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RESUMEN 
 

Jatropha curcas es una especie de importancia económica dado su potencial aplicación en la 

generación de biocombustible. El cultivo tradicional de Jatropha ha presentado retos que limitan 

su explotación, por ejemplo, el alto número de flores masculinas respecto de las femeninas, lo 

cual afecta la producción de semillas y la propagación. El cultivo de tejidos vegetales ofrece 

herramientas útiles para superar las limitaciones de propagación y producción de semillas de 

Jatropha ya que se ha logrado cultivar in vitro con éxito relativo. Es de destacar que en los 

reportes existentes del cultivo in vitro de Jatropha se emplean variedades asiáticas que se 

distinguen de las mexicanas por su contenido de sustancias tóxicas, por tener una menor 

producción de los aceites con aplicación biotecnológica y porque las variedades no tóxicas de 

Jatropha resultan ser menos responsivas a los tratamientos de regeneración. En el presente 

trabajo, establecimos las condiciones de cultivo que permitieron regenerar tejido de una variedad 

mexicana de Jatropha curcas con genotipo no tóxico, analizamos histológicamente las 

estructuras regeneradas y la expresión de genes clave del proceso de regeneración. Los 

cotiledones fueron los explantes que mejor respondieron a los tratamientos inductores de 

organogénesis de novo y de embriogénesis somática. La combinación de BA e IBA en 

concentración de 1.5 y 0.05 mg/L respectivamente logró los mejores porcentajes de inducción de 

brotes mientras que 0.8 mg/L de 2,4-D durante 24 días y su posterior remoción indujo con éxito 

la embriogénesis somática. Los estudios histológicos revelaron que tan pronto como 7 días 

después de que los explantes son inoculados en los tratamientos inductores, estos forman las 

primeras estructuras regenerantes a partir de células epidérmicas y subepidérmicas, al tiempo 

que se observa la sobreexpresión de PLT3 tanto en brotes como en embriones, mientras que 

otros reguladores clave de la regeneración, WUS y AGL15 se sobreexpresan en etapas tardías 

del proceso. Los resultados presentados aquí contribuirán al avance del entendimiento de la 

regeneración en Jatropha, así como al aprovechamiento de su potencial biotecnológico. 
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ABSTRACT 
 

Jatropha curcas is a species of economic importance due to its potential application in biofuel 

generation. Traditional cultivation of Jatropha has faced challenges that limit its exploitation, such 

as the high number of male flowers compared to female ones, which affects seed production and 

propagation. Plant tissue culture offers useful tools to overcome these limitations in Jatropha 

propagation and seed production, as it has been successfully cultivated in vitro with relative 

success. It is worth noting that existing reports on in vitro cultivation of Jatropha use Asian 

varieties that differ from the Mexican ones in their content of toxic substances, lower oil production 

with biotechnological applications, and the fact that non-toxic Jatropha varieties are less 

responsive to regeneration treatments. 

In this study, we established the cultivation conditions that allowed for the regeneration of tissue 

from a non-toxic Mexican variety of Jatropha curcas. We conducted histological analyses of the 

regenerated structures and the expression of key genes involved in the regeneration process. 

Cotyledons were the explants that showed the best response to the inducing treatments for de 

novo organogenesis and somatic embryogenesis. The combination of BA and IBA at 

concentrations of 1.5 and 0.05 mg/L, respectively, achieved the highest percentages of shoot 

induction, while 0.8 mg/L of 2,4-D for 24 days and subsequent removal successfully induced 

somatic embryogenesis. 

Histological studies revealed that as early as 7 days after inoculating the explants in the inducing 

treatments, they formed the first regenerating structures from epidermal and subepidermal cells, 

coinciding with the overexpression of PLT3 in both shoots and embryos. Other key regulators of 

regeneration, WUS and AGL15, were overexpressed in later stages of the process. The results 

presented here will contribute to the advancement of understanding Jatropha regeneration and 

the exploitation of its biotechnological potential. 
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1. INTRODUCCIÓN  

 

En los últimos años, el mundo ha enfrentado una creciente demanda de fuentes de 

energía alternativas y sostenibles debido al agotamiento de las reservas de combustibles 

fósiles, preocupaciones sobre las emisiones de gases de efecto invernadero y la 

necesidad urgente de mitigar los impactos del cambio climático. La búsqueda de 

opciones de energía renovable ha llevado a investigadores y científicos a explorar 

diversos cultivos con aplicación en la síntesis de biocombustibles, y uno de los 

candidatos prometedores es Jatropha curcas. Esta planta perenne, nativa de regiones 

tropicales y subtropicales, ha ganado una atención significativa como una fuente 

potencial de biocombustibles debido a su alto contenido de aceite y la idoneidad de su 

cultivo en tierras marginales. 

Jatropha curcas ofrece varias ventajas que la convierten en una opción atractiva para la 

industria de biocombustibles. Sin embargo también presenta algunas limitaciones que 

han sido abordadas desde diferentes perspectivas para darles solución y poder explotar 

su potencial entero. Una de las herramientas más exploradas en el estudio de esta 

especie es el Cultivo de Tejidos Vegetales que aplica las técnicas del cultivo in vitro para 

explorar soluciones a los problemas de Jatropha, por ejemplo, el de la producción de 

material de vegetal de alto valor a través del aprovechamiento de las capacidades 

regenerativas de los organismos vegetales. La regeneración de plantas completas es 

una técnica ampliamente utilizada desde hace varias décadas, sin embargo, el proceso 

de regeneración varía con cada especie y en ocasiones resulta sumamente retador 

establecer un protocolo altamente efectivo. En años recientes, el estudio de los procesos 
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moleculares que gobiernan la regeneración en plantas modelo ha revelado algunos 

reguladores clave del proceso. Sin embargo, resulta necesario explorar el papel de estos 

reguladores en plantas no modelo como lo es Jatropha.  

 

2. ANTECEDENTES  

 

2.1 Jatropha curcas 

 

Jatropha curcas conocida también como piñoncillo en algunas regiones de México, es 

un arbusto grande perene capaz de alcanzar alturas de hasta 10m cuando crece en 

condiciones favorables. Generalmente estas plantas muestran un crecimiento articulado, 

con ramas delgadas, madera blanda y una expectativa de vida mayor a los 50 años. Es 

una especie monoica con sus periodos de floración durante el verano y otoño, aunque 

en regiones permanentemente húmedas presenta flores todo el año (Divakara et al. 

2009). Pertenece a la familia de las Euphorbiaceae que comprende aproximadamente 

8000 especies, pertenecientes a 321 géneros donde destacan algunos cultivos de 

importancia económica como la cassava (Manihot esculenta), el ricino (Ricinus 

communis), el laurel chino (Antidesma bunius), entre otros (Heller 1996). Se han hecho 

muchos intentos para definir el centro de origen de Jatropha curcas, y todas las 

evidencias apuntan a México y algunos países de América Central, aunque actualmente 

se encuentra dispersa a lo largo de los trópicos gracias a la distribución lograda por los 

navegantes portugueses. Se puede encontrar en regiones de baja elevación, 

regularmente por debajo de 1200 msnm, y logran soportar una gran variedad de 
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temperaturas, desde una ligera helada, hasta 34 ºC (Toral et al. 2008). Existen 

variedades tóxicas y no tóxicas, las primeras se distinguen por la producción de ésteres 

de forbol y otras sustancias antinutricionales como la curcina, fitato, folato, y factores 

inhibidores de la tripsina, que se confinan en el endospermo, semillas y aceites de la 

planta (Abdelgadir y Van Staden 2013).   

 
 

 

Figura 1. Características y distribución de Jatropha curcas. A. Árbol de Jatropha de 

aproximadamente 5m de alto. Es una planta que crece en casi cualquier tipo de terreno incluso 

en terrenos arenosos o pedregosos; las hojas que caen de la Jatropha enriquecen el suelo 

haciéndolo todavía más fértil y es capaz de resistir a las bajas temperaturas. Requiere muy poca 

agua y resiste periodos largos de sequía deshojándose para reducir la transpiración. (Modificada 

de NaturaLista.mx) B. Distribución de Jatropha curcas alrededor del mundo. Nativa de América 

Central, fue difundida por Asía y África por comerciantes portugueses como planta para cercar y 

hoy en día se ha expandido por el mundo entero debido a su gran facilidad para adaptarse a 

situaciones adversas, tierras degradadas, y clima seco (Modificada de Discovery Life). 

 
Se especula que la función de estos compuestos en la planta es principalmente proteger 

las reservas del endospermo de los ataques de microorganismos y algunos herbívoros 

(He et al. 2011). Los efectos de los ésteres de forbol en humanos están asociados con 

A B 
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una fuerte actividad promotora de la generación de tumores (Goel et al. 2007). En México 

contamos con diversidad genética de esta planta pues existen reportes del hallazgo de 

variedades tóxicas en el centro y sur de la república. Veracruz es la región del México 

que cuenta con reportes de presencia de plantas de J. curcas con semillas no tóxicas 

(Makkar et al. 1998, Martínez et al. 2018). En algunos estados como Morelos a las 

variedades no tóxicas de Jatropha se les ha empleado como fuente de alimento para 

ganado bovino y para equinos, y en algunos otros lugares los frutos se emplean como 

composta y para la generación de biogás. También se ha observado variación en los 

contenidos de lípidos y proteínas en las J. curcas mexicanas que resultan ser superiores 

a los que se reportan en variedades de otras regiones del mundo (Martinez Herrera et 

al. 2010). 

 

2.2 Relevancia de Jatropha curcas: producción y utilidad. 

 

La mayoría de las partes de la planta de J. curcas han sido empleadas con propósitos 

medicinales en humanos y en animales. Entre los usos más populares se puede 

mencionar el de las hojas como tratamiento contra infecciones en ganado caprino, 

decocciones para tratar la diabetes, artritis, la perdida de cabello, etc. Sin embargo, la 

mayoría de estas aplicaciones no han sido evaluadas mediante procedimientos 

estandarizados por lo que no se cuenta con evidencia sustancial que avale los efectos 

medicinales antes mencionados (Abdelgadir y Van Staden 2013). Adicionalmente, se 

sabe que diversas partes de las plantas no tóxicas de J. curcas se emplean como 

ingrediente en variedad de alimentos, fertilizante, fuentes de colorantes, fibras textiles, 
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cosméticos, etc (Toral et al. 2008). En los últimos años esta especie ha llamado la 

atención mundial por sus aplicaciones en diversos sectores de la industria, ya que se 

han comenzado a estudiar formalmente las diversas bioactividades de extractos 

provenientes de diferentes partes de la planta. Los principales intereses por Jatropha 

recaen en al menos cuatro categorías: i) la capacidad biorremediadora de la planta 

(Chang et al. 2014); ii); tolerancia al estrés provocado por sequía (Mazumdar et al. 2018); 

iii) contenido de metabolitos secundarios con aplicaciones en la industria farmacéutica y 

de cosmética (Prasad et al. 2012, Warra et al. 2012); y iv) el potencial de producción de 

biocombustibles a partir de sus semillas con alto contenido de aceites (Nahar y Ozores-

Hampton 2011).  

 

2.3 Importancia económica 

 

El contenido de aceite no comestible y altamente aprovechable de J. curcas para la 

elaboración de biocombustibles, que cumplen los estándares estadounidenses y 

europeos es de arriba del 40%, representando así la fuente primaria de importancia 

económica de esta planta. J. curcas toma un especial interés de quienes buscan cultivos 

con potencial de explotación en la fabricación de biocombustibles debido a que puede 

mejorar el desarrollo socioeconómico, mediante la producción de biodiesel mientras 

controla la erosión del suelo. Así también, podría ser cultivada en suelos degradados y 

regiones semiáridas, aunado a que no competiría con cultivos alimenticios. La 

producción de biocombustible a partir de Jatropha se valora por ser un árbol generador 
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de créditos de carbono que recicla el 100% de las emisiones de CO2 producidas por la 

quema de biodiesel elaborado a partir de ella (Francis et al., 2005).  

 

En 2009 el interés en la explotación de esta planta llegó a generar tantas expectativas 

que países como China, India, Brasil, y México implementaron programas de cultivo a 

gran escala. Sin embargo, pronto se generaron dudas sobre la viabilidad de su cultivo ya 

que al no ser una planta modelo, no se tenía conocimiento completo de las necesidades 

nutrimentales, además de que se observó una alta variación en la cantidad y calidad de 

semillas obtenidas, desbalance en el número de flores femeninas y masculinas, toxicidad 

de la semilla, susceptibilidad al estrés biótico y abiótico, entre otros problemas de cultivo 

(Mazumdar et al., 2018). El conocimiento del impacto y los potenciales de las 

plantaciones de Jatropha en países en desarrollo aún se encuentra limitado y requiere 

de mayor investigación.  

 

2.4 Problemas en el cultivo y en la productividad de las plantas de Jatropha 

 

A pesar de la variedad de usos en la medicina tradicional que se han registrado y del 

gran interés que gira en torno de sus aceites para producción de biocombustibles, antes 

del año 2000 Jatropha curcas no había sido domesticada ni seleccionada para obtener 

alguna característica específica; como consecuencia la planta aún es silvestre y produce 

cantidades muy bajas de sus compuestos de interés, entre ellos el aceite de sus semillas. 

El rendimiento de producción de aceite de plantas de J. curcas silvestres es de menos 
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de 1600 kg/ha/año, lo cual es significativamente menor que cultivos aprovechables para 

el mismo fin como el coco o la palma (Ong et al. 2013).  

 

Algunos de los mayores retos para adoptar a esta planta de gran potencial como fuente 

sustentable de biocombustible son principalmente, la susceptibilidad ante patógenos 

como insectos, hongos, y virus; la toxicidad del aceite de las semillas causada 

principalmente por los esteres de forbol y la curcina (proteína inhibidora de ribosomas), 

así como algunas propiedades de viscosidad; y el alto número de flores masculinas 

respecto de las femeninas que conlleva problemas en la propagación y obtención de 

frutos (Mazumdar et al. 2018).  

 

2.5 Mejoramiento 

 

Desde el año 2006 países como India, Indonesia, República Dominicana, Zimbabue, 

Países Bajos y México han dirigido esfuerzos para domesticar, evaluar, mejorar, y 

propagar plantas de Jatropha con fines de explotación económica. Un ejemplo de ello 

son los esfuerzos por incrementar el rendimiento en la producción de semillas 

aumentando la cantidad de flores femeninas en las plantas de Jatropha. La aplicación de 

Reguladores del Crecimiento Vegetal (RCV) como giberelinas, citocininas y auxinas han 

mostrado buenos resultados, sin embargo, esta estrategia no muestra ser una solución 

económicamente viable para su uso en cultivos a gran escala (Makwana et al., 2010). 

Por otro lado, se han logrado identificar genes asociados al desarrollo floral en genotipos 

superiores (con mayor cantidad de flores femeninas) donde destaca la acumulación de 
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transcritos de SUP (Superman), TAA1 (1-tryptophan-pyruvate aminotranferase 1), CRY2 

(Cryptochrome 2), and CKX1 (Cytokinin deshydrogenase 1), todos relacionados con el 

número elevado de flores femeninas explicado por su rol en el arresto del desarrollo del 

estambre (Gangwar et al., 2016). Aunque aún se requiere una validación funcional, la 

identificación de estos genes provee de fuertes fundamentos para la futura manipulación 

de la relación floral en plantas de Jatropha. 

 

Todos los retos antes mencionados se han abordado haciendo uso de enfoques de 

genética tradicional pero también desde la biotecnología. Existen características muy 

favorables para la aplicación de herramientas biotecnológicas para el mejoramiento de 

J. curcas tales como el genoma relativamente pequeño y completamente secuenciado, 

aunado a los pocos cromosomas en que se organiza, su facilidad de transformación y de 

manejo vegetativo (Moniruzzaman et al. 2016). Un preludio importante e incluso 

indispensable para la aplicación de la mayoría de las herramientas biotecnológicas es el 

establecimiento de un sistema apropiado, como lo es un cultivo celular o plantas libres 

de virus y otros patógenos (Moniruzzaman et al. 2016). Así, el cultivo de tejidos vegetales 

resulta ser una pieza clave para la obtención de dichos sistemas, pues consiste en una 

serie de herramientas que permite el cultivo in vitro de células, tejidos, órganos, y plantas 

completas en un ambiente estéril y bajo condiciones controladas de temperatura, luz, y 

humedad. Por lo anterior, el cultivo de tejidos vegetales se presenta como una 

herramienta clave para la reproducción de plantas mediante la micropropagación. Este 

es un método alternativo de propagación in vitro que aprovecha la capacidad 

regenerativa de los organismos vegetales para producir una gran cantidad de individuos 
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en menor tiempo y espacio que los métodos convencionales. La regeneración de plantas 

ocurrida en medios de cultivo suplementado con diferentes tipos y concentraciones de 

RCV varía de acuerdo con el genotipo y el explante empleado. Por lo anterior, las 

investigaciones sobre la biología del desarrollo y la regeneración en las plantas están 

íntimamente ligadas con la implementación de este tipo de estrategias que aportan 

significativamente a la obtención de organismos vegetales altamente aprovechables en 

diferentes industrias, como el caso de Jatropha curcas (Bahadur et al. 2013). 

 

2.6 Regeneración en sistemas vegetales 

 

La regeneración es una respuesta fisiológica ampliamente conservada en plantas y 

animales que puede abarcar desde la reparación o remodelación de un tejido, hasta la 

formación de un órgano o individuo nuevo, sin embargo, los mecanismos que conducen 

este proceso varían ampliamente entre taxones (Birnbaum y Sánchez-Alvarado, 2008).  

Las plantas poseen una gran capacidad regenerativa que ha sido aprovechada para la 

propagación de clones a través de esquejes o incluso de injertos. Los cuerpos de las 

plantas vasculares poseen estructuras complejas que muestran diversos modos de 

regeneración en dependencia de su contexto ambiental o de desarrollo. Una de dichas 

estructuras son los meristemos en la parte superior e inferior del cuerpo de la planta, 

conocidos como meristemo apical de brote y de raíz respectivamente.  

Cuando la zona central del meristemo apical de brote es dañada localmente, las células 

que lo rodean reconstruyen esta estructura dañada mediante una serie de divisiones 

celulares coordinadas, lo mismo sucede en el caso del meristemo apical de raíz 
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(Reinhardt et al. 2003). Los tallos de las plantas también exhiben varios tipos de 

regeneración de tejidos que incluyen la formación de tejido vascular después de la 

remoción de la corteza o cuando se realizan injertos, así también la reparación de tejido 

después de una incisión parcial (Melnyk et al. 2015). Una característica única de la 

regeneración en plantas es la formación de órganos nuevos en lugares dónde se ha 

efectuado un corte. Este proceso es conocido como organogénesis de novo (ODN). Otro 

caso es la formación de embriones a partir de tejido somático en un proceso conocido 

como embriogénesis somática (ES), donde el producto del proceso son embriones 

somáticos con la capacidad de crecer y desarrollarse hasta formar una nueva planta 

(Ikeuchi et al. 2016, Sugimoto et al. 2019). En cualquier proceso de regeneración, las 

células que conforman los tejidos necesitan abandonar su programa normal de desarrollo 

e iniciar el de regeneración, es decir, desdiferenciarse. Esto libera la restricción del 

destino en las células que conforman los tejidos originales y permite que adquieran la 

competencia necesaria para formar un nuevo tejido de acuerdo con las nuevas señales 

que reciban conforme a su posición como factores de transcripción, péptidos 

señalizadores, o RCV (Sugimoto et al. 2019). La capacidad regenerativa de las células 

vegetales puede potenciarse en sistemas in vitro mediante el cultivo de tejidos vegetales, 

exponiendo secciones de tejido de la planta de interés (explantes) a medios de cultivo 

con suplemento de RCV (Fig. 2). Los intentos de regenerar individuos completos 

mediante esta técnica comenzaron desde inicios del siglo XX, y sin duda uno de los 

descubrimientos de mayor trascendencia en este campo fue que la proporción 

suplementada de dos RCV (auxinas y citocininas) generalmente, pueden determinar el 

destino de un tejido regenerativo: proporciones elevadas de auxinas habitualmente 
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determina la formación de raíces, una proporción elevada de citocininas conducirá al 

desarrollo de brotes, la exposición inicial del explante a concentraciones elevadas de 

auxinas y su posterior remoción puede desencadenar la formación de embriones 

somáticos. Estos mecanismos pueden observarse en un explante primario vía directa o 

indirecta mediante la formación de callos (Motte et al. 2014, Ikeuchi et al. 2016). Muchos 

estudios en las recientes décadas han aprovechado estos sistemas in vitro para 

identificar señales y factores clave que guían a las células a someterse a procesos de 

regeneración, determinando que algunas moléculas son comunes entre los diferentes 

procesos de regeneración y el desarrollo normal, y otros son exclusivos de cada proceso 

(Sugimoto et al. 2019). 

La regeneración es un fenómeno complejo donde múltiples procesos celulares que 

incluyen la reactivación del ciclo celular y la reprogramación de las células, se desarrollan 

en tiempos y espacios específicos dentro de una estructura multicelular (Perez-Garcia y 

Moreno-Risueno. 2018). Estos procesos se desencadenan principalmente por dos 

factores: el estrés ocasionado por heridas, y la aplicación de RCV, que a su vez 

desencadenan procesos moleculares que dirigirán la regeneración de tejidos. Los 

mecanismos regulatorios mediante los cuales las plantas pueden censar el estrés por 

herida son mediados principalmente por la alteración de la homeostasis hormonal y por 

cascadas de señalización, así como modulaciones transcripcionales de reguladores de 

los meristemos o aquellos embrionarios. Los componentes regulatorios específicos 

difieren de un tipo de proceso de regeneración a otro (Fehér y Magyar. 2015). 
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Figura 2 Regeneración de plantas in vitro. Las células que conforman los explantes 

comienzan un proceso de desdiferenciación derivado de las señales inducidas por herida 

y por los RCV presentes en el medio de cultivo inductor de callo. En dependencia del tipo 

de RCV presentes en el medio regenerante, las células desdiferenciadas iniciarán un 

proceso de reprogramación donde comenzarán a adquirir las competencias necesarias 

para formar progenitores que posteriormente se desarrollarán en brotes mediante 

organogénesis de novo (ODN) o bien en embriones completos mediante embriogénesis 

somática (ES). 

 

2.6.1 Organogénesis de novo (ODN) 

 

La organogénesis de novo es un proceso de múltiples pasos que consisten en la 

adquisición de pluripotencia, la formación de un promeristemo de las partes aéreas, la 

determinación del progenitor del brote, y el crecimiento de este. Esta secuencia de 
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eventos generalmente es acompañada por etapas de incubación subsecuentes: primero 

el explante es expuesto a un medio de cultivo con concentraciones elevadas de auxinas, 

conocido como medio inductor de callo (MIC), seguido de la incubación en un medio 

inductor de brotes con concentraciones altas de citocininas (MIB) (Fig. 3). La 

especificación de las células fundadoras, el desarrollo del primordio y la adquisición de 

la competencia organogénica son procesos controlados por las auxinas. La asignación 

de la identidad de brote al primordio en desarrollo es controlada por las citocininas (Motte 

et al 2014). Se sabe que en Arabidopsis thaliana, durante la incubación en MIC, la 

especificación de las células fundadoras que darán lugar al nuevo órgano ocurre en el 

periciclo (Atta et al. 2009). Las divisiones celulares iniciales de las células del periciclo, 

su diferenciación en células fundadoras, y los eventos morfogénicos subsecuentes que 

conducen a la formación de un primordio son procesos que se parecen mucho a los que 

ocurren durante la formación de una raíz lateral en el desarrollo normal de la planta 

(Efroni et al. 2016). Con anterioridad a estos hallazgos se pensaba que los callos 

producto de la incubación de explantes en MICs estaban compuestos únicamente de 

células desdiferenciadas. El nuevo consenso es que los callos derivados de raíces, hojas 

e hipocótilos están organizados localmente de manera similar a un primordio de raíz 

(Sugimoto et al. 2010, Atta et al. 2009).  

 

Estos callos o primordios muy jóvenes pueden dar origen en Arabidopsis tanto a brotes 

como a raíces dependiendo de las condiciones de cultivo a los que se expongan: si se 

continua en un medio similar a MIC (altas concentraciones de auxinas) la identidad del 

primordio quedará definida en una raíz, mientras que la incubación en MIB, determinarán 
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la identidad en un brote (Gordon et al. 2009). Durante el desarrollo subsecuente a la 

determinación de la identidad del brote, la señalización cruzada entre auxinas y 

citocininas es de gran importancia ya que tiene una gran influencia en la formación de 

patrones del primordio de brote y del meristemo apical (Cheng et al. 2013).  

 

2.6.1.1 Genes involucrados en la ODN 

 

Algunos factores de transcripción han sido identificados como reguladores clave del inicio 

del proceso de regeneración en plantas vía organogénesis. Ikeuchi y col. (2018) han 

analizado, una red reguladora de genes asociadas con la reprogramación celular en 

plantas, usando un ensayo One Yeast Hybrid mejorado (eY1H), identificando relaciones 

regulatorias entre 252 factores de transcripción y 48 promotores. Su trabajo sugiere que 

señales desencadenadas por hormonas o por herida regulan muchos genes asociados 

a la reprogramación celular mediante cascadas regulatorias de múltiples capas, además 

de que es posible observar una extensa señalización cruzada. Sus datos muestran que 

PLETHORA 3 (PLT3), ENHANCER OF SHOOT REGENERATION 1 (ESR1) y HEAT 

SHOCK FACTOR B 1 (HSFB1) actúan como nodos críticos que probablemente conectan 

estímulos corriente arriba con decisiones del desarrollo corriente abajo y forman 

cascadas de retroalimentación. Estos genes estarían controlando los objetivos corriente 

abajo asociados a la formación de callos y la regeneración de órganos. Adicionalmente 

y de forma aparente, un grupo de factores de respuesta inducibles APETALA 

2/ETHYLENE RESPONSE FACTORS (AP2/ERFs) regulan estos genes principales. (Fig. 

3) 



 28 

 

Figura 3 Progresión molecular del proceso de organogénesis de novo. La escisión del 

explante y su posterior exposición a un medio de cultivo rico en auxinas desencadena 

vías de señalización que resultan en la activación de CUC1 y 2 mediada por PLT3 y 

ESR1 lo cual resulta en la formación de callo competente para la organogénesis de novo. 

La formación de promeristemos y su desarrollo posterior es consecuencia de la 

exposición de los callos competentes a un medio rico en citocininas que desencadena la 

vía de señalización que activa y sobreexpresa a WUS. 

 

Lo anterior es consistente con las observaciones reportadas sobre la expresión de PLT3 

que es fuertemente inducida tanto por heridas como por la incubación de explantes en 

medios de cultivo inductores de callo (ricos en auxinas, MIC), además de que también 



 29 

se ha reportado que este gen está involucrado con la formación de callos inducidos por 

herida y en la regeneración de brotes derivados del cultivo de explantes en medio 

inductor de brotes (rico en citocininas, MIB). El análisis de pérdida de función de este 

gen en Arabidopsis, han mostrado que callos con esta particularidad son incapaces de 

formar brotes (Kareem et al. 2015).  

De forma similar, se ha verificado que ESR1 está regulado al alza cuando se infringe 

herida a un tejido y su expresión se potencia aún más durante la aplicación exógena 

tanto de auxinas como de citocininas (Matsuo y Banno. 2008). Mutantes esr1 de 

Arabidopsis muestran defectos en la formación de callos y en la regeneración de brotes, 

mientras que la sobreexpresión promueve ambos procesos. En el caso de HSFB1, si 

bien no ha sido reportado de este gen algún papel en la reprogramación celular inducida 

por estrés, si se ha observado que es un factor de transcripción capaz de unirse al 

promotor de ESR1, formando parte de un circuito regulatorio en conjunto con PLT3 

(Ikeuchi et al. 2018). Otro evento molecular clave en la inducción de la regeneración de 

brotes es la activación transcripcional de WUSCHEL (WUS), que es el regulador maestro 

de la inducción de meristemos de brote en callos, ya que se ha descrito que su sola 

sobreexpresión puede inducir la formación de meristemos de brote y que alelos mutantes 

con pérdida de función pierden la capacidad de generar brotes (Chatfield et al. 2013).  

El análisis de la red reguladora de la reprogramación celular detectó que los genes ARR 

inducidos por citocininas, regulan directamente al a la expresión de WUS (Fig. 3). La 

sobreexpresión de WUS restaura el potencial de regeneración en mutantes arr, un hecho 

que respalda la hipótesis de que la activación transcripcional de WUS es clave en la 

regeneración inducida por citocininas (Ikeuchi et al. 2019).  
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2.6.2 Embriogénesis somática (ES) 

 

En plantas, algunas células somáticas pueden reiniciar el proceso embriogénico in vitro 

cuando son expuestas a un amplio rango de factores estresantes abióticos severos, por 

ejemplo, el daño causado por heridas, estrés osmótico, exposición a metales pesados, 

temperatura, hipoxia, radiación ultravioleta, etc. (Fehér 2015).  

Muchas especies vegetales pueden someterse a procesos de embriogénesis somática 

cuando son cultivadas en medios que contienen auxinas y después se transfieren a 

medios libres de éstas (Fig. 4) (Ikeda et al. 2002). Uno de los reguladores de crecimiento 

más eficientes en la generación de embriones somáticos, en muchas plantas es el ácido 

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) posiblemente porque es capaz de desencadenar una 

respuesta a auxinas y a estrés de forma simultánea (Gliwicka et al. 2013). El alto nivel 

de auxinas en el medio de cultivo promueve principalmente la proliferación de las células 

y la formación de un callo embriogénico.  

Un proceso fisiológico clave durante la exposición a un medio libre de auxinas es el 

establecimiento de gradientes de auxinas endógenas en el callo embriogénico. Esto 

inicia un programa de desarrollo similar a la embriogénesis cigótica. Los gradientes de 

auxinas posteriormente conducen a la localización de la expresión de WUS en dominios 

de baja respuesta a auxinas, marcando así la posición de formación del futuro meristemo 

de brote (Su et al. 2009). 
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Figura 4 Vía de regeneración por embriogénesis somática. Cuando el explante es 

expuesto a un medio rico en auxinas y posteriormente se elimina del medio de cultivo, 

se inician los procesos moleculares que desencadenan la formación de callos 

embriogénicos, donde la activación de un circuito de retroalimentación positiva entre 

LEC1, LEC2, AGL15 y BBM juega un papel fundamental para la formación de embriones 

somáticos puesto que activa una vía de síntesis de auxinas necesarias para establecer 

dominios de baja concentración de auxinas donde se expresará WUS y mediará la 

formación del meristemo apical de brote. 
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2.6.2.1 Genes involucrados en la ES 

 

Los eventos ocurridos durante la embriogénesis somática han sido mejor explorados y 

caracterizados usando embriones cigóticos inmaduros de Arabidopsis thaliana. Se ha 

encontrado un claro signo de transición embriogénica cuando LEAFY COTYLEDON 1 y 

2 (LEC1 y LEC2) se activan transcripcionalmente en medios libres de auxinas (Gallois et 

al. 2004). También se ha observado que algunos genes que codifican a reguladores 

transcripcionales, que funcionan en la embriogénesis cigótica tales como el factor MADS-

box AGAMOUS-LIKE 15 (AGL15), el factor AP2/ERF BABY BOOM (BBM) y el factor con 

dominio RWP-RK (RKD4), inducen embriogénesis somática cuando son 

sobreexpresados en germinados de Arabidopsis (Fehér 2015). Algunos análisis de 

transcriptoma han descubierto una red transcripcional altamente interconectada entre 

estos reguladores transcripcionales embrionarios (Ikeuchi et al. 2019). LEC2, por 

ejemplo, forma un circuito de retroalimentación positiva con AGL15 demostrado por un 

estudio reciente, dónde se observó que BBM directamente activa LEC1, LEC2 y AGL15, 

y viceversa, mientras que LEC1, LEC2, y AGL15 son requeridos para la expresión de 

BBM (Fig. 4), lo que corrobora las mutuas medidas regulatorias entre estos genes 

involucrados en la embriogénesis.  

Muchos de estos genes aparentemente promueven la embriogénesis mediante la 

modulación de la biosíntesis de auxinas y la señalización. La evidencia sugiere que 

AGL15 activa la expresión de IAA30 (Zheng et al. 2009). El análisis de pérdida de función 

en mutantes iaa30 muestran defectos en la embriogénesis somática mediada por AGL15, 

mostrando que IAA30 funciona corriente debajo de AGL15 (Zheng et al. 2009). LEC1 y 
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LEC2 inducen la biosíntesis de auxinas mediante la activación de YUC10, YUC2 y YUC4, 

lo cual contribuye a la inducción eficiente de la embriogénesis somática, ya que el 

establecimiento de dominios de respuesta a auxinas en las regiones periféricas dentro 

de los callos, serán los sitios donde WUS comenzará a expresarse y dirigirá la formación 

y mantenimiento del meristemo apical de brote. La relación entre la expresión de WUS y 

la respuesta de auxina no está del todo clara, pero hay evidencia que muestra que se 

requiere el transporte de auxina para la expresión de WUS, y dado que el establecimiento 

de dominios de máxima concentración de auxina es esencial para la expresión de genes 

embriogénicos in vitro, las relaciones reguladoras entre estos factores de transcripción y 

la respuesta de auxina aparentemente son mutuamente dependientes (Su et al. 2009). 

 

2.7 Regeneración in vitro de Jatropha curcas 

 

Se han reportado varios protocolos de regeneración para Jatropha con genotipo tóxico a 

partir de hipocótilos, peciolos y hojas usando 6-benzilaminopurina (BA) y ácido indol-3-

butirico (IBA) (Sujatha et al., 1996), y a partir de yemas axilares expuestas a cinetina 

(Kin) y thidiazuron (TDZ) (Rajore et al., 2005; Kumar et al., 2010). También se ha 

reportado que la adición de ácido indol-3-acético (IAA), sulfato de adenina, glutamina e 

IBA en la regeneración a través de meristemos apicales es exitosa (Rajore et al., 2005). 

La regeneración vía ES se ha logrado empleando ejes embrionarios cultivados en medios 

con  Kin e IBA (Baran Jha et al., 2007), además de BAP, ácido naftalenacético (ANA) e 

IBA (Rajore et al., 2007). También se ha reportado la inducción de la embriogénesis 

somática con el arresto de los regenerantes en la fase pre-globular y globular de Jatropha 
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curcas con genotipo no tóxico empleando cultivos en suspensión iniciados a partir de 

cotiledones en medios adicionados con BA, ANA y ácido ascórbico (Medina Hernández. 

2016). De forma general, la ODN se ha logrado usando explantes obtenidos de las partes 

aéreas de plantas jóvenes como hipocótilo, cotiledones, e incluso hojas y peciolos. En 

cambio, la ES parece tener éxito cuando se emplean como explantes ejes embrionarios 

o cotiledones.  

 

Aunque la regeneración de Jatropha ha sido reportada muchas veces y bajo diferentes 

condiciones de cultivo, estos protocolos se han desarrollado principalmente para 

variedades asiáticas y africanas que registraron un contenido no negligible de esteres de 

forbol que, aunque se ha visto que pueden ser eliminados de los aceites durante el 

proceso de transesterificación para obtener el biodiesel, este compuesto permanece 

presente en los subproductos como la glicerina o el agua utilizada, hecho que limita la 

aceptación de Jatropha como fuente de biocombustible ya que representaría una fuente 

de contaminación ambiental  por la emisión de desechos que contienen compuesto 

tóxicos (Huy et al. 2016). Por lo tanto, establecer un protocolo de regeneración efectivo 

para variedades mexicanas de genotipo no tóxico de Jatropha es importante para el 

aprovechamiento de este recurso.  

 

3. JUSTIFICACIÓN 

 

El potencial de aplicación de Jatropha curcas alrededor del mundo se encuentra limitado 

principalmente por los problemas que representa su cultivo en campo y por la presencia 
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de esteres de forbol en las semillas de las variedades tóxicas ampliamente distribuidas. 

El cultivo de tejidos vegetales, a través de la regeneración de tejidos mediante 

organogénesis de novo o embriogénesis somática es una opción viable para garantizar 

el abasto continuo de material vegetal de élite, que permita la explotación de Jatropha 

en las diferentes industrias que encuentran interés en ella. Desarrollar protocolos con 

alta frecuencia de regeneración para variedades mexicanas no tóxicas de J. curcas que 

presenta mejores características que las variedades asiáticas y africanas representa un 

avance importante hacia el aprovechamiento de este recurso en nuestro país y en el 

mundo.  

Por otro lado, los mecanismos moleculares involucrados en los diferentes procesos de 

regeneración de las plantas tanto en los sistemas in vitro como en la naturaleza se 

encuentran actualmente bajo un estudio exhaustivo que busca comprender en 

profundidad estos procesos. Sin embargo, los estudios se llevan a cabo en plantas 

modelo como Arabidopsis thaliana y a la fecha, hasta donde sabemos, no hay reportes 

que utilicen a Jatropha curcas como organismo de estudio. Pero dados los antecedentes 

de factores de transcripción que funcionan como conductores críticos de la 

reprogramación celular durante la respuesta regenerativa, principalmente pertenecientes 

a las familias AP2/ERS y MADS-box,  como PLT3, WUS y AGL15 es relevante observar 

el comportamiento de estos genes en Jatropha curcas cultivada in vitro para poder 

avanzar en el entendimiento de la regulación molecular de la regeneración y así 

encaminar los mayores esfuerzos para el mejoramiento de esta planta, mediante la 

aplicación de herramientas biotecnológicas.  
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Por lo anterior, en el presente trabajo se busca establecer las condiciones para la 

obtención de respuesta regenerativa de una variedad mexicana no tóxica de Jatropha 

curcas, validando el protocolo con análisis histológicos y establecer un precedente del 

comportamiento de los genes involucrados en este proceso. 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 General 

 

Regenerar plántulas de una variedad mexicana de Jatropha curcas con genotipo no 

tóxico mediante ODN y ES in vitro validando dichos procesos mediante análisis 

histológicos y comparar los cambios en la expresión de PLT3, WUS, y AGL15 en los 

procesos de regeneración.  

 

4.2 Específicos 

 

i. Establecer las condiciones de cultivos de Jatropha curcas para la inducción de 

brotes y optimizar aquellas para la inducción de embriones somáticos. 

ii. Realizar un análisis histológico comparativo de brotes y embriones somáticos 

de Jatropha curcas. 

iii. Analizar la expresión de PLT3, WUS, y AGL15 involucrados en la inducción de 

brotes y de embriones somáticos. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1 Cultivo in vitro de plántulas de Jatropha curcas 

 

Para la obtención de explantes de Jatropha curcas libres de microorganismos, se 

germinaron in vitro semillas de una variedad mexicana no tóxica. Las semillas fueron 

colectadas en 2016 en Tierra Blanca en Veracruz, México en las coordenadas latitud 

norte 18° 26’ y longitud oeste 96° 20’. Estas se sometieron a un proceso de desinfección 

superficial que se describe a continuación. Las semillas se lavaron con agua y jabón 

durante 1 min. Y posteriormente se sumergieron en agua bidestilada por 20 min. En 

campana de flujo laminar se removió completamente la testa, después se realizó la 

siguiente secuencia de lavados: 

 

i) Lavado con etanol al 70% por 5 segundos. 

ii) Lavado con hipoclorito de sodio al 0.2%. 

iii) Lavado con etanol al 70% por 1 min. 

iv) Lavado hipoclorito de sodio al 0.4% + Tritón al 0.01% por 3 min. 

v) Lavado con hipoclorito de sodio al 0.2% por 9 min.  

vi) 5 lavados con agua bidestilada estéril por 30 segundos, cada uno. 

 

Una vez realizada la desinfección se colocaron las semillas en medio de cultivo 

Murashige y Skoog (MS; 1962) optimizado para la germinación de semillas de J. curcas. 

El medio se compone de las sales inorgánicas típicas del medio MS, piridoxina (2 mg/L), 
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ácido nicotínico (2 mg/L), tiamina (4 mg/L), mioinositol (100 mg/L), cisteína (25 mg/L), 

sacarosa (30 g/L), y gelrite (2 g/L) (Galáz-Ávalos et al. 2012). Los cultivos se incubaron 

a 25 ºC y fotoperiodo de 16 h de luz y 8h de oscuridad. 

 

5.1.2 Inducción de la ODN y ES 

 

El establecimiento de los tratamientos de regeneración se realizó mediante dos ensayos 

que se describen a continuación.  

 

5.1.2.1 Primer ensayo 

 

Se emplearon raíces, hipocótilos, y cotiledones obtenidos de plantas de J. curcas 

germinadas in vitro con 15 días de edad aproximadamente. Estos se inocularon en 

medios MS de inducción de callo regenerante que fueron suplementados con sacarosa 

30 g/L, gelrite 2 g/L, y distintas combinaciones de RCV que se muestran en la tabla 1. 

Las combinaciones se obtuvieron de autores que reportan la obtención de regenerantes 

empleando variedades asiáticas y africanas de J. curcas (tabla 1). Se realizaron dos 

subcultivos cada 21 días para renovar el medio de cultivo y se registró la respuesta 

obtenida como porcentaje de inducción de callo y porcentaje de contaminación. 

Posteriormente, los explantes fueron expuestos durante otro periodo a medios 

suplementados con 2,4-D, o con BA en concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 mg/L para 

inducir la formación de embriones somáticos en el caso de la auxina y de brotes en el 
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caso de la citocinina. Los resultados se registraron a los 24 días de cultivo como 

porcentaje de inducción de callo por tratamiento. 

 

Tabla 1. Combinaciones de RCV reportadas en la literatura para la inducción de callo 

regenerativo en explantes de J. curcas, que fueron empleadas durante el primer ensayo. 

Medio de cultivo Formulación 1 Referencia 

MIC 1 Picloram (1 mg/L) Nindita et al. 2014 

MIC 2 TDZ (1.0 mg/L), 2,4-D (0.5 mg/L)  Medipally et al. 2014 

MIC 3 TDZ (0.5 mg/L) IBA (0.1 mg/L) Galaz-Avalos et al. 2012 

MIC 4 2,4-D (2 mg/L) Cai et al. 2011 

MIC 5 TDZ (1.5 mg/L), IBA (0.2 mg/L) Baram-Jha et al. 2007 

 

1 TDZ: Thidiazurón, 2,4-D: ácido 2,4-diclorofenoxiacético, IBA: ácido indolbutírico, Kin: 

cinetina, NAA: ácido naftalenacético, ABA: ácido abscísico, GA: ácido giberélico.  

 

5.1.2.2 Segundo ensayo 

 

Los resultados del primer ensayo indicaron que los explantes obtenidos de raíces 

jóvenes no generan respuestas favorables para la regeneración de plántulas de 

Jatropha, por tal motivo se descartó su uso en los experimentos posteriores. Las 

combinaciones RCV seleccionadas para este segundo ensayo fueron elegidas a partir 

de reportes que indican la obtención de brotes o embriones de J. curcas en 

concentraciones definidas de RCV, condiciones de incubación, o tejido inicial distintos a 

los evaluados durante el primer ensayo. En la tabla 2 se encuentran los tratamientos 

evaluados en esta segunda etapa, todos los cultivos generados se incubaron a 25 ºC y 
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en oscuridad hasta el primer cambio de medio correspondiente. Posteriormente estos se 

expusieron a fotoperiodo de 16 h luz y 8 de oscuridad.  

 

Tabla 2. Combinaciones de RCV para la inducción de callo en condiciones iniciales de 

oscuridad (segundo ensayo) a partir de explantes de Jatropha. CIM: medio inductor de 

callo, SIM: medio inductor de brote, EIM: medio inductor de embriones 

 

Medio de cultivo Formulación1, 2  Referencia 

TIB 1 CIM: BA (1.5 mg/L) + IBA (0.05 mg/L) 

 

SIM: BA (1.5 mg/L) + IBA (0.05 mg/L) + GA 

(0.5 mg/L) 

Li et al. 2008  

TIB 2 CIM: IBA (0.5 mg/L) + BA (1.0 mg/L) 

 

SIM: PVP (500 mg/L) + Ácido cítrico (30 

mg/L) + BA (1.0 mg/L) + Kin (0.5 mg/L) + IBA 

(0.25 mg/L) 

Varshney & Johnson. 2010 

TIE 1 EIM: Picloram (1 mg/L Nindita et al. 2014 

TIE 2 EIM: 2,4-D (0.8 mg/L) Siang.& Yien 2012 

 

1. Medios MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con sacarosa 30 g/L, gelrite 2 g/L. 

2. BA: Benciladenina, 2,4-D: ácido 2,4-diclorofenoxiacético, IBA: ácido indolbutírico, Kin: 

cinetina, NAA: ácido naftalenacético, ABA: ácido absícico, GA: ácido giberélico.  

 

El experimento se realizó por duplicado y se registraron las respuestas de porcentaje de 

inducción, contaminación y número de brotes o embriones somáticos cada 21 días. 
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5.2 Análisis histológico de estructuras regeneradas 

 

Se cortaron secciones de aproximadamente 0.25 cm2 de explantes cultivados TIB 1 y 

TIE 2 que contenían señales de regeneración a los 7, 14, 28 y 42 días en cultivo para su 

procesamiento histológico que se describe a continuación. 

 

Fijación: se empleó la solución de Navashin por ser adecuada para la fijación de 

estructuras suaves y delicadas (Sandoval 2005). Este fijador se conforma por dos 

soluciones: solución A (Trióxido de cromo 10 g/L, Ácido acético glacial 7% (v/v)) y 

solución B (Formaldehído 30% (v/v)) mezcladas en cantidades iguales justo antes de 

emplearlo. Los tejidos se sumergieron completamente en el fijador de Navashin y se 

mantuvieron en agitación constante (100 rpm) y a 25 ºC durante 48 hrs. Posteriormente 

se realizaron enjuagues a los tejidos con agua destilada hasta remover completamente 

el olor a formaldehído.  

 

Deshidratación: una vez removido el Navashin, se deshidrataron las muestras 

empleando un tren de alcohol tert-butílico con las siguientes concentraciones: 35, 50, 60, 

75, 85, 95 y 100%, manteniendo los tejidos en cada concentración durante 24hrs excepto 

en la última de las concentraciones donde se mantuvo durante 72 hrs.  

 

Infiltración en Paraplas®: sin remover el alcohol tert-butílico, las muestras se incubaron 

a 60 ºC añadiendo de 7 a 10 hojuelas de Paraplas® cada 30-40 min permitiendo que se 
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fundan y mezclen con el alcohol para lograr una infiltración en el tejido de forma gradual. 

Se añadieron hojuelas hasta duplicar el volumen de alcohol tert-butílico inicial. Las 

muestras se incubaron hasta evaporar el alcohol, se removió el resto de la mezcla y 

colocó Paraplas® puro donde se mantuvieron las muestras durante 72 hrs. 

Inclusión: Para la elaboración de los bloques de corte se colocaron las muestras en cajas 

de papel bond (1.5 x 1 cm) y se vertió Paraplas® hasta el borde de la caja, con una aguja 

de disección se removieron las burbujas formadas alrededor del tejido sin tocarlo, una 

vez solidificado el bloque se mantuvo a 4 ºC hasta su posterior procesamiento.  

 

Cortes y tinción: Los bloques obtenidos durante la inclusión se montaron en un soporte 

de madera y se desbastó hasta dar forma adecuada para la formación de listones. Se 

cortaron secciones seriales de 5 micras de grosor longitudinales en micrótomo de 

rotación (American Optical 860) que fueron adheridas a portaobjetos usando grenetina 

como adhesivo. Para la tinción, se removió el Paraplas® incubando a 60 ºC durante 30 

min y haciendo dos enjuagues, el primero con xilol por 20 min y el segundo con una 

mezcla de xilol-etanol (1:1) por 15 min. Tras los enjuagues, las secciones se rehidrataron 

a través de alcoholes graduales: 100, 95, 70, 50 y 30% durante 15 min en cada uno. 

Después del etanol al 30%, se colocaron las secciones en safranina durante toda la 

noche, se lavaron dos veces con agua destilada y se deshidrataron nuevamente 

mediante etanol al 30, 50, 70, 95 y absoluto con intervalos de exposición de 2 min en 

cada uno. Se empleó una tinción con verde rápido durante 5 minutos para lograr un 

contraste en el tejido. Por último, las secciones se colocaron en aceite de clavo y en 
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citrisolv TM durante 10 min en cada uno. Las secciones se recubrieron con resina sintética 

y un cubreobjetos y se secaron en horno a 60 ºC durante 15 días. 

5.3 Análisis de la expresión de genes relacionados con ODN y ES 

 

5.3.1 Análisis in silico y diseño de oligonucleótidos 

 

Se obtuvieron las secuencias de aminoácidos de los factores de transcripción de interés 

en la base de datos The Arabidopsis information resource (TAIR, 

https://www.arabidopsis.org), debido a que los principales estudios de dichos factores se 

han realizado en A. thaliana. TAIR mantiene una base de datos de genética y biología 

molecular de este modelo de estudio. Entre la información disponible se puede encontrar 

la secuencia completa del genoma, estructura de genes, productos de genes, mapas 

genómicos, marcadores genéticos y físicos, entre otros. Una vez obtenida la secuencia 

de aminoácidos cuyas accesiones se reportan en la tabla 3, se procedió a hacer una 

búsqueda por alineamiento local, con ayuda de la herramienta de uso libre BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology Information), 

restringiendo la búsqueda al organismo Jatropha curcas; y de la base de datos Jatropha 

curcas Data Base (JCDB) que se distingue de la base de datos de Jatropha del NCBI 

(Jatropha curcas Annotation Release) por algunas particularidades como su integración 

de la información de genes con la anotación funcional, perfiles de expresión, y redes de 

genes. Lo anterior con propósitos de control de los datos recuperados. De los resultados 

obtenidos del BLAST, se recuperó la secuencia de aminoácidos de la proteína con mayor 

identidad respecto a la de Arabidopsis y se procedió con el análisis estructural. Este 
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consistió en la búsqueda de los dominios o motivos más relevantes en la función de los 

factores de transcripción seleccionados mediante el alineamiento de la secuencia de 

aminoácidos de la proteína de Arabidopsis vs Jatropha.  

 

Tabla 3. Genes de interés de Arabidopsis en la base de datos TAIR. Se presentan además de 

los nombres de los genes, los dominios carácterísticos de las proteínas que son relevantes en la 

función que ejecutan. 

Gen Locus TAIR  Dominios de interés 

PLT3 AT5G10510 AP2 

WUS AT2G17950 Homeodominio 

AGL15 AT5G13790 MADS 

ESR1 AT1G12980 AP2 

RKD4 AT5G53040 RWP-RK 
 

 

Una vez que se corroboró que los dominios o motivos de los genes seleccionados, 

estuvieran conservados en las proteínas de Jatropha, se obtuvieron las secuencias 

codificantes de las proteínas reportadas en NCBI. Las secuencias emplearon para el 

diseño de los oligonucleótidos con ayuda del software libre Primer3Plus, al que se le 

ajustaron los parámetros de diseño para oligonucleótidos empleados para qPCR, que 

rindieran un amplicon de entre 150 y 200 pares de bases (pb), y que la diferencia entre 

las temperaturas de fusión fuera no mayor a 1 ºC entre pares. Una vez obtenidas las 

secuencias de oligonucleótidos arrojadas por Primer3Plus, se procedió a su análisis que 
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consistió en la predicción de posibles amplicones, mediante el uso del software libre 

PrimerBLAST del NCBI, restringiendo la búsqueda al organismo Jatropha curcas. Se 

eligieron los pares de oligonucleótidos que arrojaron como resultado la amplificación de 

un único producto correspondiente a los genes de los factores de transcripción de interés. 

Posteriormente se introdujeron las secuencias de los pares de oligonucleótidos 

seleccionados a la herramienta de uso libre Beacon Designer que permite predecir la 

formación de estructuras secundarias en los oligonucleótidos, así como la dimerización 

y la estabilidad de estas estructuras mediante el cálculo de su ∆G, y la temperatura de 

alineamiento. Se verificó que estos datos estuvieran en el rango de -6.0 a 0 y 60 ºC 

respectivamente. Por último, se analizó el amplicón predicho por PrimerBLAST para 

obtener una predicción de la curva Melt. 

 

5.3.2 Extracción de RNA total y síntesis de cDNA 

 

Se obtuvieron muestras de estructuras regeneradas mediante los tratamientos de 

inducción de ODN TIB1, y ES TIE2. Las muestras de tejido se recolectaron a los 0, 7, 14, 

28, y 42 días de cultivo. Como control se empleó tejido obtenido de explantes cultivados 

en medio MS sin suplemento de RCV. El RNA fue extraído empleando el método descrito 

por Huded et al. (2018). Se emplearon aproximadamente 300 mg de tejido fresco, se les 

añadieron 20 mg de PVPP y fueron pulverizados en nitrógeno líquido, se añadieron 750 

uL de buffer de extracción precalentado a 65 ºC (SDS 2%, Tris-HCl pH 8 100mM, EDTA 

pH 8 25mM, y b-mercaptoetanol 1%), se continuó la molienda y se transfirió el contenido 

del mortero a dos tubos de 2 ml. Se incubaron las muestras a 65 ºC durante 20 min con 
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agitación cada minuto. Se añadió un volumen de fenol:cloroformo (1:1) a los tubos que 

contenían las muestras, se mezcló vigorosamente, se mantuvo a temperatura ambiente 

durante 10 minutos y se centrifugó a 15,000 G a 4 ºC durante 10 minutos. Posteriormente 

se recuperó la fase acuosa, se añadieron 0.3 volúmenes de acetato de potasio 5M pH 5 

y 0.7 volúmenes de fenol:cloroformo, se agitó vigorosamente; se incubaron a -20 ºC por 

10 min, después se centrifugó a 15,000 g a 4 ºC durante 10 min. Nuevamente se 

recolectó la fase superior en tubos nuevos, se añadieron 0.1 volúmenes de acetato de 

potasio 3M y un volumen de isopropanol frío, se mezcló por inversión y se incubó a -20 

ºC durante una hora. Las muestras se centrifugaron a 15,000 G, 4 ºC durante 10 minutos, 

se observó la formación de un pellet y se decantó el sobrenadante. Se realizó un lavado 

con 1 ml de etanol al 70% despegando el pellet del fondo del tubo y centrifugando a 

7,500 G, 4 ºC durante 15 minutos, se decantó el sobrenadante y se permitió que se 

evaporaran los restos de etanol que permanecieron en el tubo. El pellet se resuspendió 

en 25 µL de agua Mili-Q estéril.  

La concentración y pureza del RNA obtenido se determinó mediante un 

espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y su integridad se determinó 

mediante electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante con tinción de bromuro de 

etidio. La contaminación por DNA genómico se eliminó con el kit de DNAsa IHENo521 

(Thermo Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.  

El cDNA fue sintetizado a partir de 2 µg de RNA total utilizando el kit RevertAid K1641 

(Thermo Scientific) y con un pool de oligonucleótidos específicos (oligonucleótido 3’ de 

cada gen de interés) en concentración de 0.2 µM.  
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5.3.3 Determinación de los niveles de expresión de JcPLT3, JcWUS, y JcAGL15 

 

Cada reacción de qPCR se preparó con 8 µL de Maxima SYBR Green qPCR Máster Mix 

(2X) (Thermo Scientific, EE. UU.), 100 nM de cada primer (tabla 7) según correspondía, 

y 256 ng de cDNA; para un volumen total de 16 µL. Se incluyó un control sin templado 

para cada par de primers. Las reacciones de RT-qPCR se llevaron a cabo usando un 

equipo CFX96 Touch Real-Time PCR detection system (Bio-Rad, EE. UU.), con un 

protocolo de ciclado de dos pasos: pretratamiento UDG (uracil DNA glicosidasa) a 50ºC 

por 2 min, desnaturalización inicial a 95ºC por 10 min, seguido por 40 ciclos de 

desnaturalización a 95ºC por 10 seg, y alineación/extensión a 60ºC por 30 seg, y una 

curva melting desde 65 hasta 95ºC con incrementos de 0.5ºC. El equipo realizó las 

mediciones de concentración de DNA en cada ciclo cuando la temperatura era de 60ºC. 

Este análisis se realizó con dos réplicas técnicas por cada réplica biológica. Para el 

análisis de los datos se empleó el software Bio-Rad CFX Manager 2.1, con el que se 

determinó el Cq para cada reacción, el Cq promedio y la desviación estándar. Se empleó 

el método de ∆∆Cq para la cuantificación relativa de la expresión de los genes 

seleccionados usando el factor de elongación 1a (EF1a) como referencia ya que de 

acuerdo con Zhang y colaboradores (2010), en Jatropha curcas es uno de los mejores 

genes de referencia junto con actin y GAPDH para la determinación de perfiles de 

expresión de genes en todas las etapas de desarrollo de la planta. 
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5.4 Análisis estadístico 

 

Todos los experimentos fueron desarrollados por triplicado, reportando los valores de la 

media y su desviación estándar. Los resultados fueron sujetos a un análisis de varianza 

a una sola vía (ANOVA). Las diferencias significativas de los parámetros fueron 

determinados aplicando una prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0.05. 

 

6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

6.1 Respuesta de los explantes a los medios de inducción de callo (MIC). 

 

Después de 24 días de incubación de los explantes en las condiciones evaluadas en el 

primer ensayo de regeneración (tabla 1), se registró formación de callo de los explantes 

en los diferentes tratamientos. El tratamiento con el porcentaje de inducción de callo más 

elevado fue MIC1 a partir de hipocótilos con 90.2 ± 4.4% aunque no fue 

significativamente diferente a los porcentajes registrados para raíz y para cotiledón (tabla 

4). Durante este periodo, la formación de callo se dio principalmente en las regiones 

dónde se realizaron cortes para separar el explante de la planta de origen (Fig 5A, 5B, 

5C), posteriormente, a los 28d de cultivo comenzó a expandirse para cubrir todo el 

explante inicial en el caso de hipocótilos (Fig. 5E) y cotiledones (Fig. 5D); en raíces la 

proliferación del callo se limitó a los extremos del explante donde se practicó corte (Fig. 

5F). El aumento de tamaño sugiere que, para todos los tratamientos probados, las 

células se encuentran en constante división, aunque no se detectaron estructuras que 
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indiquen la inducción de la respuesta regenerativa. Las características de la mayoría de 

los callos son similares: compactos pero friables y con proliferación constante. Tras 42 

días de cultivo, los callos fueron transferidos a medios suplementados con citocinina (BA) 

o auxina (2,4-D) en distintas concentraciones para favorecer la inducción de brotes y 

embriones, respectivamente. No hubo cambio significativo en el tamaño del callo ni en la 

masa y ningún signo de regeneración fue detectado en alguno de los callos (Fig 5G). En 

el caso de los callos inducidos a partir de segmentos de raíz, sufrieron oxidación tras la 

exposición a los medios enriquecidos con BA o 2,4-D (Fig. 5I), reduciendo aún más su 

crecimiento y cambiando la textura del tejido de friable a duro en el 100% de los callos. 

Debido a que la respuesta observada al emplear secciones de raíz como explante para 

la inducción de callos regenerantes mostró una respuesta proliferativa significativamente 

menor, en comparación con los callos generados a partir de hipocótilo y cotiledón, 

además de problemas severos de oxidación, se descartó su uso para el segundo ensayo 

de inducción de la regeneración.  

 

6.1.2 Inducción de ODN 

 

Para el segundo ensayo, los explantes fueron expuestos inicialmente a citocinina (BA) y 

una concentración baja de auxina (IBA) para inducir ODN (medios TIB, tabla 2) y a 

auxinas (2,4-D o Picloram) para la inducción de ES (medios TIE, tabla 2) ambos 

tratamientos en ausencia de luz.  
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Figura 5 Respuestas de los diferentes explantes de J. curcas empleados para la 

inducción de la regeneración. En A se observa la respuesta del cotiledon tras 21 días de 

cultivo, en B la de hipocotilo y en C la respuesta de la raíz. La formación de callo es 

mayormente evidente en las zonas de corte para todos los tratamientos probados. En D 

se muestra la evolución del callo generado a partir de cotiledón en E la del hipocótilo y 

en F la del callo de raíz, todas tras 28 días de cultivo. Los callos se expandieron 

abarcando toda la superficie del explante excepto en la raíz donde se limita a los sitios 

de corte, se caracterizaron por ser compactos pero friables. En G se muestra la respuesta 

de los callos generados a partir de cotiledon ante el cambio de medio de cultivo 

suplementado con 2,4-D, en H la respuesta del callo de hipocotilo y en I la del callo de 

raíz ante el mismo cambio. Los callos se volvieron compactos y presentaron niveles 

importantes de oxidanción especialmente los generados a partir de raíz. 

 

A 

D 
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E 
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Tabla 4 Efecto de los tratamientos de inducción de callo en el porcentaje de respuesta de los explantes evaluados después de 24 días 

de exposición 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5. Efecto de los tratamientos de inducción de ODN y ES en el porcentaje de respuesta de los explantes evaluados y número de 

estructuras regenerantes generadas después de 42 días de exposición. 

 

Porcentaje de inducción de callo 

Explantes MIC1 MIC2 MIC3 MIC4 MIC5 MS 

Hipocótilo 90.2±4.4 81.5±2.1 61.6±1.4 75.1 ± 1.9 55.1 ± 3.2 5.9 ± 0.1 

Cotiledón 88.8 ± 3.2 78.2 ± 1.6 59.0 ± 1.5 70.0 ± 2.2 54.9 ± 1.7 5.1 ± 0.8 

Raíz 88.1 ± 1.6 77.3 ± 1.9 60.3 ± 1.4 74.3 ± 2.8 49.5 ± 1.7 5.3 ± 0.10 

Porcentaje de inducción de callo regenerante  No. de estructuras regenerantes por explante 

Explantes TIB1 TIB2 TIE1 TIE2 MS  TIB1 TIB2 TIE1 TIE2 MS 

Hipocótilo 53.5±3.1 40.8±4.4 45.8±2.4 27.4±3.3 0  0 0 0 0 0 

Cotiledón 72.2±7.8 50.8±2.8 62.4±3.2 90.4±7.8 0  10.8±2.1 0 0 19±2.8 0 
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Figura 6. Respuesta de los cotiledones a los 
tratamientos TIB1, TIB2, TIE1 y TIE2. En A se muestra 
el explante de Jatropha tras 7d de incubación en TIB1, 
en B después de 14d en C a los 28d y en D tras 42d 
donde es posible distinguir los brotes regenerados en 
fase de dos hojas aunque en este punto también se 
encontraron estructuras en fases más tempranas de la 
regeneración. .E muestra la respuesta del explante al 
tratamiento TIB2 después de 7d de incubación, en F se 
observa tras 14d y se distingue mayor proliferación de 
callo que en el caso de TIB1 durante el mismo periodo, 
en G se muestra la gran capacidad de proliferación del 
callo después de 28d y en H se muestra que TIB2 no 
fue capaz de regenerar brotes puesto que no se 
hallaron primordios o algún otro tipo de estructura. En I 
se muestra el explante incubado 7d en TIE1, aunuqe 
hay señales de que el explante está repsondiendo al 
tratamiento, evidenciado por la formación de 
protuberancias, aún no forma callo. En J, tras 14d de 
cultivo en TIE1, el explante ya muestra formación de 
callo tras 14d de cultivo. Las características de este 
callo formado son más evidentes en K donde despues 
de 28d ha proliferado y tiene textura cremosa y 
ausencia de pigmentación. En L se hace evidente que 
a pesar de sus carcaterísticas embriogénicas, el callo 
generado en TIE1 no regenera embriones pues no hay 
estructuras que indiquen lo contrario. En M y N se 
muestran la respuesta del explante al tratamiento TIE2 
a los 7d y 14d respectivamente. El desarrollo del callo 
es muy similar al obserbado en TIE1 aunque las 
respuestas del explante son más evidentes. En Ñ se 
observa el callo generado en TIE2 tras 28d con textura 
cremosa y con presencia de pigmentos morados que 
probablemente sean antocianinas. En O se distinguen 
estructuras esféricas similares a un domo que se 
clasificaron como masas proembriogénicas dadas sus 
características compatibles con las descripciones 
realizadas en otros trabajos (Nindita et. Al. 2014) 

 

A B C D 
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I J K L 
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En los TIB, la presencia de citocinina en mayor proporción que la auxina tuvo un efecto 

observable en la inducción de callo regenerante, presentando características 

compatibles con las descritas en otros trabajos (El-Sayed et al. 2020). El tratamiento 

TIB1 que contenía la concentración más alta de BA, mostró los mayores porcentajes de 

inducción de callos regenerantes registrando 72.2 ± 7.85% después de 42 días de 

incubación y en cada uno de los callos se encontraron 10.8 ± 2.01 brotes en diferentes 

etapas de desarrollo que van desde primordios hasta la etapa de dos hojas (Fig. 6D).  

En este punto no se observó formación de brotes en TIB2 en ninguno de los explantes, 

aunque su capacidad de proliferación era mucho mayor que la de los explantes 

expuestos a TIB1 (Fig. 6G).  

 

6.1.3 Inducción de ES 

 

La presencia de las auxinas en los respectivos tratamientos tuvo efecto en la formación 

de callo con características embriogénicas. Ambos tratamientos fueron capaces de 

inducir la formación de callo embriogénico  siendo TIE2 el más efectivo registrando 

inducción de ES en el 90.44 ± 7.85% de los explantes (tabla 5). Los callos de TIE1 

presentaron textura cremosa (Fig. 6K) y carecían de pigmentación a diferencia de TIE2 

que presentó zonas pigmentadas de color morado (Fig. 6Ñ). El tipo de explante sin 

embargo fue determinante para la formación de estructuras regenerantes características 

de la embriogénesis somática: estructuras esféricas similares a un domo denominadas 

masas proembriogénicas dadas sus características compatibles con las descritas por 

Nindita y col. (2014) (Fig. 6O). Tras la remoción de la auxina del medio, los cotiledones 
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en el tratamiento TIE2 las masas proembriogénicas se encontraban en una densidad de 

19 ± 2.8 masa por explante siendo la combinación de explante-tratamiento más efectiva 

para la inducción de ES. Los callos embriogénicos generados a partir de hipocótilos no 

mostraron formación de masas proembriogénicas. Por otro lado, fue posible distinguir 

una leve pigmentación de las masas proembriogénicas obtenidas que probablemente 

correspondía a la síntesis de antocianinas como respuesta al fotoperiodo (Fig. 6O). 

 

En el presente estudio la presencia de auxinas y citocininas en el medio de cultivo, así 

como el explante utilizado influenciaron de forma significativa la inducción de ODN y ES.  

La bencilaminopurina (BA) es una citocinina sintética conocida por su capacidad para 

promover la proliferación celular, la formación de brotes y la organogénesis en diversos 

sistemas de cultivo de tejidos vegetales incluida Jatropha curcas. Sin embargo, la 

mayoría de los estudios en donde se induce ODN en Jatropha, la citocinina más recurrida 

es el TDZ, pues es generalmente más potente en términos de su capacidad para inducir 

la proliferación celular y la regeneración de tejidos. Kumar et al. (2011) por ejemplo 

reporta que la formación de brotes en diferentes explantes de Jatropha de genotipo tóxico 

fue proporcional al incremento de la concentración de TDZ entre 0.22 y 9.08 uM en el 

medio de cultivo, esto es, a mayor concentración de TDZ, mayor porcentaje de inducción 

de brotes. No obstante, en esta investigación el empleo de TDZ como inductor de la ODN 

(MIC2, 3 y 5) no mostró resultados favorables puesto que fue efectivo en la inducción de 

callo en tres explantes diferentes, pero ninguno mostró señales de regeneración. En 

cambio, el BA si fue capaz de inducir la formación de brotes, hecho que es consistente 

con el estudio realizado por Nogueira et al. (2011) quienes evaluaron la eficacia de 
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diferentes reguladores de crecimiento, incluyendo la BA y el TDZ, en la multiplicación de 

brotes de Jatropha curcas. Sus resultados mostraron, que tanto la BA como el TDZ 

fueron efectivos en la formación de brotes, pero la BA demostró ser más eficiente en 

términos de mayor número de brotes por explante.  

Por otro lado, la ES fue exitosamente inducida en cotiledones cultivados con suplemento 

de 2,4-D. El 2,4-D es una auxina sintética ampliamente usada en la iducción de la 

embriogénesis somática tanto en especies modelo como en Jatropha. Laguna et al. 

(2018) reportó que la adición de 2,4-D promovió la formación de callos embriogénicos y 

la posterior regeneración de embriones en Jatropha curcas, observando la misma 

tendencia que se reporta para el TDZ y la ODN, a mayor concentración de 2,4-D mayor 

inducción de embriones en un rango de 67.87 a 26.24 uM. 

 

El tipo de explante empleado fue otro factor determinante en la respuesta regenerativa 

obtenida en el presente trabajo y suele ser un factor muy importante en el establecimiento 

de un protocolo de regeneración eficiente. Sharma et al. (2011) reporta por ejemplo que 

el uso de explantes obtenidos de plántulas germinadas in vitro resulta en un mayor 

porcentaje de regeneración y número de plántulas regeneradas que cuando se usan 

explantes obtenidos de fuentes ex vitro. Además, se ha visto que incluso la posición del 

explante colectado en la planta madre influye también en la regeneración. Los segmentos 

de hipocótilo que están más cercanos al nodo cotiledonar responden mejor a 

tratamientos de regeneración que aquellos segmentos que existen más cerca del nodo 

de la raíz (Mundhara y Rashid 2006). Lo que posiblemente se explica debido al efecto 

inhibidor del meristemo de la raíz primaria y de los meristemos de raíces laterales 
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presentes en el extremo del hipocótilo. Tendencias similares han sido observados en la 

especie Paulownia tomentosa Steud (Ozaslan et al. 2005). También cabe señalar que el 

potencial de regeneración de las células vegetales varía entre diferentes tipos de tejido 

y órganos. Algunos tejidos vegetales como los explantes de hipocótilo y cotiledón tienen 

una mayor capacidad de desdiferenciación y proliferación, lo que facilita la regeneración 

en contraste con los explantes de raíz. El hipocótilo es la región que se encuentra entre 

la raíz y los cotiledones de una planta en desarrollo. Los explantes de hipocótilo 

contienen a menudo células menos especializadas y por lo tanto tienen un alto potencial 

regenerativo. Estas células tienen la capacidad de desdiferenciarse y adquirir un nuevo 

programa de desarrollo que les permitirá formar nuevos tejidos y órganos. Los 

cotiledones por otro lado son estructuras de almacenamiento de nutrientes en las 

semillas y son cruciales para el crecimiento inicial de la planta. Los explantes 

provenientes de este tejido también poseen células con alto potencial regenerativo. En 

contraste, las células de la raíz suelen estar más diferenciadas y especializadas en su 

función principal de absorción de agua y nutrientes. Esto puede limitar su capacidad de 

proliferación en comparación con otras células, aunque algunas regiones de la raíz como 

el meristemo apical contienen células con mayor potencial regenerativo en comparación 

con regiones más maduras y diferenciadas halladas por encima del primer pelo radicular 

(Long et al. 2022). En el presente trabajo, los explantes de cotiledones que obtenidos a 

partir de plántulas germinadas in vitro con 7 días de edad fueron los únicos explantes 

capaces de regenerar brotes y embriones somáticos. 
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Además de los factores relacionados con el explante, el genotipo de Jatropha curcas 

también desempeña un papel crucial en la capacidad regenerativa. Se ha observado que 

las variedades tóxicas de Jatropha exhiben una mayor capacidad de regeneración en 

comparación con las variedades no tóxicas (Zhou et al. 2022). Esta disparidad en la 

eficiencia de regeneración podría estar relacionada con la presencia de compuestos 

tóxicos, como la curcina y la curcasina, en las variedades tóxicas. Estos compuestos 

pueden influir en la regulación del metabolismo de los reguladores de crecimiento vegetal 

y en la respuesta del tejido a los mismos. Los genotipos tóxicos tienden a tener una 

mayor habilidad para la formación de callos y la inducción de embriones somáticos en 

comparación con los genotipos no tóxicos debido a que los compuestos tóxicos pueden 

desencadenar respuestas fisiológicas y morfológicas específicas en las células vegetales 

(Sharma et al. 2011). Se ha demostrado que estos compuestos pueden alterar la 

biosíntesis y el transporte de auxinas, citoquininas y otras hormonas vegetales, lo que 

puede tener un impacto significativo en la capacidad de los tejidos para desdiferenciarse, 

proliferar y regenerar. (García-Rojas et al. 2014). El presente estudio ha permitido 

encontrar las condiciones necesarias para lograr la regeneración mediante dos vías 

diferentes de Jatropha curcas a pesar de que la variedad empleada no contiene los 

compuestos tóxicos que influyen positivamente en la respuesta a los reguladores de 

crecimeinto vegetal.  
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6.2 Alteraciones histológicas durante la regeneración vía ODN y ES 

 

Para estudiar los eventos celulares que conducen a la regeneración vía organogénesis 

de novo y embriogénesis somática, se dio seguimiento a las respuestas morfogénicas 

desde el explante inicial hasta que la formación de brotes o de masas proembriogénicas 

se distinguían a simple vista.  

 

6.2.1 Histología de la regeneración en cotiledones vía DNSO 

 

Después de 7 días de cultivo en TIB1 CIM, las secciones de cotiledones cultivadas 

exhibieron hipertrofia en la región vascular con la diferenciación de un gran número de 

elementos similares a traqueidas. Durante las etapas iniciales de la formación de callos, 

las células parenquimáticas en la región subepidérmica readquirieron su capacidad de 

división y produjeron una masa indiferenciada de células llamada callo primario (Fig. 7A). 

Las células del callo primario se caracterizan por tener un citoplasma denso. La división 

y el crecimiento de las células del callo continuaron, lo que resultó en el aumento de 

tamaño del callo primario después de 14 días en CIM (Fig. 7B). La transferencia del callo 

a condiciones que favorecen el crecimiento organizado (TIB1 SIM) llevó a la formación 

de meristemoides (Fig. 7C). Los meristemoides son grupos localizados de células 

similares al cambium que pueden vascularizarse debido a la aparición de traqueidas en 

el centro (Fig. 7D). La formación de meristemoides en cultivos de callos puede 

representar su asociación con una etapa temprana del desarrollo de brotes vegetativos 

(Kulchetsckiet al., 1995). Se ha reportado que en cultivos de callos derivados de 
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cotiledones de J. curcas, la formación de meristemoides se da dentro de 3-4 semanas 

de cultivo en CIM (Varshney et al. 2011). Se encontró que los meristemoides se originan 

en la región periférica de las células del callo organogénico. A medida que aumentaba el 

volumen del callo primario, los derivados comenzaron a diferenciarse en grandes células 

parenquimatosas, mientras que las células iniciales aparecían teñidas oscuras a los 28 

días totales de cultivo (Fig. 7E). Posteriormente, las células del callo crecieron más en 

SIM y se observó la formación de primordios de brotes pequeños que fueron aumetando 

su tamaño hasta convertirse en brotes tras 42 días de cultivo (Fig. 7F y G). Dado que no 

se pudo observar ninguna conexión vascular entre el explante del cotiledón y los 

primordios de brotes, se puede concluir que el origen de los brotes vegetativos fue 

adventicio (Fig. 7H).  

 

Kulchetscki et al. (1995) informaron sobre la formación de promeristemoides en la región 

subepidérmica que posteriormente se desarrollaron en meristemoides y primordios de 

brotes. Un patrón similar de formación de meristemoides también fue observado por 

Sujatha et al. (2000) en J. integerrima. Kumar et al. (2018) mostraron que los brotes 

vegetativos diferenciados se originaron a lo largo de la porción de nervadura central de 

la hoja en J. curcas. En el presente estudio, el origen de la mayoría de los meristemoides 

en los cultivos de J. curcas parecía ser de la región periférica de las células del callo 

organogénico. Mitrofanova et al. (2019) observaron que cuando los meristemoides se 

originaban en tejidos internos, la formación de brotes vegetativos se daba de forma 

anormal. Los meristemoides que se originaron a partir de células profundamente 

ubicadas se vieron limitados en su desarrollo, lo cual podría ser resultado de la supresión 
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ejercida por las células periféricas. En nuestro estudio, se observaron domos 

meristemáticos en la superficie del callo en regeneración (Fig. 6E). Después de 8 

semanas de cultivo en SIM,. Estos meristemos de brote desarrollados a partir del callo 

posteriormente se convirtieron en brotes (Fig. 6F). En conjunto las observaciones 

realizadas constituyen una sólida evidencia histológica de la inducción de callo y los 

pasos subsiguientes en la regeneración de brotes a partir de explantes de cotiledones 

vía ODN. 



 61 

 

Figura 7 Caracterización anatómica de 
la organogénesis de novo de brotes de 
Jatropha curcas a partir de cotiledones. 
Todos los cortes son longitudinales, 
solo se muestra el lado adaxial de los 
explantes (extremo que no estaba en 
contacto con el medio de cultivo) A. 
Organización histológica del callo 
primario. Las células subepidérmicas 
readquirieron la capacidad de división y 
comienzan la formación de una masa 
de células indiferenciadas delimitadas 
por el recuadro. B. Callo primario 
compuesto por células con citoplasma 
denso característica que señala la 
capacidad de regeneración. C. Tras 14 
días de incubación en CIM se observó 
la formación de meristemoides con 
evidente vascularización que se señala 
en D con puntas de flechas negras. E. 
Células iniciales con capacidad de 
formación de brote aparecen tras 28 
días de cultivo, señaladas por el 
recuadro negro. F. Primordio de brote 
(pb) que se originó a partir de las 
células iniciales. G. Brote de J. curcas 
con 42 días de cultivo (b), en H se 
observa la sección central del brote 
señalada con puntas de flecha negras 
sin detectar conexión vascular entre el 
explante y el primordio. 
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6.2.2 Histología de la regeneración en cotiledones vía ES 

 

Los explantes cultivados en medios MS suplementado con tratamiento inductor de ES 

también formaron protuberancias tras 7 días de cultivo, mismas que en la embriogénesis 

somática de Passiflora cincinnata ocurren gracias a divisiones anticlinales de las células 

de la epidermis del lado abaxial de los explantes (cotiledones) (Rocha et al., 2016). Las 

células del explante de Jatropha en esta etapa tenían forma isodiamétrica con citoplasma 

denso y con núcleo grande con forma esférica (Fig.8A) . En el estudio de Rocha et al. 

(2016) las células subepidérmicas del mesófilo mostraron planos de división mezclados 

y las células del lado adaxial se dividieron de forma periclinal preferencialmente. En el 

caso de Jatropha, las células epidérmicas del lado adaxial mostraron también planos de 

división mezclados (Fig. 8B y C). Después de 14 días de cultivo, las células epidérmicas 

del lado abaxial se expandieron formando estructuras similares a los meristemoides 

observados en DNSO pero sin formación de tejido vascular (Fig 8D y E). Al igual que en 

los meristemoides formados durante la organogénesis, las células epidérmicas de las 

protuberancias formadas muestran citoplasma denso y núcleos muy evidentes que 

concuerdan con las descripciones realizadas para P. cincinnata y P. edulis de células 

que conforman las masas proembriogénicas (Fig. 8F y G). En contraste con lo anterior, 

en Quercus suber la división y proliferación de las células epidérmicas y del mesófilo 

durante ensayos de regeneración de embriones somáticos a partir de cotiledones no 

resultó en la formación de estructuras embriogénicas, sin embargo, protuberancias 

debidas a la división de células del parénquima y de los tejidos vasculares si mostraron 

características meristemáticas (Puigderrajols et al. 2001).  
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Transcurridos 28 días de cultivo, el desarrollo de las protuberancias resultó en 

estructuras callosas fácilmente disgregables y de forma similar a un domo. El análisis de 

este tipo de estructuras permitió determinar que estaban compuestas por células libres 

proliferantes que fueron envueltas por células derivadas de la epidermis, y se catalogaron 

como zonas proembriogénicas ya que concuerda con las características observadas 

también en Theobroma cacao y Arabidopsis thaliana (García et al., 2018; Kurczyńska et 

al., 2007). Tras 42 días de cultivo, estas zonas formaron estructuras globulares 

compuestas de agregados de células meristemáticas sin ninguna conexión vascular con 

el tejido del explante (Fig. 8G). Este tipo de estructuras halladas durante la ES en P. 

cincinnata mostraron una capa de células tipo protodermo y por lo tanto fueron 

catalogadas como embriones globulares. En el caso de Jatropha curcas, en las 

estructuras globulares no se observa la capa de protodermo, sin embargo, se observó 

que dichas estructuras estaban conformadas por células que contenían gránulos en su 

citoplasma (Fig.8H). En distintos estudios en los que se intenta seguir de forma 

sistemática el desarrollo de estructuras regenerantes vía ES u ODN, el inicio se da con 

la división de células dentro de las capas de la epidermis o subepidermis del explante 

(cuando se emplean cotiledones). Las características anatómicas que adquieren estas 

células del lado abaxial como núcleo grande con varios nucléolos, citoplasma denso y la 

aparición de agregados de almidón, son considerados marcadores de competencia 

meristemática (Verdeil et al. 2007), lo que sugiere su potencial de proliferar y 

diferenciarse en embriones somáticos de acuerdo con el estímulo proporcionado 

mediante los RCV. 
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Una variedad de estudios descriptivos anatómicos y estructurales han proporcionado una 

caracterización detallada de la morfogénesis in vitro subyacente a la progresión desde 

células somáticas hasta la formación de embriones o meristemos vegetativos de 

diferentes especies, entre ellas Passiflora edulis, Arabidopsis thaliana, Jatropha curcas, 

etc. (Rocha et al. 2016; Kurczyńska et al., 2007, García-Rojas et al. 2014). En casi todos 

los casos, la respuesta morfogénica se inició en la periferia de los explantes (células 

epidérmicas y subepidérmicas), tal como se describe en P. cincinnata (Rocha et al. 2018) 

y en P. foetida (Rosa y Dornelas 2012). Estas observaciones concuerdan con informes 

recientes sobre la regulación molecular de la morfogénesis in vitro, donde se describe 

que las células epidérmicas son inherentemente propensas a seguir diferentes vías 

morfogénicas (Sugimoto et al. 2010). En concordancia con lo anterior, tanto los procesos 

de ES como de ODN descritos aquí se iniciaron con divisiones celulares en las capas 

epidérmicas y/o subepidérmicas de los cotiledones. Tanto en ES como en ODN, estas 

divisiones se pudieron observar tan pronto como 7 días después del inicio del cultivo. 

Tanto los embriones somáticos como los brotes vegetativos se diferenciaron a partir de 

zonas preembriogénicas y meristemoides, respectivamente, que a su vez se formaron a 

partir de las células epidérmicas y subepidérmicas periféricas de los explantes. Con base 

en esto, el origen tanto de SE como de DNSO en Jatropha se podría interpretar como 

pluricelular, comenzando a partir de grupos fundadores de células meristemáticas 

similares (aunque anatómicamente distinguibles). 
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Figura 8. Caracterización anatómica de la 
embriogénesis somática de masas 
proembriogénicas de Jatropha curcas a 
partir de cotiledones. Todos los cortes son 
longitudinales, solo se muestra el lado 
adaxial de los explantes (extremo que no 
estaba en contacto con el medio de cultivo). 
A. Histología del explante inicial de Jatropha 
donde se observa una protuberancia 
formada por células con forma 
isodiamétrica, y núcleo grande señalado por 
puntas de flecha negras. B. Las células de 
la subepidermis de las protuberancias 
señaladas en el recuadro mostraron planos 
de divisón mezclados, en C se señalan 
divisiones anticlinales y periclinales. D y E. 
Tras 14 días de cultivo las células de las 
protuberancias se expandieron y formaron 
estructuras similares a los meristemosides 
observados en DNSO. F. El citoplasma de 
las células que conforman los 
meristemoides se tornó denso y el núcleo se 
hizo muy evidente. En G es posible observar 
que no hay formación de tejido vascular. H. 
Las estrucuturas proembriogénicas se 
componen de células que contienen 
gránulos en su citoplasma (puntas de 
flecha), hecho que indica su competencia 
meristemática. 

 
 
 
 

A B C 

D E 

F G H 
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Tabla 6. Análisis in silico de las secuencias de interés. Se muestran las accesiones de las secuencias recuperadas a partir de los 

alineamientos hechos de acuerdo con la sección 5.3.1 así como los dominios conservados en las secuencias de Jatropha vs Arabidopsis. 

Gen Accesión NCBI Cobertura (%) Identidad (%) Dominio identificado 

JcPLT3 XM_037641768.1 99 59.6 
 

AP2 

JcWUS XM_012210371.3 83 39.5 

 
Homeo- 

dominio 

JcAGL15 XM_012210244.3 88 59.6  MADS 

JcESR1 XM_012230490.3 96 35.5  AP2 

JcRKD4 XM_012231078.1 89 43.1  RWP-RK 

 
 

AtWUS 

JcWUS 

AtWUS 

JcWUS 

AtPLT3 

JcPLT3 

JcPLT3 

AtPLT3 

AtRKD4 

JcRKD4 JcRKD4 

AtESR1 

JcESR1 

AtESR1 

AtESR1 
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Esta observación también se informó para callos embriogénicos y organogénicos de 

Cyclamen persicum que se originaron a partir de pequeños grupos de células con 

características similares (Savona et al. 2012).  

 

6.3 Expresión de genes involucrados en la ODN y ES  

 

Las secuencias de aminoácidos obtenidas mediante el alineamiento local de las 

proteínas codificadas por los genes JcPLT3, JcWUS, JcAGL15, JcESR1 y JcRKD4 se 

reportan en la tabla 6. Para JcPLT3, el alineamiento tuvo una cobertura del 99% con un 

porcentaje de identidad de 59.61% donde se identificó el dominio AP2/ERF, el cual es el 

responsable de unión al DNA, compuesto por 60-70 aminoácidos (Okamuro et al. 1997). 

El alineamiento de JcWUS arrojó un valor de cobertura de 83% con una identidad del 

35%. En este caso se lograron identificar dos dominios relevantes relativamente 

conservados en la proteína de Jatropha. El homeodominio, responsable de la interacción 

directa con el DNA (tabla 6), y un motivo denominado motivo ácido en el extremo C-

terminal que se asocia con la función de activación de la transcripción (información no 

mostrada) (Kieffer et al. 2006). JcAGL15 mostró un 88% de cobertura y 59.6% de 

identidad, dentro de la cual se localizó la caja MADS, que está comprendida por 55 

aminoácidos y su función es la de unión al DNA (Hill et al. 2008).  

Adicionalmente se analizaron las secuencias de dos genes más que tienen una 

participación relevante en la regeneración de tejidos en plantas y fue posible hallar 

secuencias de proteínas de J. curcas con porcentajes altos de cobertura; ESR1 

(Enhancer of Shoot Regeneration 1) y RKD4 (RWP-RK Domain Containing 4). Se sabe 
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que la sobreexpresión de ESR1 potencia la regeneración de brotes in vitro y se observa 

el mismo efecto cuando se induce la sobreexpresión de ESR2, lo cual implica que ESR1 

y ESR2 funcionan de forma redundante en la regulación del proceso de organogénesis. 

En este caso, el alineamiento de las secuencias de aminoácidos permitió identificar el 

dominio AP2 que al igual que en JcPLT3, es responsable de la unión a DNA (Nomura et 

al. 2009). 

 

La sobrexpresión transitoria de RKD4 es suficiente para inducir genes específicos de la 

embriogénesis cigótica temprana y también en la embriogénesis somática (Waki et al. 

2011). En comparación con otros genes conocidos por inducir la embriogénesis 

somática, RKD4 parece actuar diferente ya que la progresión de la embriogénesis parece 

ocurrir una vez que la sobreexpresión transitoria cesa, mientras que la continua 

sobreexpresión mantiene a las células en un estado embriogénico temprano (Zulwanis 

et al. 2020) Su dominio RWP-RK está presente en el extremo C terminal y está 

constituido por una secuencia consenso RWPXRK que ha sido descrita como 

característica de esta familia de factores de transcripción en Arabidopsis y en Triticum 

aestevium y es este dominio el que le permite interactuar con el DNA dada su estructura 

HLH (Chardin et al. 2014). El ortólogo en Jatropha (JcRKD4) obtuvo en el alineamiento 

local un porcentaje de identidad de 43% y se identificó el dominio RWP-RK conservado. 

Una vez que se corroboró la presencia de dominios relevantes en la función de cada uno 

de los factores de transcripción de interés, procedimos a diseñar los oligonucleótidos que 

se reportan en la tabla 7.  
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Tabla 7 Secuencias de los oligonucleótidos empleados en las reacciones de RT-qPCR. 

En el anexo se reportan las secuencias completas de los genes analizados, así como las 

zonas elegidas para el diseño de los oligonucleótidos. 
 

Gen Sentido Secuencia Producto (pb) 

PLT3 
Directo 5’  CTTCACTGAGGAGGAAGAGTAGTGGG  3’ 

149 
Reverso 5’  CCGCTTCTTCCTCAGTGGCAAATG  3’ 

WUS 
Directo 5’  CCCTAGTTTTACTTCTCCTGGGTTTTCTT  3’ 

144 
Reverso 5’  CCACCAGCTGATATTGAACACTCCC  3’ 

AGL15 
Directo 5’  TTCTCTAGTGCTGGCATGAAGAGAACA  3’ 

167 
Reverso 5’  CCCAAAAGCCGCAATTGTTTCACTT  3’ 

EF1a 
Directo 5’  CACACCTCCCACATTGCTGTTAAG  3’ 

199 
Reverso 5’  GCATGTCCCTCACAGCAAAACG  3’ 

ESR1 
Directo 5’  TCTACTGACAAGGTTGACAGTGCAG  3’ 

168 
Reverso 5’  CTCAAAATGTGCTTGCCCTCCATG. 3’ 

RKD4 
Directo 5’  CCATTGGAGAGCTTCTTCGAGTTGG  3’ 

185 
Reverso 5’  TTTCTTAACCTCCTCTCTTCCTCCAC  3’ 

 

 

6.3.1 Especificidad de oligonucleótidos 

 

Las curvas melting de los productos amplificados a partir de muestras de RNA obtenidas 

de eje embrionario con los oligonucleótidos reportados en la tabla 7. JcPLT3, JcAGL15, 

JcWUS, así como JcEF1a mostraron un solo pico, correspondiente a una Tm específica 

que coincidió con la predicha con ayuda del software uMelt (Fig. 9) y mediante una 

electroforesis en gel de agarosa se pudo observar una sola banda de peso molecular 
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correspondiente a cada uno de los genes mencionados (Fig. 10A y B), indicando la 

especificidad de estos cuatro pares de oligonucleótidos.  

 

Figura 9. Curva melting de productos de qPCR de los genes evaluados en eje 

embrionario maduro de Jatropha curcas. En cada curva se muestran 6 líneas que 

corresponden a las diferentes temperaturas de añineamiento evaluadas para la 

optimización de las condiciones de reacción para cada gen. JcWUS, JcPLT3, JcEF1a y 

JcAGL15 muestran picos delgados a temperaturas superiores a 75° C en todas las 

temperaturas probadas lo cual es deseable ya que es idicativo de la especificidad de los 

oligonucleótidos y aunque la altura de los picos varía dentro de las mismas muestras 

solo es indicativo de la cantidad de copias del amplicón. En JcRKD4 y JcESR1se 

obsevan curvas melting con picos anchos a temperaturas menores a 75 °C y con algunos 

hombros, lo cual indica que posiblemente la presencia de más de un amplicón y por lo 

tanto que los oligonucleótidos son incespecíficos. 



 71 

 

 

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa de productos de qPCR. La flecha roja señala 

la banda del marcador de peso molecular correspondiente a 200 pb. En A se muestran 

los productos de la amplificación en muestras del tejido control (eje embrionario). En la 

parte inferior del gel se indican los genes que se amplificaron. El tamaño de los aplicones 

esperado para JcESR1 es de 168 pb, para JcPLT3 149 pb, JcWUS 144 pb, JcRKD4 185 

pb, JcAGL15 167 pb y para JcEF1a 199 pb. Las bandas de los amplicones de JcESR1, 

JcAGL15 y JcRKD4 no corresponden al peso esperado ya que en los tres casos la banda 

se observa por debajo de las 100 pb. En B se muestran los resultados de la amplificación 

de JcESR1, JcAGL15 y JcRKD4 con nuevos oligonucleótidos diseñados bajo los mismos 

parámetros que los empleados para el resto de los genes de interés, pero en una zona 

diferente de la secuencia codificante. Solo se encontraron resultados favorables en el 

caso de JcAGL15 con los nuevos oligonucleótidos (reportados en la tabla 7) cuyo 

producto se esperaba del mismo tamaño que el predicho con los primeros 

oligonucleótidos diseñados (no reportados), 167 pb. 

 
En las curvas melting de los genes JcESR1, y JcRKD4 se observaron picos a 

temperaturas relativamente bajas (aproximadamente 75ºC), anchos y en algunos casos 

con hombros que denotaron la presencia de dos posibles amplicones en el producto de 
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la reacción, aunado a lo anterior, en la electroforesis en gel de agarosa únicamente se 

observaron bandas menores a 100 pb, por lo que concluimos que probablemente los 

oligonuecleótidos de estos dos genes dimerizaron durante la reacción (Fig. 10A). 

Posteriormente realizamos una reacción de RT-qPCR con gradiente de temperatura de 

alineamiento (55, 55.7, 57, 59, 61.4, 63.3, 64.5, 65ºC) para observar el comportamiento 

de estos, sin embargo, no se obtuvo bajo ninguna temperatura probada un amplicón del 

peso molecular esperado ni con Tm >75ºC (datos no mostrados).  

Se planificó abarcar el análisis de la expresión de estos genes con papeles muy 

relevantes en la regeneración, sin embargo, debido a limitaciones prácticas y de tiempo 

se decidió dejarlos fuera de este estudio. 

 

6.3.3 Niveles de expresión relativa de JcPLT3, JcWUS, y JcAGL15 durante los procesos 

de regeneración. 

 

Para determinar los niveles de expresión de los genes blanco que probablemente están 

involucrados en los procesos de regeneración en Jatropha curcas, empleamos el método 

de normalización doble delta Cq (∆∆Cq) que permite calcular la expresión relativa de un 

gen problema, respecto a un gen de referencia, siendo este último generalmente un gen 

constitutivo. Este método es uno de los más utilizados para obtener cuantificaciones 

rápidas de muchos genes ya que no tiene en cuenta la eficiencia de la reacción.  

 

Los valores obtenidos para cada gen blanco son normalizados con los niveles de Cq 

obtenidos para el gen de referencia (Livak et al., 2001). Para ello se emplea la fórmula  
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2-∆∆Cq. Dónde: 

 

∆Cq = Cq (gen blanco) – Cq (control endógeno) 

∆∆Cq = ∆Cq – ∆Cq(tejido de referencia) 

2-∆∆Cq = Incremento de la expresión del gen blanco sobre el tejido de referencia 

 

En el presente trabajo, el gen JcEF1a fungió como control endógeno y el eje embrionario 

como tejido de referencia. Los valores Cq del gen blanco y del de referencia se 

corrigieron con los obtenidos en el control endógeno para eliminar variaciones debidas a 

errores de pipeteo, degradación parcial de RNA o diferencias en la eficiencia de la 

retrotranscripción (Zhang et al. 2010).  

Los resultados del análisis de RT-qPCR (Fig.11) mostraron que los RCV indujeron 

cambios diferentes en la expresión de los tres genes involucrados en la regeneración de 

tejidos. Para JcPLT3 se observa que, durante la ODN, 7 días después del inicio del 

cultivo su expresión aumenta 3.78 veces y se mantiene relativamente estable hasta los 

42 días de cultivo donde su expresión de alcanza el nivel máximo observado 

representando un aumento de 6.52 veces respecto al inicio del cultivo, hecho que indica 

la sensibilidad de JcPLT3 durante la ODN ante el cambio en la concentración de RCV en 

el medio de cultivo que fue cambiada a los 28 días. En el caso de la embriogénesis 

somática JcPLT3 alcanza su máxima expresión a los 7 días con un aumento de 4.59 

veces y posteriormente el nivel de expresión baja, aunque se mantiene regulado al alza, 

pero en menor proporción registrando en promedio un aumento de 3.03 veces respecto 
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al inicio del cultivo, siendo insensible a la eliminación de las auxinas del medio de cultivo 

a los 28 días después del inicio del tratamiento.  

Figura 11. Expresión de JcPLT3, JcWUS, y JcAGL15. A. Niveles de expresión relativa 

en tejidos regenerados de Jatropha curcas vía organogénesis de novo y embriogénesis 

somática. En negro se muestran los niveles de expresión de los genes evaluados en 

tejidos cultivados en medio Murashige y Skoog (MS), en gris los evaluados en el 

Días en cultivo 

A B 
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tratamiento que presentó los mejores resultados en la inducción de la organogénesis de 

novo TIB1 y en blanco los de TIE2 que indujo embriogénesis somática. La expresión de 

todos los genes de interés se evaluó en eje embrionario (EE) siendo empleado como 

tejido de referencia. B. Cambios en el nivel de expresión de los genes involucrados en la 

regeneración de J. curcas respecto del inicio del inicio del tratamiento de inducción. La 

línea negra representa las determinaciones hechas a partir de tejido cultivado en medio 

MS, la línea gris en medio inductor de organogénesis de novo TIB1 y la línea punteada 

en medio inductor de embriogénesis somática TIE2. 

 

Existe gran evidencia que sugiere que la activación del programa de desarrollo de una 

raíz lateral es el mecanismo que guía la formación de callo a partir de diferentes tejidos 

y que dicho proceso es relevante para la adquisición de competencia durante la 

formación de nuevos meristemos de partes aéreas, pues durante la formación de callo, 

algunas poblaciones celulares adquieren pluripotencia mediante la inducción de la 

expresión de genes reguladores del nicho de células troncales de la raíz (Atta et al. 2009, 

Sugimoto y Meyerowitz 2010, Shin et al. 2020). Se ha observado que la expresión de 

PLT3 junto con PLT5 y PLT7 está regulada al alza tras 3 días de incubación en explantes 

provenientes de cotiledones, hipocótilos y raíces de Arabidopsis en un medio de 

inducción de callo (MIC) rico en auxinas. PLT3, 5 y 7 funcionan como reguladores 

transcripcionales de los genes PLT1 y PLT2, que junto con WOX5, SCR, SHR, RCH1, 

regulan la formación del nicho de células troncales de la raíz, y mutantes triples plt3 plt5 

plt7 muestran una capacidad reducida para la regeneración de brotes (Atta et al. 2009, 

Kareem et al. 2015). Se sabe que los genes determinantes para el establecimiento de la 

pluripotencia se encuentran regulados a la baja en callos generados en medios de 

inducción ricos en citoquininas, que posteriormente fracasan en la regeneración de 
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brotes. En cambio, cuando los callos se inducen en medios ricos en auxinas si son 

competentes para la regeneración de brotes, lo cual es evidencia de que las auxinas 

juegan un papel importante en los cambios moleculares requeridos tanto para el 

establecimiento de la potencialidad celular, como para la capacidad de regeneración de 

brotes (Radhakrishn an et al. 2018). Lo anterior está asociado con la expresión de PIN1 

y el establecimiento de dominios de respuesta auxinas donde se ha visto que PLT3 tiene 

cierta relevancia, pues en callos generados a partir de explantes obtenidos de mutantes 

triples de Arabidopsis plt3; plt5-2; plt7, la expresión de PIN1 se encontró regulada a la 

baja después de 6 días y fue indetectable tras 8 días. Así mismo durante la incubación 

en medios de inducción de brotes la actividad de las auxinas se observó dispersa, sin 

señales de acumulación localizada, en contraste con los callos inducidos a partir de 

plantas silvestres, demostrando así la relevancia de PLT3, 5, y 7 tanto en las fases 

tempranas de la regeneración, como en la formación de brotes influenciando la expresión 

de PIN1 y por lo tanto el transporte polar de auxinas (Kareem et al. 2015). En el caso de 

la embriogénesis somática, en los callos competentes para la formación de embriones 

se observa la formación de dominios de respuesta auxinas que son establecidos por 

PIN1 una vez que estos se incuban en medios libres de RCV. Aunado a esto hay un 

incremento de concentración de auxinas endógenas, comienza la expresión de WUS y 

WOX5 en poblaciones celulares cercanas a los dominios de respuesta a auxinas 

previamente establecidos (Su et al. 2015). En Jatropha, la aparición de callo en explantes 

de cotiledones cultivados en los medios de inducción tanto de ODN como de ES, se hizo 

evidente tras 7 días de incubación, hecho que coincide con la sobreexpresión de JcPLT3 

en ambos tratamientos (Fig.11). Sin embargo, el tratamiento de inducción de callos para 
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la ODN contenía mayor concentración de citoquininas que de auxinas, y en contraste 

con lo reportado para Arabidopsis, estos callos mostraron ser competentes para formar 

brotes tras la incubación en el respectivo medio inductor. En el caso de la ES, donde el 

tratamiento de inducción de callos no contiene citoquininas, la expresión de JcPLT3 se 

observa estimulada en mayor medida que en la ODN tras 7 días, pero posteriormente 

baja significativamente y se mantiene de forma constante en un nivel de expresión basal.  

 

 

 

Los callos regenerados bajo este tratamiento conformado únicamente por auxina 

mostraron competencia parcial de regeneración de embriones pues únicamente se 

desarrollaron hasta la fase globular, una vez incubados en medio libre de RCV, no se 

observó progresión de las estructuras globulares.  

Las citoquininas también tienen una participación importante durante la regeneración vía 

ODN y ES. Durante la ODN, las citoquininas participan de manera importante en la fase 

de incubación en medio inductor de brotes mediando un evento molecular clave que 

consiste en la activación transcripcional de WUSCHEL (WUS). Se ha reportado que la 

sobreexpresión de este gen es suficiente para desencadenar la formación de brotes 

ectópicamente y mutantes de perdida de función de WUS son incapaces de regenerar 

aún en medios de inducción ricos en citoquininas (Gordon et al. 2007). En el caso de la 

ES, se ha observado que tras el establecimiento de los dominios de respuesta a auxinas 

vía transporte polar dependiente de PIN1, el nivel de auxinas endógenas incrementa 

dentro de las primeras 12h de incubación en medio libre de RCV, debido a la síntesis de 
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novo dependiente de YUC. En las posteriores 24h a la transferencia, WUS y WOX5 

comienzan a expresarse en poblaciones celulares cercanas a los dominios de respuesta 

a auxinas (Su et al. 2009). 

 

La expresión de JcWUS durante la ODN en Jatropha no muestra cambios significativos 

hasta 42 días de cultivo donde se observa regulado al alza con un aumento de 4.47 

veces (Fig. 11A). En cambio, durante la embriogénesis somática, JcWUS muestra un 

incremento gradual en su expresión desde los 7 días de cultivo hasta alcanzar su máximo 

registro a los 42 días que representó 5.52 veces más expresión respecto del inicio del 

cultivo, sin embargo, desde los 28 días ya se observaba un aumento similar en la 

expresión de este regulador clave de la formación del meristemo apical de partes aéreas 

(Fig. 11B).  

En la ODN, la presencia de citoquininas en el medio inductor de callo aparentemente no 

es suficiente para inducir la expresión de JcWUS en contraste con lo observado en 

Arabidopsis, sin embargo, esto no se vio reflejado en el éxito de la regeneración puesto 

que aun con baja expresión, la aparición de brotes se registró desde los 21 días de cultivo 

en medio inductor de callo. En este sentido, se sabe que únicamente un grupo selecto 

de células comienza a expresar WUS a pesar de que la activación en respuesta a 

citoquininas se da en todo el tejido, hecho que indica que la activación por citoquininas 

no es suficiente para inducir a WUS, se requiere además de los factores de transcripción 

PHABULOSA (PHB), PHAVOLUTA (PHV), y REVOLUTA (REV) para la inducción de 

WUS dependiente de citoquininas y para la subsecuente regeneración (Zhang et al. 

2017). Aunque la expresión de JcWUS es baja en los tratamientos de ODN en 

PLT3 

WUS 

AGL15 
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comparación con el control (EE), el registro es ligeramente mayor que el de los explantes 

cultivados en medio MS sin RCV desde el día 7, lo que probablemente sea reflejo de la 

activación de JcWUS en un número muy limitado de células. La sobreexpresión de 

JcWUS a los 42 días coincide con mayor aparición de brotes regenerados (Fig. 12). 

Por otro lado, la relación entre el incremento en la expresión de JcWUS y la aparición de 

estructuras globulares durante la ES de Jatropha es clara puesto que dicha aparición de 

regenerantes se registró tras 21d de cultivo, momento en el cual JcWUS probablemente 

ya había alcanzado la sobreexpresión de acuerdo con la tendencia que se aprecia en la 

Fig. 11. La expresión de JcWUS parece estar estimulada por la presencia de auxinas 

desde la fase de inducción de callo, pues desde entonces la expresión va al alza 

posiblemente en respuesta a la concentración de auxinas en el medio de cultivo, aunque 

se sabe que en Arabidopsis, la respuesta celular a citoquininas también es requerida 

para el proceso de embriogénesis somática y esta es establecida tras la transferencia de 

los callos a medio libre de RCV (Su et al. 2009). 

La forma en la que las células somáticas adquieren identidad embrionaria bajo 

condiciones de cultivo inductoras de la ES se desconoce, pero se ha observado que el 

factor de transcripción tipo MADS-box AGAMOUS-LIKE 15 (AGL15) induce la 

embriogénesis somática cuando se encuentra sobreexpresado en Arabidopsis, y lo 

mismo se observa con otros factores de transcripción como LEAFY COTYLEDON 1 y 2 

(LEC1 y LEC2); y BABY BOOM (BBM) (Horstman et al. 2017). Varios estudios 

transcriptómicos han logrado descubrir una red transcripcional que establece 

interacciones entre varios reguladores transcripcionales de la embriogénesis, incluyendo 

a AGL15, que se ha visto que forma bucles de retroalimentación positiva con LEAFY 
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COTYLEDON 2 (LEC2), ambos son requeridos junto con LEC1 para la activación de 

BABY BOOM (BBM) y viceversa (Zheng et al. 2009). Muchos de estos reguladores 

embriogénicos promueven la embriogénesis a través de la modulación de la señalización 

que conduce a la biosíntesis de auxinas (Zhao et al. 2010).  

 

La expresión de JcAGL15 en Jatropha registra un incremento en su expresión a los 7 y 

14 días respecto del inicio del cultivo sin embargo se observa apenas un 60% de 

expresión con respecto al control endógeno (Fig. 11A). Tras 28 días de cultivo, JcAGL15 

muestra un nuevo incremento alcanzando 12.7 veces más expresión comparado con el 

inicio del cultivo, lo cual indicó que estaba siendo sobreexpresado, manteniendo el 

mismo nivel tras la evaluación a los 42 días de cultivo (Fig. 11B). La sobreexpresión de 

JcAGL15 tras 28d de cultivo coincide con la de JcWUS, hecho que podría relacionarse 

con la activación de síntesis de auxinas por parte de JcAGL15, para posteriormente 

formar dominios de respuesta cerca de los cuales se estaría expresando JcWUS, como 

ya se ha reportado que sucede en Arabidopsis (Zhang et al. 2017), aunque en su caso, 

la activación de los genes reguladores de la embriogénesis se da en medios libres de 

auxinas, y en contraste, JcAGL15 en Jatropha comienza a activarse desde la incubación 

en medio inductor de embriones rico en auxinas.  

Durante la ODN, la expresión de JcAGL15 no mostró cambios significativos, registrando 

regulación a la baja donde se observaba al gen expresado en un 11% respecto del control 

endógeno (Fig. 11A). A la fecha no hemos hallado datos sobre la participación de este 

factor de transcripción en la regeneración de brotes vía ODN.  
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Sin duda, tanto la embriogénesis somática como la organogénesis de novo son procesos 

estrictamente inducidos y controlados por dos hormonas clave para el desarrollo de las 

plantas, las auxinas y las citoquininas y es casi imposible que se lleven a término estos 

procesos sin estas señales químicas externas (Huang y Yeoman 1995, Che et al. 2006). 

Esto ha quedado evidenciado no solo en modelos de estudio como Arabidopsis, en el 

presente estudio también se halló evidencia de que este fenómeno se da en plantas 

tropicales no modelo como lo es Jatropha puesto que los explantes incubados en medio 

sin suplemento hormonal (MS) no se observa formación de estucturas regenerantes y 

tampoco cambios en la expresión de los genes evaluados (Fig. 11B). 
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Figura 12. Representación esquemática que resume las respuestas morfológicas, 

histológicas y moleculares obtenidas en Jatropha curcas bajo las condiciones de cultivo 

in vitro evaluadas durante el desarrollo del presente trabajo. Demostramos que los 

explantes obtenidos de cotiledones muestran la mejor respuesta regenerativa en 

Jatropha curcas variedad mexicana no tóxica vía organogénesis de novo y también vía 

embriogénesis somática. El hipocótilo presentan una buena capacidad de generación de 

callo sin embargo este no muestra las características descritas por diferentes autores 

para considerarse como competente para la regeneración de tejido. El uso de BA en 

combinación con IBA en baja concentración resultó efectivo en la inducción de 

organogénesis de novo logrando regenerar hasta 12 brotes por explante de Jatropha 

empleado. Por otro lado, el 2,4-D fue suficiente para inducir embriogénesis somática en 

cotiledones de Jatropha, pero la remoción del regulador de crecimiento vegetal es 

necesaria después de 28 días de incubación para que se dé la formación de masas 

proembriogénicas. Dado que el genotipo de Jatropha es un factor muy relevante en el 

establecimiento de un protocolo de regeneración, las condiciones de cultivo establecidas 

en este estudio representan un avance significativo en la superación de las limitaciones 

que presenta esta planta de interés biotecnológico ante la explotación de su potencial. 

El análisis histológico de los regenerantes vía ODN mostró que después de 7 días de 

cultivo, las células epidérmicas y subepidérmicas dan origen a callos primarios y 

posteriormente a meristemoides que llegarán a formar primordios de brotes. En la vía de 

regeneración por ES, las primeras señales de respuesta también se encontraron tras 7 

días de incubación de los explantes con la formación de protuberancias compuestas por 

células competentes para la regeneración provenientes de la región subepidérmica del 



 84 

explante. A partir de estas células se formaron masas proembriogénicas compuestas por 

células meristemáticas. Considerando la vía embriogénica como una asociación de dos 

programas "organogénicos" separados (el establecimiento simultáneo de las vías de 

formación de meristemos de brotes y raíces), es posible sugerir que ES y ODN 

comparten, al menos en parte, programas de desarrollo similares. De hecho, se ha 

informado que la señalización de auxinas a través del transporte polar es necesaria en 

los primeros pasos tanto de SE como de ODN para especificar las identidades celulares 

(Gordon et al. 2007; Petra ́sek y Friml 2009), reclutando posiblemente los mismos 

patrones de expresión génica diferencial y, en consecuencia, modificaciones celulares 

similares en las etapas tempranas de ambas vías. El sistema que describimos aquí para 

inducir alternativamente ES o ODN a partir de un mismo tipo de explante podría ser una 

herramienta muy útil para estudiar los patrones de expresión de genes conocidos por ser 

inducidos durante las etapas tempranas de los procesos de ES y ODN. 

Este estudio también ha permitido tener un primer vistazo del comportamiento de algunos 

genes clave en la regulación de la regeneración indirecta vía ODN y ES en Jatropha 

curcas. JcPLT3 muestra mayor actividad en presencia de citoquininas en contraste con 

hallado en Arabidopsis donde se encuentra mayormente expresado en medios ricos en 

auxinas, y aunque se ha reportado que los callos inducidos en citoquininas encuentran 

dificultades para llevar a cabo la regeneración de brotes, en Jatropha no se detectó dicho 

fenómeno puesto que los callos inducidos en el tratamiento elegido (conformado 

mayormente por citoquininas), se formaron brotes completos hasta la etapa de dos hojas. 

Por otro lado, la activación de JcWUS en Jatropha durante la ODN se observa en etapas 

tardías de proceso a pesar de la constante presencia de citoquininas y durante la ES su 



 85 

expresión se ve estimulada desde etapas tempranas de la inducción a pesar de la 

presencia de auxinas en el medio. JcAGL15 por su parte alcanza su máxima expresión 

tras 28d en tratamiento inductor de ES que coincide con la máxima expresión de JcWUS 

lo que sugiere que la expresión de estos dos genes podría estar relacionada como se ha 

reportado en Arabidopsis. 

 

7. CONCLUSIONES 
 

La regeneración vía organogénesis de novo en la variedad mexicana de Jatropha curcas 

con genotipo no tóxico empleada es exitosa empleando explantes obtenidos de 

cotiledones, cultivados en medio MS con suplemento de BA, IBA y GA. La embriogénesis 

somática es exitosa inoculando cotiledones en medio MS con suplemento de 2,4-D para 

su posterior remoción del medio tras 28d. 

 

La evidencia histológica soporta tanto la inducción de organogénesis de novo como la 

embriogénesis somática en la variedad de Jatropha empleada. Ambas vías desarrollan 

fenómenos celulares particulares de cada proceso. 

 

JcPLT3 y JcWUS se sobreexpresan en los tejidos regenerados vía organogénesis de 

novo. JcAGL15 permanece en niveles bajos durante todo este proceso de generación de 

brotes. En cambio, durante la embriogénesis somática los tres genes evaluados se 

sobreexpresan mostrando su influencia en la regeneración puesto que en tejido sin 

extructuras regeneradas los tres permanecen regulados a la baja.  
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8. PERSPECTIVAS 

 

Aunque actualmente existe mucha evidencia que demuestra el papel clave que juega la 

activación de los reguladores del nicho de células troncales en la formación de callos 

competentes para la regeneración en Arabidopsis, no está claro del todo si esta red de 

regulación que confiere pluripotencia a cierta población celular se encuentra conservada 

y es necesaria en especies tropicales. Resultaría interesante profundizar en el estudio 

de la regulación de estos genes puesto que los hallazgos del presente proyecto hacen 

posible ver que, aunque al igual que en Arabidopsis tienen papeles relevantes en la 

regeneración, en Jatropha no siguen el comportamiento reportado en la planta modelo. 

Una cuestión importante sería indagar en la activación de JcPLT3 en Jatropha, si la 

concentración endógena de auxinas está compensando la baja concentración de las 

exógenas, o si es que JcPLT3 en Jatropha se activa mayormente por el estímulo de las 

citoquininas. Así mismo indagar sobre la actividad de otros factores de transcripción que 

activan a los reguladores de nicho de células troncales como PLT5 y PLT7. También la 

distribución de auxinas y citoquininas en los callos de Jatropha revelaría si estos tienen 

efecto en la expresión de JcWUS. 

Otro aspecto interesante sería el estudio de la interacción de compuestos específicos de 

Jatropha, como la curcina, curcasina, esteres de forbol, etc., con los RCV y su posible 

relación con la vía de señalización de genes como JcWUS, JcPLT3 y JcAGL15, dado 

que autores proponen que la presencia de estos compuestos explica la disparidad en la 

eficiencia de regeneración entre genotipos de Jatropha.  
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ANEXOS 
 
Anexo A. Secuencias codificantes de los genes de interés. Se indican las accesiones de cada secuencia, se destaca en verde la 

secuencia del oligonucleótido directo y en rojo el oligonucleótido reverso.  

 

Gen Accesión NCBI Secuencia 

JcPLT3 XM_037641768.1 

ATGGCACCAGCTACTAACTGGCTTTCCTTTTCACTATCTCCAATGGAAATGTTGAGGTCATCTGAATCTCAGTTCATGTCTTAT
GAAGGCTCTTCTACTGCTTCTCCTCACTATTTGATCGATAACTTCTATGCTAACGGCTGGGGAAACTCGAAGGAAGCACAAG
TAGCAACAACAATGGCGGAGACTTCCATTCTCACAAGCTTTATAGACCCAGAAACCCAACACCATCATGCGCCTAAACTTGA
GGACTTTCTTGGCGATTCATCATCCATAGTTCGCTACTCAGATAATAGCCAAACAGAGACTCAGGACTCAACTTTGACTCACA
TCTATGATCAGGGCCCTGCTGCTTACTTCAATGAGCAACAAGATCTTAAAGTGATTGCTGGGATTCAAGCTTTTTCAACCAAC
TCGGGTTCGGAGGTTGATGACTCGGCCTCAATGGCCCGGACTCAGCTTGGTGGCGGTGAGTTTGTGGGCCACTCAATTGAA
TCGTCTGGAAACGAGTTGGGTTTCTCTAGTTGCACTGGTGCAAATAATGCTTTGTCACTCGCGGTTAATAATAATAATAATCA
GAGCTCTGCAGAGAAATCTATTGTTCCTGTTGAATCTGATTGCCCTAAAAAGATTGCTGATACTTTTGGCCAAAGAACTTCAA
TTTACAGAGGAGTTACTAGACACAGATGGACAGGTAGATATGAAGCGCATCTATGGGATAACAGCTGTAGAAGAGAGGGTC
AGGCCAGAAAAGGGCGTCAAGTATACCTAGGTGGATATGATAAGGAAGAAAAGGCAGCCAGAGCTTATGATTTAGCAGCTA
TGAAATATTGGGGCCCCACTGCAACTACCAACTTCCCTGTTAGTAATTATACCAAAGAATTGGAAGAGATGAAATATGTGTCC
AAACAAGAATTCATAGCTTCACTGAGGAGGAAGAGTAGTGGGTTTTCAAGGGGAGCCTCTATATACAGAGGTGTTACAAGAC
ATCATCAACAAGGACGTTGGCAAGCTAGAATCGGTCGTGTTGCTGGAAACAAAGACCTTTACCTTGGCACATTTGCCACTGA
GGAAGAAGCGGCTGAGGCATATGACATAGCAGCCATAAAGTTTCGGGGTATGAATGCAGTGACCAATTTTGAGATGAGCCG
GTATGATGTTGAAGCTATCATGAAAAGTGCTCTCCCCATAGGTGGGGCCGCGAAGCGCTTAAAGCTCTCACTAGAAGCAGA
CCAGAAACCAACACTGAACCACCATGAACAACCTCAAGGCAGCAGCAATAGCAGCAACAATATCAGTTTTGCTTCTATTCCA
CCAGTCTCAGCTATTCCTTGTGGTATCCCTTTTGATAACACAACAGCACTCTATCATCACAACCTCTTCCACTACCTTCCATCC
GGTAATAACTTGGGTGGAACCGATTCTTCTGGCTCCACCTCATCGATGGGGATTCCAATGACTACATTGCCTCAAACAGCTG
AGTTTTTTATATGGCCTCACCAATCTTATTGA 

JcWUS XM_012210371.3 

ATGTGTTGGTTTCTCTTTGTTTTCTTCTTAATTTCTTGATCATGGACTCTAACCAACAGCAAGTGCAGCAACAACAACACCACC
AACTAGCAAATGAGGAGAATAGCGGCGTTGGATCAGCTAAAGGAAGCTTTCTTTGCAGGCAAAGTAGTACAAGATGGACTCC
AACAACTGACCAGATAAGAATACTGAAGGATCTTTATTATAACAGTGGAGTTAGGTCTCCAAATGCAGATCAGATTCAAAGAA
TCTCTGCTAGGCTTAGACAGTACGGTAAAATTGAAGGAAAGAATGTCTTTTATTGGTTTCAGAACCATAAAGCTCGTGAGAGG
CAAAAGAAACGTTTCACAACTGATGTTCCCATGCAACAACAACAACAGCAACAGCAACAGCAACAGCAAAGAACTGCTTCTG
CTACTGTTAAACCTGATCAAGATCTTTCTTTCTACAACAAATACCCTAGTTTTACTTCTCCTGGGTTTTCTTGTTCTGCATCTCC
ATCTTCAAATTCTGGGTTTACTGTTGGACAGATGGGAAATTATGGGCATGGATCTGTAACAATGGAAAAGAGTTTTAGGGAGT
GTTCAATATCAGCTGGTGGATCCATGAGCTCTAACTATGGATGGGTTGGGATTAATGAAAATCCTTATAGCAGTGGATCATCT
AGTTACTCATATTTTGACAAGCAAAAATCAAGTTATATGGAAACCCTATTTGAACAACATGATGAAGAACAAGAAGAAGAACAA
GAAGCAGAAATTGAAACTCTCCCTCTCTTCCCTACACAAAGAGAAAACATTAATGGCTTCTGCAGCAACATAAAGCACAACCC
TCTTTCTTACTCTCAGTATCACAATTGGTATGGTTCTGCTCAAGAAAGCAACAACAACACTTTCCGTACTACTTCATTAGAGCT
TAGCCTCAACTCGTACACTGCTAATGGGCAGGGACCAGATTCTATCTAGTTAATAATAATCTAATATATTTATATTATGTATGT
AATTCTTCACTTAAATCATATTTAGGTCCTACTAATTAATTAATTAATTATATATGGGTCTATTTTCTTTTATGTGCTTAATTAAG
CAATCTAGTATGTGATTTTCTTTGCTTTGACATGTGTCAGGCAAAGAACTTAATTAATTAGTAGTAATT 

JcAGL15 XM_012210244.3 
ATGTTATTTTCTCTCTGCCTATCTATCTGAAAGAAAGAAAGCTCCTTGCTTTGTTTTAAAGATAGAAAATTGAATTTTGAAAGAA
TAAAAATTTCCCCCTTTCTGTTGGTTTTTGTGGGTTTTGATCAGTTGGGTCTCTGTTGTTGTTTGAAGAGGAAAAATGGGTAG
AGGGAAGATTGAGATCAAGAGGATTGAGAATGCAAACAGCAGGCAAGTTACATTCTCTAAAAGGAGAGCCGGGCTGCTGAA
AAAGGCTCAGGAACTTGCCATTCTCTGTGATGCTGAGGTTGCTGTTATTATCTTCTCCAACACTGGCAAGCTCTTTGAGTTCT
CTAGTGCTGGCATGAAGAGAACACTTGCAAGATACAACAAATGCCTAGATTCGTCAGAGCATATTAAAGTAGAGTACAAGGC
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AGAGAAACAAGATTTGAAGGAGGTGGATGTTCTAAAAGAGGAAATTGCGAAGCTACAAGTGAAACAATTGCGGCTTTTGGGC
CAGGACCTGACTGGCTTGAGCTTGAAAGAGTTGCAACTGTTGGAGCAGCAATTAAACGAAGGGTTATTATGTGTGAAAGAGA
GAAAGGAAAAATTACTGATGGAACAACTTGAACAATCAAGAGTACAGGAACAGCGAGCTATGCTGGAGAATGAAACTCTGCG
CAGACAGGTTGAAGAGCTTCGAGGCTTCTTCCCATCAACTAATCACTCAGTTCCAGCTTATCTTGAATACTATTCTATAGAGA
GGAAGCATTCCCTTACAAACAATGGTTCTGCTAGTCCAGACGTAGCCTGCAATTGCTCAATGGAAAAAGGGGATTCAGATAC
AACCTTGCATTTGGGATTGCCAACTGATGCATATCGCAAGAGGAAGGCACCAGAGGGAGAAAGCCAGTCCAATGATTCAGA
GAGCCAATTAGTCTTGATGTGATCATTTGGTCATTCTCCTTTCCTGTTAATAGAAACAGAACTGAAATGGTAGAGTAGAGTTG
GTTCTTGAAGTTTGTCGAGGCATCGGTTTAGCCAACCGTGAGAAGTTATAGTTAGTGTTCTTTCAGTTATAGATGTTTCTATTG
TAGGAGAAAAACTGGAGTTTCAGGGGACAGAGATCGAAACGAGTCGGTAGTTAGTGTTACCCATTTTTAGTAATGGTTCATA
GATCCTCTCTTTTTTTTTTTTCTTTTTTTTCTTTACCTGTATCAGATTAGTGTATGTTATCTAGGTGTTGGTTATGACCATCCTTT
TCTGATTTAATCAGTAAATAGGATGATGAATTTCATTTCCCATTTTCTCTTA 

JcESR1 XM_012230490.3 

ATGAAGAAAATACCAGAAGCTTTTCCGCTTCTCATTTCTTGAATCTTGTCTTTTATTTGTTCGTTTCTCTAATGGAGGAAGCCC
TTAGGAGACTCAATGGAATGACCCATGTCCAAGAAACCTTTTCACATGAACCCATCATCACCGACAACCACAAAAAGACTATA
AATGGTGCACCCGCCGCTACAACCACCACTACGAACAAAAGAGCACTAAAAGAAAGCAGCGGTGGAACTAGTGGGACCATG
AGGTACCGTGGTGTACGTCGGAGACCATGGGGTCGTTATGCGGCGGAGATAAGGGACCCACAGTCGAAAGAAAGACGGTG
GCTTGGTACTTTTGACACGGCGGAGGAGGCTGCTTGTGCTTATGACTGTGCAGCTCGAGCCATGCGTGGTTTAAAAGCTCG
AACTAATTTTGTTTACCCTACTACGGATCCTCATTGTACAACAGACCCATTTCTCCCCCCATTTAATTTCTCATCAAAACAGTC
TCAACATGCCATTGCTAGAGATCTTCCTTCCCGTCATCATAACGCTAATTCTTCTTCAAATTGGCCATCGTTTGCAAACTCTCC
TGTTACTGACTTCTCTACTGGGTCTATAATACAGCCAAGAAGTAATAATGCTTCTTTTAATATGTTTTTTCGCGATTTCCTTAAT
CCTTCTTTTAATCACCACAATCAATCTCTATATGATAATCAGTTAACATATGTTAACGGGTCTTCTTCTAATTCAGCTACTACCG
CTTTCTCTAATGGCTCTTTGGTGAATTTCTCTGACTCTAGTTTTGCAGGCTCTTCTTCTTTACCAGTGGTTGAGAACAAGGATA
ATAATGATAATAATTCTTGTGGAACTGATTACATGGAATTTTTTCCCCAAGAACCGTCTGATTCTGGGTTGCTACAGGAGATC
ATCCAAGGGTTTTTTCCAAAATCATCTTCTTCTACTGACAAGGTTGACAGTGCAGCAAAAAATTCCATGAACTGCAGTGCTAA
ATCAATGGTTGCACCTTTATCTGAAAACCACAGGATGGAAAATTCACACTTGGTTAAGAATGAGCAGTTGGGTTTATATTTTG
AGAATTTCCATGGAGGGCAAGCACATTTTGAGAATTTCAATGGAGTTAATAACTCTCATATGGTTCCGTACAGTAATGGGTTG
ATGCCAGAGAATCTTCATCAAATGGGTCCAGAATCTATTTTAGATGACATTTTTCAATACCCAGATCTAATGAAAGCCTTCGCT
GCAAGAATCCAGAATGCTTGACTCTTCCTCCATTAATTAGGTAGCTGGTTGACTAAGCTTATATATAACTCCAAGTCAATGCT
AATTTAGGGTTTTTGTTTAATGTCTCTACTG 

JcRKD4 XM_012231078.1 

ATGGATTCTAAAAGAACAGACCAAGAACTACTACTAAACATTCCAAAGAACGAATACTCATTTGATACTGACTGGTTAAACCTA
GACGACACTTTTCAAAAGTAAGCACTCAATTGTTAATTTCTTGTTTTTTTTCTTTTTTTGTTTGAATTTAATTAATCTATTACAATT
TCCGGTCTTCCCTTATCCTTCGGTATGATTATTATAATAAATATTTAATCTTTTTTTTTTTTTAATATCCAGAGTTTCAGAATTTC
CGCCATTGGAGAGCTTCTTCGAGTTGGATTCTTTAACTCTACCTCACTACAAAAATTATGGGTTCGAGGGATTTGAAGAGATA
AACCTAGACATCGATGACTACTCATTTTTAGATAGTACTTTGCTACTTGATAACCCATATGATCGTTATTGTGAGAATGTGGAG
GAAGAGAGGAGGTTAAGAAATGGAAGAAAGATGTCAGTTCCTTTAGAAATGGAAGAGATAAAAAAATATTTTGATCTGCCAAT
TACAAAAGCTGCTAAAGAAATGAATGTGGGATTGACTGTGTTGAAAAAGAGATGTAGGGAACTCAATATCATGAGATGGCCG
CATCGTAAGCTCAAGAGCTTGAACTCACTCATCAACAATGTTAAGGTATATATATTTTCTTTTGGCCCAAAGGGTATTTGGATT
TCAATCTACAAATATTAATTTGTAAATGTGAAAATCTTATATACTGCTATTTGTTTTACTTCATGATTAACTATGTACAAAAACTC
ACCAAGACATAGGCTAATAATAAATGTATATACGATCTGACAATAGATTTAGATCAAATCTCCTTCTCCAGTGTTCAAAAAAAA
AAAAGTGCAAAAACTCGTAATATCCATACATAATACTTAGTATTAATAACTAAATTTAGACTTGAATATTCCACTCGGAAAAAAA
AAAACTTAGAGTTGAATATATATTAATAGGGAAAAACTTATCTAGACCAGGTCCATAACTCCACTTATGGACCCAATCGATGTA
ATTAAATATTTTTATTAAAACAATGGTATTTGTTACCATACACTTAAAAAAAAAAAAAAGATAAATCGGAACACCTTTTAGAAAA
TACTTCATCTCATTTATTTGGTCCATAAGTGGGTTTATACACCCGGTCTAGGCAAGCCTTTTTATATCAATATATGTATGTGCA
TGCGTAGGAGTGTGCAACCAAACGACCAAACTGAACCAAAAATCGAACTGACTCATTTTGGTTTGATCAGTTATTCAAAAGAG
ACTTGGTTTGAATCAAAATTCATTATTTGGTTCAAATCAATTCATAAAAATCCATCGATTGGGTTTAAAATCGAATTGAAATGGT
AAAAAACGACTAAATTTGATATAAACAATTGGTTTGATTGAAAAATAAATTTCAGTTTAGTTCAGTTTATTGTCAAAAAAGTTCA
GTTTACATTTTTTTTTTATTTCAGTTGGATTCGAGTTAAACCAAAGCGATGGTTTACTCACAACTACGCGCGCAAGCACGCGC
AGGTGTATGAACACGTGTAATTGAAACTTTTATATGGAAAAGATTGTCCACGACTTATTTGTTTTAGGGACTCATAATTAATAT
AAAATTTGAATTGATAGCTTATGTTTTAGAATACTAATAATGTAGGAGATGGGACTGAATAATGAAATAGCGATGTTGGAGGA
GGATAAAAGGCTTGTAGAAGATGTGCCTGATACGGAGTTGACTGAAAGAACAAAGAGGCTAAGGCAGGCTTGTTTTAAAGCC
AATTACAAGAAGAAAAGAAAGTGCTTGCCAACTAATTCTTGA 
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JcEF1a EZ114412.1 

ATGGGTAAGGAGAAGGTTCACATTAATATTGTGGTCATTGGCCATGTCGACTCTGGCAAGTCAACAACCACTGGTCATTTAAT
CTACAAGCTTGGAGGTATTGACAAGCGTGTGATTGAGAGATTTGAGAAGGAAGCTGCTGAAATGAACAAAAGGTCATTCAAG
TATGCTTGGGTCTTGGACAAGCTTAAGGCTGAACGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATTGCTCTTTGGAAGTTTGAGACCA
CTAAATATTACTGCACTGTCATTGATGCTCCTGGACATCGCGACTTCATCAAGAACATGATCACTGGTACCTCACAGGCTGAC
TGTGCTGTGCTCATTATTGACTCTACCACTGGTGGTTTTGAAGCTGGTATTTCCAAGGATGGTCAGACCCGTGAGCATGCTC
TGCTTGCTTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGATGATCTGTTGCTGCAACAAGATGGATGCCACCACCCCCAAGTACTCTAAGGC
TAGATACGATGAAATTGTGAAGGAAGTTTGTTCCTACTTGAAGAAGGTGGGTTACAACCCTGACAAGATCCCATTTGTGCCC
ATCTCTGGTTTTGAGGGTGATAACATGATTGAGAGATCAACCAACCTCGATTGGTACAAGGGCCCTACCCTCCTTGAGGCCC
TCGACTTGAGCAATGAGCCAAAGAGGCCAACAGAAAAGCCACTCCGTCTCCCACTTCAGGATGTCTACAAGATTGGTGGTAT
TGGAACTGTCCCTGTCGGTCGTGTTGAGACTGGTGTCTTAAAACCTGGTATGGTTGTCACCTTCGGACCATCTGGACTGACC
ACTGAAGTTAAGTCTGTTGAGATGCACCACGAAGCTCTCCAGGAGGCCCTTCCAGGTGACAATGTTGGCTTCAATGTGAAGA
ATGTTGCTGTCAAGGATTTGAAACGTGGTTTTGTTGCCTCTAACTCCAAGGATGATCCTGCGAAGGAAGCTGCCAACTTCAC
CTCTCAGGTCATCATCATGAACCACCCTGGTCAGATTGGAAATGGATATGCTCCAGTCCTTGACTGCCACACCTCCCACATT
GCTGTTAAGTTTGCTGAGATCCTAACCAAGATTGATAGGCGATCTGGTAAAGAGCTTGAGAAGGAGCCAAAATTCTTGAAGA
ATGGTGATGCTGGATTTGTTAAGATGATTCCCACCAAGCCCATGGTTGTGGAGACCTTTTCTGAGTACCCTCCTCTGGGTCG
TTTTGCTGTGAGGGACATGCGCCAGACAGTTGCTGTTGGTGTCATCAAGAGTGTTGAGAAGAAGGACCCAAGTGGTGCTAA
GGTCACCAAATCCGCAGCAAAGAAAAAGTAA 

 


