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Resumen

Jatropha curcas ha sido investigada como fuente para producir biodiesel, debido a
que su semilla contiene un alto porcentaje de aceite, ademas por su adaptabilidad
a suelos pobres y clima extremo. Jatropha cinerea puede soportar largos periodos
de sequia y tolerar hasta 100 mM de NaCl. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la respuesta al estrés salino de plantas injertadas, comparandolas con plantas no
injertadas de J. curcas y J. cinerea. Para el estudio, 1) se realiz6 una descripcion
morfologica del polen de ambas especies y se incluyeron dos especies mas, J.
platyphylla y J. vernicosa. Los resultados palinolégicos, muestran que los granos
de polen de las variedades estudiadas, tienen similitudes en las caracteristicas
morfologicas y corresponden filogenéticamente a las asignadas al género. 2) Se
realizaron injertos entre plantas de J. curcas y J. cinerea, para conocer su
compatibilidad anatémica y porcentaje de sobrevivencia. La compatibilidad de
injertos de J. curcas sobre portainjertos de J. cinerea, fue de 95% de
sobrevivencia del total de plantas injertadas. Al comparar los diferentes tejidos, las
células de parénquima de J. curcas tuvieron menor cantidad de granos de aimidén
que las de J. cinerea. Otra diferencia anatomica fue la amplitud del cambium
vascular, en la que J. cinerea presentd mayor area que J. curcas. 3) Las plantas
injertadas desarrolladas, fueron sometidas a diferentes niveles de salinidad (O a
100 mM de NaCl). En los tratamientos con NaCl, los analisis bioquimicos
presentaron un incremento en la actividad enzimatica antioxidante (SOD, CAT y
POX), en J. curcas, J. cinerea y J. injertada, conforme aumentaba la concentracion
de NaCl. Las plantas més afectadas fueron J. curcas con la concentracion de 100
mM. J. cinerea y J. injertada presentaron mayor tolerancia para la misma
concentracion (100 mM). 4) Se obtuvieron semillas de plantas injertadas y no
injertadas, para conocer el contenido de aceite. Las plantas injertadas presentaron
mayor altura (150.7 cm) y contenido de aceite (51.3%) que las plantas no
injertadas, (123.5 cm y 49.2%), sin afectar la composicion de los acidos grasos. 5)
Los analisis fisiolégicos, muestran que J. cinerea y J. injertada, tienen mayor
capacidad para evitar la descomposicion de la clorofila, y mantener valores mas
altos de conductividad, transpiracion y asimilacion de CO,, con respecto a J.
curcas. Por lo que se concluye que, el injerto mejora la altura y desarrollo de las
plantas y el peso de la semilla. No afecta la calidad de los acidos grasos, por lo
tanto, el uso de plantas injertadas son una opcion para el establecimiento de
plantaciones en suelos de baja calidad, con rendimientos homogéneos y en menor
tiempo.

Palabras clave:
Actividad enzimatica, Fisiologia, Histologia, Injerto, Jatropha cinerea, Jatropha
curcas, Jatropha platyphylla, Jatropha vernicosa, Portainjertos, Salinidad.
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Summary

Jatropha curcas has been investigated as a source to produce biodiesel, because
its seed contains a high percentage of oil, in addition for its adaptability to poor
soils and extreme climate. Jafropha cinerea can withstand long periods and
tolerate up to 100 mM NaCl. The aim of this study was to evaluate the response to
saline stress of grafted plants, comparing them with ungrafted plants of J. curcas
and J. cinerea. For the study, 1) a morphological description of the pollen of both
species and two more species were included, J. platyphylla and J. vernicosa. The
palynological results show that the pollen grains of the studied varieties have
similarities in the morphological characteristics and correspond phylogenetically to
those assigned to the genus. 2) Grafts were performed between plants of J. curcas
and J. cinerea, to know their anatomical compatibility and survival percentage. The
compatibility of J. curcas grafts on J. cinerea rootstocks was 95% of total grafted
survival. When comparing the different tissues, the parenchyma cells of J. curcas
had smaller amounts of starch grains than those of J. cinerea. Another anatomical
difference was the amplitude of the vascular cambium, in which J cinerea
presented greater area than J. curcas. 3) The grafted plants developed were
subjected to different levels of salinity (0 to 100 mM of NaCl). In the NaCl
treatments, the biochemical analyzes presented an increase in the enzymatic
activity (SOD, CAT and POX), in J. curcas, J. cinerea and J. grafted, as the NaC|
concentration increased. The most affected plants were J. curcas with a
concentration of 100 mM. J. cinerea and J. grafted presented higher tolerance for
the same concentration (100 mM). 4) Seeds from grafted and ungrafted plants
were obtained to determine the oil content. The grafted plants presented higher
height {150.7 cm) and oil content (51.3%) than non-grafted plants (123.5 cm and
49.2%), without affecting the composition of the fatty acids. 5) The physiological
analyzes show that J. cinerea and J. grafted have a greater capacity to avoid the
decomposition of chlorophyll and to maintain higher values of conductivity,
transpiration and assimilation of CO2 with respect to J. curcas. As a result, grafting
improves the height and development of plants and the weight of the seed. It does
not affect the quality of the fatty acids, therefore, the use of grafted plants are an
option for the establishment of plantations in low quality soils, with homogeneous
yields and in less time.

Keywords:

Enzymatic activity, Physiology, Histology, Grafting, Jatropha cinerea, Jatropha
curcas, Jatropha platyphylla, Jatropha vernicosa, Rootstock, Salinity.

(i;%d@ { Approval. Co-directors ofThesas M”%
e J ” A

Dra. Lilia Alcaraz Meléndez Dr. Miguel Angel Angulo Escalante




Dedicatoria

A Dios: que me dio unos padres de los cuales estoy muy orgulloso, por todo el

amor, carifio y apoyo que me dan, gracias por darme la vida.

A mi esposa: Josefina Ochoa Félix: con amor, porque me brinda todo el apoyo
gue necesito, por nuestros hijos Santiago y el bebé que viene en camino, que son
el amor de nuestras vidas, por estar en las buenas y las malas, gracias por la
confianza que me das y por AGUANTARME como soy.

A mis papés: Federico Soto Félix y Dolores Landeros Lépez con todo el amor que
les tengo, gracias por el apoyo que me brindan en mis estudios y los consejos que

me dan en todo momento, ya que con sus esfuerzos juntos hemos logrado esto.

A mis hermanas y hermano: Margarita, Maria del Carmen y Francisco Javier por
Su apoyo Yy aprecio, gracias hermanas y hermano por haberme hecho tio y

compadre.

A mi familia politica: mis suegros, José Luis Ochoa y Bertha Alicia Félix, a mis
cufiados, José Luis Ochoa (Hijo), Maria Guadalupe Ochoa, Alberto Ochoa, a mi
concuiio Obed Baudel Cota y a mi concuiia Edelmira A. Galvez, que me han

apoyado en todos los sentidos, este tiempo con mi esposa e hijos.

A mis cufiados: Felipe Castillo y Jesus Mata por brindarme su apoyo y amistad

siempre.



Agradecimientos

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT), por la beca
otorgada (No. 353132) para realizar este proyecto durante el tiempo que
permaneci en el programa de doctorado, y por dos becas mixtas para la
realizacion de estancias nacionales.

Al Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR), por
haberme formado como un buen estudiante y permitirme adquirir los mejores
conocimientos, gracias a todos los maestros y doctores, ya que siempre me
motivaron a seguir estudiando cada vez mas, para lograr terminar mi doctorado.

A la Direccion de Estudios de Posgrado, Dra. Norma Hernandez, Lic. Osvelia
Ibarra, Lic. Claudia Olachea, Lic. Leticia Rubio, C. Tania Nufiez y Lic. Horacio
Sandoval.

A mis Co-directores de tesis, Dra. Lilia Alcaraz y Dr. Miguel Angel Angulo
Escalante, por apoyarme y brindarme sus conocimientos para realizar este trabajo,
gracias por contar con su a mistad.

A mis tutores, Dr. Teodoro Reynoso Granados, Dr. Pedro Cruz Hernandez y Dr.
Filiberto Herrera Cedano, que me brindaron su apoyo en la revision de este trabajo
y por aportar sus conocimientos para perfeccionar la redaccion de esta tesis, por
su tiempo y responsabilidad.

A investigadores, técnicos, administrativos, alumnos, y personal en general,
que laboran en esta institucion, por su apoyo técnico y porgue estuvieron siempre
disponibles cuando los necesité. Margarito Rodriguez, Sergio Real, Mario Arce
Montoya, por apoyarme de manera muy cercana y continua en este trabajo, a Ariel
Cruz Villacorta por las técnicas de microscopia electronica, Dra. Maria del Carmen
Rodriguez Jaramillo y Maria Eulalia Meza Chavez por los analisis histologicos, a
Carmen Mercado Guido y Lidia Hilares Lucero por los andlisis fisiologicos, a
Alvaro Gonzélez Michel por la aportacién de los datos meteorolédgicos, a Roberto
Herndndez Herrera por los analisis bioquimicos, a Manuel Salvador Trasvifia
Castro por los analisis edafoldgicos, y finalmente a la maestra Diana Dorantes
Salas por la traduccion y edicién de los articulos cientificos. Un agradecimiento
muy especial a la Dra. Lluvia de Abril Alexandra Soriano Melgar, por su apoyo en
las técnicas de laboratorio y por su amistad.

A mis compafieros de generacion, Ana Ruth Alvarez, Claudia Maytorena,
Cristian Cornejo, Elvia Pérez, Fernando Pio, Gregorio Lucero, Humberto Izquierdo
Oviedo, Mirella Bastidas, Moisés Lopez, Nidia Araiza, Patricia Carbajal, Teresa
Sandoval y Zuami Villagran, por compartir juntos momentos buenos y malos, por
brindarme su amistad y paciencia.



Contenido
RESUIMEN .ottt e e e et et e e e e e e tt e e e e eettn e e eeaeenes [
SUMIMIBIY ittt ettt e et e e e e et e e e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e ennaan s ii
D L=To [ oF= 1oL o - PP UOPPPPPUPPPPPRRN iii
Lo L= To LYol o VYT 0] (o SRR v
(@0 81 (=1 o1 o o 1 %
RSy = W0 [T o U - VPP Viii
RSy = W 0 [T = 1o ] = 13PN Xi
F Y o] =3V = LU 1 = T S Xil
1. INTRODUCCION......ocouiiietiecte ittt ettt te et eae e e e saeeae e enees 1
2. ANTECEDENTES ..ottt e e e e e e e e e e e e e as 4
2.1 SAIINIAA ... 4
2.2 ESHrES SAIINO....cci i 5
2.3 ESLréS OXIALIVO ....ccoeiiiiieeiiiiie e a e 6
2.4 Estrategias para mitigar la salinidad ...............cooiiiiii e 7
2.5 GENEI0 JArOPNA .. .coeeiii e 7
2.5.1 JArOPNEA CUMCAS ....veuiiie ettt ettt e e e e e e e e e eeenneane 8
I AN T 1 o] o] g T- W ot 0[] (== U 9
2.5.3 Jatropha platyphylla ..o 10
2.5.4 JAtrOPNEA VEIMICOSA . ... e e e eeeeeeeeieeteiii e e ettt e e e e e e e e eeeenenes 11
P20 | ][] (0 1 12
2.6.1 TIPOS 08 INJEITOS....eeieiieeeie et e et e e e e e e e r e e e et eeeaaas 13
2.7 ANAIISIS A€ POIBN ... 14
3. JUSTIFICACION ..ottt sre e eaeerearaeeaeeaeaneas 16
A, HIPOTESIS ..ottt ettt sttt se s b eresaenne e 16
5. OBUJETIVOS ...ttt e e e e e 16
N R © ] o= (Yo I o =T = | 16
5.2 ODjetivoSs PArtiCUIAIES ........ i e e 16
6. MATERIAL Y METODOS......cioieeeeteeeeeee ettt ste e eae e, 18
6.1 Descripcion morfolagica de POIeN..........covvvviiie i 18
6.2 Elaboracion de iNJEMOS ..........uuieie i 19

6.2.1 Material VEgETal.........ccooii i 19



Vi

I ©1=1 11 411 o= Tox [o ] [ URSPPPPPPPRRRRR 20
(CIZRCR\Y 1= oo [0 o (ST =T o] T=T 5 =Tl (0] o H 21
6.2.4 Medicidén de crecimiento vegetativo ...........ccceuviiveeeiiiiiiiieeeeeee e, 22
6.3 ANALISIS NISOIOGICO ....cevvviiiiiiieii e e e 22
6.4 CaracterizacCion € ACEITE ........covii i 23
6.4.1 Material vegetal..........ooooeiiiiiii 23
6.4.2 Contenido € ACEITE ........uuieeiieeii e 24
6.4.3 CompOSICION de ACIAOS GraS0OS .....cccvverrriiieeieeiiiiieeeeeeriis e e e e eeatnaeeeaeenennns 25
6.5 Condiciones MeteorolOgICaS........c.cuuuieieiieiie e e 26
6.6 ANAIISIS DIOQUITMICOS ......coiiiiiiiiii e e e 27
6.6.1 Material Vegetal.........cooouuuiiieiie e 27
6.6.2 Preparacion de eXtracCtoS ...........ceeeeeiiiiiiiiieeeeeiiee e 28
6.6.3 Superoxido dismutasa (SOD).......ccooeeiieeiiiiiiii e 29
R N O -1 F= 1T W (@2 1) IR 29
6.6.5 PeroXidasas (POX) ....ciiiiiiiiiie et 29
6.6.6 Proteinas tOtAlES ..........cuuuiiiieiieiii e 30
B.6.7 PrOlING ..o 31
6.7 ANAIISIS fISIOIOQICOS. ... 32
A0t R 1 [o] {0 - 32
6.7.2 Tasa de asimilacion de CO, y conductividad estomatica ...................... 32
6.8 Evaluacion de DiOmMasa .........cceiiiiiiiiiiiiiiee e 33
RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e b abbb s 34
T L POIBN e aeaaa 34
T2 INJEITOS ettt e e ettt e 38
7.2.1 Germinacion de Semillas...........oouuuiiiiiiiiiiie e 38
2 1 0= (o TSP 38
7.2.3 Desarrollo VEQETatiVO .........cooviiiiiiiiiiiiie e 39
7.4.1 Cortes hiStOIOQICOS .....uuuniieiiiiie e 39
7.5 Caracteristicas de las plantas, semilla y contenido de aceite................... 42
7.6  Condiciones MEteOrOIOQICAS ........uuuuruurriiiiiiiiiiiiieieiae e e e e e e e e e e 45
7.5 ANAISIS DIOQUIMICOS ...uuiiceiieiiie e e e e e aaaaeas 48
7.5.1 Proteinas tOtaleS ......cciieiiie i 48

7.5.2 Superoxido dismutasa (SOD)........uuuuuiiiiiiieeeeeieeeeiiii e 49



vii

7.5.3 Catalasa (CAT) .uuuuuiiieei ettt e e e e e e ereanaes 50
7.5.4 Peroxidasas totales (POX) .....ccuuuiii i 51
T.5.5 PrOlING ..o 52

7.6 ANAIISIS fISIOIOQICOS. ..o 53
7.6.1 ClOTOfIla. ..ot 53
7.6.2 Conductividad estomatica, transpiracion y asimilaciéon de CO.. ............ 53

8. DISCUSION .....eiuiitiietiiieitete ettt sttt st sesbe et neesesse e eneneeneees 55
B.L POIBIN .. e 55
B2 INJBITOS e it 57
8.2.1 Germinacion de semillas.............uuuuiiiiiiiie e 57
8.2.2 MEtod0o de eNJErTAaCION.........cceeeiiii et e e e 58
8.2.3 Crecimiento VEQetatiVO............uviiiiiieeiiie e 58
8.2.4 Cortes NIStOIOGICOS.......eeeiiiiiiiiiieiiee e 59

8.3 Caracteristicas de plantas, semillas y contenido de aceite ................cccc...... 60
8.3.1 CompOosiciOn de ACIdOS graS0OS ......cccevvvuiieeiiiiiiiieeeeeeeiie e e e et e e e eeaaans 61

8.4 CondiCioNes MEtEOrOIOQICAS. ... ..ooeeeiiiiiiieiiiiiii e 61
8.5 ANAliSIS DIOQUIMICOS .....uvieieiiiie e e e eaaaaas 63
8.5.1 Proteinas tOtaleS .......ciiii i 63
8.5.2 Superoxido dismutasa (SOD).........uuuuiiiiiiiieeeeiieeeiiir e 63
SRR O -1 F= 1T W (@2 1) I 64
8.5.4 Peroxidasas totales (POX) ........uuiiiiiiiiiiiiie et 64
B.5.5 PrOliNa ... 65

8.6 ANAlISIS fiSIOIOQICOS. .....uu e e e 66
8.6.1 Contenido de Clorofila .........cooveeueiieeiece e 66
8.6.2 Conductividad estomatica, transpiracion y asimilacion de COs.............. 66

9. CONCLUSIONES. ... ..o ittt e e e e e e e e e e e eeaaaren s 68
10. LITERATURA CITADA L.t e e e e e e e eeaaeaes 69

11, ANEXOS Lo e 78



viii

Lista de Figuras

Figura 1. Superficie agricola mundial afectada por salinidad...................cccc...cc.. 4
Figura 2. Distribucion de zonas secas en México (SEMARNAT, 2008). ................. 5
Figura 3. Generacion de especies reactivas de oxigeno durante la reduccion del
oxigeno a agua (Apel y Hirt, 2004)......cooiiiiiiiieeeee s 6
Figura 4. Genotipo no téxico de J. curcas. A) Arbusto, B) inflorescencia monoica,
C) hojas y frutos inmaduros y D) fruto maduro y semillas. ..........cccooeevveiiiinieeeennnnnn. 9
Figura 5. J. cinerea silvestre. A) Arbusto, B) flor femenina, C) hojas y fruto y D)
semilla germinada con una raiz principal y cuatro periféricas. ...........cccccvvvvereeeenen. 10
Figura 6. Plantacion de J. platyphylla. A) Arboles, B) hoja con lébulos anchos y
redondeados, C) flor femenina y D) frutos inmaduros. ..............ccceeeiiieeeeeeeeieeeeennnnns 11
Figura 7. J. vernicosa silvestre. A) Arbusto, B) flores masculinas, C) flores
femeninas y D) fruto con dos SemIllas..........coouuviiiiiiieiiie e 12
Figura 8. Principales tipos de injertos. A) Plda o cufia, B) yema o astilla y C)
= 0] £0 ) (] 1.4 = T [ | o 1S 14

Figura 9. Procesamiento de polen. A) Recoleccion de flores masculinas, B)
secado critico, C) recubrimiento metéalico y D) microscopio electrénico de barrido.

Figura 10. Produccién de plantulas de Jatropha. A) semillas J. cinerea, B) semillas
J. curcas, C) germinacion J. cinerea, D) germinacion J. curcas, E) emergencia y F)
plantulas de J. CINErea Y J. CUICAS. .....uuiieeiiiiiiiiieeeeeiiis e e ee et e e e e e e eae e e e e eeaeaeeeeens 20
Figura 11. Elaboracion de injertos. A) plantulas de J. cinerea y J. curcas, B) planta
Injertada, C) planta injertada en maceta de 5 L y D) plantas en Invernadero. ....... 21
Figura 12. Andlisis histolégico. A) fragmentos de tallos, B) bloques de parafina, C)
cortes en microtomo y D) mMiCroSCOPIO OPLICO. ....ccvvuuieeiiiiiieeeeeeeie e e 23
Figura 13. Parcela experimental CIBNOR. A) Plantacion de J. curcas injertadas y
no injertadas, y B) poda a 1 metro de altura. ............cc.ooooviiiiiiiiiiiiiie e 24
Figura 14. Material vegetal. A) Recoleccion de frutos y B) semillas de J. curcas
injertada y NO INJEIMATA. ...........uuii e e e e e e e e e eaeens 24
Figura 15. Datos meteorolégicos. A) Davis Vantage Pro 2 Plus (CIBNOR) La Paz,
B.C.S. y B) Adcon Telemetry® (Estacion Dimas) San Ignacio, Sinaloa. ............... 26
Figura 16. Material vegetal. A) Tratamientos con 3 réplicas, B) muestras (hoja,
tallo y raiz), C) solucién amortiguadora de fosfatos y D) extracto de hoja, tallo y

7= 72 USSRPPPRPRPPPPN 28
Figura 17. Andlisis enzimatico. A) Extracto enzimatico (SOD, CAT, y POX), B)
muestras procesadas en fresco y C) espectrofotdmetro. .........cccceeveeeeeeeeiiiieieennnn, 30
Figura 18. Determinacién de proteinas. A) sobrenadante de hoja, tallo y raiz, B)
microplaca (curva patrén, hoja, tallo y raiz)..........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiie e, 31
Figura 19. Analisis fisiologicos. A) fluorescencia de la clorofila y B) conductividad
21 (o 1 =1 o= VSO 33

Figura 20. Micrografia de polen de J. curcas donde se muestra el niumero de
BACUIOS POF 900 MZ.......o oottt 34



Figura 21. Micrografias de polen de J. curcas tdxica variedad India (BIOD1): A, B;
J. curcas no toxica: C, D; y J. platyphylla: E, F, variedades de Sinaloa, México;

AL A UL F= L A VTP PR PP PUPPPPP 36
Figura 22. Micrografias de polen de J. cinerea variedad Sinaloa: A, B; J. cinerea:
C, D; y J. vernicosa: E, F, variedades de Baja California Sur............cccevvvvvvnnnnnnnn. 37

Figura 23. (A) Fragmentos de tallo de Jatropha, (B) cortes transversales de a) J.
cinerea, b) J. injertada y c) J. curcas; (C) corte longitudinal de tallo de Jatropha
1= 7= o = VPSPPI 38
Figura 24. (A), (B) Cortes transversales de tallo de J. cinerea; (C) y D) corte
transversal J. curcas; (CE = Elementos de conduccién, VC = Cambium vascular, P
= Floema, EPF = Fibras extra floematicas, LC = Canales de latex, PHE =
Felodermis, PH = Fel6geno, CB = Corteza de corcho). .........cccooeevviiiiiiieceeinnnnn. 40
Figura 25. (A) Corte transversal de Jatropha injertada; (B) corte longitudinal de
Jatropha injertada; (C) corte longitudinal de J. curcas y (D) corte longitudinal de J.
cinerea; (CE = Elementos de conduccion, VC = Cambium vascular, M = Médula,
SN (O [0 T=T 0 (o o [ IR ol U | {0 1 PP 41
Figura 26. A) Precipitacion, B) humedad relativa y C) temperaturas, presentadas
en el sitio de estudio de CIBNOR, La Paz, BCS. Y Estacién Dimas, Sinaloa, para
10S CICIOS A€ 2014-2015. ....oiiiiiiii e e e e et e e e e e et e e e e e eeaa e eeaean 47
Figura 27. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl (0, 50 y 100 mM) sobre
el contenido de proteina para hoja, tallo y raiz, en plantas de J. curcas, J. cinerea 'y
Jatropha injertada. Las barras con la misma letra son estadisticamente similares
(Tukey p < 0.05) y representan la desviacion estandar. ..........ccccceeeeeeeeieeiiiineeinnnnn, 48
Figura 28. Efecto del NaCl de la actividad enzima de superoxido dismutasa (SOD)
para hojas, tallos y raices en J. curcas, J. cinerea y Jatropha injertada. Las barras
con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey p < 0.05) y representan
la desviacion STANUAT. ........coiiiii e 49
Figura 29. Efecto del NaCl de la actividad de la enzima catalasa (CAT) para hojas,
tallos y raices para J. curcas, J. cinerea y J. injertada. Las barras con la misma
letra son estadisticamente similares (Tukey p < 0.05) y representan la desviacion
21 7= - S 50
Figura 30. Efecto del NaCl de la actividad enzima peroxidasa (POX) para hoja,
tallo y raiz para J. curcas, J. cinerea y J. injertada. Las barras con la misma letra
son estadisticamente similares (Tukey p < 0.05) y representan la desviacion
2Ty =1 T =T PP 51
Figura 30. Concentracion de prolina, para J. curcas, J. cinerea y J. injertada, en
hoja, tallo y raiz, con tres concentraciones (0, 50 y 100 mM NacCl). Las barras con
la misma letra son estadisticamente similares (Tukey p < 0.05) y representan la
dESVIACION ESTANUAT. . ... e e e e e 52
Figura 31. Contenido de clorofila para J. curcas, J. cinerea y Jatropha injertada,
con tres concentraciones de NaCl (0, 50 y 100 mM) y tres tiempos de evaluacion
(0T R T V10 I o =) PSSP 53
Figura 32. Conductividad estomética (gs), transpiracion (E) y asimilacion de CO,
(A), para J. curcas, J. cinerea y J. injertada, con tres concentraciones (0, 50 y 100



mM NacCl). Las barras con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey p
< 0.05) y representan la desviacion estandar. ................ceveiiiiiiiieeeeeeeeeeen 54



Xi

Lista de Tablas

Tabla I. Namero de plantas por tratamientos de plantas injertadas y no injertadas,

con tres niveles de salinidad. ............oooi i 27
Tabla Il. Conteo de béaculos y estudio comparativo de polen de Jatropha, dos
variedades cultivadas Y 4 SIlVESIIES. ........oooiiiiiiiiiii e 35

Tabla Ill. Comparaciéon de crecimiento entre plantas injertadas y no injertadas....39
Tabla IV. Caracteristicas de planta, semilla y contenido de aceite de J. curcas no
toxicas. Promedio de cuatro plantas. ...........ccoouviiiieiiiiiiie e 42
Tabla V. Composicibn de &acidos grasos en aceite obtenido de semillas
cosechadas en noviembre de 2015, en la parcela experimental (CIBNOR) de J.
curcas en La Paz, Baja California SUr...........c.coovviiiiiiiiccs e 44



Abreviaturas

°C: Grados centigrados

uL: Microlitros

pum: Micras

ADN: Acido desoxirribonucleico

APX: Ascorbato peroxidasa

ASB: Absorbancia

BCS: Baja California Sur

CAT: Catalasa

CIAD: Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
CIBNOR: Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste
Cl: Cloro

cm: Centimetros

CO,: Dioxido de carbono

EROs: Especies reactivas de oxigeno

FAA: Formaldehido, alcohol, acético

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién

GPx: Glutation peroxidasa
GR: Glutation reductasa
GSH: Glutation S-transferasa
GST: Glutation reducido

H: Horas

H,O,: Peroxido de hidrégeno
HNO3: Acido nitrico

IND: India

K;,HPO,: Fosfato dipotasico

Xii



m: Metros

M: Molar

mg: Miligramos

min: Minutos

mL: Mililitro

mM: Milimolar

mm: Milimetros

msnm: Metros sobre el nivel del mar
N: Norte

Na: Sodio

NaCl: Cloruro de sodio
NBT: Nitro azul de tetrazolio
nm: Nanometros

O: Oeste

0O,: Oxigeno

OCDE: Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico

OH: Hidroxilo

ONU: Organizacion de las Naciones Unidas

pH: Potencial de hidrégeno
POX: Peroxidasas

PVP: Polivilnilpirrolidona

rpm: Revoluciones por minuto
SIN: Sinaloa

SO,: Sulfato

SOD: Superoéxido dismutasa

V/V: Volumen/volumen

Xiii



1. INTRODUCCION

La Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) de acuerdo con los resultados
de la revision 2015, menciona que la poblacion mundial alcanzo los 7,300 millones
a partir de mediados de 2015 y se prevé que la poblacién crecerd 8,500 millones
en 2030, avanzando hacia 9,700 millones en 2050 (ONU, 2015). Este crecimiento
demandara mas consumo de energia y alimentos. La produccién de alimentos
tendra que aumentar un 38% para el afio 2025 y 57% para el afio 2050. Aunado a
esto, la Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico (OCDE) y la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO),
presentan las perspectivas agricolas para 2015-2024; donde mencionan que si las
variaciones histéricas de los rendimientos, los precios del petréleo y el crecimiento
economico se proyectan hacia el futuro, existe una alta probabilidad de un duro
golpe para los mercados internacionales dentro de los proximos diez afios
(OCDE/FAO, 2015).

La superficie agricola mundial es de alrededor de 5,000 millones de hectareas,
de las cuales 3,500 millones corresponden a pastizales y el resto a areas
cultivables; es importante mencionar que el 18% (900 millones de hectéareas)
estan afectadas por salinidad (FAO, 2012). La salinidad es una de las principales
limitaciones medioambientales para la productividad de los cultivos y su calidad.
En México un 10% del area irrigada esta afectada por salinidad, y de ésta,
aproximadamente el 64% se localiza en la parte norte del pais. El problema se
agudiza en las zonas éaridas y semiaridas, donde los suelos presentan drenaje
deficiente y alta evaporaciéon (Ruiz et al.,, 2007). La salinidad es uno de los
principales tipos de estrés abidtico y puede limitar severamente el crecimiento y
rendimiento de las plantas. El estrés salino provoca el cierre de estomas, lo cual
reduce la disponibilidad de CO, en las hojas e inhibe la fijacion de carbono,
exponiendo a los cloroplastos a una excesiva excitacion de energia, lo cual puede
incrementar la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) e inducir estrés

oxidativo (Parida y Das, 2005; Parvaiz y Satyawati, 2008).



Las ERO tiene el potencial para interactuar con algunos componentes celulares,
causando dafio significativo a las membranas y otras estructuras celulares. Sin
embargo; existe una elaborada red, compuesta de enzimas antioxidantes
responsables de mantener los niveles de ERO bajo control. En las células
vegetales, las enzimas antioxidantes como: superoxido dismutasa (SOD),
peroxidasa (POX), y catalasa (CAT), son consideradas como un equipo defensivo,
que cuando se combinan tienen el propdsito de proteger a la célula del dafio
oxidativo (Miller, 2002).

Para mitigar los dafios producidos por la salinidad, los agricultores han
implementado una combinacion de estrategias, que incluyen: métodos de riego,
almacenamiento de agua, reutilizacion de agua, desalinizaciéon de agua y suelo,
drenaje subterraneo, aplicacién de materia orgénica, yeso agricola, rotacion de
cultivos, hidroponia y utilizacion de portainjertos tolerantes. Los cientificos siguen
diferentes formas de abordar estos desafios, por ejemplo: aumento del
conocimiento de variedades de distintas especies, exploracion de nuevos genes
en especies estrechamente relacionadas con especies cultivadas, comprension de
las respuestas fisioldgicas al estrés abiotico, coleccién de semillas de halofitos o

especies halo-tolerantes (lannetta y Colonna, 2006).

Jatropha curcas es una especie tropical nativa de México, que tolera
condiciones de sequia y salinidad (50 mM NacCl); produce semillas oleaginosas
gue son importantes para la industria de los biocombustibles (Hishida et al., 2013).
Sin embargo, J. curcas se encuentra en etapa de domesticacién, las variedades
empleadas actualmente tienen rendimientos bajos y variabilidad en la produccion
(Diaz-Lopez et al., 2012). Para mejorar este cultivo, se requiere obtener genotipos
con altos rendimientos, maduracion homogénea, resistencia a plagas,
enfermedades y tolerancia a la salinidad (Quiroz, 2013). Jatropha cinerea es una
especie que se distribuye en poblaciones silvestres en el noroeste de México;

puede soportar largos periodos de sequia y tolerar hasta 100 mM de NaCl



(Hishida et al., 2013). Esta especie tiene usos medicinales e industriales
(Quattrocchi, 2012; Yetman y Van, 2002). Se ha reportado que el latex de J.
cinerea es util para curar todos los tipos de heridas y quemaduras; se utiliza en las
telas como un mordiente (para la fijacion de colores); y también se utiliza como un
remedio para eliminar verrugas por sus caracteristicas astringentes (Leén de la
Luz et al., 2014).

J. cinerea puede emplearse como patrén en el injerto de J. curcas mejorando
su tolerancia a sequia y salinidad. Injertar, consiste en unir partes de diferentes
plantas de tal manera que se acoplen y continden su crecimiento como una sola
planta. En esta practica cultural se denomina patron, pie o porta injerto a la planta
que suministra la raiz, e injerto, pla o yema, a la parte vegetal que se coloca
sobre el patron y que proporciona la variedad que se desea propagar (Baraona y
Sancho, 2010). Para que el injerto tenga éxito es fundamental que ambos, el
portainjerto y el injerto sean compatibles. Se ha encontrado que las especies del
mismo género pueden ser injertadas entre ellas perfectamente. Las especies de
géneros distintos no suelen funcionar, aunque hay excepciones (Irigoyen y Cruz,
2005).

Sosa-Segura et al. (2014), mencionan que, los aceites de J. cinerea, J. curcas
y Jatropha platyphylla tienen un perfil de acidos grasos similar a los aceites de
ajonjoli, canola y soya respectivamente. La busqueda de nuevas alternativas de
recursos renovables esta creciendo, siendo el aceite uno de los principales
candidatos. Sin embargo, hasta la fecha no hay estudios de J. curcas en relacion
con plantas injertadas sobre patrén J. cinerea y el contenido de aceite en las
semillas. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta al
estrés salino de plantas injertadas, comparandolas con plantas no injertadas de J.

curcas y J. cinerea.



2. ANTECEDENTES
2.1 Salinidad

La superficie agricola mundial representa el 37% (5,000 millones de
hectareas) de la superficie terrestre total (13,400 millones de hectéreas), de las
cuales 3,500 millones corresponde a pastizales y 1,500 millones a area cultivable.
Sin embargo, es importante mencionar que el 18% (900 millones de hectéareas)
estan afectadas por salinidad (Fig. 1) (FAO, 2012). La salinidad es una de las
principales limitaciones medioambientales que restringen la productividad de los
cultivos y su calidad (Munns, 2005). En México, un 10% del area irrigada esta
afectada por salinidad, y de ésta, aproximadamente el 64% se localiza en la parte
norte del pais. El problema se agudiza en las zonas aridas y semiaridas, donde los

suelos presentan drenaje deficiente y alta evaporacion (Fig. 2) (Ruiz et al., 2007).
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Figura 1. Superficie agricola mundial afectada por salinidad.
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Figura 2. Distribucion de zonas secas en México (SEMARNAT, 2008).

2.2 Estrés salino

Se caracterizan como suelos salinos aquellos que contienen sales en
cantidades suficiente para interferir con el crecimiento de la mayoria de las
especies cultivadas. Esto, sin embargo, no establece una cantidad fija de sal, sino
gue depende de la especie vegetal, la textura y la capacidad del agua del suelo y
la composicion de las sales (Navarro y Navarro, 2013). Las sales presentes en la
solucién del suelo puede reducir la evapotranspiracion al ser el agua del suelo
menos disponible para su extraccion por las raices de las plantas. Las sales
poseen afinidad por el agua, lo que traduce en la necesidad del cultivo de aplicar
una mayor fuerza para su extraccion del agua de un suelo salino. La presencia de
sales en el agua del suelo reduce la energia potencial en la solucién. Por otra
parte, algunas sales generan efectos téxicos en las plantas, 10 que puede provocar
la reduccién del metabolismo y crecimiento de las mismas (FAO, 2006).



Los solutos disueltos en la zona radicular reducen el potencial osmatico, y a su
vez, el potencial hidrico del agua (Munns, 2005). Ademas de las respuestas de las
plantas a los bajos potenciales hidricos, los efectos toxicos especificos de los
iones (Na*, CI” o SO,*), también se producen cuando estos se acumulan en las
células a concentraciones perjudiciales. Altas concentraciones de sales totales en
el citosol, inactivan las enzimas e inhiben la sintesis de proteinas y cuando se
acumulan en los cloroplastos, reducen la capacidad de fotosintesis (Taiz y Zeiger,
2006).

2.3 Estrés oxidativo

La salinidad puede producir una rapida acumulacién de ERO, tales como los
radicales superéxido (O,”), hidroxilo (OH) y oxigeno singlete (*0.), en
cloroplastos y mitocondrias (Fig. 3) (Zhu, 2001; Apel y Hirt, 2004). Estrés oxidativo,
es un término comunmente utilizado para describir los efectos adversos de las
ERO sobre las plantas. Estos pueden consistir en la degradacion de pigmentos
fotosintéticos, peroxidacion de lipidos, alteraciones en la permeabilidad selectiva
de las membranas celulares, desnaturalizacién de proteinas y mutaciones en el
ADN (Mittler, 2002).

Dioxigeno Radical lon lon lon
superoxido peroxido oxeno oxido
e e e e
30, . O, =P O, =——y 0, » O~ » 02
H* 2H* 2H* H* 2H*
1OZ HO,* H,0, H,0 OH* H,0
Oxigeno Radical Peroxido de Agua Radical Agua
singlete perhidroxilo hidrogeno hidroxilo

Figura 3. Generacidén de especies reactivas de oxigeno durante la reduccion del
oxigeno a agua (Apel y Hirt, 2004).



Las células son protegidas por mecanismos de defensa enzimatico y no
enzimatico. Algunos de los antioxidantes enzimaticos en las plantas son:
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPXx),
ascorbato peroxidasa (APx), glutation reductasa (GR) y glutation S-transferasa
(GST). Los antioxidantes no enzimaticos en plantas incluyen el glutatién reducido
(GSH), la vitamina C (acido ascorbico), la vitamina E (a-tocoferol), los
carotenoides (B-caroteno) y los compuestos fendlicos, incluyendo a los flavonoides
(Aqil et al., 2006).

2.4 Estrategias para mitigar la salinidad

Con respecto a la salinizacion en la agricultura, deben implementarse
estrategias de adaptacion y mitigacién, a los dafios producidos por su actividad.
Los agricultores se estan adaptando al aumento de conductividad eléctrica del
suelo y del agua, por medio de una combinacién de estrategias que incluyen, una
mejor eleccibn de cultivos y variedades, rotacion, métodos de regadio,
almacenamiento de agua, mezcla de aguas, reutilizacion del agua, y
desalinizacion. Por otra parte, los investigadores incluyen y relacionan los temas
mencionados anteriormente y aportan nuevas formas de afrontar estos desafios,
por ejemplo: aumento del conocimiento de variedades de distintas especies,
exploracibn de nuevos genes en especies estrechamente relacionadas con
especies cultivadas, compresion de las respuestas fisiologicas al estrés abidtico,
coleccion de semillas de haléfitas o especies halo-tolerantes (lannetta y Colonna,
2006).

2.5 Género Jatropha

El nombre de Jatropha (Euphorbiaceae) se deriva de las palabras griegas
“latros", que significa meédico y "trophé” alimentos (Heller, 1996), lo cual es
indicativo de su potencial y amplio uso como hierba medicinal en la antigiedad
(Sunil et al., 2013). El género Jatropha contiene aproximadamente 170 a 175
especies conocidas (Heller, 1996; Dehgan y Webster, 1979), entre ellos J. curcas,

J. cinerea, J. platyphylla y J. vernicosa.



2.5.1 Jatropha curcas

J. curcas (L.) es considerado como la especie mas primitiva del género
(McVaugh 1945; Wilbur 1954). El origen de esta especie ha sido largamente
debatido. Sin embargo, se ha acordado que es nativa de México y América
continental (Achten et al.,, 2010). Existen variedades téxicas y no toxicas, en
México se han encontrado genotipos no téxicos (Jongschaap et al., 2007). J.
curcas es un arbusto o arbol pequefio que puede alcanzar una altura de hasta 5 m
(Fig. 4 A). Las plantas son monoicas, es decir, tienen flores masculinas y
femeninas en la misma inflorescencia (Fig. 4 B) (Chang-Wei et al., 2007). Los
tallos crecen con una discontinuidad morfolégica en cada incremento. El tallo es
un cilindro verde, robusto, que produce ramas con savia lactea o rojiza viscosa.
Normalmente se forman cinco raices en las plantulas, una central y cuatro
periféricas. Las hojas son lobuladas, alternas, con una longitud y anchura de 6 a
15 cm (Fig. 4 C). Las flores estan ubicadas en inflorescencias que se forman en
las axilas de las hojas (Heller, 1996). Las flores son polinizadas por abejas,
moscas, hormigas y trips (Solomon, 2002). Después de la polinizacion, se forma
una fruta elipsoidal trilocular (Fig. 4 C). El exocarpio permanece carnoso hasta que
las semillas estan maduras. Las semillas son de color negro, de 2 cm de largoy 1
cm de grosor (Fig. 4 D) (Heller, 1996).



Figura 4. Genotipo no téxico de J. curcas. A) Arbusto, B) inflorescencia monoica,
C) hojas y frutos inmaduros y D) fruto maduro y semillas.

2.5.2 Jatropha cinerea

J. cinerea [(Ortega) Muell. Arg.] Se distribuye en los estados de Baja California
Norte, Baja California Sur, Sinaloa y Sonora, desde la zona de manglar hasta el
area de bosque espinoso (Vega-Avifia et al., 2000). J. cinerea es un arbusto de 1
a 3 m de altura y pueden encontrarse plantas dioicas y monoicas (Fig. 5 A). Hojas
en forma de corazén con 5 cm de diametro, con venacion palmeada. Las flores
tienen pétalos de color rojo (Fig. 5 B) y los frutos son de forma trilocular (Fig. 5 C).
Las semillas son pequefas, con testa marrén y germen blanco perla (Fig. 5 D)
(Sosa-Segura et al., 2014).

Las personas del medio rural usan de manera medicinal el latex como
cicatrizante de heridas y la corteza de la raiz de plantas pequefas, para preparar
una infusiébn que cura la disenteria (Quattrocchi, 2012). De manera industrial
utilizan la savia de la raiz como tinte para tefir cobijas de lana (Yetman y Van,
2002). Esta especie que se distribuye en poblaciones silvestres en suelos salinos;
puede soportar largos periodos de sequia y tolerar hasta 100 mM de NaCl
(Hishida et al., 2013).
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Figura 5. J. cinerea silvestre. A) Arbusto, B) flor femenina, C) hojas y fruto y D)
semilla germinada con una raiz principal y cuatro periféricas.

2.5.3 Jatropha platyphylla

J. platyphylla (Muell. Arg.) Es un arbusto o arbol dioico con ramas gruesas y
suculentas; resistente a la sequia, llega a medir de 2 a 5 m de altura (Fig. 6 A). La
especie esta restringida a areas calidas (temperatura promedio 20 a 29 °C) en la
costa del Pacifico de Sinaloa a Michoacan, incluyendo los estados de Nayarit y
Jalisco, México; y se encuentra generalmente en o alrededor de los bosques
caducifolios. Las hojas son peltadas y tienen 15 a 35 cm de ancho con I6bulos
anchos y redondeados (Fig. 6 B) (Makkar et al., 2011). Los peciolos son largos y
con inflorescencias ramificadas que contienen de 5 a 7 flores, con corolas
pistiladas de pétalos blancos, con ovario tricarpelar (Fig. 6 C) y frutos con 3
semillas generalmente. Sin embargo, se pueden encontrar frutos con 4 semillas
(Fig. 6 D) (Deghan, 1982).
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Figura 6. Plantacion de J. platyphylla. A) Arboles, B) hoja con I6bulos anchos y
redondeados, C) flor femenina y D) frutos inmaduros.

J. platyphylla est4 reconocida como una planta medicinal (Rendén, 1999); se
le han encontrado otros usos como lefia y postes en Tamazula, Durango, México
(SEMARNAT, 2004). El fruto se ha utilizado para elaborar conservas en las
localidades de Tacuichamona y el Salado del municipio de Culiacan, Sinaloa,
México (Makkar et al.,, 2010). Estudios realizados al germen de la semilla,
muestran que es una especie no toxica (libre de esteres de forbol) y que contiene
niveles altos de aceite (60.3%) y proteina cruda (27.1%) (Sosa-Segura et al.,
2014).

2.5.4 Jatropha vernicosa

J. vernicosa (Brandegee) es un arbusto monoico de 2 a 3 m de altura, con
hojas simples y brillantes, pediceladas de 5 a 7 cm de largo y de 3 a 5 cm de
ancho (Fig. 7 A). La floracién se produce en agosto y septiembre, después de las
lluvias de verano desarrolla flores blancas masculinas (Fig. 7 B) y femeninas en
inflorescencias racemosas (Fig. 7 C). El fruto es una capsula con 2 a 3 semillas
(Fig. 7 D).
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Figura 7. J. vernicosa silvestre. A) Arbusto, B) flores masculinas, C) flores
femeninas y D) fruto con dos semillas.

Es una especie endémica de Baja California Sur, sélo se encuentra en las
zonas montafiosas de la Sierra de la Laguna y la Sierra de la Giganta. El latex y la
corteza se usan para aliviar el dolor de dientes y curar las heridas (Le6n de la Luz
et al., 2014).

2.6 Injertos

La propagacion por injerto es un método muy utilizado en la agricultura debido
a que presenta varias ventajas como: la reduccion del periodo juvenil de las
plantas para obtener la fructificacion en menor tiempo, homogenizar y mejorar la
calidad de los frutos, lograr estructuras vegetativas fuertes y conservar plantas de
importancia genética y econdmica (Rojas et al., 2004). En el injerto se denomina
patron, pie o portainjerto a la planta que dona y forma la raiz, e injerto, pla o
yema, a la parte vegetal que se coloca sobre el patron y que proporciona la parte

vegetativa de la variedad que se desea propagar (Baraona y Sancho, 2000).
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Para que la unién tenga lugar se necesita que las plantas tengan afinidad
filogenética, pero la Unica regla que existe para predecir el éxito, es que cuando
mas afines botanicamente sean las plantas a injertar, mayores son las
probabilidades de que la unién tenga éxito. Las especies de géneros distintos no
suelen funcionar, aunque hay excepciones (lrigoyen y Cruz, 2005). La
incompatibilidad del injerto causa pérdidas econOmicas y el retraso en el
lanzamiento de nuevos cultivos (Pereira et al., 2014). Por lo tanto, la identificacion
de patrones compatibles, y otros beneficios propios del injerto como una técnica
de propagacion potencializan al injerto como una técnica adecuada (Colla et al.,
2010).

2.6.1 Tipos de injertos
Existen diversas formas de unir el injerto al patron, que se pueden clasificar en

tres grupos: a) injertos de yema, b) injertos de pua, e c) injertos de aproximacion.

a) Injertos de pua: el material para injertar consiste en una rama con dos a tres
yemas desarrolladas. Los injertos de puas mas conocidos en fruticultura son:
injerto inglés o de lenglieta, injerto de costado lateral o enchapado lateral, injerto

de hendidura o cufia (Fig. 8 A).

b) Injertos de yema: el material para injertos es una yema con o sin madera.
Los métodos mas conocidos para este tipo de yema son: el de escudete, el de

parche y el de astilla (Fig. 8 B).

c) Injertos de aproximacion: Bajo este método se injertan dos ramas
provenientes de dos plantas con sus propias raices. Después que se ha efectuado
la unién, la parte superior de la planta patrén se corta arriba del injerto y la base

del injerto se remueve debajo de la union (Fig. 8 C) (Baraona y Sancho, 2000).
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Figura 8. Principales tipos de injertos. A) Pla o cufia, B) yema o astilla y C)
aproximacion.

2.7 Andlisis de polen

Generalmente las especies de Jatropha tienen una polinizacion cruzada, lo
gue permite un alto grado de variacién genética. Esto ofrece amplias posibilidades
para analizar y seleccionar caracteristicas deseadas en los cultivos (Salinas et al.,
2010). Las caracteristicas morfoldgicas han sido usadas comunmente para
describir la diversidad genética de las especies. Sin embargo, estas herramientas
no demuestran la relaciébn taxondémica exacta, debido a que los caracteres
morfologicos estan influenciados por las condiciones ambientales (Kumar et al.,
2008). J. curcas, J. cinerea, J. platyphylla y J. vernicosa pertenecen al mismo
género; sin embargo, morfolégicamente son distintas (tallos, hojas, flores y frutos).
El grado de dificultad en la compatibilidad de los injertos, se presenta a medida
que las partes a unir estén mas alejadas taxonémicamente (Nieto-Angel y Borys,
1999).
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Saenz de Rivas (1976), menciona que la escultura del polen es un buen
caracter taxonomico y por su constancia dentro del mismo taxén. La escultura,
ornamentacion o relieve del grano de polen, suele estar formada por los llamados
elementos esculturales, que ofrecen una variada morfologia y que se disponen a
su vez sobre la superficie del grano de maneras distintas. Erdtman (1956) fue el
primero que estudid el polen de Jatropha y propuso el epiteto descriptivo
“crotonoide”, para caracterizar el tipo de patron escultérico de la exina, encontrado
en algunos miembros de la familia Euphorbiaceae especialmente en la subfamilia

Crotonoideae.
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3. JUSTIFICACION

J. curcas promovera el aprovechamiento de suelos en desuso debido a la
salinidad. La proteina obtenida del germen de las semillas, podra usarse como
complemento en dietas para animales y el aceite en la elaboracion de biodiesel.
Como es una especie moderadamente tolerante, su area del cultivo es limitada. J.
cinerea se desarrolla en suelos arenosos en condiciones de costa y se considera
tolerante a la salinidad, por lo tanto, producir plantas de J. curcas injertadas sobre
patrones de J. cinerea, aumentara las areas de plantaciéon en suelos salinos, sin

afectar la calidad del aceite.

4. HIPOTESIS

Considerando que Jatropha curcas presenta tolerancia moderada a la
salinidad, mientras que J. cinerea es tolerante al desarrollarse en condiciones de
salinidad, entonces injertando J. curcas en patrones de J. cinerea sometidos a
estrés salino, se producirdn plantas con rendimientos similares o mejores de

biomasa y semillas que las plantas de J. curcas no injertadas con estrés salino.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

El objetivo de este trabajo fue realizar injertos de plantulas de J. curcas sobre
patrones de plantulas de J. cinerea y evaluar la respuesta al estrés salino (NaCl)
de plantas injertadas, comparandolas con plantas no injertadas de J. curcas y J.

cinerea.

5.2 Objetivos particulares
e Caracterizar morfologia de la estructura externa de los granos de polen de
J. curcas, J. cinerea, J. platyphylla y J. vernicosa. Para conocer su relacion

taxondmica y evaluar la posibilidad de realizar injertos.
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Evaluar el crecimiento y desarrollo de las plantas injertadas y no injertadas,
mediante la caracterizacion morfolégica (diametro basal, altura, area foliar y

namero de ramificaciones).

Analizar el contenido de aceite en semillas, de plantas injertadas y no

injertadas de Jatropha curcas.

Determinar los compuestos antioxidantes enzimaticos de plantas de J.
curcas, J. cinerea y J. injertada bajo condiciones de estrés salino, probando
NaCl a 0, 50 y 100 mM.

Evaluar las respuestas fisioldgicas de J. curcas, J. cinerea y J. injertada,

bajo condiciones de estrés salino (NaCl 0, 50 y 100 mM).



18

6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Descripcion morfolégica de polen

Se recolectd polen de J. curcas variedad toxica de la India (BIOD1), de una
plantacion experimental de la Fundacién Produce Sinaloa, (N 25°49'25.7"; O
108°16°'08.0”; 85 msnm). Se recolectd polen de J. curcas no toxica procedente de
una plantacion experimental ubicada en Estacion Dimas, Sinaloa, (N 23°46'35.4”,
0O 106°46’48.3”; 42 msnm). Se recolectd polen de plantas silvestres de J. cinerea
(N 24°44'43.9”; O 108°01'26.6”; 5 msnm), y J. platyphylla (N 23°31’52.7"; O
106°30’12.1”; 48 msnm) en el estado de Sinaloa, México. Para las especies del
estado de Baja California Sur se recolectd polen de J. cinerea silvestre (N
23°45’'06.2”; O 110°07°03.5”; 452 msnm) y J. vernicosa silvestre (N 23°42°04.1”; O
110°00°56.2”; 601 msnm). Se seleccionaron 4 plantas de cada especie y se
colectaron 5 flores de cada una (Fig. 9 A); las flores se mezclaron y se dividieron
en 2 muestras, las cuales fueron colocadas en tubos eppendorf con 2 mL de
glutaraldehido al 10%. Las muestras fueron deshidratadas gradualmente con
etanol al 20, 40, 60, 80 y 100% por periodos de 30 minutos cada uno (Erdtman,
1969), se colocaron en una camara de secado critico (Fig. 9 B) (Samdri-PVT-3D®,
USA), donde el alcohol es sustituido por CO,, de esta manera se mantiene la
forma del polen. Las muestras fueron colocadas en placas de aluminio y
recubiertas con oro (Fig. 9 C) (Denton Vacuum Desk lI®, USA). La observacion en
el microscopio electrénico de barrido (Hitachi, modelo S3000N) se realizd a una

distancia de 15 mm y un voltaje de 15.0 kVolts (Fig. 9 D).

La caracterizacion de los granos de polen se realiz6 basado en el glosario de
términos palinolégicos de Saenz (2004). Se conté el numero de baculos de 60
granos de polen utilizando una escala de 900 pm?, el area de conteo fue el centro
del grano de polen y se subdividié en cuadrados de 10 um?, el conteo se realiz6
procesando las micrografias en el programa Paint. Se realiz6 la prueba estadistica

ANOVA, la prueba de comparacion media de Tukey con el software MINITAB 17,
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para comparar la longitud del eje ecuatorial de 60 granos de polen y el nimero de

baculos de las especies estudiadas.

Figura 9. Procesamiento de polen. A) Recoleccion de flores masculinas, B)
secado critico, C) recubrimiento metalico y D) microscopio electrénico de barrido.

6.2 Elaboracién de injertos
6.2.1 Material vegetal

El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del
CIBNOR, en La Paz, Baja California Sur, México. Se utilizaron de semillas de J.
curcas no toxica cultivadas que fueron recolectadas en una parcela experimental
ubicada en Estacion Dimas, Sinaloa (N 23°46°'35.4", O 106°46’48.3”; 42 msnm).
Las semillas de J. cinerea, se recolectaron de plantas silvestres ubicadas en el
poblado EI Tambor, Navolato, Sinaloa (N 24°44’43.9”; O 108°01°26.6”; 5 msnm).
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6.2.2 Germinacién

Se lavaron 200 semillas de cada especie con detergente Axion® (Colgate-
Palmolive, México City, MX) por 10 minutos y posteriormente se trataron con
hipoclorito de sodio comercial al 30% durante 15 minutos y se enjuagaron 5 veces
con agua destilada para eliminar el cloro, después se embebieron las semillas en
agua destilada, por un periodo de 24 horas a temperatura ambiente, con el
objetivo de ablandar la testa de la semilla y permitir una germinacion homogénea
(Willan, 2000). Las semillas embebidas se colocaron en papel humedecido para su
germinacion (Fig. 10 Ay B) y se incubaron en una cdmara de crecimiento a 25 + 2
°C en condiciones de oscuridad. Una vez ocurrida la germinacién (Fig. 10 C y D),
se sembraron en vasos de polipropileno de 250 mL, perforados en la base y con
sustrato Sogemix® (Canada), un total de 100 vasos por especie (Fig. 10 E). Las
semillas germinadas se incubaron en camaras de crecimiento a 25 + 2 °C y
periodos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Una vez desarrolladas las
plantulas se colocaron en un invernadero en condiciones de luz y temperatura
ambiente controlada de 28 + 7 °C, y se evaluo el porcentaje de plantulas obtenidas
(Fig. 10 F).

Figura 10. Produccion de pléh'tulas de Jatropha. A) semillas J. cinerea, B) semillas
J. curcas, C) germinacion J. cinerea, D) germinacion J. curcas, E) emergenciay F)
plantulas de J. cinerea y J. curcas.
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6.2.3 Método de enjertacion

Se tomaron plantulas de ambas especies de 30 dias de emergidas, similares
en diametro de tallo y altura. Se cortaron 50 plantulas de J. cinerea, para utilizarse
como patron o portainjerto y se les realiz6 un corte en forma de “V” por debajo de
los cotiledones, desechando la parte aérea; esto con la finalidad de evitar el
crecimiento de brotes axilares de la yemas encontradas en el nudo de las hojas
cotiledonales. Por otra parte, las plantas de J. curcas (injerto), se cortaron por
encima de los cotiledones para evitar las yemas en el area de union en forma de
flecha de manera que embone con el patron y desechando la parte de la raiz
(Dhillon et al., 2009 y Cholid et al.,, 2014). Se unieron las partes del injerto
perfectamente y se cubrid con cinta Parafiim® (American National Can, CT,
U.S.A.), para sujetar e impedir la entrada de aire. Las plantulas recién injertadas
se colocaron en una camara de crecimiento a una temperatura de 27 + 2 °C y
humedad relativa de 70 a 80%. Las plantulas injertadas de 3 meses, fueron
transferidas a macetas de 5 L con sustrato Sogemix® (Canada) y perlita (Grupo

Perlita, Torredn, Coahuila, México) (75% y 25%, V/V respectivamente) (Fig. 11).

Figura 11. Elaboracion de injertos. A) plantulas de J. cinerea y J. curcas, B) planta
Injertada, C) planta injertada en maceta de 5 L y D) plantas en Invernadero.
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6.2.4 Medicién de crecimiento vegetativo

La medicion del crecimiento vegetativo inicio 3 meses después del injerto, se
usé un disefio de bloques completos. Las variables estudiadas incluyeron:
porcentaje de sobrevivencia de plantas injertadas, crecimiento de la planta (altura
de la planta y diametro del tallo por encima de la unién del injerto) (Cholid et al.,
2014). La prueba estadistica ANOVA y la prueba de comparacién media de Tukey
se realizaron en el software MINITAB 17 para comparar la altura de la planta y el

diametro del tallo de las especies de Jatropha estudiadas.

6.3 Analisis histologico

El analisis histoldgico se realizé utilizando fragmentos de tallo de J. curcas, J.
cinerea y Jatropha injertada de 1 cm conservados en una solucion fijadora de 5
mL formaldehido al 4%, 1 mL &cido acético y 90 mL etanol al 70% (FAA) (Fig. 12
A). Los fragmentos se deshidrataron en series de alcohol etilico en dilucion
acuosa: 70, 80, 90, 96° y finalmente etanol absoluto, en periodos de 1 hora para
cada concentracion. Para clarificar el material se utilizo xilol puro por 12 horas. La
infiltracion de la parafina se realizé en una estufa Thermo Scientific® (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, U.S.A.) a 60 °C por 12 horas. El sistema de
inclusion utilizado fue el modelo LEICA® EG 1150 (Leica Biosystems, Germany)
utiizando moldes de acero inoxidable, el material seleccionado fue embebido en
parafina y enfriados a 5 °C, posteriormente se colocaron en el congelador para
obtener los bloques (Fig. 12 B). Los cortes histologicos se realizaron utilizando un
micrétomo (Fig. 12 C) LEICA® RM 2155 (Leica Biosystems, Germany); se
obtuvieron cortes de 4 um de espesor en sentido transversal y longitudinal. Las
secciones se montaron en portaobjetos y tratadas con alcohol. La tincién fue
combinada: safranina-verde rapido, especial para la tincibn de estructuras
vegetales (D’ Ambrogio, 1986). El medio de montaje utilizado fue agua destilada y
glicerina al 50%. Las observaciones se realizaron en un microscopio optico
Olympus® con aumentos de 4X, 10X y 20X (Fig. 12 D).
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Figura 12. Andlisis histologico. A) fragmentos de tallos, B) bloques de parafina, C)
cortes en micrétomo y D) microscopio optico.

6.4 Caracterizacion de aceite
6.4.1 Material vegetal

El experimento se llevo acabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del
CIBNOR, La Paz, B.C.S., México. Se utilizaron plantas injertadas (Tratamiento 1) y
no injertadas (Tratamiento 2) de 5 meses, subsecuentemente fueron plantadas en
una parcela experimental en septiembre del 2014, con un interlineado de 2 metros
y una distancia entre plantas de 2 metros (4 plantas por linea con 3 réplicas para
ambos tratamientos) (Fig. 13 A). Las mediciones iniciaron 1 mes después de
haber sido plantadas; los parametros observados incluyeron: crecimiento de la
planta (altura de planta y didmetro de tallo por arriba de la union del injerto). En
diciembre del 2014, las plantas fueron podadas a 1 metro de altura (Fig. 13 B). En
la siguiente temporada 2015, se realiz6 un analisis de suelo (pH, conductividad
eléctrica, materia organica y textura), las plantas fueron fertilizadas con 50 gramos
de NPK (17-17-17) por cada planta. Las observaciones morfoldgicas se
reanudaron en abril del 2015. Los frutos de Jatropha de los 2 tratamientos fueron
colectados en noviembre del 2015 (Fig. 14 A).
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Figura 13. Parcela experimental CIBNOR. A) Plantacién de J. curcas injertadas y
no injertadas, y B) poda a 1 metro de altura.

6.4.2 Contenido de aceite

Las semillas obtenidas de las plantas injertadas y no injertadas fueron
enviadas al Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD), unidad
Culiacan, Sinaloa, México (N 24°44°01.5”, O 107°27°15.6”; 26 msnm). Se tomaron
veinticinco semillas por cada planta de cada tratamiento (Fig. 14B), se midi6 la

longitud y el diametro con un vernier digital Truper® (México) a cada una de ellas.

. \:_\
Figura 14. Material vegetal. A) Recoleccion de frutos y B) semillas de J. curcas
injertada y no injertada.
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Para determinar el peso se us6 una balanza analitica, con una precision de *
0.2 mg. Las semillas fueron manualmente escarificadas usando unas pinzas de
presion, la testa fue cuidadosamente removida y el germen se almacend en un
desecador para preparar las muestras. Se pesaron 5 gramos de germen y se
colocaron en un mortero previamente tarado y se molié la muestra. El contenido
de humedad de las muestras se determindé usando una estufa de secado, hasta
obtener peso constante. Se colocaron 2 gramos de la muestra en un dedal de
extraccion previamente pesado y se colocé en el extractor Soxhlet, durante 16 h
empleando hexano. El solvente se separd por destilacion al vacio en un rotavapor
(30 °C) (Buchi, 816HE). El dedal se coloc6 en una estufa (Yamato DKN602C) a
103 = 2 °C por 24 h para eliminar los residuos del solvente, se enfrid6 en un
desecador y se pes6 en una balanza analitica (Sartorius AX124). El resultado fue
expresado como el porcentaje de aceite en materia seca. El aceite se almacend a

5 °C en frascos ambar para su posterior analisis fisicoquimico.

6.4.3 Composicion de acidos grasos

La composicién de &cidos grados se determiné por cromatografia de gases
(Agilent, 7820). La metilacién del aceite se realizd utilizando el método 920.33
(A.O.A.C., 1998). Las muestras de aceite fueron analizadas, utilizando una
columna capilar de 30 m x 0.32 mm x 25 um (Omega wax 320). La temperatura
del inyector fue de 260 °C. El gas acarreador fue Helio, se mantuvo con un flujo
constante de 1 mL/minuto por un tiempo de 40 minutos. El analisis se realiz6é por
triplicado utilizando una muestra comercial (Supelco, Bellefonte, PA) con 37 &cidos
grados (Sosa-Segura et al., 2014). El porcentaje de los acidos grasos individuales
se calculd por comparacion de las areas de los picos con estandar comercial y fue
expresada como la proporcion total de acidos grasos en cada fraccion de lipidos
(Araiza-Lizarde et al., 2015). La prueba estadistica ANOVA y la prueba de
comparacion media de Tukey se realizaron con el software MINITAB 17, para

comparar el contenido de aceite y composicion de acidos grasos de las semillas
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de J. curcas injertada y no injertada, cultivadas en condiciones semiéridas y de

baja precipitacion.

6.5 Condiciones meteorolbgicas

Las condiciones ambientales diarias (precipitacion, humedad relativa y
temperatura) se registraron en una estacion automatizada Davis Vantage Pro 2
Plus (Davis Instruments, California, USA) (Fig. 15 A), localizada en la parcela
experimental (CIBNOR). Los datos meteoroldgicos del sitio de cultivo ubicado en
Estacion Dimas, Sinaloa, México; fueron obtenidos de una estacion climética
automatizada Adcon Telemetry® (Viena, Austria) (Fig. 15 B), localizada a 5
kilbmetros en una regién tropical, donde J. curcas crece de manera silvestre (N
23°44°01”, O 106°49'11”; 4 msnm).

Figura 15. Datos meteoroldgicos. A) Davis Vantage Pro 2 Plus (CIBNOR) La Paz,
B.C.S. y B) Adcon Telemetry® (Estacion Dimas) San Ignacio, Sinaloa.
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6.6 Andlisis bioquimicos
6.6.1 Material vegetal

El experimento se llevé acabo en un invernadero ubicado en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal del CIBNOR, La Paz, B.C.S., México. Se utilizaron plantas
de J. curcas, J. cinerea y J. injertada de 4 meses, sembradas en macetas de 5 L
con sustrato Sogemix® (Canada) y perlita (Grupo Perlita, Torredn, Coahuila,
México) (75% y 25%, V/V respectivamente) en condiciones de luz y temperatura
ambiente de 28 + 7 °C. Se establecieron 9 tratamientos con un disefio factorial 3 x
3, con dos factores (Especie y Salinidad), con tres niveles (J. curcas, J. cinerea y
plantas injertadas) y 0, 50, y 100 mM de NaCl respectivamente, cada tratamiento

contenia seis plantulas con tres replicas (Tabla I).

Tabla I. NUumero de plantas por tratamientos de plantas injertadas y no injertadas,
con tres niveles de salinidad.

Especie Salinidad
0 mM (NacCl) 50 mM (NacCl) 100 mM (NacCl)
J. curcas 9 9 9
J. cinerea 9 9 9
Injerto 9 9 9

Concluido el periodo de ambientacidon, se tomaron 3 plantas por tratamiento
con sus respectivas replicas, con un total de 9 plantas por tratamiento (Fig. 16 A).
Se tomaron las primeras plantas control (0 mM NaCl) como el tiempo cero. Las
soluciones salinas de 50 y 100 mM (NacCl), se aplicaron al resto de las plantas, las
cuales se regaron cada quinto dia durante todo el experimento. El primer
muestreo fue a los 20 dias tomando 3 plantas por tratamiento. El segundo

muestreo fue con el mismo nimero de plantas y fue se tomaron a los 40 dias.
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6.6.2 Preparacion de extractos

Para los analisis bioquimicos (SOD, CAT, POX, proteinas totales y prolina), se
tomaron muestras: 1) de la tercera hoja a partir del apice (Hishida et al., 2013); 2)
de tallo a la altura de la unién del injerto; y 3) de raiz, para cada muestreo y
tratamiento (Fig. 16 B). Para el andlisis de las enzimas antioxidantes, las muestras
se procesaron en fresco. Para la determinacién de proteinas y prolina, las
muestras se congelaron en un ultracogelador a =80 °C. Para la determinacion de
la actividad de las enzimas antioxidantes se pesaron 500 mg de cada uno de los
tejidos (hoja, tallo y raiz) de Jatropha y se homogenizaron en frio con 4 mL de la
solucion amortiguadora de fosfatos (K;HPO,, 50 mM, pH 6.8) y 0.2 g de
polivilnilpirrollidona (PVP) (Fig. 16 C), utilizando un ultraturrax Polytron®. El
homogenizado se centrifugd a 2,100 x g por 15 min a 4 °C, en tubos eppendorf
con 2 mL (Beyer y Fridovich, 1987). El sobrenadante se emple6 inmediatamente

para cuantificar la actividad de las enzimas antioxidantes (Fig. 16 D).

it

2 Pt =
Figura 16. Material vegetal. A) Tratamientos con 3 réplicas, B) muestras (hoja,

tallo y raiz), C) soluciébn amortiguadora de fosfatos y D) extracto de hoja, tallo y
raiz.
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6.6.3 Superoxido dismutasa (SOD)

Para la determinacion de SOD, se utilizd el sistema xantina/xantina oxidasa
como generador constante de radical superoxido, el cual al entrar en contacto con
el nitro azul de tetrazolio (NBT) lo reduce y forma un producto llamado formazan,
cuyo cambio puede ser detectado por espectrofotometria cuando el SOD inhibe la
reduccion del NBT (Suzuki, 2000). Posteriormente, se midié el cambio de
absorbancia a 560 nm cada 30 segundos durante 5 minutos en un
espectrofotometro (Beckman Coulter DU-800, CA, EUA) (Fig. 17 C), el cual se
calibré con agua desionizada en celdas de plastico a 560 nm. La determinacion de

SOD se realiz6 por triplicado expresandose en unidad de SOD - mg de proteina™.

6.6.4 Catalasa (CAT)

Se preparo la solucion de trabajo en fresco utilizando perdxido de hidrogeno
(H2O, 20 mM) y solucién amortiguadora de fosfatos (100 mM) (Fig. 17 A). La
solucion de trabajo se mantuvo en un bafio de agua a 25 °C y las muestras en
hielo (Fig. 17 B). El espectrofotometro se calibro con agua destilada en una celda
de cuarzo a 240 nm. A una celda de cuarzo se agregd 1.5 mL de la solucion de
trabajo con 10 pL del extracto enzimatico y se registré el cambio en la absorbancia
(decremento del H,O,;) a 240 nm cada 15 segundos durante 3 min en un
espectrofotometro (Beckman Coulter DU 800) (Aebi, 1984) (Fig. 17 C). La
determinacion de CAT se realiz6 por triplicado expresandose en unidad de CAT -

mg de proteina™.

6.6.5 Peroxidasas (POX)

La actividad de las POX se determiné mediante la técnica descrita por Kar y
Mishra (1976). Para la extraccién enzimética se homogenizé 0.5 g de tejido de
hoja, tallo y raiz en solucibn amortiguadora de fosfatos (0.1 M, pH 6.8). El
homogeneizado se centrifugé a 3,000 rpm durante 15 min a 4 °C; el sobrenadante
se utilizé6 como extracto enziméatico (Fig. 17 A). Se prepar6 la mezcla de reaccion,
utilizando 1350 uL de agua, 125 uL de buffer, 24.5 yL de H,O,, 500 pL de pirogalol
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y 500 pL de extracto enzimatico. La actividad se determind a 420 nm en un
espectrofotometro (Beckman Coulter DU 800) durante 90 segundos (Fig. 17 C). La
actividad se report6 como el cambio de la absorbancia por minuto por mg de

proteina™.

Figura 17. Analisis enzimatico. A) Extracto enzimético (SOD, CAT, y POX), B)
muestras procesadas en fresco y C) espectrofotometro.

6.6.6 Proteinas totales

Para determinar el contenido de proteinas solubles se utilizé un Kit de Bio-
Rad® adaptado a microplaca (Fig. 18 B), basado en el método descrito por
Bradford (1976). Se utilizé el colorante azul de Coomassie®, en respuesta a la
concentracion de proteinas, reacciona con los residuos de aminoacidos basicos,
especialmente la arginina. Se pesaron 500 mg de cada una de las muestras y se
homogenizaron en frio con 5 mL de solucién amortiguadora de fosfatos (K;HPO,)
50 mM, a pH 6.8 y 0.2 g de PVP. El homogenizado se centrifugé a 2,500 x g por
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15 min a 4 °C. El sobrenadante se empled en la determinacion de proteinas
totales (Fig. 18 A). Al mismo tiempo, se corrio una curva de albumina sérica bovina
(ASB, Sigma) en un rango de concentraciones de 0.005 a 0.2 mg mL™. Los

resultados fueron expresados en mg de proteina - g* de tejido.

Figura 18. Determinacion de proteinas. A) sobrenadante de hoja, tallo y raiz, B)
microplaca (curva patrén, hoja, tallo y raiz).

6.6.7 Prolina

Se pesaron 500 mg de cada una de las muestras y se homogenizaron en frio
con 5 mL de &acido sulfosalicilico al 3% para precipitar las proteinas.
Posteriormente se filtr6 el homogenizado con papel filtro Whatman no. 2. En tubos
de ensaye se agregd 2 mL del homogenizado y se mezclé con 2 mL de &cido
acético glacial y 2 mL de ninhidrina acida. Posteriormente esta solucion se agité y
se incubd a 100 °C durante 1 h. Después de la incubacién se detuvo la reaccion

en un bafio con hielo. A cada tubo de ensaye se le agregaron 1 mL de tolueno y
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se mezclaron con un vortex durante 15 a 20 segundos. Posteriormente se
separaron 2 fases y se recuper6 la fase organica (fase de tolueno) y se realizaron
las mediciones en un espectrofotometro (Beckman Coulter DU 800) a una longitud
de onda de 520 nm. La curva de calibraciéon se realizé usando prolina (50 yuM),
evaluando cada nivel de concentracion por triplicado. Con los calculos obtenidos
(absorbancia y concentracion) se realizd una regresion lineal, y los resultados

fueron expresados en umol/g de peso fresco.

6.7 Andlisis fisiologicos
6.7.1 Clorofila

El contenido de clorofila en las hojas se determiné utilizando un medidor
portatil (SPAD-502, Camara Minolta), para medir la fluorescencia de la clorofila en
la tercera hoja desde el apice (Hishida et al., 2013), una vez por semana, dos

veces en cada medicion (0, 20 y 40 dias) (Fig. 19 A).

6.7.2 Tasa de asimilacion de CO, y conductividad estomatica

El registro de la tasa de asimilacion de CO, (A), la resistencia a la difusion
estomatica y la tasa de transpiracion (E) se realizaron con un porémetro (LI- 1600,
LI-COR Biosciences) una vez cada tiempo de medicion (0, 20 y 40 dias). La
conductividad estomatica (gs) se calculé con el inverso de la resistencia a la
difusion estomética. Las mediciones se realizaron dos veces; de 9:00 a 10:00 a.m.
y de 12:00 a 13:00 p.m. (Fig. 19 B).



33

Figura 19. Analisis fisiologicos. A) fluorescencia de la clorofila y B) conductividad
estomaética.

6.8 Evaluacion de biomasa

Para obtener los datos de produccion de biomasa, el periodo de recoleccion
de muestras de los tratamientos estudiados fue a los 40 dias. Las plantas se
cosecharon y se midi6 el peso fresco de hojas, tallos y raices. Posteriormente, las
muestras fueron deshidratadas en un horno a 70 °C por 48 horas, para los pesos
secos de hojas, tallos y raices. El contenido de agua fue calculado con la formula

siguiente:
Contenido de agua (%) = [(PF — PS) / PF] x 100 (1)

Donde: PF = Peso Fresco y PS = Peso Seco
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7. RESULTADOS
7.1 Polen

En todas las variedades estudiadas de Jatropha (India = IND, Sinaloa = SIN y
Baja California Sur = BCS); los granos de polen son inaperturados y muestran la
escultura crotonoide; una escultura crotén se refiere a la presencia de elementos
poligonales (Fig. 20). El analisis de varianza para el recuento de baculos por
variedad, mostro diferencia significativa (P < 0.05) entre las especies de J. curcas,
J. cinerea, J. vernicosa y J. platyphylla, sin embargo, entre J. cinerea y J.

vernicosa no se encontraron diferencias significativas (Tabla II).

Figura 20. Micrografia de polen de J. curcas donde se muestra el nimero de
Baculos por 900 pm?.

Las micrografias obtenidas a partir de las variedades de la India (J. curcas
téxica), Sinaloa (J. curcas no toxica y J. platyphylla) mostraron que los granos de
polen tienen una forma esferoidal y miden en promedio 58 £ 2.3, 54 £+ 1.7 y 51 *
2.4 um de didmetro, respectivamente (Tabla Il). La escultura del grano de polen y
la ornamentacion estan formados por elementos escultéricos llamados baculos o

columelas en forma de “Gema”.
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Tabla Il. Conteo de baculos y estudio comparativo de polen de Jatropha, dos variedades cultivadas y 4 silvestres.

Especies

J. curcas (toxica)  J. curcas (No-toxica) J. platyphylla J. cinerea J. cinerea J. vernicosa

Caracteristicas
morfolégicas
Numero de
Baculos
Forma
Diametro (um)
Endexina
Ectexina

Clavas
Estriacion

Verrugas

Cultivada Cultivada
(IND)* (SIN)**
84+102 108+15°

58+2.3¢ 54+1.7¢

Gemma of 2 x 2 um
o Ligeramente
Visible o
visible

Presentes Presentes

Silvestre Silvestre Silvestre Silvestre
(SIN)** (SIN)** (BCS)*** (BCS)***
180+15.5° 220+14%  195+14.7% 231+25.6¢
Esferoidal
51+2.4° 50+1.7° 45+1.92 46+2.1°
Reticulada

Intectada (sin tectum)

Clavum 2 x 1 pm Clavum 2 x 1 pm Clavum 2 x 1 pm
Ligeramente Ligeramente o o
o o No visible No visible
visible visible
No presentes No presentes No presentes No presentes

*IND = India, **SIN = Sinaloa, ***BCS = Baja California Sur
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Los baculos miden 2 um de altura y 2 um en su parte mas ancha o céapita, con
10 a 12 estrias verticales ligeramente visible, a excepcion de la variedad J.
platyphylla, con estrias notablemente visibles (Fig. 21 F). Los baculos se
distribuyen en forma de pentagono o hexadgono a manera de red. Dentro de esta
estructura geométrica, los elementos mas pequefios de 1 um llamadas verrugas,
se encontraron sélo en J. curcas toxica y no téxica (Fig. 21 B y D). Los granos de
polen de J. curcas toxica compartieron una forma similar a los granos de polen de
J. curcas no téxica y miden 58 + 2,3 micras de promedio, sin aberturas visibles. La
endexina es de forma reticulada y la ectexina es intectada. Los baculos presentan
forma de “Gema” con 2 um de altura y 2 ym en capita. Mostraron de 10 a 12
estrias bien diferenciadas, diferentes de los baculos de la variedad Sinaloa no

toxica (Fig. 21 A).

Figura 21. Micrografias de polen de J. curcas toxica variedad India (BIOD1): A, B;
J. curcas no téxica: C, D; y J. platyphylla: E, F, variedades de Sinaloa, México;
verrugas: A.

La distribucion de los baculos se presenta en forma similar a las variedades no
toxicas (pentagonales o hexagonales). Las verrugas entre los baculos presentan

un tamafio inferior a 1 pm y se encuentran en menor cantidad en comparacion con
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la variedad no toxica de J. curcas. El grano de polen de J. cinerea mide 50 pum de
didmetro (Fig. 22 A). Los granos son mas pequefios que los de J. curcas toxica y
no toxica. Presentan un mayor numero de baculos en la superficie, 220 £ 14 en
promedio por 900 pm? (Tabla Il) y no se observaron aberturas. La endexina es
reticulada, y la ectexina intectada. Los baculos mide 2 pm de altura y 1 pm de
ancho de capita, que muestra una forma “Clavum” con 6 estrias ligeramente
visible (Fig. 22 B). Los baculos se distribuyen en grupos de 5, 6 y 7 e insertados
en la reticula, y no muestran verrugas entre ellos. Los granos de polen de las
cuatro especies mostraron una gran similitud en la forma, sin aberturas y la
ornamentacion. Los granos de polen difieren s6lo en puntos de menor importancia
entre las especies. J. cinerea, J. platyphylla y J. vernicosa mostraron una gran
similitud en forma y tamafio, y las caracteristicas de la exina son muy similares. Se
encontraron las diferencias méas distintivas en J. curcas toxica y no toxica. En
general, se encontraron diferencias entre las variedades de Jatropha en cuanto a

la forma del polen y las dimensiones de los baculos.

30 pm 30 pm

Figura 22. Micrografias de polen de J. cinerea variedad Sinaloa: A, B; J. cinerea:
C, D; y J. vernicosa: E, F, variedades de Baja California Sur.
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7.2 Injertos
7.2.1 Germinacion de semillas

En un inicio, J. curcas germind a los tres dias con un 40% (Fig. 10 D),
mientras que las semillas de J. cinerea solo germinaron un 10% (Fig. 10 C).
Posteriormente, la germinacion para las dos especies fue heterogénea,
obteniéndose en un periodo de 12 dias un 60% para J. curcas con un total de 120
plantas y un 25% para J. cinerea con un total de 50 plantas. La emergencia de las

plantulas fue de 7 a 10 dias después de la siembra.

7.2.2 Injerto

Se obtuvo el 95% de sobrevivencia de plantas injertadas. Se observo la
formacion de callo en el area de union del injerto y el desprendimiento del
parafiim® (American National Can, CT, U.S.A.) conforme aumentaba el grosor del
tallo. Los cortes transversales y longitudinales realizados a los tallos de las plantas
injertadas mostraron la integracién de tejidos de J. curcas con el patron de J.

cinerea cuando se desarrollaron como una sola planta (Fig. 23).
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Figura 23. (A) Fragmentos de tallo de Jatropha, (B) cortes transversales de a) J.

cinerea, b) J. injertada y c) J. curcas; (C) corte longitudinal de tallo de Jatropha
injertada.
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7.2.3 Desarrollo vegetativo
Los resultados a los 3 meses después del injerto mostraron que no habia
diferencias significativas entre plantas injertadas y no injertadas con respecto a la

altura de la planta y el didmetro del tallo (Tabla III).

Tabla Ill. Comparacién de crecimiento entre plantas injertadas y no injertadas.

Especies Altura de planta (cm) Diametro de tallo (mm)
J. curcas 50.16 +3.09 @ 14.41 +1.20°

J. cinerea 50.50 + 3.44 2 14.71+0.97 °

J. injertada 4991 +3.33°% 14.69 + 0.94 @

Valores con la misma letra no son significativamente diferentes p < 0.05.

7.4.1 Cortes histoldgicos

En los cortes transversales de J. curcas y J. cinerea, se observa del exterior
hacia el interior partes del tejido completamente diferenciadas: la epidermis
compuesta por células de corcho en la parte méas externa (felégeno). La felodermis
contiene varias capas de células en estratos, que se caracterizan por la presencia
de cloroplastos en su interior. La corteza esta compuesta por células de
colénquima y parénquima, en patrones de division no definidos ya que pueden
dividirse aleatoriamente casi en cualquier plano, y que se observan hasta donde
inician las fibras extra floematicas; hacia el interior se sitia el floema con
diferentes tipos celulares entre ellos fibras, parénquima floematico, esclereidas,

elementos miembros del floema y su célula acompafante (Fig. 24).
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Figura 24. (A), (B) Cortes transversales de tallo de J. cinerea; (C) y D) corte
transversal J. curcas; (CE = Elementos de conduccién, VC = Cambium vascular, P
= Floema, EPF = Fibras extra floeméticas, LC = Canales de latex, PHE =
Felodermis, PH = Felégeno, CB = Corteza de corcho).

El cambium vascular se presenta de manera continuo formando un cilindro
alrededor del tallo. La siguiente capa es el xilema, con pocos vasos solitarios muy
grandes y células de radio con abundantes granos de almidon tefiidos en color
parpura. Los cortes longitudinales realizados a J. curcas muestran un floema con
células que contienen granos de almidon mas grandes que los observados en las
células de J. cinerea. En el xilema de J. curcas se observan grupos de células de
radio medulares apiladas en forma horizontal en mayor cantidad en comparacion
con J. cinerea, la cual presenta menor numero de células de radio y apiladas de

forma diagonal. Los cortes transversales y longitudinales realizados a los tallos de
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plantas injertadas, muestran la integracion del tejido de J. curcas con el patron de

J. cinerea al desarrollarse de manera conjunta como una sola planta (Fig. 25).
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Figura 25. (A) Corte transversal de Jatropha injertada; (B) corte longitudinal de
Jatropha injertada; (C) corte longitudinal de J. curcas y (D) corte longitudinal de J.

cinerea; (CE = Elementos de conduccion, VC = Cambium vascular, M = Médula,
SJC = Injerto de J. curcas.

*;ro.
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7.5 Caracteristicas de las plantas, semilla y contenido de aceite

Los parametros registrados en plantas de J. curcas no injertadas e injertadas,
después de un periodo de 10 meses (Tabla IV), demuestran que existen
diferencias significativas entre la altura de los dos tipos de plantas, de 26 cm en
promedio; en lo que respecta al diametro del tallo, no se encontrd diferencia
significativa entre los tratamientos. El rendimiento del niamero de semillas fue
diferente significativamente, siendo mayor en plantas injertadas con un incremento
promedio de 36 semillas por planta. Las semillas cosechadas de frutos de plantas
injertadas presentaron diferencia significativa entre peso. Sin embargo, en lo que
respecta a la longitud y diametro no existe una diferencia estadistica. El contenido
de aceite proveniente de plantas de J. curcas injertadas y no injertadas fue 51.3%
y 49.2%, respectivamente, no se encontraron diferencias significativas (p = 0.05)
(Tabla IV).

Tabla IV. Caracteristicas de planta, semilla y contenido de aceite de J. curcas no
toxicas. Promedio de cuatro plantas.

Parametros Jatropha No Injertada Jatropha injertada
Planta
Altura (cm) 123.5+8.96 " 150.7+18.63 @
Diametro (mm) 60.7+2.76 @ 58.2+3.23 2
Semilla
NGmero por cada planta 142+19.2° 178+23,5 2
Masa (g) 0.49+0.11° 0.56+0.13 2
Longitud (mm) 16.7+0.93 @ 18.3+0.73 2
Diametro (mm) 9.5+0.48 ® 10.2+0.39 ®
Aceite
Rendimiento (%) 49.2+0.96 " 51.3+1.13°

a, b. Valores con la misma letra no son significativamente diferentes p < 0.05.

7.5.1 Composicién de acidos grasos
En plantas injertadas y no injertadas, la mayor cantidad de acidos grasos
presentes fueron linoleico y oleico, con un promedio de 45.83% y 40.30%,

respectivamente. Con una proporciéon menor de palmitico (12.2%) y minima de
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palmitoleico (0.56%), linolénico (0.34%) araquidonico (0.40%) y miristico (0.20%).
Acidos grasos saturados: miristico, palmitico y araquidonico, representan
aproximadamente el 12.70% del contenido total. Solo existen diferencias
significativas en el contenido de &cido palmitico en lo que respecta a las plantas
no injertadas. Acidos grasos insaturados, palmitoleico, oleico, linoleico y linolénico;
de los cuales el acido oleico y el &cido linoleico formaron aproximadamente el
86.3%, el resto de los acidos grasos insaturados constituyeron el 0.90%. Soélo
existen diferencias significativas en el contenido de &cido oleico en lo que respecta

a las plantas injertadas (Tabla V).
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Tabla V. Composicion de &cidos grasos en aceite obtenido de semillas cosechadas en noviembre de 2015, en la

parcela experimental (CIBNOR) de J. curcas en La Paz, Baja California Sur.

Tratamientos Acidos Grasos

Miristico Palmitico Palmitoleico Oleico Linoleico Linolénico Araquiddnico
(C14:0) (C16:0) (C16:1n7c) (C18:1n9c) (C18:2n6c) (C18:3n3a) (C20:0)
PlantasNo 5140052 12.72:044° 058+005°  40.30:+2.67°  45.83+2.36° 0.33:0.05% 0.32+0.04°
Injertadas
Plantas a b a a a a a
) 0.20+£ 0.04 11.49+ 0.36 0.54+£0.11 42.08+ 0.68 44.67 £ 0.40 0.34+£ 0.04 0.49 £0.45
Injertadas

Valores con la misma letra no son significativamente diferentes p < 0.05.
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7.6 Condiciones meteorolégicas

La precipitacion anual para la parcela experimental (CIBNOR) fue de 256 mm
en 2014 y 190 mm en 2015, distribuidos principalmente en los meses de julio a
octubre (92%), con un promedio anual de 223 mm. Las lluvias para el campo de
cultivo en Estacién Dimas, ocurren en los meses de junio y octubre (85%), la
precipitacion en el afio 2014 fue de 750 mm y 648 mm en 2015, con un promedio
anual de 700 mm. En ambos casos se observa que hubo un decremento en el
acumulado anual de precipitaciéon para la parcela experimental (CIBNOR), el
decremento fue de 26%. El decremento para el campo de cultivo en Estacién

Dimas fue de 14%, lo que muestra que el afio 2015 fue mas seco (Fig. 26 A).

Parcela experimental (CIBNOR): la temperatura maxima mensual media oscilé
de 26.2 °C en enero a 37.8 °C en junio del 2014 y 24.7 °C en enero a 40.1 °C en
agosto del 2015, con un promedio de temperatura maxima de 25.4 °C en invierno
y 38.9 °C en verano. La temperatura minima mensual media oscilé de 9 °C en
enero a 24 °C en agosto del 2014 y 11.3 °C en febrero a 26 °C en agosto del
2015, con un promedio de temperatura minima de 10.1 °C en la temporada
invernal y 25.4 °C en los meses de verano. La temperatura media mensual oscil
de 17.5 °C en enero a 31.3 °C en junio del 2014 y 18.4 °C en enero a 32.7 °C en
agosto del 2015, con un promedio de temperatura maxima de 17.5 °C en invierno
y 32 °C en verano. En el caso de la temperatura maxima y minima, observa un
incremento de 2 °C, tanto para las temperaturas de los meses de invierno y los de

verano; lo que significa que el afio 2015 fue més célido (Fig. 26 C).

Parcela experimental (CIBNOR): los datos de humedad relativa muestran un
promedio anual de 60% para 2014 y 63.1% para 2015. Los valores maximos se
observan en la estacién lluviosa (71%), seguido por el otofio y el invierno; Los
valores mas bajos se observaron en los meses de marzo y junio (44.5%) en 2014
y 54% en 2015 para el mismo periodo. Los valores se observan heterogéneos,

con una variacion superior al 30%. La humedad relativa del campo de cultivo
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Estacion Dimas presenta un promedio anual de 79.6% para 2014 y 82.4% para
2015. Los valores maximos se observan en la estacion lluviosa (88%), seguido por
el otofio y el invierno; Los valores mas bajos se observaron en los meses de abril y
mayo (73%). Los valores se observan estables, con una variacion no superior al
20% (Fig. 26 B).

Campo de cultivo Estacion Dimas: la temperatura maxima mensual media
oscil6 de 26.6 °C en febrero a 33 °C en julio del 2014 y 26.1 °C en febrero a 33.4
°C en julio del 2015, con un promedio de temperatura maxima de 26.3 °C en
invierno y 33.2 °C en verano. La temperatura minima mensual media oscil6 de
13.2 °C en febrero a 25.3 °C en junio del 2014 y 14.2 °C en febrero a 25.3 °C en
julio del 2015, con un promedio de temperatura minima de 13.7 °C en la
temporada invernal y 25.3 °C en los meses de verano. La temperatura media
mensual oscilé de 19.7 °C en febrero a 29.1 °C en junio del 2014 y 19.7 °C en
enero a 29.4 °C en julio del 2015, con un promedio de temperatura maxima de
19.7 °C en invierno y 29.2 °C en verano. En todos los casos no se observa un
incremento significativo de la temperatura, lo que significa que el aifio 2015 para el

area tropical no fue afectado (Fig. 26 C).
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Figura 26. A) Precipitacion, B) humedad relativa y C) temperaturas, presentadas
en el sitio de estudio de CIBNOR, La Paz, BCS. Y Estacion Dimas, Sinaloa, para
los ciclos de 2014-2015.
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7.5 Andlisis bioquimicos
7.5.1 Proteinas totales

El estrés por efecto de NaCl resulto en la acumulacion de proteinas, en hojas,
tallos y raices, en J. curcas, J. cinerea y J. injertada, a una concentracion de 50
mM (15% en promedio), en comparaciéon con los tratamientos de 0 mM de NaCl.
En La presencia de NaCl 100 mM, el contenido de proteina disminuy6 a 35% en
promedio en comparacion con los tratamientos de 0 mM. También se observaron
diferencias en el contenido de proteinas en los diferentes tejidos (hoja, tallo y raiz)
y especies de plantas (J. curcas, J. cinerea y J. injertada). El tallo fue el que menor
contenido de proteina presentd, seguido de la hoja y la raiz; J. cinerea y J.
injertada produjeron el mayor contenido de proteinas, con respecto a J. curcas,

excepto en el tallo (Fig. 27).

Hoja Hoja Hoja
0 mM NacCl 50 mM Nacl 100 mM Nacl
30
25 a b a
b

Proteina {mg/gr de tejido)

T T T ] T T
J. curcas J. cinerea J. curcas J. cinerea /1. injertada J. curcas J. cinerea /. injertada

Tallo Tallo Tallo
0 mM NacCl 50 mM Nacl 100 mM Nacl
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25
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=
w

T 1 T 1 T
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Raiz Raiz Raiz
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Figura 27. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl (0, 50 y 100 mM) sobre
el contenido de proteina para hoja, tallo y raiz, en plantas de J. curcas, J. cinerea y
Jatropha injertada. Las barras con la misma letra son estadisticamente similares
(Tukey p < 0.05) y representan la desviacion estandar.
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7.5.2 Superoxido dismutasa (SOD)

La actividad de SOD se incremento significativamente con los tratamientos de
NaCl en hoja y raiz, excepto en tallo. Comparando las especies de plantas, J.
curcas mostré mayor sensibilidad al estrés salino en hoja, a la concentraciéon de
100 mM y en raiz a la concentracion de 50 mM y 100 mM, que J. cinerea y
Jatropha injertada. Sin embargo, J. cinerea presentd mayor nivel de tolerancia al
NaCl que J. injertada en la concentracién de 50 mM (Fig. 28). El tallo presenta la
menor actividad de SOD en los tres tipos de plantas, seguido por la hoja y raiz,
donde hay mayor actividad. En los tratamientos realizados con 100 mM de NacCl,
no existe diferencia significativa entre J. cinerea y J. injertada, para hoja, tallo y

raiz.
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Figura 28. Efecto del NaCl de la actividad enzima de superoxido dismutasa (SOD)
para hojas, tallos y raices en J. curcas, J. cinerea y Jatropha injertada. Las barras
con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey p < 0.05) y representan
la desviacion estandar.
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7.5.3 Catalasa (CAT)

La actividad CAT se incrementd con el tratamiento de 100 mM en hoja, tallo y
raiz, en J. curcas, J. cinerea y J. injertada (Fig. 29). J. curcas presentd mayor
actividad enzimatica que J. cinerea para todos los tratamientos, mientras que para
J. injertada, solo fue diferente en tallo y raiz, a la concentracién de 50 Mm. Sin
embargo, en la practica, las plantas injertadas mostraron mejor desarrollo que las
plantas de J. curcas. El tallo fue el que menor actividad de catalasa presento,
seguido por hoja y raiz, para los tres tipos de plantas evaluadas. En los tres tipos
de plantas la actividad CAT aumenté significativamente en 100 mM, con respecto
a los tratamientos de 0 mM y 50 mM.
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Figura 29. Efecto del NaCl de la actividad de la enzima catalasa (CAT) para hojas,
tallos y raices para J. curcas, J. cinerea y J. injertada. Las barras con la misma
letra son estadisticamente similares (Tukey p < 0.05) y representan la desviacion
estandar.
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7.5.4 Peroxidasas totales (POX)

La actividad de las enzimas peroxidasas (POX), se increment6 por efecto de la
concentracion de NaCl. No existe diferencia significativa entre los tipos de plantas,
en las concentraciones de 0 mM y 50 mM, excepto en hojas de J. injertada con 50
mM; el aumento significativo de observo en los tratamientos evaluados a 100 mM.
La hoja y el tallo presentan menor actividad enzimatica, en comparacion con la
actividad en raiz. La mayor actividad de POX se genera en J. curcas, a diferencia
de J. cinerea y J. injertada, las cuales mostraron mayor tolerancia al estrés por
NacCl, al presentar menor actividad de POX para hoja, tallo y raiz (Fig. 30).
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Figura 30. Efecto del NaCl de la actividad enzima peroxidasa (POX) para hoja,
tallo y raiz para J. curcas, J. cinerea y J. injertada. Las barras con la misma letra
son estadisticamente similares (Tukey p < 0.05) y representan la desviacion
estandar.
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7.5.5 Prolina

El contenido de prolina se incrementé conforme aumentaba la concentracion
de cloruro de sodio (NaCl), en hoja, tallo y raiz, para J. curcas, J. cinerea y J.
injertada. La acumulacion se duplico en 50 mM vy se triplicd en la concentracion de
100 mM, en comparacién con los tratamientos de 0 mM de NaCl. J. curcas y J.
injertada, presentaron menor acumulacion de prolina en hoja y tallo en
comparacion con J. cinerea, en las tres tratamientos de NaCl. J. cinerea y J.
injertada mostraron mayor acumulacion de prolina en raiz en comparacion con J.
curcas, en los tratamientos de 50 mM y 100 mM de NacCl.
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Figura 30. Concentracion de prolina, para J. curcas, J. cinerea y J. injertada, en
hoja, tallo y raiz, con tres concentraciones (0, 50 y 100 mM NacCl). Las barras con
la misma letra son estadisticamente similares (Tukey p < 0.05) y representan la
desviacion estandar.
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7.6 Andlisis fisiologicos
7.6.1 Clorofila

El contenido de clorofila (SPAD) disminuyéo conforme aumentaba la
concentracién de NaCl y el tiempo de observacién. J. curcas y Jatropha injertada,
mostraron resultados similares en la disminucion de clorofila, con valores por
debajo de. J. cinerea, la cual se vio menos afectada por la concentracién de
salinidad con respecto al resto de los tratamientos, lo que demuestra mayor
capacidad para evitar la descomposicion de la clorofila que J. curcas y J. injertada,

bajo el estrés por salinidad (Fig. 31).
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Figura 31. Contenido de clorofila para J. curcas, J. cinerea y Jatropha injertada,
con tres concentraciones de NaCl (0, 50 y 100 mM) vy tres tiempos de evaluacion
(0, 15y 30 dias).

7.6.2 Conductividad estomatica, transpiracion y asimilacion de CO,.

Los valores de conductividad estomatica (gs), transpiracion (E) y asimilacion
de CO, (A), disminuyeron por efecto de la concentracion de NaCl, para los tres
tipos de planta estudiadas, siendo J. curcas y J. injertada las mas afectadas para
los 3 pardmetros estudiados. J. cinerea es la que se ve mas favorecida,
manteniendo valores mas altos a pesar del aumento de la salinidad. La gs, E y A,
estan relacionadas con la apertura de los estomas, el estrés hidrico provocado por

el aumento de la salinidad en el suelo, provoca el cierre de estos, por
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consiguiente, se reduce la conductividad estomética, hay menos transpiracion y se

reduce la cantidad de carbono fijado (Fig. 32).
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. Conductividad estomatica (gs), transpiracion (E) y asimilacion de CO,
(A), para J. curcas, J. cinerea y J. injertada, con tres concentraciones (0, 50 y 100
mM NacCl). Las barras con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey p
< 0.05) y representan la desviacion estandar.
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8. DISCUSION
8.1 Polen

Bahadur et al. (2000a, 2013b) reportaron que el polen de J. curcas es de
forma esferoidal con 61.6 ym de diametro, inaperturado y densamente esculpido
con béculos, alineados de manera reticular (hexa o poligonal), con un patrén
crotonoide. La cabeza o cépita de los baculos son de forma redondeada (gema),
con un estriado vertical. El polen de J. cinerea es de forma esferoidal con 58.0 ym
de diametro, sin aberturas, densamente esculpido con béaculos, alineados de
forma reticular (penta o hexagonal), con patrén crotonoide. La cabeza o capita de
los baculos presentaron estriaciones verticales triangulares o poligonales. Sin
embargo, estos autores no proporcionaron imagenes. No se observaron aberturas
de germinacion. Segun Saenz de Rivas (1976), la exina esta compuesta por
endexina, que es una capa reticulada interna y por otra capa externa llamada
ectexina que muestra un estriado sin tectum. Bahadur et al. (2013b) mencionaron
gue las variedades J. curcas de la India estaban relacionadas con J. curcas de
Africa y algunas variedades endémicas de México. Sin embargo, el material no

estaba disponible para la investigacion comparativa.

Dehgan (1984) menciono el desarrollo hibrido entre los genotipos de J. curcas
(como parental femenino) y J. cinerea (como parental masculino). Esta fertilizacion
podria deberse al hecho de que el grano de polen de J. cinerea es mas pequefio
que el de J. curcas y podria ser facilmente atrapado por el estilo de la flor
femenina y germinar. La hibridacion exitosa entre los miembros de diferentes
especies del mismo género, indica que los diferentes taxones en Jatropha estan
relacionados filogenéticamente (Sujatha et al., 2013). Experimentos de
polinizacién realizados en J. curcas, demuestran que esta especie es capaz de
auto polinizarse, asi como de polinizacion cruzada. Se observé que el estigma de
J. curcas usualmente esta provisto de dos a cuatro I6bulos y que su superficie
contiene formas céncavas y convexas, lo que ayuda a adherir e incrustar el polen.

En general, la floracion de J. curcas es asincronica, esto quiere decir que las flores
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femeninas y masculinas de una misma inflorescencia abren a diferentes tiempos,
lo que predispone a la planta aceptar el polen de otra planta para completar la
fertilizacion y aumentar asi la posibilidad de producir variabilidad genética en estas
especies (Wang y Ding, 2012).

Las interacciones entre el polen y el estigma en los cruces polinicos de
Jatropha, son una clara indicacion de un fenbmeno activo de reconocimiento-
rechazo del polen-estigma. En los cruces con J. curcas como parental femenino,
los granos de polen de J. podagrica, J. hastata y J. multifida no pudieron germinar.
Estos cruzamientos mostraron una fuerte incompatibilidad y la germinacion del
polen se limitd a la superficie estigmatica, que fue detenida por tricomas en forma
de espiral. Otros motivos fueron la transferencia de genes interespecificos, que
generalmente se ve limitada por las barreras de cruzabilidad, ploidia, diferencia

cromosémica y la distancia genética (taxonomia) (Sujatha et al., 2013).

J. curcas crecen en las regiones de bosques tropicales, mientras que los
taxones con haces vasculares reducidos son los mas avanzados y ocurren en
desiertos secos y célidos (Dehgan y Webster, 1979). J. curcas es una especie
monoica y se ha reportado que se presenta el cruzamiento facilmente con las
especies dioicas como J. cinerea (Sujatha et al., 2013), J. platyphylla y J.
vernicosa. La mayoria de las especies de Jatropha, a excepcion de J. curcas,
producen flujos de floracion continua durante todo el afio, cuyo atributo puede
transferirse a J. curcas para mejorar su potencial de rendimiento de semilla-aceite
(Sujatha et al.,, 2013). También J. platyphylla puede ser empleada para un
programa de hibridacion interespecifica, por su tamafio de semilla (dos veces mas
grande que J. curcas) y un alto contenido de aceite (60% sobre la base del nicleo)
(Makkar et al., 2011).

En este trabajo, se han reportado las primeras descripciones palinoldgicas de

cuatro especies de Jatropha en el noroeste de México (J. curcas toxica y no
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toxica, J. cinerea, J. platyphylla, y J. vernicosa). Las similitudes en las
caracteristicas morfolégicas presentes en el polen coinciden filogenéticamente con
las asignadas al género. De acuerdo con las caracteristicas morfolégicas
palinologicas, la forma, el tamafio y la ornamentaciéon de la exina, son elementos
que hacen mas facil la identificacién taxondémica entre las especies del género
Jatropha. El conocimiento sobre el grado de diversidad genética entre y dentro de
las poblaciones naturales, es un requisito previo para encontrar el material

genético necesario para cultivar variedades de alto rendimiento.

8.2 Injertos
8.2.1 Germinacion de semillas

Hishida et al. (2013) observaron que el inicio de germinacion de J. curcas
ocurrio al tercer dia, alcanzando su maxima tasa de germinacion al sexto dia, en
comparacion con J. cinerea, donde la germinacion inicioé al cuarto al dia con una
tasa maxima al décimo dia. Hay dos factores que puede afectar esta diferencia, la
primera se puede deber a que la testa de la semilla de J. curcas es mas delgada
que la testa de J. cinerea, ya que un gran nuamero de semillas de especies
forestales no germinan debido a que la testa dura impide la entrada de agua
(latencia fisica), y la semilla no germina al menos que la testa sea escarificada
(Poulsen y Stubsgaard, 2000); otro factor que puede estar afectando el porcentaje
de germinacion es la calidad de la semilla; ya que las semillas de J. curcas son de
plantas cultivadas logrando una mejor maduracion fisiolégica; como lo mencionan
Budi et al. (2012), quienes estudiaron la viabilidad de semillas de J. curcas en
diferentes estados de madurez de plantas cultivadas en un campo experimental,
encontrando que la mejor etapa para la germinacion de las semillas es la madurez
fisiologica (fruto amarillo). Debido a que las semillas de J. cinerea proceden de

planas silvestres, se obtuvieron frutos y semillas heterogéneos.
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8.2.2 Método de enjertacion

Los cortes macroscopicos (Fig. 23 C) confirman que, los tallos en el area
injertada se encuentran completamente unidos al dia 15 después del injerto,
mostraron compatibilidad exitosa entre los tejidos del tallo de ambas especies.
Como se mencion0d anteriormente, esta union se formo por proliferacion de callos
en el area de injerto. Ademas, se observaron partes oscuras o partes sin tejido,
con espacios donde aparecio un area necrética, tipica de las caracteristicas de
regeneracion del dafio mecénico del tejido vegetal, incluyendo tejidos
incompatibles (Poessel et al., 1996). Cholid et al. (2014), evaluaron la
compatibilidad de injerto y los portainjertos de J. curcas, utilizando 2 métodos:
enchapado lateral, utilizando un corte diagonal y de hendidura realizando un corte
en “V”, con un patrén al 1°, 2° y 3° meses. Se obtuvo una supervivencia de 78.6%,
y el mejor método para el injerto, fue el corte en forma de V y el portainjerto de 2-3
meses con un porcentaje de supervivencia de 89.5 y 93.8%, respectivamente. El
método de injerto enchapado lateral y el porta injerto de 1 mes, mostraron el
porcentaje de injerto mas bajo del 66.5% (Cholid et al., 2014). Como se observa
en los resultados del presente trabajo, a los 15 dias los injertos ya estaban unidos
con un porcentaje de 95% de supervivencia, la innovaciéon de este trabajo fue que

son injertos entre diferentes especies.

8.2.3 Crecimiento vegetativo

Estos resultados difieren de los obtenidos por Cholid et al. (2014), que
reportaron una altura promedio de planta de 74.42 cm y 20.74 mm de diametro del
tallo, en plantas de 4 meses y utilizando un porta injerto de la misma especie.
Nuestros resultados (49.91 cm y 14.69 mm) se pueden deber, a que las lecturas
fueron hechas en plantas injertadas de 3 meses y utilizando un porta injerto de
Jatropha cinerea (Tabla Ill).
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8.2.4 Cortes histoldgicos

Los granos de almidon observados en los cortes realizados en las células de
los diferentes tejidos vasculares, podrian funcionar como osmolitos para mantener
el volumen celular y evitar el estrés hidrico. Seki et al. (2007) mencionan que, el
ajuste osmoético es un importante mecanismo fisiologico, por el cual las plantas
sintetizan y acumulan compuestos que actian como osmolitos en las células en
respuesta al déficit hidrico. En lo que refiere a los canales de latex encontrados y
debido a que su funcion no esté clara, los investigadores sugieren que algunos de
sus componentes podrian tener un papel importante en los mecanismos de curar
heridas y/o proporcionar defensa mecanica contra depredadores y patdégenos
(Hagel et al., 2008). Se sabe que la familia Euphorbiaceae tiene canales
resiniferos de los cuales el latex de algunos géneros como Euphorbia, Hevea,
Jatropha y Manihot, se usa en medicina tradicional debido a sus propiedades
curativas. Demarco et al. (2013) reportaron la presencia de laticiferos articulados y

no articulados en Euphorbiaceae.

Al comparar los diferentes tejidos en las dos especies se observa que las
células de colénquima de J. curcas carecen de granos de almidon y en las células
de parénquima la cantidad de almidon es menor en comparacion con las células
de ambos tejidos de J. cinerea donde se encuentran presentes y en mayor
cantidad; otra diferencia es la amplitud del cambium vascular, J. cinerea contiene
el doble de células de cambium que J. curcas (Fig. 24 A y B). Las plantas
injertadas mostraron alto porcentaje de sobrevivencia debido a que el portainjerto
de J. cinerea tiene un cilindro de cambium vascular mas amplio que J. curcas. Al
entrar en contacto en el injerto el area del cambium vascular de J. cinerea tienen
alta probabilidad de coincidir con &rea del cambium de J. curcas, permitiendo una

rapida formacion de callo, para la regeneracion de los tejidos en la herida.

En términos generales, el éxito del injerto entre J. curcas sobre J. cinerea fue

debido principalmente a que se presentaron las siguientes caracteristicas: 1) el
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patrén y el injerto pertenecen al mismo género, 2) se utilizaron plantas de las
misma edad y diametro, 3) anatdmicamente en el tallo, las dos especies muestran
tejidos formados por células similares distribuidos en el mismo orden lo que
incrementa la probabilidad de formar interconexiones en menor tiempo.
Posiblemente la amplitud del cambium vascular y la presencia invariable en casi
todos los tejidos de células del tejido parenquimatoso en ambas especies las
cuales pueden dividirse y generar capas de células de parénquima que en
conjunto forman el callo el cual puede transformarse en otros tipos celulares mas
especializados o actuar de manera activa en el trasporte por la presencia de
conexiones que posibilitan el trasporte lateral sin la necesidad de elementos

conductores.

De acuerdo con Cholid et al. (2014), las causas de la incompatibilidad del
injerto pueden ser 1) factores fisiolégicos y bioquimicos 2) modificaciones de
células y tejidos en la unién del injerto y 3) reconocimiento celular entre las partes
del injerto. También menciona que el éxito del injerto depende también de la
compatibilidad de la unién del injerto en términos de la formacion rapida de los
tejidos vasculares conductores entre las dos secciones del injerto que permite la

recuperacion de la raiz y la parte aérea de la planta normal.

8.3 Caracteristicas de plantas, semillas y contenido de aceite

Los resultados obtenidos (Tabla 1V), se deben a que el patréon de J. cinerea
esta beneficiando al injerto de J. curcas, la cual no es una planta que se encuentre
distribuida de manera natural el Baja California Sur, a diferencia de J. cinerea, la
cual esta adaptada a condiciones semiaridas y se encuentra distribuida de manera
natural en todo el Noroeste de México. J. cinerea acumula mayor numero de
granulos de almidén en sus células, lo que funciona como un regulador osmético y
previene a la planta de un déficit hidrico. Lo anterior conlleva a producir mayor
cantidad de biomasa y se ve reflejada en la altura de la planta y el nimero de

ramificaciones.
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El namero de semillas depende del namero de frutos desarrollados por la
planta y estos a su vez del niumero de ramificaciones, por lo tanto, Jatropha
injertada presentd mayor cantidad de ramificaciones y por ende mayor niumero de
frutos. Las semillas producidas por plantas injertadas, presentaron mayor peso, lo
gue significa, mayor contenido de aceite en su germen, sin embargo, cuando
observamos el contenido de aceite de las semillas de los dos tratamiento no existe
una diferencia significativa, hablando estadisticamente. La diferencia practica, es
que al producir mayor numero de semillas obtendremos mayor cantidad de aceite

por planta injertada.

8.3.1 Composicion de acidos grasos

Los resultados obtenidos son consistentes con los reportados por Araiza-
Lizarde et al. (2015), que obtuvieron de 44 a 46% de éacido oleico y de 42 a 44%
de acido linoleico. También mencionan que las altas temperaturas influyen en el
contenido de aceite y el tipo de acido graso. Sosa-Segura et al. (2014), evaluaron
el rendimiento de aceite y la composicion de acidos grasos de tres especies de
Jatropha (J. curcas, J. platyphylla y J. cinerea). Los resultados obtenidos para J.
curcas muestran un mayor contenido de aceite (61.5%) comparado con lo
reportado en este estudio. Sin embargo, el analisis del perfil de acidos grasos, los
resultados son similares, principalmente acido palmitico, linoleico y oleico.
Wassner et al. (2016) estudiaron la calidad y composicion del aceite de J. curcas
en condiciones subtropicales, y encontraron que las condiciones ambientales
(precipitacion, temperatura y humedad relativa) durante el llenado del grano,
afectaron fuertemente la composicion del aceite, pero no afecté el peso y

contenido.

8.4 Condiciones meteoroldgicas
El porcentaje de precipitacion de los dos sitios observados, muestra que el
campo de cultivo Estacion Dimas, tiene mejor distribucion del agua de lluvia, en

comparacion con la parcela experimental (CIBNOR), donde el inicio de la lluvia es
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en junio y la final es en noviembre o diciembre segun la temporada; esto significa
que la planta tiene agua disponible por mas tiempo, beneficiando las diferentes
etapas fenologicas para el crecimiento y el desarrollo. La precipitacion media
anual de la parcela experimental (CIBNOR) es menor en comparacién con el
campo de cultivo Estacién Dimas, indicando un area semiarida, por debajo de los
requerimientos de agua de acuerdo con Trabucco et al. (2010), quienes
mencionan un rango de 300 a 3000 mm anuales. J. curcas puede sobrevivir con
tan sélo 250 a 300 mm de precipitaciones anuales; sin embargo, se necesitan 600
mm para florecer y producir frutos (FAO, 2010).

Los datos registrados en la parcela experimental (CIBNOR) indican que, la
temperatura maxima mensual anual es superior 5.7 °C con respecto a la
temperatura maxima de la Estacion Dimas en los meses mas célidos, y la
temperatura minima mensual anual es inferior 3.6 °C con respecto a la
temperatura minima de la Estacion Dimas en los meses mas frios, en el mismo
periodo de tiempo para ambos afios. Los datos registrados muestran que la
temperatura media anual fue similar en ambos sitios en los dos afos analizados.
El rango de temperatura (maximo y minimo) que tiene el campo de cultivo
Estacion Dimas, es mejor para el desarrollo de Jatropha curcas, en comparacion
con la parcela experimental (CIBNOR), porque son mas estables durante todo el
afo. Las temperaturas Optimas estan entre 18 °C y 28 °C. Las temperaturas muy
altas pueden reducir los rendimientos; condiciones ambientales de 40 + 2 °C
durante el verano, provoca el cambio del sexo en las inflorescencias (protandria) y

frutos con pocas semillas inmaduras en Jatropha curcas (Gour, 2006).

El valor medio minimo de humedad relativa presentado en el campo de cultivo
Estacion Dimas, es el valor medio maximo de la parcela experimental (CIBNOR).
Los datos anteriores se definieron como un area tropical en primer sitio y como un
area semiarida al segundo sitio de estudio. Los altos valores del déficit de presion

de vapor afectan la transpiracion de la planta y la pérdida de agua. Rodrigues et
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al. (2016) evaluaron la capacidad de alta humedad relativa, asociada con el
suministro de K* para mitigar los efectos nocivos causados por el estrés salino, en
los parametros fisioldgicos de las plantas de J. curcas; y dos niveles diferentes de
humedad relativa, baja (40%) y alta (80%). ElI mejor rendimiento se observo en las
plantas expuestas al 80% de humedad relativa.

8.5 Analisis bioquimicos
8.5.1 Proteinas totales

En los resultados se observa un aumento en la concentracion de proteinas en
los tratamientos expuestos a 50 mM de NaCl, esto debido a que el estrés salino
provoca que la planta modifique el metabolismo y la estructura celular, para lo cual
se requiere la actividad directa e indirecta de las proteinas. Kumar et al. (2008),
observaron un incremento en la acumulacion de proteinas (98, 69, 66 y 64 kDa)
prolina y enzimas antioxidantes, en callos de J. curcas cultivados in vitro, a 0, 20,
40 y 60 mM NaCl, sin embargo, en los tratamientos de 80 y 100 mM NacCl, la
produccion de proteinas (83, 58 y 43 kDa), disminuyd un 25% y 60%,
respectivamente. Diaz-Lopez et al. (2012), evaluaron la tolerancia de plantulas de
J. curcas al NaCl (0, 30, 60, 90, 120 y 150 mM), y encontraron que a 60 mM o
concentraciones mas altas, el contenido de biomasa disminuye. Esto se puede
deber a que la planta responde a condiciones de estrés, reprogramando Ssu
metabolismo a nivel gendémico, con genes especificos para cada tipo de estrés
(Kosova et al., 2013).

8.5.2 Superodxido dismutasa (SOD)

La salinidad esta relacionada con el aumento de EROs, lo que conlleva a la
planta a producir mayor cantidad de enzimas antioxidantes. Entre estas enzimas,
la primera en sintetizarse es la SOD (Alscher et al., 2002). Entre los tres tipos de
plantas estudiadas, aumentd la actividad de SOD conforme aumentaba la
concentracion salina (Fig. 27). Las plantas de J. cinerea tratadas son las que

menor actividad enzimatica presentaron, con respecto a J. curcas y Jatropha
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injertada, en los 3 niveles de salinidad (0, 50 y 100 mM NacCl). El estrés salino
indujo una reduccién la conductividad estomatica, lo que reduce la asimilacion de
CO.,y por consiguiente una fijacion del mismo en el ciclo de Calvin. El cierre de los
estomas provoca un exceso de protones de hidrogeno (*H), que se acumulan en el
estroma del cloroplasto, por otra parte, los iones de O,, producidos durante la
fotolisis, provoca la formacion de EROs; el desbalance de estos radicales, provoca
el estrés oxidativo. La enzima SOD defiende a las plantas de este estrés,
transformando el radical superoxido (O2+") en peroxido de hidrogeno (H20,) (Fig.
3) (Hishida et al., 2013).

8.5.3 Catalasa (CAT)

Se observé una mayor actividad de CAT en las plantas de Jatropha curcas sin
injertar en comparacion con J. cinerea y Jatropha injertada; esto se puede deber a
que la raiz de las plantas de J. cinerea y el patrén de las planta injertadas, tienen
la capacidad de almacenar mayor cantidad de almidon en las células de la raiz, y
funcionar como un osmolito, lo que regula el potencial hidrico, por lo tanto, las
plantas injertadas soportar mejor el estrés oxidativo. El peroxido de hidrogeno
(H20O,) no se considera una EROs, sin embargo, si provoca estrés oxidativo, por lo
que la planta responde produciendo mayor cantidad de enzima CAT. La CAT
elimina la toxicidad del peréxido (H.O,), transformandolo en agua (H.O). Las
catalasas son resistente a la desnaturalizacion y a altas concentraciones molares
de H,O, (Diaz, 2003).

8.5.4 Peroxidasas totales (POX)

Cuando la concentracion de peroxido de hidrogeno (H2O2) es mayor y
sobrepasa la capacidad antioxidante de la enzima catalasa, entra de manera
conjunta un grupo de enzimas peroxidasas (POX). En este trabajo, la actividad
POX se incrementd como respuesta al estrés salino, afectado principalmente las
plantas sin injertar de J. curcas, y sobre todo las hojas y raices. Sin embargo, las

plantas de J. cinerea y J. injertada, también aumentaron su actividad, conforme
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aumentaba la concentracion salina (NaCl). Por lo tanto, la POX podria tener una
mayor capacidad para la detoxificacion de H,O,, generado por SOD en las plantas
estudiadas de Jatropha. Esto significa que J. cinerea puede mantener la
produccion de EROs més baja y tiene un sistemas mas eficdz, para mantener el
equilibrio entre la produccién de EROs y los antioxidantes, para prevenir el dafio
oxidativo en condiciones de salinidad (Hishida et al.,, 2013). Por otra parte,
Campos et al. (2012), sugieren que el sistema para la eliminacion de EROs, no es
suficiente para proteger a las hojas de J. curcas contra el dafio oxidativo, causado
por estrés salino. Observando asi una mejor tolerancia a la salinidad en las

plantas injertadas.

8.5.5 Prolina

Los resultados sefialan un aumento en la concentracion de prolina para todos
los tratamientos y los 3 niveles de salinidad, siendo la raiz la parte mas afectada,
seguido por las hojas y por ultimo el tallo. Esta respuesta se presenta en las
plantas estresadas, como consecuencia del descenso del potencial hidrico. Este
estrés esta acompafnado por el aumento en la actividad enzimatica (Diaz et al.,
1999). La raiz de J. cinerea es donde mayor concentracion de prolina se
encuentra, y esto se puede deber a que la prolina actiia como un osmolito al igual
que el almidén, como lo observamos en los cortes histolégicos. Cholid et al.
(2014), analizaron el contenido de prolina en plantas injertadas de J. curcas de 1,
2 y 3 meses de edad y encontraron una relacion entre incremento de prolina y la
edad de la planta. Kumar et al. (2008), analizaron el contenido de prolina en
explantes de J. curcas, sometidos a concentraciones de 0~100 mM NaCl. Sin
embargo, no se encontré diferencia significativa en ninguno de los tratamientos.
Patel et al. (2010), evaluaron el crecimiento, contenido de agua y nutrientes en
plantulas de J. curcas en respuesta de la salinidad del suelo (0.3, 3.9, 6.0, 7.9 y
10.0 dSm™) y encontraron que el contenido de prolina aumenté conforme
aumentaba la salinidad. Gomes et al. (2010), mencionan que la prolina es un

osmolito que disminuye el potencial osmaético de la célula y entre sus funciones
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reportan que estabilizan proteinas, membranas, y cumple funciones de
osmoproteccién. Cabello-Ruiz et al. (2010), determinaron el contenido de prolina
como indicador de estrés en orégano (Lippia graveolens), bajo condiciones de
salinidad, y mencionan que puede usarse este parametro como indicador de

estrés.

8.6 Analisis fisioldgicos
8.6.1 Contenido de clorofila

La disminucion en la conductividad estomatica, transpiracion y asimilacién de
CO,, afecta el contenido de clorofila. Turan y Tripathy (2015), demostraron que el
estrés salino generaba una disminucion de la actividad de enzimatica de la
biosintesis de clorofila en plantulas de arroz. La reduccion de estas actividades
enzimaticas parece deberse a una sub regulacion de la expresion de sus genes. J.
cinerea se adapta mejor a condiciones de estrés salino, debido a que las hojas
son de menor area foliar y tolera hasta 100 mM de NaCl en comparacién que J.
curcas y Jatropha injertada. Estos resultados concuerdan por lo reportado por
Hishida et al. (2013), quienes evaluaron plantas sin injertar de J. curcas y J.
cinerea. En otro estudio realizado por Campos et al. (2012), mencionan que J.
curcas tiene la habilidad de resistir al estrés salino asociado con enzimas de
proteccion, sin embargo, no le es suficiente, por lo que no debe ser tratada como
una especie tolerante a la salinidad. Diaz-Lopez et al. (2012), encontraron que
plantulas de J. curcas, disminuyeron el contenido de biomasa total, sometidas a
una concentracién igual o mayor a 60 mM de NaCl, y sugieren que esta especie
presenta una tolerancia moderada al estrés salino, ya que las plantas fueron

capaces de tolerar hasta 4 dS m™.

8.6.2 Conductividad estomética, transpiracion y asimilacion de CO,
El aumento de NaCl provoco una disminucion en la conductividad estomaética,
transpiracion y asimilacion de CO,. Flexas y Medrano (2002), mencionan que el

estrés salino genera también un estrés hidrico, el cual producira el cierre de
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estomas, lo que disminuye la tasa de transpiracion. La tolerancia y mayor
capacidad de respuesta de J. cinerea de los factores fisiologicos, se deben a que
es una planta nativa de ambientes semiaridos, las hojas son de menor area foliar y
raices con capacidad de almacenar carbohidratos. Las plantas de J. curcas son
originarias de ambientes tropicales con alta humedad relativa, evitando el déficit
de presion de vapor, por lo tanto no se encuentra adaptada a ambientes
semiaridos. Las plantas injertadas presentan valores similares a J. curcas, dado
que su injerto es J. curcas. Sin embargo, en la practica se observa mejor
crecimiento de plantas injertadas en comparacion a las no injertadas, establecidas
en condiciones aridas y esto se debe a que el patron de las plantas injertadas
provee mejor proteccion a los embates del ambiente. Diaz-Lépez et al. (2012),
mencionan que la asimilacion de CO,, disminuye con el tratamiento con sal,
aplicado a plantulas de J. curcas, lo que provoca una disminucién en el

metabolismo del ciclo de Calvin.
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. CONCLUSIONES

Los resultados palinolégicos, muestran que los granos de polen de las
variedades estudiadas, tienen similitudes en las caracteristicas
morfolégicas del polen y corresponden filogenéticamente a las asignadas al
género. Esta compatibilidad puede aprovecharse en un programa de

hibridacion para mejorar el rendimiento y contenido de aceite.

La compatibilidad de injertos de J. curcas sobre portainjertos de J. cinerea,
fue de un 95% de supervivencia del total de plantas injertadas, lo que
asegura un mejoramiento de plantas, y la posibilidad de establecer parcelas

comerciales.

En los tratamientos con NaCl, los andlisis bioquimicos presentaron un
incremento en la actividad enzimatica (SOD, CAT y POX), en las
variedades estudiadas. Sin embargo J. cinerea y Jatropha injertada,
toleraron mejor el estrés salino, conforme aumenta la concentracion de
NaCl. Las plantas mas afectadas fueron J. curcas con una concentracion de
100 mM.

Las plantas injertadas presentaron mayor altura (150.7 cm) y contenido de
aceite (51.3%) que las plantas no injertadas, 123.5 cm y 49.2%,
respectivamente, sin afectar la composicion de los acidos grasos, en ambos

casos.

El método de enjertacion es benéfico porque aumenta la altura de la planta
y el peso de las semillas. No afecta el perfil de acidos grasos del germen de
la semilla, por lo tanto, el uso de plantas injertadas es una buena opcion
para el establecimiento de plantaciones comerciales en suelos de baja
calidad (de moderada a alta salinidad), obteniéndose rendimientos

homogéneos en menor tiempo.
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