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INTRODUCCION

Origen, morfologia y taxonomia de R. hybrida L.

»

Clase Magnoliopsida
Familia | Rosaceae
Género @ Rosa L.

Especie  sp. (hibrida)
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(Nybom et al., 2005; ITIS, 2011; Jocke, 2014; Pngwing, 2013)



INTRODUCCION

Importancia econémica
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(Wang et al., 2002; Esselink et al., 2003; Expoflores, 2022)



INTRODUCCION

Sistemas de propagacion Cultivo in vitro
. . plenta madre plenta hije
Injerto Esquejes ?
~ e axplanto callo A
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. e 6 e secundarios artificiales :il SI I;I
blorreactor
Proceso lento y laborioso Propagacion rapida y masiva
Porcentaje de éxito bajo Alta uniformidad fenotipica
No asegura plantas libres de enfermedades Produccion de variedades mejoradas
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OBJETIVOS

Objetivo General

Qﬁw’f Implementar un protocolo para la obtencion de callo in vitro a partir de hojas de rosas de corte

Estandarizar un protocolo de desinfeccion para el establecimiento in vitro de hojas de Rosa
' hybrida L. var. CA-B19.

Determinar la concentracion de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 6ptima para la induccién
de callo a partir de hojas de Rosa hybrida L. var. CA-B19.

Establecer las concentraciones de 6-benzilaminopurina (BAP) y acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) adecuadas para la proliferacion de callo de hojas de Rosa hybrida L. var. CA-B19.
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MATERIALES Y METODOS

Desinfeccion de los explantes

V4
rosaprima

— UL

Recoleccion  Agua corriente Detérgénte N-aCI'O
CA-B19 3% p/v 10 min

Medio de cultivo EtOH 70% v/v ??%C\I,(/j\?
MS
Sacarosa (30g/L)
Agar (6.5 g/L)
Acido citrico (0.1 g/L) En oscuridad a 25 + 2 °C
pH 5.8 por cuatro semanas.

Condiciones ambientales

Tratamiento NaClO Tiempo
(% viv) (min)

D1 0.1 15
D2 0.2 15
D3 0.1 25
D4 0.2 25

Tamano muestral

7/ explantes por repeticion
4 repeticiones
28 explantes por tratamiento
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MATERIALES Y METODOS

Induccion de callos

[— Tratamiento 2,4-D (mg/L)
I 11 (Control) 0
L |12 2
L 13 3
Recoleccion Desinfeccion Cultivo inicial 14 4

CA-B19 MS + 1 mg/L BAP
+2,4-D
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MATERIALES Y METODOS

Proliferacion de callos

S | 000
Cultivo inicial Procesamiento Pesaje

T ==

D “— B
-;.__-.__,:«' u _—
Incubacion Subcultivo 1 Registro
MS fotografico
+ BAP + 2,4-D

Tratamiento 2,4-D (mg/L) BAP (mg/L)

P1 (Control) 0 0

P2 1.5 0

P3 0 0.1

P4 1.5 0.1
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MATERIALES Y METODOS

Variables de respuesta Analisis Estadistico
Desinfeccion E Normalidad Prueba de Shapiro Wilks
% Contaminacion
cyz Necrosis InfoStat Homocedasticidad Prueba de Levene
% Viabilidad v. 2018.1
% Oxidacion Diferencias

significativas ANOVA (p < 0.05)

Induccion de callos

% Oxidacion X SRR Prueba de Duncan (a. = 0.05)
% Callogénesis multiple de medias
Numero de callos inducidos

por dia v.16.16.27 Correlacidon Coeficiente de Spearman (p)

Proliferacion de callos

o § Normalidad X  Homocedasticidad X
% Viabilidad =y Imaged | |
Incremento de n’wasa fresca Dllfe.r.enc!as Kruskal Wallis p<0.05
Incremento del area v. 1.53k significativas
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RESULTADOS Y DISCUSION

Desinfeccion de los explantes

Explantes de hoja de Rosa hybrida L. var CA-B19




RESULTADOS Y DISCUSION

Desinfeccion de los explantes

Tratamiento NaClO Tiempo

. . . s, . . e . ., 0 H
Porcentaje de contaminacién, necrosis, viabilidad y oxidacion (% viv) (min)

en la fase de desinfeccion D1 0.1 15
D2 0.2 15
100.00 ,
- D3 0.1 25
i A D4 0.2 25
80.00
w
‘2 A
s _
s o - Correlacion de la viabilidad y los porcentajes de
5 2 . ‘s, .
° 2 contaminacion y necrosis de los explantes
ociy A
£ 40.00 . ;
@ ' 5C B [ Variable 1 Variable 2 Spearman p
&’5 . 1 % Viabilidad % Contaminacion -0.31 0.2461
20.00 | % Viabilidad % Necrosis -0.69 0.0032
0.00
D1 D2 D3 D4
Tratamiento
m Contaminacion ®Necrosis ®Viabilidad = Oxidacion
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RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa de Induccion de callos

Porcentaje de oxidacion y callogénesis en la fase de Tratamiento 2,4-D (mg/L)
induccion de callogénesis 11 (Control) 0
12 2
2000 A 13 3
A A
80.00 - A T . 14 4
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Callogénesis en hojas de Rosa hybrida L. var
CA-B19
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Porcentaje de explante
S
S
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10.00 I

C
0.00
11 K 14
Tratamiento

B Ausencia oxidadén BEOxidacion leve BOxidacién moderada MCallogénesis S—
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RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa de Induccion de callos

Numero de callos en inducidos por dia en diferentes
concentraciones de 2,4-D

11

§ 7 | Tratamiento 2,4-D (mg/L)
§ " |1 (Control) 0
‘g 5 o 12 2
@ 13 3
§ 3 - 14 4

Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28

(Rout et al., 1991; Dube et al., 2011) CAMI



Etapa de Proliferacion de callos

Porcentaje de viabilidad de los explantes durante la
proliferacion

Porcentaje de viabilidad

(Huan et al., 2014; Trione et al., 1968)

120.00

100.00

80.00

60.00

40.00

20.00

0.00

P1

P2

Tratamiento

P3

P4

RESULTADOS Y DISCUSION

Tratamiento 2,4-D (mg/L) BAP (mg/L)

P1 (Control) 0 0
P2 1.5 0
P3 0 0.1
P4 1.5 0.1

Proliferacion de callos de hojas de Rosa hybrida L.
var CA-B19

DIA 28




z RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa de Proliferacion de callos

Incremento de la masa de callos proliferados en Incremento del area de callos proliferados en diferentes

diferentes concentraciones de 2,4-D y BAP concentraciones de 2,4-D y BAP
BRI c 100.00 B
80.00 A __ 90.00
' o~
‘g 70.00 g 80.00 5
o 60.00 = 70,00 °
- BC ’ £ 60.00 )
£ 0% 3 50.00 .
g 400 T ) g 40.00
] E .
g 3000 : g 30.00 A
3 0
g 20.00 5 20.00
" 10,00 ; = 10.00
0.00
0.0 P1 P2 P3 P4 P3
Tratamiento Tratamiento
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CONCLUSIONES

Se estandarizé un protocolo de desinfeccion con 0.1% v/v NaClO por 25 minutos de inmersion
que permitié obtener una viabilidad del 64.29% durante el establecimiento in vitro de hojas de
Rosa hybrida L. var. CA-B19.

Se determind que 3 mg/L de 2,4-D y 1 mg/L BAP permiten una inducciéon de callos del 64.29%
en hojas de Rosa hybrida L. var. CA-B19.

Se establecié que la combinacién de 1.5 mg/L 2,4-D y 0.1 mg/L de BAP es adecuada para la
proliferacion de callos de hojas de Rosa hybrida L. var. CA-B19 con una viabilidad 96.43%, un
incremento de masa fresca y del area promedio de 30.69 mg y 29.54 mm?Z, respectivamente.
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RECOMENDACIONES

En el protocolo de desinfeccidn se recomienda incluir en el medio de cultivo acido ascorbico
como sustituto del acido citrico y disminuir el tiempo de inmersion en EtOH 70% a 15s para

reducir la oxidacion de los explantes.

Para la induccion de callos se sugiere implementar CaCl2 o AgNO3 en el medio de cultivo y
evaluar su efecto en la friabilidad de los tejidos indiferenciados.

Se recomienda utilizar callos de siete a ocho semanas de edad y agregar aminoacidos en el
medio de cultivo como la L-glutamina para mejorar el crecimiento y evitar la necrosis de los

callos durante la proliferacion.
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