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RESUMEN

La técnica del rescate de embriones per-
mite la obtencion de plantas por cruzamiento
directo entre cultivares sin semillas, no obstan-
te el numero de plantulas obtenidas es bajo. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de la intensidad de la poda en dos cultivares
estenospermocarpicos de vid (Emperatriz y
Fantasy Seedless) sobre el desarrollo in vitro
de los embriones y correlacionar el desempe-
fo de los mismos con distintas caracteristicas
de las plantas. La respuesta a los tratamientos
estuvo altamente afectada por el cultivar. En
Fantasy S. se obtuvo un mayor cantidad de
plantulas in vitro disminuyendo el nimero de
yemas dejadas en la poda.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

ABSTRACT

The embryo rescue technique allows
obtaining plants by crossing seedless cultivars,
however the number of plantlets obtained is
low. The aim of this work was to evaluate the
effect of pruning intensity on in vitro embryo
development in two stenospermocarpic culti-
vars (Emperatriz and Fantasy Seedless) and
to correlate the embryo performance with
different traits. Differences were observed bet-
ween cultivars. In cv. Fantasy S. the number of
plantlets obtained increased while decreasing
intensity of pruning.

Keywords
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El desarrollo de nuevos cultivares de vid sin semilla es uno de los principales
objetivos del mejoramiento de uva de mesa con el fin de satisfacer el creciente interés
de los consumidores por uvas con estas caracteristicas (5, 7). En estos cultivares

1 Catedra de Fisiologia Vegetal. Dpto. de Ciencias Bioldgicas.
Catedra de Viticultura. Dpto. de Produccién Agropecuaria.
Facultad de Ciencias Agrarias. UNCuyo. Alte. Brown 500. Chacras de Coria. Mendoza. Argentina.

M5528AHB. mponce@fca.uncu.edu.ar

45



M. T. Ponce, M. Ocvirk, C. Agliero

estenospérmicocarpicos se produce la fecundacion pero el embridn aborta en distintos
estados segun el cultivar. Por ello, los programas tradicionales incluyen cultivares con
semilla como plantas madre, aunque la proporcion de progenie sin semilla no supera
el 10%. La técnica del rescate de embriones ha sido adaptada a la vid y permite la
obtencién de plantas por cruzamiento directo entre cultivares sin semilla; el porcentaje
promedio de plantulas obtenidas es bajo, alrededor del 10 % (5, 6).

Los intentos por aumentar el nUmero de plantulas obtenidas tuvieron un éxito relati-
vo. Atal efecto se estudio el uso de retardantes del crecimiento (2), pulverizaciones con
acido giberélico (3), poliaminas (16) y benciladenina en prefloracién (4), el agregado al
medio de cultivo de distintos reguladores del crecimiento (10, 13, 17), el efecto del frio,
el acido giberélico y la manipulacion de la chalaza (1); el uso de luz enriquecida en las
longitudes de onda del rojo lejano, el cambio a medio fresco frecuente y el estudio de
los distintos sectores del racimo en funcién del rendimiento en plantas (15).

Sobre la base de los resultados obtenidos se puede concluir que los factores
mas importantes que determinan la mayor proporciéon entre plantulas obtenidas y
semillas estenospermocarpicas cultivadas es el cultivar utilizado como madre (8, 14)
y la época de recoleccion (10, 14).

Por otra parte se detecté variabilidad en el numero de embriones finales obte-
nidos (3), por lo que se planted la siguiente hipétesis: al modificar sensiblemente
la expresion vegetativa de la planta mediante la intensidad de poda seria posible
modificar el desarrollo in vitro de los embriones.

Objetivos

Evaluar el efecto de la intensidad de la poda sobre el desarrollo in vitro de los
embriones de cultivares estenospermocarpicos de vid.

Correlacionar el comportamiento in vitro de embriones con caracteristicas externas
de la planta madre.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con los cultivares Fantasy S. y Emperatriz, localizados en la coleccion
varietal de uvas de mesa de la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) Junin del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), Mendoza.

Se seleccionaron veinte plantas homogéneas de cada cultivar que se sortearon
en dos grupos de diez cada uno. Se realizd en un grupo una poda mixta con pitén a
dos yemas francas y cargador a cinco yemas y en el otro grupo, poda mixta con pitén
a dos yemas francas y cargador a diez yemas. En todas las plantas se permiti6 la
fecundacion libre. Se cosecharon tres racimos por planta. La cosecha se realizé en
la octava semana después del cuaje en Fantasy S., y a madurez en Emperatriz.

46 Revista de la Facultad de Ciencias Agrarias



Intensidad de la poda en el desarrollo in vitro de embriones de vides estenospermocarpicas

Las variables determinadas a campo fueron: numero de feminelas en los tres bra-
zos de donde se cosecharon cada uno de los tres racimos, largo de feminelas, nimero
de racimos por planta, peso de los racimos, numero de yemas brotadas, numero de
chupones (brote del afio nacido de madera de mas de dos afios) y peso de la poda.

Luego se determiné el area foliar de los tres brazos de donde se cosecharon los
racimos, el peso seco de las hojas de cada brazo, el peso de los racimos, el nUmero
de bayas por racimo, el peso medio de las bayas, el peso fresco y peso seco del
raquis y el peso seco de 100 bayas (s6lo en el caso de Emperatriz).

En el laboratorio se separaron las bayas del raquis y se descartaron todas aque-
llas dafiadas. Se esterilizaron con hipoclorito de sodio comercial al 20% durante 25
minutos, (55 g.L-' de cloro activo), luego se enjuagaron dos veces con agua estéril.
Las semillas inmaduras se extrajeron de las bayas en forma aséptica y se sembraron
en cajas de Petri de 9 cm de diametro, treinta por caja. Las cajas contenian 25 ml de
medio de cultivo NN (12) adicionado con acido giberélico (10-¢ M), acido indol acético
(10° M), 20 g.L" de sacarosa y 2,8 g.L-' de Phytagel (figura 1).

Figura 1.

Semillas inmaduras in vitro de cultivares Fan-
tasy S. (izquierda) y Emperatriz (derecha).
Figure 1.

In vitro inmature seed of Fantasy Seedless
(left) and Emperatriz (right) cultivars.

A continuacion las cajas sembradas se colocaron en camaras de cultivo a 25+2°C
y 25 pmoles.cm2.s™, con un fotoperiodo de 16 horas. Luego de tres meses de cultivo
se abrieron las semillas bajo lupa y se extrajeron los embriones, se colocaron en tubos
de ensayo con 15 ml de medio de cultivo MS (11), con macronutrientes MS diluidos
a la mitad, adicionado con 20 g.L' de sacarosa y solidificado con 2,8 g.L-' de Phyta-
gel. Los tubos con embriones permanecieron una semana en oscuridad y luego se
llevaron a camaras de cultivo a 25 + 2°C y 50 ymoles.cm2.s™, con un fotoperiodo de
16 horas. Se determiné el numero de semillas por baya expresado como porcentaje
y el numero de embriones rescatados cada cien semillas.

Los embriones extraidos se categorizaron como menores que torpedos (cuando
presentaban las formas globoso y corazén), torpedos, germinados y deformes cuando
presentaban anormalidades en alguno de sus 6rganos y se determiné qué porcentaje
de cada categoria origin6 plantulas normales.

El diseno estadistico utilizado fue de parcelas al azar. Los resultados se sometie-
ron a andlisis de la varianza, las medias se compararon por medio del Test de Tukey
y la homogeneidad de la varianza se determiné por medio del la Prueba de Bartllet;
cuando no existi6 homogeneidad de varianza se transformaron los datos. Los por-
centajes se compararon por la prueba de comparacién de proporciones utilizando el
software Sthatgraphics plus 4.0.
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También se realizaron analisis de correlacion entre los porcentajes de embrio-
nes-semillas, germinaciones directas-embriones, germinaciones directas-semillas,
plantulas-embriones y plantulas-semillas. Los coeficientes de correlacion fueron
sometidos a la Prueba de t para determinar su significancia.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el cultivar Fantasy S. el numero promedio de yemas dejadas por plantas fue 64
para el tratamiento de cargador de cinco yemas y 91 para el tratamiento de cargador
con diez yemas. El numero total de racimos por planta fue mayor en el tratamiento
con cargador de diez yemas, debido probablemente a una mayor cantidad de yemas
fértiles por cargador. El peso de los racimos en Fantasy S. fue mayor en cargadores
con diez yemas que en los de cinco yemas. Este comportamiento se podria atribuir
a que el tratamiento de poda mas corto produce racimos de menor tamafo debido a
una menor fertilidad de las yemas basales; esta menor fertilidad no sélo se refleja en
una menor produccion de racimos sino también en racimos mas pequefos.

Las demas variables no presentaron diferencias, por lo que se infiere que el
largo del cargador no afecta el resto de los parametros medidos a campo (tabla 1).

Tabla 1. Efecto de laintensidad de la poda sobre distintos parametros de crecimiento
en los cultivares Fantasy Seedless y Emperatriz (valores promedio para
cada tratamiento).

Table 1. Effect of pruning intensity on different growth parameters in Fantasy Seedless
and Emperatriz cultivars (values averages for each treatment).

Fantasy Seedless Emperatriz
Variables Cargador con | Cargador con | Cargador con | Cargador con
5 yemas 10 yemas 5 yemas 10 yemas
N° de feminelas 32,7a 25,5a 19,1a 14,1 a
Longitud feminelas (cm) 8,57 a 6,73 a 6,46 a 4,12 a
N° de racimos 443 b 68,5 a 415a 454 a
Peso de racimos (kg) 4,4b 7,3a 11,9a 11,7 a
Peso poda (kg) 4,96 a 4,35a 2,56 a 2,08 a
Brotacion (%) 70,93 a 69,37 a 62,4 a 58,16 a
Area foliar (dm2) 1514 a 126,5 a 404,3 a 314,5b
Peso seco hojas (g) 111,2a 83,32 a 33,8a 248b
N° de bayas/racimo 224 a 241 a 2242 a 2214 a
Semillas/baya (%) 70,8 a 92,6 a 156,4 a 128,3 a

Letras distintas en la fila (cuadros sombreados) indican diferencias significativa para p < 0,05
(comparaciones hechas entre tratamientos dentro de cada cultivar por separado).
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En el cultivar Emperatriz el nUmero promedio de yemas dejadas por planta fue
76,4 para el tratamiento de cargador de cinco yemas y 105,9 para el tratamiento
de cargador de diez yemas. En este cultivar no se modificé en forma significativa
ninguna de las variables analizadas en la planta a excepcion del area foliar y de la
materia seca, siendo ambas superiores en el tratamiento de poda con cargador de
cinco yemas. Es probable que la poda intensa haya provocado un aumento del vigor
lo que se reflejé en un aumento en el area foliar.

En el cultivar Fantasy S. se sembraron in vitro 2260 semillas inmaduras, se resca-
taron 109 embriones y se obtuvieron 16 plantulas normales. En el cultivar Emperatriz
se sembraron 4039 semillas inmaduras, se rescataron 766 embriones y se obtuvieron
296 plantulas normales. La eficiencia general (plantulas/semillas sembradas) fue de
0,7% para Fantasy S. y 7,3% para Emperatriz. Estas diferencias podrian deberse
tanto a causas genéticas (2, 14) como ambientales (8).

En el cultivar Fantasy S. se obtuvo un porcentaje mayor de germinaciones di-
rectas y plantulas normales provenientes de racimos cosechados de cargadores con
cinco yemas (tabla 2). Este comportamiento podria deberse a una mayor relacién
area foliar y nimero de racimos totales que es casi el doble que en el caso de la
poda mas larga. En el resto de las variables medidas no se observaron diferencias.
En el cultivar Emperatriz no se encontraron diferencias para ninguna de las variables
evaluadas in vitro (tabla 2).

Tabla 2. Efecto de la intensidad de la poda sobre el porcentaje de embriones, por-
centaje de embriones al estado de torpedo, porcentaje de embriones con
un estado de desarrollo menor a torpedo (globoso y corazén), porcentaje
de germinaciones directas, porcentaje de embriones deformes y porcentaje
de plantulas, en los cultivares Fantasy S. y Emperatriz.

Table 2. Effect of the intensity of the pruning on the percentage of embryos, percen-
tage of embryos on torpedo state, percentage of embryos smaller than
torpedo, percentage of direct germinations, percentage of deformed embr-
yos and percentage of plants in Fantasy Seedless and Emperatriz cultivars.

Cargador Fantasy Seedless Emperatriz
5yemas | 10yemas | 5yemas | 10 yemas

% embriones semillas 512 a 4,24 a 20,6 a 16,8 a
Y%<torpedos-semillas 0,19 a 0,170 a 31a 20a
% torpedos-semillas 0,46 a 0,75a 45a 50a
% germ.direc.- semillas 1,45 a 0,48 b 8,4 a 59a
% deformes-semillas 1,49 a 1,22 a 43a 51a
% plantulas-semillas 1,50 a 0,50 b 74 a 70a

Letras distintas en la fila (cuadros sombreados) indican diferencias significativas para p < 0,05
(comparaciones entre tratamientos dentro de cada cultivar por separado).
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En Fantasy S. la proporcién de embriones al estado de torpedo fue menor que
en las otras categorias mientras que en Emperatriz la proporciéon de germinaciones
directas fue mayor que el resto de los estados de desarrollo (figura 2). Tal vez el
haber cosechado Fantasy S. a ocho semanas de la polinizacién, frente a Emperatriz
que se cosechd a madurez (aproximadamente veinte semanas después del cuaje),
motivé que al mismo tiempo de cultivo in vitro, este ultimo cultivar presentara em-
briones con un estado de desarrollo superior al primero. La cosecha de Fantasy S.
con posterioridad a la octava semana después del cuaje no aumenta la cantidad de
embriones obtenidos (14).

40
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5 5
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Letras distiantas en la barra indican diferencias significativas para p < 0,05.

Figura 2. Porcentaje de germinaciones directas, de embriones al estado de torpedo,
embriones al estado de desarrollo menor a torpedo y de embriones deformes
en los cultivares Fantasy S. y Emperatriz.

Figure 2. Percentage of direct germination, embryos at torpedo stage, embryos
smaller than torpedo and deforned embryos in Fantasy Seedless and
Emperatriz cultivars.

El porcentaje de plantulas normales segun la categoria de embridn que la origina
fue altamente dependiente del cultivar (figura 3, pag. 51).

En el cultivar Fantasy S. no se observaron diferencias en la eficiencia para generar
plantulas normales de las distintas categorias de embriones. Los embriones deformes,
al momento de la separacioén de los tejidos de la traza seminal, generaron plantulas
normales con igual eficiencia que el resto de las categorias, justificando someter los
mismos a cultivo in vitro. En Emperatriz se obtuvo mayor nimero de plantulas nor-
males provenientes de germinaciones directas, luego los mas eficientes fueron los
embriones al estado de torpedo y los embriones al estado de desarrollo menor que
torpedo; los deformes fueron los menos eficientes.

Estos resultados no son coincidentes con los de otros autores, por ejemplo Val-
dez (18), quien trabajando con seis cultivares diferentes demostré que los embriones
rescatados fueron mas eficientes en producir plantulas normales que aquellos que
germinaron directamente, reforzando la dependencia del cultivar.
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Letras distintas en la barra indican diferencias significativas para p < 0,05.

Figura 3. Porcentaje de plantas provenientes de germinaciones directas, de embriones
al estado de torpedo, embriones al estado de desarrollo menor a torpedo
y de embriones deformes en los cultivares Fantasy S. y Emperatriz.

Figure 3. Percentage of plants from direct germination, from embryos at torpedo
stage, from embryos smaller than torpedo and from deformed embryos in
Fantasy Seedless and Emperatriz cultivars.

Cuando se compararon los porcentajes de embriones rescatados y de plantulas
normales obtenidos de cada planta, se encontraron diferencias para las dos variables. Por
ejemplo, en Emperatriz una planta produjo 13,1% de plantulas mientras que otra sélo 1,6%.
En el cultivar Fantasy S. se detect6 una planta que produjo 2,7% de plantulas normales,
mientras que la media general para ese cultivar fue 0,63%, repitiéndose en este cultivar lo
observado por Aguero et al. (3) en Emperatriz y Perlon. Al comparar estos porcentajes con
el rendimiento general del ensayo se advierte que en el caso de Emperatriz la eficiencia
se duplica, mientras que en Fantasy S. casi se cuatriplica lo que justifica la necesidad de
detectar estas plantas para mejorar la proporcion de plantulas obtenidas.

Los analisis de correlacion solo presentaron valores significativos entre las
variables plantulas/semillas y numero de semillas por baya, embriones semillas y
germinaciones directas/ semilla, en el caso de Fantasy S. y s6lo con las dos ultimas
variables en el caso de Emperatriz. Se esperaba encontrar un mayor nimero de co-
rrelaciones que permitieran establecer relaciones causa efecto entre la planta madre
y el desarrollo in vitro de los embriones. La falta de correlaciones podria deberse a
que las intensidades de poda ensayadas no fueron lo suficientemente diferentes para
provocar grandes modificaciones en la expresion vegetativa.

En préximos ensayos se deberian realizar tratamientos de poda mas intensos,
como asi también raleo de racimos o raleo en el racimo de manera de provocar
mayores variaciones en la relacion entre los racimos y la expresion vegetativa que
podria poner de manifiesto la existencia de relaciones causa efecto, que no se pu-
dieron establecer bajo las condiciones de este ensayo. Encontrar relaciones en este
sentido seria un gran aporte al momento de seleccionar los racimos en los cuales se
realizaran las castraciones para su posterior polinizacion, determinando la importancia
0 no de castrar racimos en el mismo cargador.
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En el cultivar Fantasy S. el porcentaje de plantas/semillas correlacioné en forma
negativa y significativa con el numero de semillas por baya (-0,56), explicando esta
variable el 32% de la variabilidad observada y podria estar relacionado con un efecto
de competencia entre las semillas por reguladores del crecimiento y nutrientes, de
manera que mientras mas semillas por baya habria menor posibilidad de originar
una planta viable. También se encontraron correlaciones positivas y significativas
entre el porcentaje de plantas y el de embriones y germinaciones directas, tanto
en el cultivar Fantasy S. (0,72 y 0,85 respectivamente) como en Emperatriz (0,71 y
0,72 respectivamente). Estas correlaciones son esperables ya que a mayor cantidad
de embriones y a mayor estado de desarrollo, mayor es la probabilidad de obtener
plantas normales (9).

CONCLUSIONES

El desarrollo in vitro de los embriones fue altamente dependiente del cultivar,
indicando un fuerte efecto genético.

En el cultivar Fantasy S. es posible aumentar la cantidad de plantulas normales
obtenidas aumentando la intensidad de la poda. Los embriones rescatados y las germi-
naciones directas presentaron la misma eficiencia para producir plantulas normales.

En el cultivar Emperatriz no se encontré respuesta a la intensidad de poda. Los
embriones con un mayor estado de desarrollo fueron mas eficientes para producir
plantulas normales.

No se pudieron establecer correlaciones entre la respuesta in vitro de los embrio-
nes con aspectos relacionados con el crecimiento, productividad y vigor de las plantas,
probablemente debido a que los tratamientos aplicados no afectaron sustancialmente
estos parametros.

En ambos cultivares se encontraron plantas que se diferenciaron en su capacidad
para la produccién de plantulas in vitro a partir de semillas inmaduras, aunque resta
observar si esta situacidon se mantiene en temporadas siguientes.
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