enraizamento cinetina

estava presente no meio de cultura.

Figura 3. Callos obtenidos en MS con ImGL™ de ANA con ImGL™ de cinetina

Figura 4. Enraizamiento en callos de hojas de J. cuneata en el medio MS con 1ImGL™* de

ANA.
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Figura 5. Raices en callos con 1.5 mGL™ de ANA.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a presenca de auxina é necessaria para a
inducdo e crescimento da massa celular como Jatropha folhas cuneata plantados em meio
de cultura MS com ANA mostrou crescimento do calo em 30 dias de incubagdo. Ao
transferir os calos obtidos MS meio nutriente com ANA e cinetina, o crescimento radicular
foi observada em ANA: 1 e 1,5 mg L-1, Suarez e Salgado (2008) mencionam que a falta de
organogénese a partir de calos frequentemente relatado em algumas espécies,
especialmente aqueles que sdo recalcitrantes para propagacdo in vitro, no entanto, este
estudo foi possivel observar o desenvolvimento de raizes. Para o tecido propagacdo de
cultura de Jatropha existem limitagdes, como o latex que contém, o que torna este tipo
recalcitrante de propagacdo, no entanto, estudos in vitro com Jatropha curcas obtiveram
bons resultados (Datta et al., 2007) . Renuga e Rajamanickam, (2014) desenvolveu um
método eficiente para a propagacdo de Jatropha curcas in vitro a partir de segmentos de
sistema nodal. Também com pinhdo manso utilizado o nutriente meio MS com diferentes
concentracdes de sacarose, para a estimulacdo de embribes zigdticos de frutos imaturos,
sendo que a concentracdo de 60 GL-1 de sacarose foi a melhor (Ferreira et al., 2008),
enquanto em outro trabalho com o mesmo nivel e com 22,2 uM BAP eles conseguiram os

melhores resultados para o crescimento de caules in vitro (Sujatha et al., 2006).

Neste estudo, a transferéncia de planta calo em meio MS contendo concentragdes de 0, 1,
1,5, 2 e 2,5 mg L-1 regulador do crescimento de 2, 4-D, observou-se que as melhores
respostas de crescimento estes calos foram obtidos nas concentracdes de 1, 1,5e 2 mg L-1
(Fig. 6), mostrando diferengas estatisticamente significativas com 0 aumento da
concentracdo do regulador de crescimento (Tabela 1). Estes resultados concordam com 0s
obtidos em J. curcas, em que a maior taxa de formacéo de calos foi induzida com 1,5 e 2
mg L-1 2,4-D (Solis et al., 2013). Em estudos com J. pinhdo de mais rapido crescimento do
calo obtido com 2, 4-D (Coutino-Cortés et al., 2013). Neste trabalho, foi observado que
aumentando a concentracdo do regulador de crescimento, isto €, com 2,5 mg L-1 de 2, 4-D,
diminuicdo da proliferacdo das células. Também foi observado um aumento da producéo de
calo, apos 30 dias de incubagéo (Figura 7). Apos este tempo, o crescimento e a produgédo de

calo é diminuida, o que néo é consistente com os resultados obtidos com J. pinhdo, em que
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diversas combinacfes de BA mgL-1 0,25 0,5 mgL-1 AIB apresentados a formacéao de calo

21 dias de incubacdo (Bermejo-Cruz, 2010).
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Figura 6. Promedio de crecimiento de callosen 0, 1, 1.5, 2.0y 2.5 mGL* de 2,4-D.
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Figura 7. O crescimento médio dos gréos J. cuneata em 10, 20 e 30 dias de incubag¢do com
o regulador de crescimento de 2,4-D (2 mGL™Y).
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Tabela 1. Efeitos de regulador de crescimento de 2, 4-D calo para quatro semanas de
incubacéo.

2, 4-D (mgL™) Crecimiento (cm)  Diferencia estadistica
0 0.5 C
1 2.77 a
15 2.90 a
2 291 a
2.5 2.38 eb

Os valores mobiliarios ndo associados com a mesma letra séo significativamente diferentes
(P<0.05).

Os calos obtidos em meio MS com cinetina, em concentraces de 0, 1, 1,5, 2 e 2,5 mg L-1,
encontrar as melhores respostas em concentragdes de 1,5 mg L-1, quando se analisa 0s
dados também subcultivadas estatisticamente ndo mostrou diferenga significativa com calos

submetidos a concentracdes de 1 e 2 mg L-1 (Tabela 2).

Tabela 2. Efeitos de regulador de crescimento cinetina calo J. cuneata aos 30 dias de

incubacéo.

Cinetina (mGL™) Crecimiento (cm) Diferencia estadistica

0 0.5 C
1 2.54 ab
1.5 2.63 a
2 2.55 ab
2.5 2.26 b

Os valores mobiliarios nao associados com a mesma letra séo significativamente diferentes
(P<0.05).
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Conclusodes

As culturas que foram utilizadas como fontes de biodiesel, as culturas tradicionais tém sido
utilizados na alimentacdo humana. Precisamos aumentar a investigacdo sobre plantas que
potencialmente poderiam ser usadas como culturas para a producgéo de biodiesel e que ndo
competem com as culturas que sdo usados como fonte de alimento para os seres humanos.

Os resultados deste estudo mostram que a Jatropha cuneata é capaz de produzir resultados
favoraveis em condicGes in vitro, por isso € necessario prosseguir os estudos deste tipo,
porque sdo plantas que sobrevivem em condic¢des climaticas adversas para outras culturas,
podem utilizado em &reas marginais e com a vantagem de que eles ndo competem com as
plantas que sdo colhidas para a producdo de alimentos. Cuneata Jatropha pode ser usado

por seu potencial para produzir biodiesel.
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