Estudios sobre rizogénesis en
‘Guayabo del pais’
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Objetivo general

Ajustar metodologias de propagacion vegetativa para '‘Guayabo del pais', a partir
del estudio de las bases anatomicas Y fisiologicas del proceso de diferenciacion
de raices adventicias en esta especie, identificando marcadores de enraizamiento
gue permitan desarrollar un protocolo eficiente

Objetivos especificos

v'Evaluar la capacidad de enraizamiento de los materiales preseleccionados

v'ldentificar las fases del proceso, reconociendo factores promotores o
inhibidores y en que fase actuan.

v'Desarrollar un protocolo para propagar vegetativamente esta especie de
manera eficiente
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Evaluacion de la capacidad de enraizamiento de los
materiales preseleccionados

Factorial 9 x 2
9 genotipos
2 tratamientos:

2500 ppm AIB

Sin hormonas

Condiciones HR: 90%

T basal: 25°C
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Resultados del ensayo (Anava efecto clon)

kMl e D

Enraizadas(%)

Variakble N R* R®* A4 CW
Enraizadas (%) 96 0,52 0,47 84,66

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 3C =R CcHM F p=valor
Mode lo. 19193,45 9 2132,61 10,159 <0,0001
CLON 12155,95 & 2394,49 11,45 <0,0001
TRATAN 37,50 1 37,50 0,18 0,6731

Error 179589,858 86 209,18
Total 37183,33 95

Test :L5D Fisher Alfa=0,05 DMS5=13,47287
Error: 209,184d7 gl: 86

ClonTF 2,96 14 3,87 A > H H

Clonl54 9,17 12 4,18 & B

Cloniid 12,80 4 T,23 A B

ClonZ0=2 13,33 12 4,18 AL B

Clonll? 18,33 12 4,18 B

ClonS2-1 19,17 12 4,18 E ) )
ClonQsa 65,90 C »Mayor enraizamiento

ClonC74 4,18

Trioativanente diferentes ¢p = 0, 05)

Test :LSD Fisher Alfa=0,05 DMS5S=5,86896

Error: Z208,3847 l1: 8&

TEATAM Medias n E.E.

C/AUX 17,75 48 2,18 A

S/H 19,00 48 2,18 4

Medi@s oon wne lebfra oomiu ne soen siguificabtivamente difaerantes (p > 0, 05)
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Ensayo estaquillado con genotipos contrastantes

. 250
Temperatura basal: 252C Genotipos contrastantes (TF y C-74)

HR: 90%

Factorial: 2 x 2

Sustrato: perlita

2500 ppm AIB | Ta e ot 0 i

Muestreos:
eCortes anatomicos

eDeterminaciones enzimaticas
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Enraizamiento materiales contrastantes
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Promedio raices/estaca

2,50

2,00

1,50 -

1,00 -

n° raices/estaca

0,50 A

0,00 -

C74

@ C/AUX
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Largo de raices

8,00

7,00

6,00
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Estaca enraizada y aclimatada

Planta de estaca con flor, al afio
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Cuantificacidon de proteinas totales.

Proteina

0,400
0,350 -
0,300
0,250
0,200 -
0,150
0,100 -
0,050
0,000
-0,050 -
-0,100

B S/H
B C/AUX
A S/H
A C/AUX

Absorbancia

Tiempo (d)

A =TF (no enraiza)
B = C-74 (enraiza)
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Caracterizacion anatomica

€74 SIH 3422

Presencia de drusas

Zona cambial, xilema, floema y floema interno
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Presencia de esclerénquima TF

Presencia de esclerénquima (27-1)
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Evaluacion de multiplicacidn y enraizamiento in vitro.

Multiplicacion
Medio WPM + CK

Introduccion
Medio WPM + PVP

Enraizamiento IBA+PG IBA PG SNP CONTROL
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Efecto de las citoquininas en la proliferacion de yemas

= BAP B 2lp 0 Z @ CONTROL

Tasa multiplicacion (yemas/explanto)
w

A=C-74
B=27-1

i

Genotipo

——

HH
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Resultados de enraizamiento in vitro

Tratamiento de

% Enraizamiento

Numero de raices/microestaca

enraizamiento A
Control 69 +19.49 a
PG 60+ 33.17a
AIB 58+34.21a
SNP 60 +23.45a
AIB + PG 68 +23.87 a

B

15.00+7.07 a

0+0.00a

[ 62.50+3.54b ]

5.00+7.07 a

20.00 £ 28.25 a

A

2.17+0.70 a

1.68+0.58 a

1.85+0.74 a

2.24+0.78 a

2.02+0.26 a

B
2.00+0.00b
0+0.00a
1.00+1.41ab
0.50+0.71a

1.00+1.41ab
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Plantas de 2 anos Planta de 1 ano
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Busqueda de genes asociados a enraizamiento

[ Identificacion de genes de enraizamiento en otras especies J

i

[ Disefio de primers J

§

[ “Levantamiento” a partir de ADN de A. sellowiana ]

$

[ Secuencias editadas ]

I

[ Diseiio de primers para qRT-PCR ]

Analisis de la expresion de genes en materiales contrastantes
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Genes que se estudiaron

TIR ACT2

PIN EF2 A partir de secuencias conocidas
SHR UBI (Arabidopsis; Eucalyptus).

SCR TUA

NIA H2B

Genes que amplificaron bien y quedaron seleccionados

Enraizamiento Constitutivos
PIN (1,2) H2B
SHR (2) EF2
TIR (2) UBI
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PRUEBAS EN A. sellowiana

10Q92 B 10 Q92 B

MPM 10 Q92 B 10 Q92 B

Tamafiio Esperado

3 Repeticiones para cada primer y ADN. Tamaiio Esperado 145pb
102 pb
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PRUEBAS EN A. sellowiana
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Conclusiones

El genotipo es la principal determinante de la capacidad de enraizamiento

El Unico tratamiento de enraizamiento que tuvo un efecto positivo in vitro fue el
agregado de auxina (AIB)

No se encontro el efecto esperado con el agregado de floroglucinol o de
nitroprusiato de sodio en los clones evaluados

Se identifico en A. sellowiana la presencia de genes que en otras especies estan
asociados a la diferenciacion de raices adventicias. Actualmente se estudian los
niveles de expresion de estos genes en materiales contrastantes.
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Muchas gracias
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