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Resumen

La multiplicacion de arboles y arbustos de interés agroalimentario o industrial es un desafio aun no
resuelto para muchas especies. En este trabajo se estudio en campo, el desarrollo de plantas injertadas de
Jatropha curcas, previa seleccion del método de injertacion. Como porta-injerto se utilizaron plantulas,
de la misma accesion, desarrolladas a partir de semillas de origen alogamo, con 2, 4 y 6 hojas verdaderas.
Como injerto fueron utilizados meristemos axilares de plantas adultas (5 afios) de J. curcas MAP-08. Las
técnicas de injertacion ensayadas fueron: tipo inglés, T, chip y V. Independientemente de la edad del
porta-injerto, se encontrd que el injertado tipo V fue 100% eficiente; el resto, no tuvieron éxito. Después
de asegurar la presencia de primordios foliares, las plantas resultantes del injertado tipo V se trasladaron
a campo. El crecimiento de las plantas (196 dias después del trasplante a campo) mostrd una relacion
inversa con la edad a la cual se realizo el injertado y, en todas ellas, el diametro del porta-injerto siempre
fue mayor al del injerto. La diferencia en el desarrollo de los injertos de 2 hojas verdaderas fue
estadisticamente significativa al de los injertos de 4 y 6 hojas. El tiempo a florecimiento y a fructificacion
de los injertos también fue inverso a la edad en la que se realizo el injertado.

Grafts of Jatropha curcas L. MAP-08: Selection of

grafting technique and its development in the field

Abstract

The multiplication of trees and shrubs of agri-food or industrial interest is a challenge not yet solved for
many species. In this work, the development of grafted plants of Jatropha curcas was studied, after
selection of the grafting procedure. Seedlings, from the same accession, developed from seeds of
allogamous origin, with 2, 4 and 6 true leaves, were used as a graft carrier. The axillary meristems of
adult plants (5 years) of J. curcas MAP-08 were used as a graft. The grafting techniques tested were:
English type, T, chip, and V. Regardless of the age of the graft carrier, the grafted type V was 100%
efficient, the rest were unsuccessful. After assuring the presence of leaf primordia, the plants resulting
from the type V graft were transferred to the field. The growth of the plants (196 days) showed an inverse
relationship with the age at which the graft was performed, and in all of them, the diameter of the graft-
holder was always more significant than that of the graft. The differences in the development of the grafts
with 2 true leaves were statistically significant to that the grafts with 4 and 6 leaves. The time to flowering
and fruiting of the grafts was also inverse to the age at which the grafting was performed.
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1. Introducciéon

La homogeneidad y estabilidad genética del material de
siembra es condicion para garantizar la productividad en los
procesos agricolas. Aunque la biotecnologia vegetal ha
contribuido a que semillas y plantulas de una amplia gama de
especies cultivadas se acerquen a los preceptos mencionados,
en aquellas especies poco estudiadas y/o recalcitrantes, los
métodos convencionales de seleccion de semilla y/o de
multiplicaciéon vegetativa tradicional, como el injerto, se
siguen empleando.

La multiplicacion vegetativa tradicional es el método alterno
aplicable a aquellas especies cuyas semillas tienen baja tasa
de sobrevivencia, dificultad para germinar, limitada
produccién de semillas o alta variabilidad (Sanchez et al.,
2009). El acodo (Villalobos-Ramos et al., 2008), la estaca
(Rojas et al., 2004), el estolon (Kessel, 2012) y el injerto
(Venturini y Lopez, 2010; Espiau et al., 2012) son algunos
métodos tradicionales que permiten obtener material de
siembra homogéneo (clones). Independientemente de que
todos los métodos mencionados tienen la limitante de la
disponibilidad inicial del material (generalmente proviene de
una planta con caracteristicas deseadas), el injerto es el
método mas utilizado para propagar arboles y arbustos de
interés alimentario o forestal (Gil-Izquierdo et al., 2004).
Ademads de mantener la identidad genética de la parte aérea
de la planta, la propagacién por injerto cumple otras
funciones; entre ellas, mejorar el vigor vegetativo y la
produccién (Clearwater et al., 2004), disminuir el tamafio de
la planta (Cohen y Naor, 2002), mejorar la calidad (Gil-
Izquierdo et al., 2004), mejorar la resistencia a patogenos del
suelo (Jurado et al., 2013), a la salinidad (Rivero et al., 2003),
a suelos calizos (Moreno et al., 1995), entre otros. La
injertacion de la planta seleccionada se realiza, generalmente,
en plantas de la misma especie, o de alguna compatible,
desarrolladas a partir de semillas o de estacas (Espiau et al.,
2012). Aunque hay diversas variantes de los métodos de
injertacion, estos se agrupan en injerto de pua (Venturini y
Lopez, 2010) e injerto de yema (Espiau et al., 2012).

El reciente descubrimiento de que las semillas de Jatropha
curcas L.; un arbusto de origen mesoamericano (Ovando-
Medina et al., 2011b), poseen aceite en cantidad y
composicion adecuada para su transformacion a
biocombustibles (biodiesel y bioturbosina), generd un amplio
marco de expectativas respecto al potencial de uso de esta
planta. Sin embargo, el limitado conocimiento sobre muchos
aspectos de la biologia y del manejo de J. curcas no ha
permitido establecer un paquete tecnoldgico transferible a los
agricultores. Los aspectos genéticos, fisioldgicos,
reproductivos y agronémicos de J. curcas son objetos de la
investigacion actual. Por la facilidad con que una estaca de J.
curcas sobrevive, en Mesoamérica esta planta se ha
empleado preponderantemente, como cerco vivo. A pesar de
lo anterior, la poblacién actual de J. curcas ubicada en el
estado de Chiapas, México tiene alta diversidad genética, de
produccién de frutos y de contenido de aceite en las semillas
(Ovando-Medina et al., 2011a; 2011b; Adriano-Anaya et al.,
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2014; Salvador-Figueroa et al., 2014). Ademas, la
polinizacién es cruzada, razon por la cual sus semillas no
deben ser empleadas como material de siembra. Se piensa
que el injerto es una alternativa para multiplicar plantas de J.
curcas con caracteristicas sobresalientes; asi que, el objetivo
de este trabajo fue determinar el tipo de injerto que permita
desarrollar clones de una accesion de Jatropha curcas
productora de semillas con alto contenido de aceite.

2. Materiales y métodos

2.1. Material bioldgico

Como porta-injertos se emplearon plantulas de J. curcas
desarrolladas a partir de semillas de la accesion MAP-08
(Ovando-Medina et al., 2011b). Como injertos se emplearon
los meristemos axilares 3 y 4 de ramas secundarias y
terciarias, de plantas adultas (5 afios) desarrolladas a partir de
varetas de la misma accesion.

2.2. Crecimiento del porta-injerto

Las semillas se sembraron (1 cm bajo superficie) en suelo
franco-arenoso no estéril (300 g) contenido en recipientes
individuales de 370 mL y se regaron con agua corriente a
capacidad de campo cada 72 h. Después de la emergencia (~7
dias), las plantulas se colocaron bajo malla sombra (-20% de
la luz solar) hasta alcanzar el desarrollo requerido por el
disefio de tratamientos.

2.3. Diseiio de tratamientos para seleccionar la técnica de
injertado

Se estableci6 un disefio bifactorial 4 x 3 (12 tratamientos en
total) y 30 plantas por tratamiento (360 plantas en total),
siendo el primer factor el tipo de corte para realizar el injerto
(Inglés, T, Chip y V) y el segundo factor fue el nimero de
hojas del porta injerto (2, 4 y 6 hojas verdaderas).

2.4. Métodos de injertacion

Independientemente del tipo de corte y del nimero de hojas
del porta-injerto, en todos los casos el injerto (por
complementariedad) se realizd a la altura de las hojas
cotiledonales de la planta porta-injerto usando, para ello,
hojas de bisturi estériles y, en todos los casos, el ensamble
entre el porta-injerto y el injerto se asegur6 con cinta
Micropore®.

2.4.1. Injerto con corte tipo inglés

Para el establecimiento del injerto con corte tipo inglés, en el
tallo del porta-injerto se realizd un corte perpendicular,
teniendo el cuidado de no afectar el xilema. De igual forma,
en la planta donadora de la yema axilar, se realizé el mismo
tipo de corte. Posteriormente ambas partes se ensamblaron y
la estabilidad de la union fue asegurada.

2.4.2. Injerto con corte tipo T

Sin desprender la epidermis, en un costado del tallo del porta-
injerto se realiz6 un corte en forma de T donde se coloco la
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yema axilar. Finalmente, el ensamble de los tejidos fue
asegurado.

2.4.3. Injerto con corte tipo chip

En un costado del tallo del porta-injerto se retir6 la epidermis
(0.5cm x 0.5 cm) y se sustituyd por el tejido a injertar (yema
axilar) el cual mantuvo el peciolo. Finalmente, el ensamble
de los tejidos fue asegurado.

2.4.4. Injerto con corte tipo V

Sobre el plano ecuatorial del tallo del porta-injerto, y a la
altura de las hojas cotiledonales, se realiz6 un corte en forma
de V donde se coloco la yema axilar a injertar. Finalmente,
el ensamble de los tejidos fue asegurado.

2.5. Variables estudiadas

El porcentaje de injertos exitosos se evaluo 7 dias después de
realizada la injertacion. Para ello, se retir6 la cinta
Micropore®, se inspeccioné el nivel de cicatrizaciéon de la
herida y se contabiliz6 el numero de porta-injertos con
injertado exitoso (tejido injertado turgente, ausencia de
necrosis y de color verde).

2.6. Desarrollo en campo

Las plantas injertadas con brotes desarrollados, se
trasladaron a la Estancia Agroecologica “Ayol” (14.4976° N,
92.4774° O, 58 msnm); donde se sembraron con una
distancia de 2 m entre planta. Las plantas se mantuvieron con
riego a capacidad de campo y la fertilizacion se realizé con
diferentes abonos organicos (se aplicé de forma foliar, 50 mL
de lixiviado de lombricompost cada 14 dias, al suelo 2 L de
biol por planta injertada cada 14 dias, 2 kg de lombricompost
por planta cada 3 meses), hasta la fructificacion. La
distribucion de las plantas en el campo se realizd
completamente al azar.

2.7. Variables determinadas en campo

Cada 28 dias se midi6 el desarrollo del injerto, evaluando la
altura del injerto, perimetro del porta-injerto (tallo),
perimetro del injerto (tallo), dias a florecimiento, tiempo a
fructificacion, proporcion de plantas con flores, proporcion
de plantas con frutos y contenido de aceite en la semilla
(método de Soxleth).

2.8. Analisis de datos

Los datos colectados se presentan como medidas de
tendencia central y de dispersion (desviacion estandar). A
partir de los datos de desarrollo de las plantas se calcularon
las velocidades de crecimiento longitudinal y de desarrollo
radial. Adicionalmente, se calcularon las ecuaciones
descriptivas para las dindmicas de florecimiento y de
fructificacion.

3. Resultados

3.1. Exito del injertado en los diferentes tipos de corte

De los diferentes tipos de cortes utilizados para realizar el
injertado, el corte en V fue 100% exitoso; en los restantes
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tipos de corte, inglés, T y chip, no se observé sobrevivencia
de los meristemos axilares injertados.

3.2. Desarrollo de los injertos exitosos (corte tipo V)

Los primordios foliares desarrollados a partir del tejido
injertado (TI), fueron visibles a los 19, 28 y 35 dias post-
injerto (DPI) para los porta-injertos de 2, 4 y 6 hojas,
respectivamente. Independientemente de lo anterior, la
longitud del tallo desarrollado a partir del meristemo
injertado (TMI) en todos los porta-injertos de 2 hojas fue
medible hasta los 84 DPI, mientras que en los de 4 y 6 hojas
fue hasta los 112 DPI. En dichos dias, el tamafio del TI fue
de 30.80 + 6.64 cm, 16.40 = 6.84 cm y 15.79 + 5.18 cm,
respectivamente (Figura 1b).

Durante el tiempo que durd el seguimiento del desarrollo de
las plantas injertadas, el crecimiento longitudinal del TMI fue
sostenido (Figura 1b). La wvelocidad de crecimiento
longitudinal promedio, para todos los TI, fue de 0.431 +0.03
cmdia? (0.421, 0.470 y 0.403 cm dia™! para los injertos en 2,
4 y 6 hojas, respectivamente). La velocidad de crecimiento
longitudinal fue calculada mediante el modelo lineal y cuyos
coeficientes de regresion fueron 0.959, 0.985 y 0.963,
respectivamente. Al finalizar el trabajo la longitud del TMI
fue 2.6, 3.3 y 3.0 veces la longitud inicial de los injertos en
2,4y 6 hojas, respectivamente. La longitud final del TMI de
los injertos en 2 hojas fue estadisticamente diferente a las de
los otros dos tratamientos (P<0.05).
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Figura 1. Dinamica del crecimiento radial (a) y longitudinal (b) de
injertos tipo V de Jatropha curcas MAP-08 desarrollados en porta-
injertos, de la misma variedad, con 2, 4 y 6 hojas.

Por su parte el desarrollo del diametro del TMI (Figura 1a)
mostré6 un comportamiento diferencial ya que, para los
injertos con 2 hojas el inicio (hasta el DPI 112) fue mas
rapido (0.05 cm dia™!) respecto al periodo comprendido entre
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los 112-196 DPI (0.01 cm dia™!). En los injertos de 4 y 6
hojas, la velocidad inicial fue lenta hasta el 140 DPI
(promedio 0.0008 cm dia!); posteriormente en el periodo
140-196 DPI la velocidad fue mayor (promedio 0.022 cm dia®
. Las diferencias en el desarrollo radial del TMI fueron
significativas (P<0.05) entre los de 2 hojas y los de 4 hojas,
aunque entre estos y los de 6 hojas no hubo diferencia
significativa (P>0.05).

3.3. Desarrollo de los porta-injertos

En la Figura 2 se muestra la dindmica del desarrollo radial de
los porta-injertos. Durante el tiempo de estudio el didmetro
de los porta-injertos siempre se incremento. Sin embargo, en
los porta-injertos con 2 hojas verdaderas la respuesta de
desarrollo inici6 mas tempranamente. En este sentido,
cuando los porta-injertos fueron de 2 hojas la respuesta se
observd a partir de 56 DPI mientras que para los porta-
injertos de 4 y 6 hojas verdaderas la respuesta se observo a
partir de los 140 DPI. Tomando en consideracion lo anterior,
la velocidad de desarrollo radial de los porta-injertos con 2,
4 y 6 hojas verdaderas fue 0.035, 0.031 y 0.032 c¢m dia’!,
respectivamente (con valores R? de 0.971, 0.988 y 0.957,
respectivamente). El incremento en el didmetro de los porta-
injertos (diferencias significativas entre los de 2 hojas con los
de 4 y 4 hojas; P<0.05), de 2, 4 y 6 hojas fue de 7.72,4.95 y
4.55 veces respecto al didmetro inicial.

Para todos los tratamientos, la relacion diametro del
injerto/diametro del porta-injerto siempre fue <1; el valor
promedio de dicha relacion, para los de 2, 4 y 6 hojas, fue de
0.87+0.12, 0.66+0.05 y 0.79+£0.07, respectivamente.
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Figura 2. Dinamica del desarrollo radial de los porta-injertos con
de Jatropha curcas de 2, 4 y 6 hojas verdaderas, utilizadas para
injertar la accesion MAP-08 de 1a misma especie.

3.4. Florecimiento y fructificacion de injertos

En la Figura 3 se muestra la proporcion de plantas con
inflorescencia (a) y con frutos (b) de los injertos en 2,4y 6
hojas verdaderas. La presencia de inflorescencias y frutos en
los injertos en 4 y 6 hojas inicio 112 DPI; mientras que en los
injertos con 2 hojas las inflorescencias se observaron hasta
los 168 DPI y los frutos hasta los 196 DPI.
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A los 196 DPI, 88% de los injertos realizados en porta-
injertos con 6 hojas tuvieron inflorescencias, mientras que,
en los injertos con 4 y 2 hojas, el porcentaje de plantas con
inflorescencia fue de 81% y 16%, respectivamente. La
dinadmica de florecimiento en los injertos con 6 y 4 hojas se
ajustd al modelo potencial de orden 2, con ecuaciones
descriptivas Z = 3E-06x>* y Z = 4E-09x>°">!, con R? de 0.985
y 0.998, respectivamente.
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Figura 3. Dinamica del florecimiento (a) y fructificacion (b) de los
injertos de Jatropha curcas MAP-08 en porta-injertos de 2, 4y 6
hojas de la misma especie.

Por otra parte, a los 196 DPI solo 6% de los injertos
realizados en porta-injertos con 2 hojas presentaron frutos
mientras que, en los injertos con 4 y 6 hojas la fructificacion
se observo en 44% y 50%. La dindmica de fructificacion de
los injertos de 4 y 6 hojas mostr6 una tendencia potencial de
orden 2 con ecuaciones descriptivas Z=2E-11x°¢? y Z=1E-
11x*9957 y R de 0.983 y 0.9982, respectivamente.

3.5 Contenido de aceite en semillas de los injertos

Las semillas obtenidas de los frutos de los injertos realizados
en porta-injertos con 2, 4 y 6 hojas tuvieron 50.142.5%,
52.0+1.6% y 53.8+1.6% de contenido de aceite (promedio
global de 52.0 £2.0%)).

4. Discusion

El éxito del injertado de las yemas axilares de plantas adultas
(5 afios) de J. curcas MAP-08 en plantulas, obtenidas de
semillas, con 2, 4 o 6 hojas verdaderas de la misma especie
(hetero-injertado inter-especie), mediante la técnica de
injerto tipo V, puede estar asociado al correcto
establecimiento de la continuidad del sistema vascular y el
cambium entre los tejidos involucrados, previo proceso de
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formacion de callo y su diferenciacion, como fue propuesto
por Olmstead et al. (2006), Flaishman et al. (2008) y Nisar et
al. (2012). Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado
por Cholid et al. (2014) quienes encontraron que la mejor
técnica de injerto para J. curcas fue el corte hendidura o
injertos en forma de V en porta-injertos de 2 meses de edad.
La ausencia de éxito en los injertados de las yemas axilares
de J. curcas, mediante las técnicas de injerto tipo inglés, Ty
chip, no se puede atribuir al proceso de incompatibilidad
genética ya que los tejidos involucrados pertenecen a la
misma especie de planta (Mudge et al., 2009) aunque, si
puede atribuirse a la incompatibilidad anatomica (Ives et al.,
2012) es decir, la probable ausencia o la disminucion del
numero de haces vasculares diferenciados en la unioén del
injerto, lo que trajo como consecuencia disminucion del
transporte de nutrientes entre el patréon e injerto y la
acumulacion de polifenoles (Deloire y Hebant, 1982).
Aunque la falta de éxito en los procesos de injertacion
mencionados, también pudiera atribuirse a un efecto de la
edad de los componentes como fue propuesto por Johkan et
al. (2009), el haber obtenido 100% de éxito en el injertado
tipo V anula este factor.

Respecto a la reactivacion diferencial del desarrollo del tejido
injertado, es decir, que se requirié mas tiempo para observar
crecimiento de la yema injertada cuando se emplearon porta-
injertos con 4 y 6 hojas verdaderas (Figura 1), pudiera
atribuirse a la posicion de la yema axial respecto al cambium
vascular del porta-injerto. En este sentido se ha establecido
que el éxito de la injertacién estd determinado por la
capacidad del porta-injerto e injerto para desarrollar una
unién adecuada. Para ello primero se debe formar callo, el
cual dard origen a los tejidos vasculares (cambium), y el
posterior desarrollo de los llamados puentes de parénquima,
quienes posibilitan el transporte de agua del porta-injerto al
injerto. Por los resultados del presente trabajo, se deduce que
a mayor edad del porta-injerto es necesario mayor tiempo
para que el proceso de union se realice, efecto que parece
estar acorde con lo propuesto por Yin et al. (2012) y
Olmstead et al. (2006) quienes demostraron que el tiempo
requerido para el establecimiento de un injerto funcional es
menor en plantas herbaceas que en arboles. En este mismo
sentido, Venturini y Lopez (2010), encontraron en injertos de
Eucalyptus camaldulensis Dehnh que las células con
actividad meristematica tardaron hasta 7 dias para la
formacion del callo que ligd al injerto con el porta-injerto.
Las células del callo se diferencian para formar los tejidos
vasculares en un proceso que tardd hasta 21 dias y que es
promovido por la actividad de las yemas brotadas o prendidas
en el injerto (Hartmann y Kester, 1998).

El comportamiento diferencial del desarrollo vegetativo y
reproductivo del injerto se puede atribuir a modificaciones en
la comunicacién entre los componentes del injertado. En este
sentido, utilizando como portainjertos al limén var.
Volkamer y al citrage (un hibrido entre Citrus x sinensis y
Poncirus trifoliata) var. Troyer y como injertos a mandarina
var. Merav y pomelo var. Star Ruby, Tzarfati et al. (2013),
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demostraron que el injertado modifico el contenido de
miRNAs en el floema del peciolo de hojas maduras,
particularmente la disminucion de miRNA156 y miRNA157.
La diminucién del miRNA156 estd asociado a la transicion
juvenil-adulto de arboles (Wang et al., 2011) y en plantas
anuales (Poethig, 2009). Lo anterior aporta evidencia del
porqué el injertado se ha empleado para la induccion floral
(Evans, 1969). Esto ultimo se comprobo6 al encontrar que las
plantas donde el injerto tardd mdas tiempo en iniciar el
desarrollo florecieron y fructificaron en menor tiempo.

La velocidad de crecimiento de los injertos encontrada en
este trabajo, resultd contrario a lo reportado por Cholid et al.
(2014). Dichos autores encontraron mayor velocidad de
crecimiento en las plantas desarrolladas en porta-injertos de
mayor edad (3>2>1), atribuyendo tal fenémeno a la
reduccion en el didmetro de los vasos conductores lo que
resulta contradictorio a lo propuesto por Deloire y Hebant
(1982). A pesar de lo anterior, la relacion didmetro del
injerto/didmetro del porta-injerto reportado por Cholid et al.
(2014) 0.98, 0.84 y 0.83 para porta-injertos de 1, 2 y 3 meses,
respectivamente, fue de similar tendencia a lo encontrado en
el presente trabajo.

5. Conclusion

El injertado tipo V de los meristemos axilares de plantas
adultas de J. curcas MAP-08 sobre portainjertos, a saber,
plantulas de 2, 4 o 6 hojas verdaderas fue el método mas
eficiente para desarrollar injertos de dicha accesion. La edad
de los porta-injertos afectd inversamente el desarrollo de los
injertos provenientes de meristemos de plantas adultas de J.
curcas MAP-08. Los injertos desarrollados sobre porta-
injertos de 6 hojas verdaderas florecieron y fructificaron en
menor tiempo.
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