INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
' AGROPECUARIAS '

Estacion Experimental La Platina

PROYEETO DE INVESTIGACION
N° 011-92

I_VIUTAGE'NESIS INDUCIDA IN VITRO COMO
" METODO DE OBTENCION DE
VARIEDADES MEJORADAS DE UVA DE MESA

INFORME FINAL
Fundacién Fondo de Investigacion Agropecuaria

SEPTIEMBRE, 1995.



iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo


AR
g

FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA
MINISTERIO DE AGRICULTURA

FINIQUITO

PROYECTO DE INVESTIGACION DENOMINADO “MUTAGENESIS INDUCIDA
IN VITRO COMO METODO DE OBTENCION DE VARIEDADES MEJORADAS DE
UVA DE MESA”
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3 En Sanmlgo“”"’m“g90 ............... , entre la FUNDACION PARA LA

INNOVACION AGRARIA, en adelante el “FIA”, Rut. 70.930.000-8, representada por dofia
MARGARITA Jd’ETIGNY LIRA, ingeniero agronomo, Rut. 7.802.842-4, ambos con
domicilio en Avda. Santa Maria 2120, Providencia y el INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS, INIA, representado por su Presidente
Ejecutivo don Fernando Mujica Castillo, Rut. 3.405.657-9, ambos domiciliados en Fidel
Oteiza 1956, piso 12, se ha convenido en el siguiente finiquito:

PRIMERO Con fecha 27 de noviembre de 1992, las partes suscribieron un contrato para
desarrollar la primera etapa del proyecto de investigacion orientado a adaptar y
desarrollar técnicas mutagénicas para algunas variedades de uva de mesa
cultivadas en el pais. Posteriormente, el 05 de junio de 1995 su suscribié el
contrato correspondiente a la ultima etapa.

SEGUNDO En cumplimiento de estos contratos, el FIA aportd, con fecha 28 de julio de
1995, la suma de $1.600.000, quedando pendiente un segundo aporte
ascendente a $530.153. '

’\‘ -'-‘v’;

TERCERO Con fecha 26 de agosto de 1996, el FIA aprobé los informes técnicos
financieros finales relativos a este proyecto, no obstante, se establecid una
multa de $297.500 por atrasos en la entrega de estos informes. En consecuencia,
el FIA quedé adeudando al INYA la suma de $232.653 como saldo del aporte
de $530.153, que no entregd,

CUARTO  En este acto, el FIA entrega al INIA la suma antes indicada contra la emisién
de la Factura correspondiente.
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QUINTO Encontrandose cumplidas las obligaciones que ambas partes contrajeron en
virtud de los contratos antes indicados y aprobados los informes técnicos y
financieros finales de este proyecto y no existiendo reclamo alguno pendiente
con respecto a €, las partes se otorgan mutuamente el mas amplio y completo
finiquito, declarando que no existen obligaciones pendientes entres ellas con
motivo de estos contratos y que no tienen reclamo alguno que formularse entre
si, por lo cual renuncian a cualquiera accién que puediere corresponderie.

) SEXTO PERSONERIAS

La personeria de dofia Margarita d’Etigny Lira para actuar en representacion
del FIA, consta de la Escritura Publica de fecha 2 de julio de 1996 suscrita ante
el Notario de Santiago, don Humberto Quezada Moreno.

La personeria de don Fernando Mujica Castillo para actuar en representacion
del INIA, consta en.el decreto N°295 del 1 de septiembre de 1997 del
Ministerio de Agricultura.

SEPTIMO Para todos los efectos de este finiquito, las partes fijan su domicilio en la ciudad
y comuna de Santiago. El presente finiquito se extiende en cuatro ¢jemplares
del mismo tenor y dato, quedando dos para cada una de las partes.

N’

w ANDO MUJICA CAS O
PRESIDENTE EJECUTIVO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
AGROPECUARIAS
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INFORME FINAL

Este informe se presenta en conformidad con las obligaciones contraidas por el
Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) ante la Fundacion Fondo de
Investigaciones Agropecuarias (FIA), por el Contrato de Investigacion titulado
"Mutagénesis inducida in vitro como método de obtencion de variedades
mejoradas de uva de mesa", el cual lleva el N° 011-22 del registro del FIAy que

entré en vigencia el 1° de Octubre de 1993.

El informe entrega la informacion recogida hasta septiembre de 1995 en relacién
con los topicos comprometidos en el estudio, que son el establecimiento de
técnicas de cultivo in vitro de apices meristematicos, la induccién de callos
embriogénicos destinados a la mutagenizacion y el estudio de las dosis de
mutadgenos quimicos necesarias para inducir la mutagenizacion in vitro de
material vegetal de vides. Con los resuitados obtenidos hasta la fecha, sera
posible obtener las mas de 1.500 plantas mutagenizadas necesarias para poder

evaluar, en el futuro y bajo condiciones de campo, su comportamiento vy
caracteristicas agronémicas.

CARLOS MUNOZ S.
Ingeniero Agrénomo, Ph.D.
Responsable del Proyecto

| INFORME FINAL PROYECTO N°011-92
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ANTECEDENTES GENERALES

La fruticultura chilena depende casi exclusivamente de variedades generadas en
el extranjero, Ias que si bien es cierto han mostrado una adaptacion satisfactoria
alas condiciones climaticas, de suelo yde mercado, no siempre muestran buena
adaptacién a las condiciones de cultivo prevalentes en nuestro pais y, lo que es
mas importante, no se adaptan a las condiciones de transporte y de almacenaje,

dado lo distante de nuestros mercados consumidores.

Por otra parte, el utilizar variedades importadas implica una dependencia
creciente de la tecnologia foranea, sobre todo cuando la industria fruticola
internacional comienza a utilizar cada vez mas variedades patentadas o
protegidas, lo que nos obligara en el futuro al pago de regalias cada vez mayores

a los paises industrializados.

La produccion de variedades mejoradas en el pais permitiria disminuir la
dependencia de la tecnologia fordnea y nos permitiria incursionar en la
exportacion de tecnologia, que es, probablemente, la siguiente etapa en la que
nuestro pais debe entrar si queremos mantener el nivel de liderazgo que hoy

tenemos en Latinoamérica en materia de desarrollo fruticola.

El Instituto de Investigaciones Agropecuarias inicié en el afio 1988 un programa
de mejoramiento genético de uva de mesa tendiente a la obtencion de variedades
mejor adaptadas a las condiciones de cultivo y comercializacién existentes en

Chile, con especial énfasis en el desarrollo de variedades sin semilla. Para ello,

INFORME FINAL PROYECTO N°011-92
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una de las técnicas usadas es la realizacion de cruzamientos entre variedades
sin semilla, rescatando los embriones in vitro antes que aborten, con el objeto de

producir una progenie mayoritariamente sin semilla.

La mutagénesis inducida in vitro podria complementar de manera significativa la
velocidad con que podrian generarse nuevas variedades. Esta ampliamente
demostrado que esta técnica tiene particular aplicacién para el desarrollo de
nuevas variedades en especies de propagacion vegetativa, como son la mayoria
de los frutales. fEE vid, sin embargo, esta técnica no ha sido utilizada con
frecuencia debido a que los protocolos para realizar la mutagénesis no estan

claramente definidos para los cultivares méas cultivados en Chil_e] d Z

OBJETIVOS

El presente trabajo tuvo por objeto el adaptar ydesarrollar, en un plazo de 2 afnos,
técnicas mutagénicas para algunas variedades de uva de mesa cultivadas en
Chile, con el objeto de generar una poblacion de mutantes a partir de la cual
seleccionar variedades mejor adaptadas a las condiciones de cultivo de nuestro

pais.

INFORME FINAL PROYECTO N°011-92
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Para el cumplimiento de este objetivo, el trabajo se dividid en tres etapas, que se
tratan separadamente a continuacion. La primera fue el establecimiento de
técnicas de cuitivo in vitro de apices meristematicos; la segunda, la induccién de
callos embriogénicos destinados a la mutagenizacién in vitro y la tercera, la
determinacion de |as dosis de mutdgenos quimicos necesarias para mutagenizar
in vitro yemas axilares de vides. A continuacidn se presentan los detalles de
cada una de estas actividades en forma seperada.

El personal cientifico y técnico que participd en el desarrollo de este proyecto se

detalla a continuacion:

| NOMBRE DEL PROFESIONAL TITULOS DEDICACION
Carlos Munioz Schick Ing. Agrénomo, Ph.D. 20%
Alejandra Bustos Ortiz Ing. Agronomo 100%
Nicole Hewstone Oliger Ing. Agronomo 20%
Jorge Valenzuela Barnech Ing. Agrénomo, Ph.D. 25%
Marisol Mufioz Roman | Técnico Microbioldgico 25%
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ESTABLECIMIENTOYCULTIVOIN VITRO DECULTIVARES DEVID (Vitis vinifera
L) PARA SER SOMETIDOS A MUTAGENESIS QUIMICA

INTRODUCCION

El cultivo in vitro ha sido utilizado con éxito para la mutagenizacién de diversas
especies ya que la técnica presenta varias ventajas como son la gran cantidad de
explantes que pueden ser mutagenizados simultaneamente, la facilidad de
operacion, la seguridad de los tratamientos para el operador v,
fundamentalmente, el hecho que las plantas que se regeneran, por lo general, no
presentan problemas de quimerismo, el presente trabajo serrealizc') para
determinar las mejores condiciones para introducir a cultivo in wvifro y
micropropagar una serie de cultivares de interés para el programa de
mejoramiente genético que el Instituto de Investigaciones Agropecuarias realiza

en uva de mesa y que permitieran su posterior mutagenizacion in vitro.

| INFORME FINAL PROYECTO N° 011-92
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MATERIALESY METODOS

El ensayo se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia de la Estacion
Experimental La Platina del Instituto de Investigaciones Agropecuarias. Las
variedades utilizadas fueron Flame Seedless, ltalia Pirovano, Moscatel Rosada,
Periette, Red Globe, Red Seedless, Ribier, Ruby Seedless, Superior Seedless y
Thompson Seedless. Brotes herbaceos terminales se seleccionaron desde la
coleccion viva de variedades existentes en fa Estacian Experimental a partir de los
cuales se obtuvieron pequefias estacas de 2 yemas (2-3 cm de longitud), las que
se esterilizaron superficialmente dejandolas bajo agua corriente durante 30
minutos con el fin de lavar el material de poivo y otras impurezas contaminantes.
Posteriormente, bajo una camara de flujo laminar, las restacas se trataron con
20% de Hipaclorito de Sodio comercial, que contiene 5 % de cloro, mas un agente

humectante (tween 20) por 15 minutos. Finalmente se enjuagaron 3 veces con
agua destilada estéril.

Para ser "sembradas" en el medio de cultivo, a cada microestaca se le renovaron
con un bisturi los cortes realizados previamente y se colocaron en una solucion
antioxidante consistente en una mezcla de acido citrico y acido ascorbico (125
mg/100 ml de cada compuesto). Terminado este tratamiento las estacas se
"sembraron" en frascos de 200 mi de capacidad, que contenian 30 ml del medio
de Murashige y Skoog (1962), suplementado con 30 g/l de Sacarosa, 1 mg/l de

Bencil Amino Purina (BA) y solidificado con Agar (Cuadro 1). Los frascos se

taparon con film de atuminio.

Las estacas asi "sembradas” se incubaron en una camara de crecimiento a una

temperatura de 25°C bajo una irradiacion de 80 uE.cm‘Q.seg'1 y un fotoperiodo de

INFORME FINAL PROYECTO N°(011-92
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16 horas. Cada 45 dias los brotes surgidos de las yemas axilares de las estacas
se traspasaron a medio fresco hasta lograr un adecuado nimero y tamafio de

brotes.

Una vez que los brotes alcanzaron un desarrolio de 4-5 nudos, se llevaron a
medio de enraizamiento (Cuadro 1). Luego del enraizamiento, fueron sometidos
a una preaclimatacion que consistié en agregar 10 ml de agua destilada estéril a
cada frasco reemplazando su tapa de film de aluminio por papel filtro Watman
N°1, el que se fijo usando parafilm. Una vez que se observd la emergencia de 2
hojas adicionales de crecimiento, las pléntulas se traspasaron a contenedores
con tierra de hoja que se regaron semanalmente con una solucion nutritiva
equivalente a la de Murashige y Skoog (1962), pero sin vitaminas y que contenia
~sdlo 1/4 de la concentracion normal de macronutrientes. Cuando las plantas

tuvieron un desarrollo adecuado se plantaron en el campo.

| INFORME FINAL PROYECTO N° 011-92
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CUADRO 1. Composicién de los medios de cultivo utilizados para el
establecimiento en cultivo in vitro y enraizamiento de vides (Vifis
vinifera L.).

Proliferacion Enraizamiento
Componente ma/l mg/l
Macronutrientes
KNO, 1900 4750
MgSO, 7THO 370 92,5
KHP O, 170 42.5
NHJNO4 1650 442,5
CaCl; 2H:0 440 110,0
Micronutrienies
MnSGO,  4HO 22,3 5,575
ZnsS0. 7TH.0 8,6 2,15
H:BO3 6,2 ' 1,55
CusS0O, 5H:C 0,025 0,006
NaMoQO, " 2H;0 i N 0,25 0,063
Kl ’ 0,83 0,208
CoCl;  6H,0 0,025 0,006
Fierro
FeSO, 7TH.O 27.8 6,95
NaEDTA - 2H;0 37,3 8,325
Vitaminas
Ac. Nicotinico 0,5 0,125
Glicina 2,0 0,5
Piridoxina HCI 0,5 0,125
Tiamina Hcl ’ 0,1 0,025
Otros
Myoinositol 100 25
Sacarosa 30.000 30.000
Agar 7.000 7.000
Reguladores de crecimiento
BA 1,00 -
IAA-K - 0,03

pH 5,8 5,8

INFORME FINAL PROYECTO N° 011-92
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PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El cultivo in vifro ha sido historicamente dé gran utilidad en vides. En 1980,
Srinivasan y Mullins sugirieron que existia suficiente informacién técnica que
permitia utilizar el cuitivo aséptico tanto para fines de micropropagacion como
para realizar modificaciones genéticas (Srinivasan y Mullins citados por George y
Sherrington, 1984).

El cultivo in vitro presenta varias modalidades y una de las mas usadas es el
cultivo de &pices meristematicos, técnica que ha sido utilizada tanto para la
obtencion de material libre de virus (Chee ef al 1984) como para la

micropropagacion (Barlass y Skene, 1978).

Uno de los problemas que se presentan al cultivar meristemas de vid es la
esterilizacion superficiat, sobre todo cuando se utiliza material de campo. Los
ensayos realizados para establecer los diferentes cultivares in vitro demostraron
que la técnica utilizada fue adecuada, a pesar de que los distintos cultivares
reaccionaron en forma distinta al proceso de esterilizacion, tal como se observa
en el Cuadro 2.

Los explantes que no sufrieron contaminacidén, brotaron rapidamente vy
transcurridos 30 dias de cultivo presentaban hojas expandidas y brotes factibles
de subdividir, sin embargo, los diferentes cultivares presentaron distinta

adaptacion al cultivo in vitro (Cuadro 3).

INFORME FINAL PROYECTO N°¢011-92
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CUADRO 2. Porcentaje de contaminacion de explantes de vid tomados del campo
30 dias después de sembrados.

Cultivar Numero de Estacas Porcentaje de
Iniciales Finales  contaminacidn

Flame Seediess 25 10 60

ltalia Pirovano 24 10 58

Moscate! Rosada 14 7 50

Perlette 34 17 50

Red Globe 25 7 72

Red Seedless 25 13 48

Ribier 25 18 28

Ruby Seedless 25 23 8

Superior Seediess 25 . 9 64

Thompson Seedless 25 15 40

INFORME FINAL

PROYECTO N°011-92
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CUADRO 3. Tasa de proliferacion de varios cultivares de vid micropropagados a
partir de apices meristematicos.

Cultivar Numero de brotes Tasa de
Iniciales Finales Proliferacion
Fiame Seedless 120 269 2,2
Italia Pirovano 60 159 2,7
Moscatel Rosada 240 342 1,4
Perlette 33 90 2,7
Red Globe 90 180 2,0
Red Seedless 261 - 524 2,0
Ribier 210 315 1,5
Ruby Seedless 186 744 40
Superior Seedless 111 252 2,3
Thompson Seedless 72 201 28

Tal como se aprecia en el Cuadro 3, el cultivar que mostré la mayor tasa de
proliferacion fue 'Ruby Seedless' en tanto que 'Moscatel Rosada' y 'Ribier’

mostraron las tasas mas bajas.

Bajo las condiciones de cultivo utilizadas, 1os cultivares que mostraron una tasa
de proliferacion mayor, también mostraron mayores problemas de vitrificacion.
Con el objeto de solucionar este problema que, por lo general, esta asociado al

excesivo contenido de humedad dentro de los frascos de cultivo (Béttcher et al,

1988), se colocaron membranas porosas (milipore de 5 n) de 10 mm de diametro

| INFORME FINAL PROYECTO N°011-92
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en las tapas de papel de aluminio de los cultivares 'Flame Seedless’, 'Ruby
Seedless' y 'Superior Seedless'. Al cabo de 2 meses de crecimiento en estas
condiciones se pudo observar que el uso de la membrana mencionada
disminuyé la vitrificaciéon de los brotes y que las laminas foliares lograron un
mayor desarrollo. También se pudo constatar que las raices fueron mas
vigorosas cuando se utilizd esta membrana. Sin embargo, los cultivares que
mostraron una menor proliferacion, como 'Flame Seedless', no se beneficiaron
con el uso de esta membrana. Ademas, el uso de la membrana produjo una mas
rapida deshidratacion del medio de cultivo, por lo que se requirid de repiques
mas frecuentes.

| INFORME FINAL PROYECTO N°011-92
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RESUMEN

A partir de material de campo, se logré poner en cultivo in vifro los siguientes 10
cultivares de vid: Flame Seedless, italia Pirovano, Moscatel Rosada, Perlette, Red
Globe, Red Seedless, Ribier, Ruby Seedless, Superior Seedless y Thompson
Seedless. Para elfo se utiliz6 una modificacion del protocolo descrito por Barlass
y Skene (1978). El trabajo permitid determinar que la vid es una especie que se
adapta bien al cultivo in vitro bajo las cendiciones utilizadas en este ensayo y que
los diferentes cultivares presentan distintas tasas de proliferacion, destacandose

‘Ruby Seedless' por su alta tasa de multiplicacion.

SUMMARY

From field-grown plants the following 10 grape cultivars were introduced in vitro:
Flame Seedless, ltalia Pirovano, Moscatel Rosada, Perlette, Red Globe, Red
Seedless, Ribier, Ruby Seedless, Superior Seedless and Thompson Seedless.
The technique used was a modification of the one described by Barlass and
Skene (1978). Results demonstrated that all grape cultivars grew well in vifro
under the conditions used in this experiment and that 'Ruby Seedless' exhibited

the highest proliferation rate of all tested cultivars.
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INDUCCION DEEMBRIOGENESISSOMATICA APARTIR DEL CULTIVO /N VITRODE
ANTERAS, DISCOS DEHOJA Y TROZOS DE RAIZ DE VID

INTRODUCCION

La embriogénesis somatica es un fenomeno que involucra el desarrollo directo
de embriones a partir de células somaticas, sin que ocurra gametogénesis.
Estos embriones son estructural y bioquimicamente idénticos a los embriones
zigdticos. Este fenémeno, observado por primera vez en 1958 por Reinert y por
Steward ef al. en callos y cultivos en suspensidon de Daucus carota, permite la
propagacién rapida y es una herramienta Util en el mejoramiento genético de
plantas. Este proceso, sin embargo, presenta algunas limitantes para su uso
masivo como son la b;aja frecuencia de induccién de embriones y en muchas
especies que, una vez inducidos éstos a partir de células o de agregados
celulares, se encuentran embriones en diferentes estados de desarrollo

simultaneamente en un mismo cultivo (Osuga y Komamine, 1994).

<l e
_En el presente trabajo se trataron de establecer protocolos tendientes a lograr
. embriogénesis somatica a partir del cultivo in vitro de tejidos provenientes de

" anteras, hojas y de raices de vid, con el objeto de posteriormente mutagenizar el

—————

. callo embriogénico generado. Dado que esta sufientemente demostrado que la

embriogénesis somatica ocurre a partir de células Unicas, usando este método

. se minimizan las posibilidades de obtener quimeras luego de los tratamientos

mutagénicos (FAQ,IAEA, 1977) y, por lo tanto, se obtienen mutantes solidos que

pueden ser evaluados rapidamente en busca de caracteres agronomicos de

interes.

| INFORME FINAL
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LLa embriogénesis somatica a partir de anteras en vid ha sidd bastante estudiada
y el protocolo que ha servido como base a estas investigaciones ha sido el
utilizado por Rajasekaran y Mullins (1979). Ellos determinaron que para poder
inducir calio embriogénico, las flores debian ser sometidas a un tratamiento de
frio a 4°C previamente a ser cultivadas y que, ademas, las anteras ‘debian ser
cultivadas cuando el polen estuviera en el estado uninucleado. El medio de cultivo
utilizado por ellos, fue el de Nitsch y Nitsch (1969) suplementado con 2,4-D y BAy
las condiciones de cultivo de las anteras fue de oscuridad a 26 - 27°C hasta que

ocurrio la formacion de callo.

La embriogénesis a partir de tejido foliar en vid, ha sido estudiada mas
recientemente por varios investigadores (Hirabayashi, 1983; Stamp y Meredith,
1988; Hirabayashi y Matsuta, 1989; Robacker, 1993). Los explantes utilizados han
sido hojas enteras (Stamp, 1988), discos de hoja de 5 a 6 mm de diametro
(Hirabayashi, 1983; Hirabayashi y Matsuta, 1989; Robacker, 1993) y peciolos
(Robacker, 1993). En todos los estudios el medio utilizado ha sido ef de Nitsch y
Nitsch (1969) suplementado con 2 ,4-D y Citoquininas como BA, TAG y TK-30 en
distintas dosis para la obtencion del callo embriogénico, miéntras que para la
induccion de los embriones somaticos, los callos han sido lievados a medio sin

reguladores de crecimiento.

No existe informacion publicada respecto a la embriogénesis a partir de tejido
radicular en vid , sin embargo, ella ha sido muy exitosa en especies como el arroz.

( Zimny y Lortz, 1986) y ajo (M. Escaaff, comunicacion personal).
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" MATERIALESY METODO.

ENSAYO1: Embriogénesis somatica a partir del cultivo de anteras.

Los cultivares utilizados fueron Flame Seedless, Italia Pirovano, Moscatel Rosada,

Periette, Red Globe, Red Seedless, Ribier, Ruby Seedless, Superior Seedless y
Thompson Seedless.

Para desarrollar la embriogénesis somatica a partir de anteras se ufilizd la
técnica descrita por Rajasekaran y Mullins (1979). Para ello se recolectaron flores
afines de Octubre de 1993, que poseian anteras con granos de polen en estado
de polen maduro y no en uninucleado, que la literatura cita como el mas
apropiado para la embriogénesis somatica. Las flores se almacenaron en frio a
4°C por 72 horas, previo a la esterilizacion superficial. Esta Gitima se realizo
lavando las flores en agua corriente por media hora previo a ser sumergidas en
una solucién de Hipoclorito de Sodio comercial al 20%, la que contiene 5% de
cloro activo, mas 2-3 gotas de un agente humectante (Tween 20) por 20 minutos.

Finalmente se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril.

Ayudado de elementos de diseccién y bajo un microscopio estereoscopico, se
separaron las anteras con filamento y se colocaron 80 de ellas en frascos

Erienmeyer de 100 mi de capacidad que contenian 25 mi de medio liquido

(Cuadro 1) Nitsch & Nitsch (1969), suplementado con 5 uM (1,105 mg/l) de 2,4-
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Diclorofexiacético (2,4-D) y 1 uM (0,225 mg/l) de 6-Bencilaminopurina {BA)
(Rajasekaran y Mullins, 1979, 1982 y 1983). Adicionalmente, se colocaron 35
anteras en frascos cilindricos de 40 m! de capacidad gue contenian 10 ml del
mismo medio, pero sélido. Los Erlenmeyers se agitaron en agitador orbital a 80
revimin. Ambos tipos de frascos se taparon con film de aluminio y se incubaron

en oscuridad a 25°C hasta que se formaron callos. Posteriormente se pusieron a
26 = 2°C bajo luz a BOHE-cm‘z.seg'ﬂ con un fotoperiodo de 16 horas.

Quincenalmente las anteras y/o callos en cuitivo se traspasaron a medio fresco.
ENSAYO 2:Embriogénesis somatica a partir de cultivo in vitro de hojas.

- Los -cultivares- utilizados para este ensayo fueron ‘Flame Seedless’, ‘ltalia
Pirovano', ‘Moscatel Rosada’, ‘Perietie’, ‘Red Globe’, ‘Red Seedless’, ‘Ribier,
‘Ruby Seedless’, ‘Superior Seedless’ y ‘Thompson Seedless’. Se utilizd tambien
la variedad japonesa Koshusanjaku que fue introducida in vifro desde Japon.
Esta variedad fue la utilizada por Hirabayashi y Matsuta (1983; 1989) en sus

estudios de embriogenesis somatica a partir de hojas de vid.

Para obtener hojas de un tamano adecuado fue necesario primero cultivar, bajo
condiciones especiales, las vides que se tenian in vitro. Para ello se sembraron
microestacas de 2 yemas en frascos de 200 ml de capacidad con 25 ml de medio
liquido de Murashige y Skoog (1962) mas 1 mg/l de Bencil Amino Purina (BA), sin
embargo, aumentd la vitrificacién. En un segundo intento |los brotes se colocaron
en frascos de mayor capacidad (400 mi) con la misma cantidad de medio y se

taparon con film de aluminio, provisto de una membrana de 10 mm de diametro
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con un enrejado de miliporo de 5 um de diametro. Luego de cuarenta y cinco dias

en medio liquido e incubadas a 26 = 2°C bajo luz a 80p,E-cm'2.seg'1, con un

fotoperiodo de 16 horas, se obtuvieron hojas expandidas de un diametro
aproximado de 2,5 a 3,0 cms. Apartir de éstas, se cortaron discos de 5a6 mm de
diametro sin nervio medio, de acuerdo al método descrito por Hirabayashi y
Matsuta (1989).
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CUADRO1. Composicion del medio de cultivo utilizado para el cuitivo in vitro de

anteras de vid (Vitis vinifera L.), para inducir la formacién de

embriones somaticos.

Componentes mg/I
Macronutrientes

KNOG; 950,0
MgSO4* 7HO 185,0
KHPO, 68,0
NH.NO4 720,0
CacClz * 2H:0 166,0
Micronutrientes

MnSQO, * 4H0 25,0
ZnS0, * 7TH0 10,0
HBO; 10,0
CuSQ, * 5HLO _ 0,025
NaMoQ, * 2H,O 0,25
FeSO,* 7TH0 27,8
Na:EDTA * 2H;0 37.3
Vitaminas

Ac. Nicotinico 5,0
Glicina 2,0
Piridoxina HCI 0,5
Tiamina HCI a,5
Acido Félico 0,5
Otros

Myoinositol 100
Sacarosa 30.000
Agar 80.000
Reguladores de crecimiento

BA 0,225
24-D 1,105
pH 57
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Adicionalmente, se recolectaron directamente hojas de plantas que estaban
creciendo en la colecciéon de variedades de La Piatina. Estas hojas, maduras y
totalmente expandidas, se lavaron con jabon neutro para extraer el polvo adherido
y posteriormente se sometieron a una esterilizacién superficial con Hipoclorito de
Sodio comercial al 20%. Bajo una camara de flujo laminar y con ayuda de un
sacabocados, se cortaron discos de 5 mm de diametro desde la lamina de la
hoja, excluyendo el nervio medio. Los discos de hoja se “sembraron” con la cara
abaxial hacia el medio, en placas petri de 5 cm de didmetro que contenia 10 m! de
medio Nitsch y Nitsch (1969) suplementado con 2,4-D 6 2,4,5T en combinaciéon
con las citoquininas Bencil Amino Purina (BA), N-(2-clorod-piridil)-N'fenilurea (4-
- CPPU) y Tidiazuron (TDZ), segun los tratamientos que aparecen en el Cuadro 2.

lLos explantes se incubaron en oscuridad a una temperatura de 26 = 2°C.

CUADRO 2. Tratamientos con distintas combinaciones de auxinas y citoquininas
para la induccion de callo embricgénico a partir de tejido foliar de

vid.

TRATAMIENTO AUXINA CITOQUININA
1 5uM24-D + 5 uM 4-CPPU
2 5uM24-D + 5 uMBA
3 5uM2,4-D + 5uMTDZ
4 5uM2,4,5T+ 5 uM 4-CPPU
5 5uM2,4,5T+ 5 uMBA .
6 5uM2,4 5T+ 5uMTDZ
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Los discos de hoja se subcultivaron a los 40 dias de iniciados los tratamientos,

colocando la mitad de ellos en el mismo medio de cultivo y en oscuridad, a una
temperatura de 26 = 2°C. La otra mitad se coloco a la misma temperatura en un
medio de induccidn de embriones somaticos que consistié en-las sales de

Nitsch y Nitsch {(1969) suplementado con 1 pMde 2,4-D pero sin vitaminas, glicina

y myoinositol, de bajo luz a 80 uE.cm'z. seqg ! y con un fotoperiodo de 16 horas.

ENSAYO 3: Embriogénesis somatica a partir de cultivo in vitro de raices.

Se obtuvieron raices de plantas creciendo in vitro cultivadas de acuerdo a la
metodologia ya descrita para el ensayo 1. Las raices de estas plantas in vitro se
cortaron en trozos de aproximadamente 1 centimetro de longitud, los que se
colocaron-en placas petri de-5 cm-de diametro que contenian el medio de cultivo
Nitsch y Nitsch (1969) suplementado con 2,4-D 6 2,4,5T en combinacion con las
citoquininas Bencil Amino Purina (BA), N~(2-cloro4-piridil)-N'fenilurea (4-CPPU) y
Tidiazuron (TDZ), segun los tratamientos sefalados para el ensayo 2 (Cuadro 2).
Las placas se cultivaron en oscuridad a una temperatura de 26+2°C hasta la

apariciéon de callo.

Alos 40 dias de realizados los tratamientos se colocé |a mitad de los trozos de
raizen el mismo medio de cultivo yen oscuridad, a una temperatura de 26 = 2°C.

La otra mitad se colocd a la misma temperatura en un medio de induccion de

embriones somaticos que consistid en las sales de Nitsch y Nitsch (1969)

suplementado con 1 uMde 2,4-D pero sin vitaminas, glicina y myoinositol, de bajo

luz a 80 uE.cm'z. seg & y con un fotoperiodo de 16 horas.
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PRESENTACIONY DISCUSION DERESULTADOS
ENSAYO 1: Embriogénesis somatica a partir del cultivo de anteras
Ensayos con medio liquido:
Las anteras colocadas en el medio de cultivo presentaron un alto porcentaje de
contaminacién, debido a un error en la dosificacion del Hipoclorito de Sodio
utitizado en la esterilizacion supericial de las flores. Corregido. este problema, se
colocaron nuevamente inflorescencias de vid a baja temperatura para su

posterior cultivo (Cuadro 3).

CUADROQ 3. Cultivo de anteras in vitro de vid en Noviembre de 1993.

N°de Frascos sembrados TOTAL
Cultivar

311 811 911 1011 16/11 2211 2311 24/11

Flame Seedless 2 2 0 0 1 2 0 1 10
italia Pirovano 2 2 2 0 1 2 0 0 9
MoscatelRosada 2 2 0 1 0 0 4 2 11
Perlette 4 5 0 1 0 2 - 0 1 13
Red Globe 3 4 1 0 2 0 3 0 13
Red Seedless 2 3 0 1 0 0 4 1 11
Ribier 2 2 2 0 2 2 1 0 11
Ruby Seedless 2 2 0 1 1 2 0 0 8
Sup. Seedliess 2 5 2 0 2 0 0 0 11
Thom. Seedless 2 2 2 C 2 0 3 1 12

Los frascos se colocaron en agitador orbital (80 rpm) en oscuridad. Alrepicar |as
anteras a medio fresco se utilizé un menor voliumen de medio por frasco, sélo 15

ml, para lograr una mayor aireacién del medio, ya que a esta fecha no se
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vislumbraba aun la aparicidn de callo, en ningun cultivar. Se continud
subcultivando las anteras a medio fresco quincenalmente, pero solo en ‘Superior

Seedless’, se observo la aparicién de callo (Cuadro 4).

CUADRO 4. Embriogénesis somatica a partir del cultivo de anteras in vitro en vid.

N° Frascos
CULTIVAR Contam Sincrec. Filamento Callo TOTAL
engrosado
Flame Seedless 2 7 9 0 14
ltalia Pirovano 3 9 6 0 12
Moscatel Rosada 4 0 17 0 13
Perlette 0 13 4 0 17
Red Globe 0 15 3 0 18
- Red Seedless. _ 3 16. 1 0- 14
Ribier 4 16 1 0 13
Ruby Seedless 4 8 6 0 10
Superior Seedless 1 15 0 2 16
Thompson Seediess 4 14 4 0 14

Las anteras semanalmente se cambiaron a medio fresco pero no se produjo un
cambio en las respuestas. Los callos de ‘Superior Seedless’ se subdividieron a 4
matraces, dos de ellos se contaminaron y los dos restantes se tornaron

parduzcos, sin llegar a diferenciar embriones.

En Octubre de 1994 se repitid el ensayo en medio liquido (Cuadro 5) con anteras
en estado uninucleado. Nuevamente se produjeron calios, pero no
embriogénesis somatica. En esta ocasion se pudo apreciar que los cultivares se

comportaron diferente en cuanto a la cantidad de callo producido, destacando
‘Superior Seedless' (Cuadro 6).

| INFORME FINAL PROYECTO N° 011-92




PROYECTO INIA-FIA: Mutagénesis inducida in vitro... -Pégina 24

CUADRO 5. Cantidad de frascos Erlenmeyer sembrados con anteras de vid
temporada 1994.

Cultivar N° Frascos Erlenmeyer sembrados

Flame Seedless 4
Italia Pirovano 6
Periette 5
Red Globe 13
Ribier 11
Superior Seedless 8
Thompson Seedless 11
TOTAL 58

CUADRO 6. Cantidad de callo producido a partir del cultivo en medio liquido de

anteras de vid.

Cultivar Cantidad de callo producido
Flame Seedless Escaso

ltalia Pirov_ano Escaso

Perlette Incipiente

Red Globe Escaso

Ribier Incipiente

Superior Seedless Bastante

Thompson Seedless Escaso
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Ensayos en medio sdlido:

Las anteras se repicaron a medio fresco al cumplir un mes de cultivadas. En este
subcultivo se separaron las anteras que mostraban algun tipo de crecimiento y se
llevaron a condiciones de luz. El resto se mantuvo en oscuridad hasta el dia 4 de
Febrero de 1994, en que se realizé un Uitimo recuento de su estado, eliminando

las anteras que aun no habian inducido callo.

Los cultivares Flame Seedless, Red Seedless y Superior Seedless fueron los
que desarrollaron mayor porcentaje de callo en relacion al total de frascos

cultivados. Por otra parte, ‘Ribier’ y ‘Moscatel Rosada’ no produjeron callo.
(Cuadro 7).

CUADRO 7. Recuento del estado de las anteras cultivadas hasta el 4 Febrero

1994.
N° Frascos

CULTIVAR Sin Filamento Callo TOTAL

crec. engrosado frascos
Flame Seedless 31 24 21 76
ltalia Pirovano 22 17 2 41
Moscatel Rosada 24 1 0 25
Perlette 16 7 2 25
Red Globe 22 5 ] 33
Red Seedless 20 25 14 50
Ribier 11 21 0 32
Ruby Seedless 22 19 4 45
Superior Seedless 17 25 22 64
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Los callos se llevaron a placas petri con el mismo medio y concentracion de

hormonas utilizadas previamente y aun no se observa la aparicion de embriones

somaticos.

ENSAYO 2:Embriogénesis somatica a partir de cultivo in vitro de hojas.

Los discos de hoja de todos los cultivares colocados en medio Nitsch y Nitsch

{(1969) mas 2,4,5T, necrosaron.

Los discos de Koshusanjaku se contaminaron en el primer repique y se perdio la
totalidad del material sembrado. En ensayos preliminares realizados con esta
variedad, se pudo constatar la aparicién de embriones somaticos en dos discos
pero se contaminaron con bacteria imposibilitando su multiplicacion y

regeneracion.

En el momento de realizar el tercer subcultivo, se observé una fuerte
contaminacion debido al ataque de acaros, resultando en la pérdida total de los
tratamientos con BAy TDZ
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CUADRO 8. Numero de piacas con discos de hoja que se encuentran in vitro
en medio NN suplementado con 2,4-D y4-CPPU

Medio Proliferacién Medio Regeneracion

Cultivar N° Placas N° Discos N°Placas N° Discos Total
Flame Seedless 2 10 1 5 15
ltalia Pirovano 4 21 3 23 44
Moscatel Rosada 4 20 2 10 30
Red Seedless 1 5 2 10 15
Ribier 10 41 6 1 42
Ruby Seedless 4 20 2 11 31
Superior Seedless 3 14 2 16 30
Thompson Seedless 7 34 4 27 61
TOTAL 35 165 22 103 268

En el ensayo en medio de Nitsch y Nitsch suplementado con & pM de 2,4-D mas

4-CPPU (Cuadro 8), las placas con discos de hoja formaron callo, pero hasta la
fecha no se ha observado la aparicidn de embriones somaticos en ninguno de

los cultivares estudiados.

ENSAYO 3: Embriogénesis somatica a partir cultivo in vitro de raices

En el ensayo en medio de cultivo de Nitsch y Nitsch (1969) suplementado con
5uMde 2,4D mas las citoquininas BA, TDZ y 4CPPU (Cuadro 10), las placas con

trozos de raices habian formado callo, pero no se ha observado la aparicidén de

embriones somaticos en ninguno de los cultivares estudiados.
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CUADRO 9. Numero de placas con trozos de raices in vitro

Cuiltivar Medio Proliferacion

N° Placas

N%Trozos

Medio Regeneracion TOTAL
N°Placas N°®Trozos N°Trozos

Flame Seedless
[talia Pirovano
Moscatel Rosada
Red Globe

Red Seedless
Ribier

Ruby Seedless
Perlette

Thompson Seediess

TOTAL
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O 2200 a0

(&)

17
31
19
19

2
13
15
14

4

OLhbhOOUBAOO

N
[43)

134

| INFORME FINAL

PROYECTO N°011-92




PROYECTO INIA-FIA: Mutagénesis inducida in vitro... Pagina 29

CUADRO 10. Nimero de placas con trozos de raices colocadas in vitro,
segun los distintos tratamientos utilizados.

Cultivar Medio Proliferacion TOTAL

2,4-D+BA 2,4-D+TDZ 2,4-D+4CPPU

N° Placas N°Placas N°Placas N°Placas
Flame Seedless 2 2 2 6
ltalia Pirovano 2 2 2 6
Moscatel Rosada 1 1 1 3
Red Globe 1 1 1 3
Red Seedless 2 2 2 6
Ribier 7 7 7 21
Ruby Seedless 1 1 1 3
Perlette 3 3 3 9
Superior Seedless 1 2 1 4
Thompson Seedless 1 1 1. 3
TOTAL 21 22 21 64

Hasta Septiembre de 1995 ninglin tratamiento ni cultivar produjo embriones

somaticos.
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RESUMEN

Con el proposito de inducir callo embriogénico y embriones somaticos se
realizaron varios 4an ensayos utilizando como explantes de anteras, tejido foliar y
tejido radicular de los cultivares de uva de mesa Flame Seedless, ltalia Pirovano,
Moscatel Rosada, Perlette, Red Globe, Red Seedless, Ribier, Ruby Seedless,
Superior Seedless, Thompson Seedless y Kojusanjaku. Los explantes se

colocaron en medio Nitsch y Nitsch (1969) liquido y solido, suplementado con

5uMde 2,4-D y 5uMde BA en el caso de las anteras ycon las auxinas 5uM2,4-D y

2,4,5T mas 5uM de las citoquininas BA, TDZ y 4-CPPU, en los tratamientos con

tejido foliar y radicular, todos los tratamientos se incubaron en oscuridad ya 26°C.

Ningtn cultivar ni ninguno de los tratamientos realizados produjo embriones

somaticos.. - N
SUMMARY

With the aim to produce embriogenic callus and somatic embriogenesis some
essays were done using anthers, leaf and root tissue from ten grape cultivars
Flame Seedless, ltalia Pirovano, Moscatel Rosada, Perlette, Red Globe, Red
Seedless, Ribier, Ruby Seedless, Thompson Seedless and Superior Seedless.

The explants were cultivated in liquid and solid Nitsch and Nitsch medium
supplemented with 5uM2.4-D and 5uMBA in tha anthers culture with S5uM of the
auxins 2,4-D and 2,4,5-T plus the citoquinines BA, TDZ and 4-CPPU in the leaf and
root tissue. The cultures were kept in darkness under 26°C . Nor cultivar or

treatment used produced embriogenic callus nor somatic embriogenesis.
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. D :
DETERMINACION DE LAS OSIS OPTIMAS DE ETIL METANO SULFONATO(EMS)Y X
AZIDA SODICA (NaN,) PARA LAMUTAGENESIS /N VITRO DE VIDES DE MESA.

C andro O Ruod0)
INTRODUCCION M&Ua EA'O'V :b.f's

El uso de la mutagénesis inducida in vitro presenta varias ventajas como método
para mejorar variedades. En primer lugar, existe la posibilidad de cambiar sélo un
caracter de una buena variedad sin alterar demasiado el genotipo de ésta (Pierik,
1990). Ademés, la técnica es rapida, si se la compara con otros métodos de
mejoramiento genético. Las técnicas de cultivo in vitro, por otro lado, potencian
las técnicas mutagénicas, ya que minimizan las posibilidades de obtener
quimeras, debido a que la mayoria de los procesos de organogénesis que

ocurren in vitro lo hacen a partir de una sola célula (BroertjeéAyVa-n Ha;ten, 1‘988).

Se ha estimado que la mutagénesis puede ser muy Util, particularmente si se
mutagenizan variedades semilladas con el objeto de inducir la apirenia. Diversos
estudios similares han demostrado, por ejemplo, que en uva de mesa se pueden
obtener mutaciones valiosas para mejoramiento genético, como las realizadas
por Braditescu et al, {1987) quienes obtuvieron en el cultivar 'Galbeona de

Odobesti', un mutante con mayor resistencia a Bolrytis cinerea.

El presente trabajo tiene por objetivo determinar las dosis y los tiempos
adecuados de exposicion de estacas de vid in vitro a los mutagenos Etil Metano
Sulfonato (EMS, CsHg0;S) y Azida Sédica (NaNj), determinar la capacidad
regenerativa de los tejidos o células mutagenizadas y establecer técnicas de
aclimatacion que permitan obtener un nimero adecuado de plantas a partir de las

cuales se puedan seleccionar caracteres de interes.
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MATERIALESYMETOQDOS

La determinacién de las dosis optimas de los mutagenos quimicos Etil Metano
Sulfonato (EMS) y Azida Sédica (NaNs;), se realizaron mediante el protocolo

utilizado para suspensiones celulares por Sung (1976). M o /wO At Mx‘or Cﬂé)

Lo "Hievaa.
Para este ensayo se utilizaron 4 cultivares de uva de mesa, 2 semilladas

('Moscate! Rosada' y 'Ribier') y 2 sin semilla ('Red Seedless' y ‘Ruby Seedless').

De estos 4 cultivares, que ya estaban establec;dos m wtro se prepararon
| 7m1c:roestacas de una yema, las que se colocaron por 2 horas en soluciones con
distintas concentraciones de los mutagenos (0,32 M, 0,16 M, 0,08 M, 0,04 M, 0,008
M, 0 Mpara EMS y 0,008 M, 0,004 M, 0,002 M, 0,001 M, 0,0005 M, 0 M para NaNs).
-La preparacion de las soluciones mutagénicas se hizo bajo una cdmara de flujo
laminar, utilizando como solvente el medio nutritivo de Murashige y Skoog (1962)

sin hormonas. Las soluciones fueron esterilizadas mediante filiracién, utilizando
filtros estériles de 0,2 um (Minisart NML, Sartorius) y jeringas estériles de 5 mi.

Los brotes se colocaron en tas soluciones mutagénicas bajo la misma camara
de flujo laminar. Como los agentes alquilantes (EMS) son muy reactivos e incluso
pueden reaccionar con el agua (hidrélisis), las soluciones de Etil Metano
Sulfonato se prepararon al momento de ser utilizadas y no se almacenaron
(Brunner, 1983). Una vez utilizadas, las soluciones mutagénicas fueron
neutralizadas con Bicarbonato de Sodio en el caso de Etil Metano Sulfonato y con

Nitrato de Amonio en Azida Sodica, previo a ser elimadas (FAO/IAEA, 1977).
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Quince micro estacas por variedad y dosis se colocaron en tubos de ensayo de
60 ml de capacidad, que contenian 15 mi de las distintas soluciones
mutagénicas. Luego, los frascos con las microestacas y el mutageno se llevaron
a un agitador rotativo por 2 horas. Al cabo de este periodo, las microestacas se
enjuagaron con agua destilada estéril y luego se "sembraron” en frascos de 40 ml
de capacidad que contenian 10 ml del medio de Murashige y Skoog (1962),
suplementado con 30 g/l de Sacarosa, 1 mg/l de Bencil Amino Purina (BA) y

solidificado con Agar (Cuadro 1). Los frascos se taparon con film de aluminio.

Las estacas se incubaron en camara de crecimiento a una temperatura de 25°C
bajo una irradiacion de 80 uE.cm?seg’ y un fotoperiodo de 16 horas. Cada 45

dias, los brotes surgidos de las yemas axilares de las estacas, se traspasaron a

medio fresco hasta lograr un adecuado nimero ytamano de brotes.

Semanalmente se evalud la brotacion de las microestacas vy, transcurridas 6
semanas, se determind la proliferacion de brotes. Estos datos se sometieron a
un analisis de varianza con regresion lineal para la determinacién de la dosis
optima del mutdgeno, mediante el célculo de las dosis letales que afectaron al 30
y 50 % de los explantes (LDy y LDg), dosis generalmente determinadas como
optimas para trabajos con mutagénesis inducida (Sonnino ef al, 1986; Sharma y
Majumdar, 1988).

Una vez que los brotes alcanzaron un tamafo de 4-5 nudos, se subdividieron en
altura en estacas de una yema. Posteriormente, al alcanzar nuevamente 4-5 cms
de altura, se llevaron a medio de enraizamiento (Cuadro 1). Luego, fueron
sometidos a una preaclimatacién que consistié en agregar 10 ml de agua

destilada estéril a los frascos y taparlos con papel filtro Watman N°® 1. Una vez
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que se observd la emergencia de 2 hojas adicionales, las plantulas se
traspasaron a contenedores con tierra de hoja, regandolas semanalmente con
una solucién nutritiva equivalente a la de Murashige y Skoog, pero sin vitaminas y

que contenia s6to 1/4 de la concentracidn normal de macronutrientes.
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CUADRO 1. Composicién de los medios de cultivo utilizados para el
establecimiento del cultivo in vitro y enraizamiento de vides (Vitis

viniferaL.).
Proiiferacion Enraizamiento

Componente mg/l mg/l
Macronutrientes
KNQO; 1900 4750
MgSQO, 7H,0O 370 92,5
KH,PO,4 170 425
NH4NO4 1650 4125
CaCl, 2H50 440 110,0
Micronutrientes
MnSO, 4H,0 22,3 5,575
ZnS0, 7H.0 8,6 2,15
HiBO, 6,2 1,65
CuS0,4 5H,0 0,025 0,006
Na,MoQ, 2H.0 0,25 0,063
Kl - ' 0,83 - -- 0,208 -
CoCl, 6H0 0,025 0,006
Fierro
FeSQ, 7H,0 27,8 - 6,95
Na,EDTA 2H0 - 37,3 9,325
Vitaminas
Ac. Nicotinico 0,5 0,125
Glicina 2,0 0,5
Piridoxina HCI . 0,5 0,125
Tiamina HCI ' 0,1 0,025
Otros
Myoinositol 100 25
Sacarosa 30000 30000
Agar 7000 7000
Reguladores de crecimiento
BA 1,00 -
IAAK - 0,03
pH 58 58
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PRESENTACIONY DISCUSION DELOS RESULTADOS

El presente ensayo de dosimetria permitié la determinacion de las dosis Optimas
de los mutagenos quimicos Etil Metano Sulfonato (EMS) y Azida Sodica (NaNj) a
través de la evaluacion semanal de la brotacion y proliferacion de brotes a partir

de microestacas de 4 cultivares de vid cultivados in vitro.

Etil Metano Sulfonato

En el Cuadro 2, se presentan los resultados de los distintos tratamientos en el
tiempo. Se observa que, en general, al aumentar la dosis del mutageno,
disminuye el porcentaje de brotacion. Por otra parte, si se observa la evolucion del
porcentaje de brotacion en el tiempo, se ve que en general, este aumenta y luego

se estabiliza dependiéndo de la dosis utilizada.

La dosis 0,32 M fue letal para 'Ribier' y ‘Red Seedless'. En 'Ruby Seedless’ y
'Moscatel Rosada', esta dosis, a pesar de no ser letal, afectd fuertemente la
brotacion, obteniéndose niveles inferiores a 16%. La menor de las dosis
utilizadas (0,008 M) no tuvo efecto en disminuir el porcentaje de brotacion ni en el

ndmero de brotes emitidos por los explantes.

En el Cuadro 3 se presenta la proliferacion de brotes a las ‘seis semanas de
tratamiento. En él se aprecia que al aumentar la dosis de mutageno, disminuye la
proliferacion de brotes en todos los cultivares. Esto concuerda con lo observado
por Kim et al. (1989), quienes aplicaron EMS (0,1-2,0%) o Etionina (1-10 mM) en
vides 'Muscat Bailey A, 'Riesling’ y'S 9110' y también observaron una disminucion

en la proliferacion de los brotes en comparacién con testigos no tratados.
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CUADRO 2. Evolucion del porcentaje de brotacidon en vides tratadas por 2 hrs.
con distintas dosis de Etil Metano Sulfonato (EMS) y cultivadas in
vitro durante seis semanas después del tratamiento.

Cultivar Dosis Porcentaje de brotacion
(Molar) Fecha
6/5 13/5 20/5 2715 3/6
Ribier - 0,320 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,160 0,0 28,6 35,7 57,1 57,1
0,080 26,6 85,7 92,9 92,9 92,3
0,040 18,8 68,8 70,6 88,2 88,2
0,008 800 100,0 1000 1000 1000
0,000 63,2 89,5 89,5 1000 1000
Ruby Seedless 0,320 0,0 0,0 6,3 6,3 6,3
0,160 12,5 62,5 62,5 62,5 62,5
0,080 235 100,0 1000 . 1000 1000
0,040 26,6 93,3 93,3 1000 1000
- - 0,008 750 100,0 1000 100,0 1000
0,000 666 1000 100,0 1000 1000
Red Seedless 0,320 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,160 0,0 84,6 84,6 84,6 84,6
0,080 429 78,6 78,6 85,7 85,7
0,040 53,3 1000 100,0 100,0 100,0
0,008 53,3 100,0 100,0 100,0 1000
0,000 500 88,9 88,9 88,9 88,9
Moscatel Rosada 0,320 0,0 0,0 71 15,4 15,4
0,160 0.0 53,3 80,0 80,0 80,0
0,080 266 1000 100,0 1000 1000
0,040 400 1000 100,0 100,0 1000
0,008 455 1000 1000 1000 1000
0,000 750 100,0 100,0 1000 1000

10/6

00
57,1
92,3
88,2

100,0
100,0

8,3

62,5
100,0
1000
100,0
100,0

0,0
84,6
85,7

100,0

100,0

88,9

15,4
80,0
100,0
100,0
100,0
100,0
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CUADRO 3. Numero de brotes por yema axilar, en vides tratadas por 2 hrs. con
distintas dosis de Etil Metano Sulfonato (EMS) y cultivadas in vifro
luego de seis semanas de realizado el tratamiento mutagénico.

Cultivar Dosis Proliferacién
(Molar) (brotes/explante)
Ribier 0,320 0,0
0,160 1,6
0,080 1,6
0,040 2,4
0,008 4.4
0,000 3,1
Ruby Seediess 0,320 0,0
0,160 1,7
0,080 1,2
0,040 1,7
0,008 46
""" o - 0,000~ - - —-58 -
Red Seedless 0,320 0,0
0,160 1,3
0,080 2,0
0,040 2,6
0,008 3,5
0,000 3,8
Moscatel Rosada 0,320 - 0,0
0,160 0,0
0,080 . 2,0
0,040 2,7
0,008 2,5
0,000 3,2
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Tal como se aprecia en el Cuadro 3, el cultivar que mostré la mayor tasa de
proliferacion fue 'Ruby Seedless’, en tanto que 'Moscatel Rosada' y ‘Ribier’

presentaron las tasas mas bajas.

Las dosis letales para e! 30 y 50 % de los explantes (LDyy LDs) se presentan en
el Cuadro 4. Ellas fueron calculadas sobre la base de las ecuaciones de
regresion lineal que alli se presentan. En las cuatro variedades, la dosis LDy
oscilé entre 0,11 y0,15M, en tanto que la dosis LDsg varié entre 0,17 y 0,22 Molar.
Por otra parte, el indice de correlacion entre los valores de brotacion vy la recta
asociada () fue cercana al 90% en todos los cultivares analizados. Los valores
LDy, fueron bastante similares entre cultivares, de modo que se determino que
para futuros trabajos de tratamientos masivos, se utilizara una dosis de 0,2 M
Esta dosis es similar a la obtenida en ensayos de dosimetria con EMS realizados
oor Sharma y Majumdar (1988) en Mango, donde la dosis LDs fue de 0,12 M.

CUADRO 4. Dosis LDy yLDg, ecuacion de regresion e indice de’correlacion

obtenidos por cultivar.

Cultivar Dosis LDy Dosis LDy Ecuacién de | r
(Molar) (Molar) regresion
Ribier 0,11 0,17 y=1,052-0,25x 0,98
Ruby Seedless 0,13 0,19 y=1,065-0,23x 0,91
Red Seedless 0,12 0,20 y=1,056-0,23x 0,84
Moscatel Rosada 0,15 0,22 y=1,093-0,21x 0,90
Promedio 0,13 0,20

En julio de 1895 se realizé un tratamiento masivo con EMS utilizando las dosis
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promedio de LDy y LDg (Cuadro 5). Estas plantas se encuentran aun en camara

de crecimiento.

CUADRO 5. Tratamiento masivo de microestacas in vitro de vid con las dosis

LDxy LDg.
Cultivar NCestacas tratadas N°estacas tratadas
con dosis LD g. con dosis LD g

Flame Seedless — 137

ltalia Pirovano 112 13
Moscatel Rosada 179 70
Perlette 71 -

Red Globe 71 17

Red Seedless —- 62

Ribier 180 216

Ruby Seedless —- 86-
Superior Seedless - 88
Thompson Seediess -—- 11
TOTAL 613 700
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Azida Saodica.

En el Cuadro 6 se presentan los resultados de los distintos tratamientos con
Azida Sadica (NaN3) en el tiempo. En él se observa que, al igual que con Etil
Metano Sulfonato (EMS), al aumentar la dosis de mutageno disminuye el
porcentaje de brotacion. Por otra parte, el porcentaje de brotacion en el tiempo

aumenta para luego estabilizarse dependiendo de la dosis utilizada.

A diferencia de lo observado con Etil Metano Sulfonato, ia mayor dosis de Azida
Sadica (0,008 M) no fue letal para rjinggp éultivar. Si_nfambargo, el comportamiento
de los 4 cultivares fue similar al de! tratamiento con EMS, ya que 'Ribier’ y 'Red
Seedless' presentaron tambien los niveles mas bajos de brotacion (12,5y13,3%
respectivamente con Azida Sodica y 0% ambos con EMS), seguidos por 'Ruby
Seedless (37,5% con Azida Sddica y 6,3% con EMS) y finalmente 'Moscatel

Rosada', que presentd los mayores niveles de brotacién con ambos mutagenos

(75% con Azida Sddica y 15,4% con EMS).
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CUADRO 6 Evolucién del porcentaje de brotacion en vides tratadas por 2 hrs.
con distintas dosis de Azida Sddica (NaNj) y cultivadas in vitro
durante seis semanas después del tratamiento.

Cultivar Dosis Porcentaje de brotacién
(Molar) Fecha
1718  24/8 31/8 719 14/9
Ribier 0,0080 - 6,2 6,2 6,2 12,5 12,5
0,0040 6,2 12,5 25,0 25,0 25,0
0,0020 250 43,7 50,0 50,0 50,0
0,0010 23,0 53,8 53,8 53,8 53,8
0,0005 31,0 62,5 81,2 87,5 87,5
0,0000 750 1000 100,0 100,0 1000
Ruby Seedless 0,0080 6,2 6,2 25,0 37,5 37,5
0,0040 18,7 37,5 50,0 62,5 62,5
0,0020 46,6 60,0 66,6 73,3 73,3
0,0010 58,2 93,7 100,0 100,0 100,0
- 0,0005 66,6 933 -93,3-.- 93,3- 830
0,0000 866 100,0 100,0 1000 1000
Red Seedless 0,0080 0,0 0,0 0,0 13,3 13,3
0,0040 20,0 33,3 33,3 33,3 333
0,0020 20,0 46,6 53,3 53,3 53,3
0,0010 53,3 73,3 80,0 86,6 866
0,0005 60,0 73,3 73,3 73,3 73,3
0,0000 46,6 93,3 93,3 100,0 1000
Moscatel Rosada 0,0080 0,0 250 62,5 75,0 75,0
0,0040 31,2 87,5 93,7 93,7 93,7
0,0020 625 93,7 100,0 100,06 1000
0,0010 81,2 87,5 100,0 100,0 1000
0,0005 833 100,0 100,0 100,06 1000
0,0000 81,2 1000 1000 100,0 1000

21/9

12,5
250
50,0
53,8
93,7
100,0

37,5
62,5
73,3
100,0

- 93,3

100,0

13,3
33,3
53,3
93,3
73,3
100,0

75,0
93,7
100,0
100,0
100,0
100,0
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En el Cuadro 7 se presenta la proliferacion de brotes a las seis semanas de
tratamiento. En él se aprecia que, al igual que con Etil Metano Sulfonato, al
aumentar la dosis de Azida Sodica, disminuye la proliferacién de brotes en todos
los cultivares.El cultivar 'Ruby Seedless' fue nuevamente el que presentd la mayor

tasa de proliferacién, mas es 'Red Seedless', en esta ocasion, el que presento la

tasa mas baja.

La dosis letal para el 30 y 50% de los explantes (LD3y LDg) se presenta en el
Cuadro 8. En él se observa que dicha dosis no es la misma para todos los
cultivares, como en el caso del tratamiento con Etil Metano Sulfonato. Con Azida
~'Sodica, 'Ribier’ y 'Red Seedless' presentaron una dosis LDg de 0,003 Molar,
mientras que en 'Ruby Seedless' esta dosis se elevd a 0,006 Molar. En 'Moscatel
Rosada', la dosis LDg se estimo por la extrapolacion realizada en el andlisis de

regresion lineal utilizado y fue de 0,16 Molar, dosis que no fue empleada en el

ensayo.

Las microestacas utilizadas para la dosimetria de los mutadgenos Azida Sédica
(NaN,) y Etil Metano Sulfonato (EMS), se subcultivaron y subdividieron en altura en
estacas de una yema. En la actualidad se cuenta con plantas en distintas etapas
de crecimiento, enraizamiento, en fase de pre aclimatacion en camara de cultivo y

con plantas en aclimatacion en invernadero (Cuadros 9 y10).
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CUADRO 7.Numero de brotes por yema axilar, en vides tratadas por 2 hrs. con
distintas dosis Azida Sadica (NaNs) y cultivadas in vitro luego de seis
semanas de realizado el tratamiento mutagénico.

Cultivar Dosis Proliferacion
(Molar) (brotes/explante)
Ribier 0,0080 0.1
0,0040 0,4
0,0020 0,8
0,0010 0,9
0,0005 1,8
0,0000 2,4
Ruby Seediess ) 0,0080 1,1
0,0040 1,9
0,0020 2,0
0,0010 4.0
0,0005 2,8
SRR - - 0,0000 - - -33
Red Seedless 0,0080 0,3
: 0,0040 ' 0,9
0,0020 1,3
0,0010 2,5
0,0005 16
0,0000 1,8
Moscatel Rosada 0,0080 : 1,0
0,0040 1,4
0,0020 2.3
0,0010 2,7
0,0005 28
0,0000 ‘ 2,1
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CUADRO 8. Dosis LDy, ecuacién de regresion e indice de correlacién obtenidos
por cultivar para Azida Sédica.

Cultivar Dosis LDy Dosis LDgy Ecuacion de r
(Molar) {Molar) regresion

Ribier 0,0012 0,003 y=0,82-102,84x 0,76

Ruby Seedless 0,0030 0,006 y=0,98- 80,12x 0,93

Red Seediess 0,0017 0,003 y=0,88-104,08x 0,84

Moscatel Rosada 0,0100 0,016 y=1,03- 31,91x 0,91

CUADRO 9. Existencia de plantas mutagenizadas con distintas dosis de EMS
segun las etapas de desarrollo.

Cultivar Dosis Crec. Enraizam. Pre-Aclimat. Aclimat. Total

(Molar) (N° de plantulas)

Moscatel Rosada 0.008 46 4 5 - 55
0.040 31 10 8 - 49
0.080 57 2 - - 59
0.160 83 1 - - 84

o - 0.320 1 - - = - 1 _

Red Seedless 0.008 1 - 3 - 4
0.040 10 - 1 - 11
0.080 9 - 1 - 10
0.320 142 3 2 - 147

Ruby Seedless 0.008 2 - 5 11 18
0.040 2 - - 3 5
0.080 2 - - 2 4
0.320 4 - - - 4

Ribier 0.008 4 1 12 2 19
0.040 4 - 4 2 10
0.080 1 - 2 - 3
0.320 1 - - - 1

TOTAL 400 21 43 20 484
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CUADRO 10. Existencia de plantas mutagenizadas con distintas dosis de
NaNs, segun etapa de desarrollo.

cultivar Dosis Crec. Enraizam. Pre-aclimat. Total
(Molar) (N° de plantulas)

MoscatelRosada 0.0005 18 - 5 23
0.0010 22 2 5 29
0.0020 23 5 11 39
0.0040 30 1 1 32
0.0080 11 2 3 16

Red Seedless  0.0005 6 4 1 11
0.0010 36 1 5 42
0.0020 12 1 13
0.0040 5 1 7
0.0080 - - - -

Ruby Seedless 0.0005 46 7 1 54
0.0010 24 14 4 42
0.0020 24 10 1 35
(0.0040 12 1 - 13
0.0080 4 - o1 __ 5 _

Ribier 0.0005 8 7 12 27
0.0010 7 2 8 17
0.0020 15 4 1 20
0.0040 4 3 1 8
0.0080 3 - 1 4

TOTAL 310 64 63 437

s W -+ et s

La segunda etapa de este ensayo se realizard en el campo, ahi se evaluaran las
mutaciones obtenidas yla persistencia de éstas en el tiempo.
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RESUMEN

Se realizd un ensayo utilizando los cultivares de uva de mesa 'Moscatel Rosada’,
'Ribier’, 'Red Seedless' y 'Ruby Seedless', establecidos in vitro,para determinar
las dosis optimas de los mutagenos quimicos Etil Metano Sulfonato (EMS) y Azida
Sodica (NaNs) establecidos in vitro. Para tal efecto, se prepararon microestacas
de una yema y se colocaron por 2 hrs. en soluciones con distintas
concentraciones de EMS (0,32 M, 0,16 M, 0,08 M, 0,04 M, 0,008 M y 0 M) y Azida
Sédica (0,008 M, 0,004 M, 0,002 M, 0,001 M, 0,0005 My 0 M). Posteriormente se
trasiadaron a camara de crecimiento, donde semanalmente se evalud la
brotacion y se contd el nimero de brotes emitidos por los explantes. Para EMS, el
valor LDy varié entre 0,11 y0,15M, en tanto que el LDg oscil6 entre 0,17 y 0,22 M
en todos los cultivares, observandose que la d05|s 0,32 M fue letal para 'Ribier' y
‘Red Seedless', en cambio, en 'Ruby Seedless’ Yy '‘Moscatel Rosada aungue no
resultod letal, se observé menos de 16 % de brotacién. La menor de las dosis
utilizadas (0,008 M) no tuvo efecto sobre el porcentaje de brotacion ni sobre el
numero de brotes emitidos por los explantes. Con Azida Sddica, el LDsy no fue
similar para todos los cultivares (0,003 M para 'Ribier' y ‘Red Seedless’, 0,006 M
para 'Ruby Seedless' y 0,016 M para 'Moscate! Rosada') y la mayor de las dosis
(0,008 M), no fue letal para ningun cultivar.
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SUMMARY

In order to determine the optimal dose for in vitro mutagenesis of 'Moscatel
Rosada', 'Red Seedless’, 'Ribier' and 'Ruby Seedless’ grape cultivars, 1-bud
microcuttings were cultured for 2 hours in 0,32; 0,16; 0,08; 0,04, 0,008 and 0 Molar
concentration of EMS and 0,008; 0,004; 0,002, 0,001, 0,0005 and 0 Molar
concentration of Sodium Azide. After treatment, microcuttings were incubated for 60
days and weekly evaluated for sprouting. For EMS LDs, varied from 0,17 - 0,22 and
LD from 0,11 to 0,15 for all cultivars with the highest concentration beeing totally
lethal only for 'Ribier' and 'Red Seedless’, whereas in 'Ruby Seedless’ and
'Moscatel Rosada' there was a 16 % sprouting. The lower dose (0,008 M) did not
decreased sprout number or % sprouting in any of the tested cultivars. With
Sodium Azide, LDs, and LDy values were not similar between cultivars (LDs 0,003
‘M for 'Ribier' and 'Red Seedless'’, 0,006 M for ‘Ruby Seediess' and 0,016 M for
'Moscatel Rosada') and the highest dose used was not lethal for any cultivar.
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LAPLATIRA Santiago, G5 fpp e

Sefiora

Margarita D'Etigny

Secretaria Ejecutiva

Fundacién Fondo de Investigacion Agropecuaria
Presente

" De mi consideracion:

Sirvase encontrar adjunto informe final del proyecto de investigacion N° 011-92
titulado Mutagénesis Inducida in vitro como método de obtencidén de variedades
mejoradas de uva de mesa.

Dicho.informe debié ser entregado.con fecha 29.de Septiembre de 1995, sin embargo,
debido al recargo de actividades que debi realizar a fines del afio pasado olvidé este
compromiso a pesar de que la parte experimental del proyecto estaba totaimente
concluida a fines de Agosto. Ruego a Ud. disculpe las inconveniencias que este
retraso puede haberle ocasionado, pero le garantizo que el trabajo reatizado ha sido
acucioso y nos permitird avanzar decididamente en nuestro programa de
mejoramiento genético de uva de mesa.

Atentamente,

artos Mufioz S.
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