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APLICACIONES DEL CULTIVO DE TEJIDOS EN LA
PROPAGACION DE PINON BLANCO

Jatropha curcas L. es un arbusto perenne originario de América latina y extendida
en todas las regiones tropicales del mundo. Jatropha es un género que comprende
mas de 170 especies. Siendo muchas de ellas ornamentales excepto J. curcas y J.
glandulifera, estas son especies de alto rendimiento de aceite (Swarup 2004). Las
semillas de Jatropha contienen 30—40% de aceite con un perfil de acidos grasos

similar al de los alimentos (Gubitz et al. 1999).
Por otro lado, J. curcas es una atractiva planta tropical fuente de energia. El aceite

de las semillas es usada para los motores diesel, porque tiene caracteristicas de
los combustibles fésiles. J. curcas en campo produce de 6-8 TM/Ha con

aproximadamente 37% de aceite.
El cultivo de J. curcas asume un rol importante para la produccion a gran escalay la

satisfaccion de la demanda con material elite. En forma tradicional es posible la
propagacion a través de puntas de tallo, pero los bajos rendimientos y el
establecimiento de plantas en suelos marginales hacen imposible este método de
propagacion.

El uso de métodos biotecnologicos posibilita la introduccion de rasgos deseables
en Jatropha para cubrir las demandas actuales. Se ha investigado un nimero de
sistemas de propagacion relacionados. Elegimos alguno de estos métodos para
complementar nuestro libro de protocolos detallado, todos los trucos sutiles han
sido desarrollados en nuestro grupo. Todos los métodos deben ser considerados
cuando progresa el trabajo. Continuaremos actualizando este manual con nuevos

métodos que demuestren ser mas eficientes.
Aunque los resultados de campo e invernaderos son muy prometedores, el uso de

plantas producidas a gran escala todavia debe ser evaluado en diferentes entornos

y genotipos variados.
Para el afio 2013, esperamos desarrollar protocolos de produccion masiva

utilizando bioreactores, esto nos permitira la multiplicacion masiva de plantulas con
genotipo deseado.

H. Delgado H.




LISTA DE LOS MATERIALES Y
EQUIPAMIENTO NECESARIOS

EQUIPOS

- Autoclave, 121°C, 151b/in2 (1.06 kg / cm2)

+ Esterilizador de herramientas de diseccion

* Equipo de aire acondicionado para control de temperatura en ambiente de incubaciéon
+ Sistema de iluminacién con control automatico de fotoperiodo

+ Camarade flujo laminar de aire estéril 99.99% eficiencia

+ Potenciometro

+ Refrigerador para almacenamiento de quimicos y soluciones stock
- Balanza analitica de precision

+ Agitador magnético

- Agitador orbital

+ Microscopio binocular

+ Estereomicroscopio

- Ozonizador portatil de ambientes

+ Dispensador de liquidos de 5-100 ml

* Destiladorde aguade 4 L/h

+ Horno microondas

+ Estufaeléctrica

MATERIALES YACCESORIOS

* Contenedores apropiados para preparar medios de cultivo
- Soluciones stock de 1N NaOH, 1N KOH, Hcl

+ Etanolal 95% Yy 70% preparado con agua estéril

+ Pinzasy escalpelos con hojas reemplazables (#11)

- Papel aluminio en cuadros

- Algodon medicinal estéril en cuadros

* Botellasy frascos de vidriode 1y 2litros

* Placas petri de vidrio estériles

- Probetas graduadas

- Agua destilada estéril




+ Papel estéril para diseccion de explantes

- Cinta plastica para sellar placas petri con los cultivos

* Pipetoresy setde pipetas

- Espatulas

+ Contenedores estériles de vidrio o plastico para cultivo de tejidos
+ Tubos de ensayo (50 ml), estériles

« Potesde pesado




PROTOCOLOS

CONDICIONES DE CULTIVO GENERALES

Las condiciones de cultivo requeridas en el ambiente de incubacion son: 25-30 °C,
luz blanca de fluorescentes con una intensidad de 50 umol-m-2-s-1, fotoperiodo de
16/8 (luz/oscuridad).

1.PROTOCOLO SIMPLIFICADO PARA LA COLECCION Y
ESTERILIZACION SUPERFICIAL DE SEGMENTOS NODALES
Y/O FOLIARES PROVENIENTES DE INVERNADERO O CAMPO
CERCANOS AL SITIO DE DISECCION.

1. Colecta de segmentos nodales y/o hojas inmaduras en contenedor limpio
conteniendo papel toalla empapada en agua fria. La cosecha de los brotes
vegetativos debe realizarse en horas de la mafiana, entre las 8 y 9 a.m. Observe
y evalue el crecimiento y desarrollo de los brotes vegetativos luego de la poda
en arboles individuales de genotipo selecto. Brotes vegetativos de 20-30 cm con

yemas laterales de 1-3 mm son ideales para la colecta.

2. En laboratorio prepare una solucion de agua destilada mas detergente, disuelva
el detergente y sumerja el material vegetal colectado por 10 minutos, enjuague
cuatro veces con agua destilada.

3. Prepare una solucion de etanol al 70% y sumerja los brotes vegetativos y/o
foliares por tres segundos, retirar y colocar sobre papel toalla estéril.

4. Prepare una solucion de 1% de NaOCI (lejia - 5.0% hipoclorito de sodio) usando
agua autoclavada estéril contenida en plastico o vidrio. Ejemplo: Tomar 20 ml de
blanqueador y disolver en 80 ml de agua destilada estéril agregar dos gotas de
twenn 80 por cada 100 ml de solucion.

Q




Realizar esta operacion en el interior de la camara de flujo laminar.
Sumergir los brotes vegetativos por 20 minutos, enjuagar cuatro veces con
agua destilada esteéril.

5. Prepare una solucion de 0.5% de NaOCI (lejia - 5.0% hipoclorito de sodio)
usando agua autoclavada estéril contenida en plastico o vidrio. Ejemplo: Tomar
10 ml de blanqueador y disolver en 90 ml de agua destilada estéril agregar dos
gotas de twenn 80 por cada 100 ml de solucion.
Realizar esta operacion en el interior de la camara de flujo laminar.
Sumergir las hojas inmaduras por 15 minutos, enjuagar cuatro veces con agua
destilada estéril.

6. Antes de la diseccion del material vegetal, drenar toda el agua de enjuague con
el fin de disminuir el riesgo de contaminacion.

También se puede extraer explantes (segmentos nodales y/o foliares) de
plantas in vitro las misma que pueden ser obtenidas a partir de embriones
zigoticos, en este caso colectar las semillas en estadio R3, R4 6 R5 (Garay,
2010); en este caso realizar la desinfeccion luego de retirar la testa de la semilla,
hidratar por 3 horas en agua destilada estéril y en camara de flujo, extraer el
embrion.

2.-PROTOCOLO DE DIRECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Para el caso de segmentos nodales:

1. Una vez enjuagados correctamente, colocar los brotes vegetativos en una placa
Petri o sobre papel filtro estéril.

2. Con ayuda de una pinza estéril sujetar el brote, y con ayuda de una hoja de
bisturi seccionar los segmentos nodales de tal manera que quede 0.5 cm de
entrenudo por arriba y debajo del nudo, asi mismo cortar el peciolo lateral lo
mas cerca posible al punto de inserciéon en el brote.

3. Realizar el corte con un movimiento de adelante hacia atras con el objeto de no
aplastar el tejido circundante ala zona de corte.

4. Sembrar 01 segmento nodal por tubo de ensayo, insertando el segmento nodal
en el medio de cultivo hasta la altura de la yema lateral.

Parael caso de explantes foliares:

1. Una vez enjuagados correctamente, colocar las hojas dentro de la placa estéril
conteniendo papelfiltro o toalla estéril.

2. Con ayuda de una pinza estéril sujetar el explante (sin presionar demasiado) y
con ayuda de una hoja de bisturi separar el limbo del peciolo, seccionando el
limbo en trozosde 0.5 mm.

&)




3. Sembrar un peciolo por tubo de ensayo 6 un segmento foliar por tubo de ensayo;
en ambos casos colocar al explante en la superficie del medio de cultivo.

INDUCCIONY MANTENIMIENTO
Para el caso de segmentos nodales:

1. Realizar la primera transferencia 20 dias a medio de induccion fresco, realizar
esto hasta observar que la yema lateral tiene como minimo dos hojas.

2.- Transferir las plantulas a medio de mantenimiento hasta alcanzar plantulas de 3
cm de longitud como minimo.

Parael caso de explantes foliares:

1. Realizar transferencias a medio de induccion fresco, cada 20 dias; hasta
observar brotes de 0.5-1 cm de longitud.

2. Separarlos brotes que tengan 0.5 - 1.0 cm de longitud

3. Transferir las plantulas a medio de mantenimiento (cada 20 dias) sin reguladores
hasta que alcancen 3 cm de longitud.




ENRAIZAMIENTO

1. Plantulas de 3 cm, se transfieren a medio de enraizamiento, previo a esto eliminar

hojas secas y cortar callo basal, insertar la parte basal del tallo en el medio de
cultivo.

2. Una vez formadas las raices, trasladar los frascos con la plantulas a un ambiente
(de preferencia el vivero donde se aclimataran) con intensidad luminosa similar
alas condiciones ambientales.

3. Luego de 35 dias y una vez enraizadas las plantulas, iniciar el proceso de
aclimatacion de acuerdo al protocolo establecido.




FORMULACION DE SOLUCIONES STOCK PARA EL MEDIO DE
CULTIVO M&S (1962)

Vol. de Stock Concentracion
. Concentrac. Stock Vol de Stec Pesar : final en
Formula a preparar Preparacion "

medio de

Stock Producto

Cant. Unid (mL) Cantidad cultivo (/L)
Macro y micro nutrientes
- Disoier on agua destladay onvazar a 250
1 [stockA  [Nirato de Amonio . 82.50g/L 1000.00 825000(g B T ] 16500
2 [StockB |Nivato de Potasio KnOs 95.00(8/L 1000.00 s50000]g i — 1.9000
3 StockC  [cloruro de Calciodihidratado |,y o0 88.00[g/L 1000.00 88.0000(g z':""'e' eouz cesladeyerzar 2 200 0.4400
4 [stockD [Fostato e Patasiomonobasico |\ 00, 34.00(g/L 1000.00 34.000]g i 01700
1000.00 |
sl es un Stock compuesto porvaros
5 |StockE [Microelementos 1000.00 roectios en muy beas concanfracines, por
o que prmero deben prepararse por
separaco
Pesar 0,1g y disolver en
[Molibdato de sodio Na;MoO;2H,  0.0500(g/L 00001g 1 2 0.0003
100ml HO
Tomar 10 ml de esta
2
ucion
) Disolverlos en 200m Gel
- siook E
. Descarar fos S0
. restantes
Pesar 0.1y dsoveren
| Cloruro de cobalto CoCl.6H,0 0.0050g/L 0.0000g 1. 100m H,0 0.000025
Tomar 1 mi do esa
2 i
solucien
) Disolver en 200m de
stock E_
. Descartar 0589 11
. restantes
loduro de Potasio ki 0.1660g/L 00002]g Disoiver con H,0d direcaments en frasoo de 0.0008
[Acido Borico 13805 1.2300g/L o00i2g Disolver con H.0 directaments en el frasco d| 0.0062
[CORROSIVO, isolver inmedz
PELIGROSO al contacto con la Piel
T
6 Stock F Solucion de sulfatos 1000.00
[repararse por soparado
Sulfato de Manganeso MonohidratlyMnS0:4H,0 | 3.3800g/L o00]g Disoiver en H0d direcamente en el rasco o 0.0169
Sufato de Magnesio HeptaidratadIgSO; - 7H,p 740000 /L 00740l Disoveren 04 drectamente en el rasco ¢ 0.3700
Zns0; . i i
Sulfato de Zinc Heptahidratado 7:;‘ 1.7250g/L 0.0017|g SD‘::':’ enti:oduieceneni e e e ) 0.0086
Cuso; - Pesar 0.1g y disoveren
Sulfato de Cobre Pentahidratado 51,0 0.0050g/L 0.0000g 1 100mL H,0 0.0000
2 [ Tomar 1 ml de esta
: solucen
) Disolver on 200mL del
- stock
. Descarar fos 591
. restantes
Disoler el EDTAen 200
7 |stockG  [Agente quelante Na,EDTAZH 1.8650[g/L 1000.00 000t9lg 1. mL ce agua destada, 00373
esperar 20 min.
- Calentar a solucion hase]
Sulfato ferroso hepta hidratado FeS04.7H,0 1.3900g/L 0.0014g. 2. e 0.0278
[Agregar o Fes0;
3 lentamente hasta obteney
una solucion amarilo
oaro
[Amacenar en rasco
4. oscuro y en refrigeracion
(4°C)




COMPOSICION DEL MEDIO DE INDUCCION DE BROTES
A PARTIR DE SEGMENTOS NODALES

Cantidad de
ITEM Stock Producto Stock/L

Cant. Unid

Macro y micro nutrientes

1 |Stock A |Nitrato de Amonio 20.00|mL
2 |Stock B |Nitrato de Potasio 20.00|mL
3 |Stock C |Cloruro de Calcio dihidratado 5.00|mL
4 |Stock D |Fosfato de Potasio monobasico 5.00|mL
5 |Stock E |Molibdato de sodio 5.00|mL
6 |Stock F |Sulfato de Manganeso Monohidrato 5.00|mL
7 |Stock G |Agente quelante 20.00|mL
Vitaminas
8 Tiamina - HCI 0.40|mL
9 Acido Nicotinico 0.50|mL

Fuentes de carbono
10 |Sucrosa |Sacarosa o sucrosa 30.00(g

Fitoreguladores
11 |BAP benzylaminopurine 1|mg
12 |KIN kinetina 1|{mg

Agentes gelantes o solidificantes
Agar Phytagel 2.50(g




COMPOSICION DEL MEDIO DE INDUCCION DE BROTES
A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES

Macro y micro nutrientes

1 |Stock A |Nitrato de Amonio 20.00{mL
2 |Stock B |Nitrato de Potasio 20.00{mL
3 |Stock C |Cloruro de Calcio dihidratado 5.00|mL
4 |Stock D |Fosfato de Potasio monobasico 5.00|mL
5 |Stock E [Molibdato de sodio 5.00|mL
6 |[Stock F |Sulfato de Manganeso Monohidrato 5.00{mL
7 |Stock G |Agente quelante 20.00|mL
Vitaminas
8 Tiamina - HCI 0.40/mL
9 Acido Nicotinico 0.50({mL

Fuentes de carbono

10 Sacarosa o sucrosa 30.00(g

Fitoreguladores
11 (TDZ thidiazuron 9.08(uM

Agentes gelantes o solidificantes
12 Phytagel 2.50|g




COMPOSICION DEL MEDIO DE ELONGAMIENTO Y
MULTIPLICACION DE BROTES

Macro y micro nutrientes

1 |[Stock A [Nitrato de Amonio 20.00|mL

2 |Stock B |Nitrato de Potasio 20.00|mL

3 |Stock C |Cloruro de Calcio dihidratado 5.00|mL

4 [Stock D [Fosfato de Potasio monobasico 5.00|mL

5 |Stock E |Molibdato de sodio 5.00{mL

6 |Stock F |Sulfato de Manganeso Monohidrato 5.00|mL

7 |Stock G |Agente quelante 20.00|mL
Vitaminas

8 Tiamina - HCI 0.40|mL

9 Acido Nicotinico 0.50|mL
Fuentes de carbono

10 Sacarosa o sucrosa 30.00|g
Fitoreguladores

11 |BAP benzylaminopurine 1.00{mg

12 |AIA indole-3-acetic acid 0.50|mg
Agentes gelantes o solidificantes

13 Phytagel 2.50|g




COMPOSICION DEL MEDIO DE ENRAIZAMIENTO
DE BROTES

Macro y micro nutrientes

1 |Stock A |Nitrato de Amonio 20.00{mL

2 |Stock B [Nitrato de Potasio 20.00|mL

3 |Stock C [Cloruro de Calcio dihidratado 5.00{mL

4 |Stock D |Fosfato de Potasio monobasico 5.00|mL

5 |Stock E |Molibdato de sodio 5.00{mL

6 |Stock F |Sulfato de Manganeso Monohidrato 5.00|mL

7 |Stock G |Agente quelante 20.00|mL
Vitaminas

8 Tiamina - HCI 0.40{mL

9 Acido Nicotinico 0.50|mL
Fuentes de carbono

10 Sacarosa o sucrosa 30.00|g
Fitoreguladores

11 |IBA indole-3-butyric acid 0.10|mg
Agentes gelantes o solidificantes

12 Phytagel 2.50(g




3.- PROTOCOLO DE PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

1
2
3
4

. En un vaso precipitado de 1 L colocar 600 ml de agua destilada estéril.
. Agregar las soluciones stock de sales minerales.

. Agregar los suplementos vitaminicos y azucares.

. Enrazar a 1 L con agua destilada estéril y agitar con ayuda de una

espatula.
5. Calibrar el potenciémetro y proceder a medir el pH; ubicar al mismo en el

rango de 5,6 — 5.8 utilizando de soluciones de KOH 1N 6 HCI 1N segun

corresponda.
6. Dispensar el medio de cultivo de acuerdo a la capacidad del recipiente,

tapar el recipiente con tapa plastica o papel aluminio.
7. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos y a 1 atmésfera de

presion.
8. Dejar enfriar a temperatura ambiente, para evitar la condensacion y

formacién de una lamina de agua sobre la superficie del medio de cultivo.
Etiquetar convenientemente, indicando, composicion, fecha de

preparacion y quien lo preparo.
10. Almacenar en refrigeracion 6 en ambiente libre de polvo; en algunos
casos los medios de cultivo contienen sustancias sensibles a la luz, en

este caso almacenar en oscuridad.

©




4. PROTOCOLO DE ACLIMATACION DE PLANTULAS DE Jatropha
curcas L. PRODUCIDAS IN VITRO

10.

Realizar esta etapa exclusivamente en ambientes de viveros, cercanos a los
campos de cultivo, con acceso a vias de comunicacién; el vivero deberd estar
cubierto con malla 80%.

Extraer las pldntulas enraizadas de los frascos que los contienen, tener
cuidado de no romper raices.

Eliminar hojas basales secas.

Lavar las raices con agua corriente, para eliminar todos los restos del medio de
cultivo adherido, tener cuidado de no romper las raices.

Sumergir las plantulas lavadas en una solucién de fungicida Benomyl (1 g/L)
durante 30 minutos.

Preparar un sustrato 2:1 (tierra negra + arena lavada), esterilizar el mismo por
solarizacion.

Colocar el sustrato en bolsas almacigueras de 1 kg y colocar una pléntula en
el centro de la bolsa, presionar el sustrato para eliminar bolsas de aire.
Cubrir la bolsa con una bolsa almaciguera por 20 dias (para evitar
deshidratacion de las plantulas).

Durante este proceso aplicar fertilizante NPn 11-8-6 (en el agua de riego)
cada 3 dias.

En los ultimos 10 dias incrementar la iluminacidn a 50% antes de trasladar las

plantas a campo definitivo.
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ANEXOS
Proceso de propagacion in vitro




Imagenes de brotes vegetativos a 31 dias de
instalado el ensayo:
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