1’}3%5

P . perd

sanmartin
reorard

MICROPROGACION DE PINON BLANCO (Jatropha curcas L.) A PARTIR DE DISCOS
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Resumen: Se desarrollé un simple protocolo para la induccién de brotes laterales adventicios a partir de
discos foliares de hoja de Jatropha curcas L.. Brotes laterales adventicios se obtuvieron a partir de
explantes de hoja cultivadas in vitro cultivadas en medio Murashige y Skoog’s (MS) suplementado con
thidiazuron (TDZ) (2.27 uM), 6-benzylaminopurina (BA) (2.22 uM) y acido indol-3-butirico (IBA) (0.49 uM).
La presencia de TDZ en el medio de induccién ejercid gran influencia en la induccién de brotes laterales
adventicios. Los brotes laterales fueron multiplicados y elongados en un medio de refrescamiento MS
suplementado con BA (4.44 uM), kinetina (Kn) (2.33 uM), acido indole-3-acetico (IAA) (1.43 uM), y acido
giberélico (GA;) (0.72 uM). Este protocolo puede ser usado para la producciéon masiva de plantas.

Palabras clave: Jatropha curcas, regeneracién directa de brotes, brotes adventicios, Thidiazuron, Biodisel.
Abreviaturas

BA 6-Benzylaminopurina

GA;  Acido giberélico

IAA  Acido Indole-3-acetico

IBA  Acido Indole-3-butirico

Kn Kinetina

MS Medio basal Murashige y Skoog

TDZ Thidiazuron

Abstract. A simple, high-frequency and reproducible protocol for induction of adventitious shoot buds and
plant regeneration from leaf-disc cultures of Jatropha curcas L. has been developed. Adventitious shoot
buds were induced from very young leaf explants of in vitro germinated seedlings as well as mature field-
grown plants cultured on Murashige and Skoog’s (MS) medium supplemented with thidiazuron (TDZ) (2.27
UM), 6-benzylaminopurine (BA) (2.22 uM) and indole-3-butyric acid (IBA) (0.49 uM). The presence of TDZ in
the induction medium has greater influence on the induction of adventitious shoot buds, whereas BA in the
absence of TDZ promoted callus induction rather than shoot buds. Induced shoot buds were multiplied and
elongated into shoots following transfer to the MS medium supplemented with BA (4.44 uM), kinetin (Kn)
(2.33 uM), indole-3-acetic acid (IAA) (1.43 uM), and gibberellic acid (GA3) (0.72 uM). This protocol might
find use in mass production of true-to-type plants.
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INTRODUCCION

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 mds de 170 especies. Las especies mas
comunes en la India son J. curcas, J. glandulifera, J. gossypifolia, J. multifida, J. nana, J. panduraefolia, J.
villosa, y J. podagrica. La mayor parte de estas especies son 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).
Jatropha contiene aceite con acido linolénico y acido oleico, que en conjunto representan mas del 80% de
su composicién. El acido palmitico y el acido estedrico y otros dcidos grasos estan presentes en este aceite.
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. El cultivo de J. curcas
asume un rol importante para la produccidn a gran escala y la satisfaccion de la demanda de material elite.
En forma tradicional es posible la propagacién a través de puntas de tallo, pero los bajos rendimientos y el
establecimiento de plantas en suelos marginales hacen imposible este método de propagacion.

Siendo necesaria la generacién de protocolos de clonacion de plantas elite en cuanto a rendimientos de
semilla y contenido de aceites y existiendo protocolos desarrollados en otros paises; es que se planteé la
validacién del protocolo generado por Ajay C. Deore £ T. Sudhakar Johnson: High-frequency plant
regeneration from leaf-disc cultures of Jatropha curcas L., publicado en Plant Biotechnol Rep (2008) 2:7—
11., en el cual se logré inducir brotes laterales utilizando como material inicial discos foliares.

Materiales y método
Material vegetal

Semillas fueron colectadas de la plantacidon ubicada en la Estacidon Experimental Agraria “El Porvenir”. Las
semillas colectadas fueron sumergidas en agua destilada por 24—48 h a temperatura ambiente. Después de
48 horas, las semillas colectadas fueron esterilizadas superficialmente con una solucién al 1% de NaOCI por
20 minutos después fueron enjuagados con agua destilada estéril. El material fue colocado en placas con
papel filtro estéril para la diseccidn, cotiledones fueron extraidos y cultivados en sales basales de MS
(Murashige y Skoog

1962) distribuidos en tubos de cultivo de 25x150-mm. Sales basales de MS suplementado con 3% de
sucrosa y solidificado con 0.8% agar (Hi-Media, India). Los cultivos fueron mantenidos en 26 + 2°Cy a 16-h
fotoperiodo iluminados con ldamparas fluorescentes de 40 watts.

Induccién de brotes adventicios en cultivos de hojas

De semillas germinadas in vitro de 2 meses de edad, fueron extraidos discos de hoja usando un sacabocado
de aproximadamente 3—5 mm de didmetro y puestos en contacto con el medio. El medio para la induccidn
de brotes laterales adventicios consistié en sales de MS con 3% sucrosa (w/v), y fueron cultivados en
combinaciones de tres hormonas, estas fueron: tidiazuron (TDZ) (2.27 uM) y 6-benzylaminopurina (BA)
(2.22 uM) en combinacién con IBA (0.49 uM). Los cultivos fueron incubados a 26 + 2°C y en un fotoperiodo
de 16-h e iluminados con ldmparas fluorescentes de luz blanca de 40 watts. Los discos de hoja fueron
incubados en medio de induccién por 4—6 semanas.
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Analisis estadistico

El experimento fue instalado en un disefio completamente randonmizado (DCA) Para los experimentos de
induccion de brotes laterales adventicios los tratamiento consistieron en 5 repeticiones y cada repeticion
contenia dos discos foliares. La frecuencia de formacidon de callos y formacién e induccién de yemas,
expresada en porcentaje fue calculado en proporcién al nimero de explantes formados, explante
formando callo y yemas laterales. El porcentaje fueron transformados arc sen angular y sujeto al analisis de
varianza (F test). Diferencias significativas fueron calculadas y evaluadas donde el efecto de las
interacciones fue estadisticamente significativo y acorde a los promedios.

Resultados y discusiones

Los discos de hoja puestos en medio de induccidn alargaron y mostraron respuesta variada. Los discos de
hoja incrementaron de tamafio y originaron brotes laterales adventicios en los extremos de los cortes
expuestos al medio. La regeneracion de yemas laterales fue observada en discos de hoja cultivadas en tres
grupos de medio de cultivo (Fig. 1a, b). Sin embargo, la frecuencia de hojas que presentaron induccién de
brotes laterales adventicios, variaron en presencia o ausencia de citoquininas. TDZ y BA en combinacion
con IBA, pero el mds adecuado para la maxima induccién de brotes laterales fue. TDZ at 2.27-uM esta
concentracién indujo brotes laterales en un 53.5% de los explantes de discos de hoja, mientras que a 4.55
KM, los brotes laterales inducidos fue solamente 37%. La capacidad de induccién de brotes laterales fue
reducida en ausencia de BA. TDZ e IBA y en ausencia de BA tenia menos efecto la induccién de brotes
laterales. TDZ (2.27 uM) in combinacién con IBA (0.49 uM) habia inducido brotes laterales en 24.5%,
mientras que TDZ (4.55 uM) en combinacién con IBA (2.46 uM) indujeron brotes laterales en 32% en
cultivos de discos de hoja, respectivamente. En forma similar, BA en ausencia de TDZ promovié la induccion
de callos en lugar de inducir brotes laterales. BA (2.22 uM) en combinacion con IBA (0.49 uM) indujeron
callos en 58% vy brotes laterales en 12% en cultivos de discos de hoja, mientras que BA (4.44 uM) en
combinacion con IBA (2.46 uM) indujeron callos en 62% y brotes laterales en 20% en cultivos de discos de
hoja, respectivamente.

La capacidad de induccién de brotes laterales fue drasticamente reducida en ausencia de TDZ. Estos
resultados sugieren que tanto TDZ y BA ejercen siempre efectos sinérgicos en la induccion de brotes
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Fig. 1: Regeneracién de brotes laterales a partir de discos de hoja en Jatropha curcas L. a Explante (disco de
hoja utilizado). b Formacién de callo en borde de explante a los 21 dias de la induccidn. ¢ Aparicién de
brotes a los 31 dias. d Desarrollo de brotes.

Tabla 1: Efecto de reguladores de crecimiento en induccion de brotes laterales a partir de discos foliares en Jatropha

curcas L.

Concentracion de regulador de crecimiento (uLM) Respuesta de los discos de hoja (%)
TDZ BA IBA Formacion de callo Induccién de brotes
2.27 2.22 0.49 40 e 53.5 a (47.040)
4.55 4.44 0.98 50d,e 37 b,c(37.320)
2.27 - 0.49 52.5¢,d 24.5d (29.328)
4.55 - 2.46 50d,e 32 b,c(34.368)

- 2.22 0.49 58 a,b,c 12 f(21.072)

- 4.44 2.46 62 a 20 e (26.220)

TDZ= thidiazuron
BA= 6-benzylaminopurine
IBA= acido 3- indol butirico

En otras investigaciones, TDZ y BA en combinacion con IBA mostraron mas capacidad para la induccion de
brotes laterales. Weida et al. (2003) reporta la regeneracién de callos en plantulas a partir de hipocotilos,
peciolos y explantes de hoja en J. curcas en medio suplementado con BA and IBA.

Los resultado obtenidos validan el protocolo desarrollado por Ajay C. Deore £ T. Sudhakar Johnson: High-
frequency plant regeneration from leaf-disc cultures of Jatropha curcas L., publicado en Plant Biotechnol
Rep (2008) 2:7-11., en el cual se logrd inducir brotes laterales utilizando como material inicial discos
foliares.
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