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INTRODUCCIOHN:

Fs de suma imporiancia ypara la economia de Chile, como
nais exportador de alimentos, medorar la produccidén v calidad de
sus productos agricolas. Entre ellos destaca la producciodn de
frutas v vinos, donde ocupa un lugar trascendental la uva. En
efecto se debe indicar, gue la produccidén de vino representa
alrededor del 7 % v la de uva de mesa un 8 % del valor de la
produccidn agropecuaria chilena. El 40% del total recaudadeo en
este sector, se debe a la produccidn de vino, con 600 millones de
litros producidos en 1982 logradosz con una tasa de crecimiento
anual de un 2 % (Ortiz, 1983). El panorama cambia para la década
de los 90 con una produccidn de s6lo 43 millones de litros, a causa
de la disposiciones reglamentarias establecidas, priancipalmente en
la Comunidad Econdmica Europvea, v el impuesto a nivel de
nroductores aplicado en los Estados Unidog, sin embargo se
avidencia indicios clarcs de una fuerte recuveracidn; el mavor
interés por incrementar la superficie plantada v el aumento de las
exportaciones, por ejemplo, ha incidido en un aumento de los
precios internos. (Campos =t al, 1991). En cuanto a la produccidn
de uva para pisco (bebida alcohélica) las cifras indican una

produccion de 120 millones de kilos (Bulnes, 1988).

El Neorte de Chile representa la zona mas extensa del
pais, v estd clasificadeo como desierto absoluto, debido a& sus

condicionantes geomorfoldgicas v climaticas.
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Sus vecursos fitogendéticos,. no han sido suficientemente valorados,
debido a gue estas grandes extensiones de tierras son poco aptas
para la agricultura, lo gue no atrae el interés de los estratos gue

planifican v dirigen el desarrollo de las Regiones en Chile.

)

Por otre lado, en los pocos sazsueleos viables, a
agricultura se lleva a cabo con mucho esfuerzo, debidc al caracter
#alino v a la falta de agua gue suiren los suelos. En estos casos
la agricultura se mantiene con ayuda del riego por goteo, lo gue ha
permitido utilizar algunas extensiones de terreno en régimen de
monocultivos. No obstante, la paulatina acumulacidén de sales en
las entrelineas de plantacidn, ocasicnada por el contenido de sales

del agua de riego v el propio del perfil de suelo, ha hechc que

muchas de esas zonas en cultivo havan vuelto a ser incultivables.

ANTECEDENTES GENERALES:
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Lz I Regidn, =std ubicada en el extreno Norte del
Territorio Nacional, extendiéandose entre los paralelos 177 45!
hasta 21' 20' v los meridianos 68' 30' v 70' 30'. Sus limites
geopoliticos son: al Norte con la Beplblica del Perd, al QOeste con
el Oceano Pacifico, al Este con la Reptublica de Bolivia v al Sur

con la II Regidn, Antofagasta. Abarca una superficie de 5.807.270
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Has. de las cuales mds del 50 % corresponden al desierto absocluto,

clagificado como extremadamente arido (Corfo, 1982).

Los estudios realizados en la Regidn, han definido los
ecosistemas desde el punte de vista climadtico v geomorfoldgico,
para caracterizar su desarrollo v explicar la presencia o ausencila
de especies vagetales en lag diferentez Areas, aportando
antaecedentes de los procesos cue han llevado a2 su adaptacidn en
determinados habitats (Santibafiez et al, 1982). Estecs procesos
coavolutivos son los gue en definitiva proporcionan el potencial de
la wvariabilidad genética de los recursos vegetales endémicaos v

también de las especies introducidas (Hawkes, 1985).

Corfo {1982) & Iren-Corfo (1978), indican que toda é&sta
Region se encuentra badjo la influencia constante del Anticicldn del
Pacifico Sur~Oriental, generando condiciones de extrema estabilidad

atmosférica.

En el litoral, se genera una Iinversidén térmica, cuvo
limite se ublica entre los 800 a 900 metros de altitud. El
enfriamiento provocado origina abundante nubosidad de tipo estrato-
cumulos, gue penetra en el continente por algunos kildmetros con un

ciclo diario de avance v retroceso. Durante la noche, el brusco
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enfriamiento del aire sumado al efecto estabilizador de la
inversidén térmica, originan frecusntes neblinas o camanchacas, que
penetran en el continente hasta los 1000 metros de altura, ¥
producen un efecto caracteristico en las grandes guebradas v en las

pampas.

Lag temperaturas en el litoral v sus valles, presentan
una oscilacidén diaria gue no sobrepasa los 10 2C v las maximas rara
ver sobrepasan los 28 2C. Este régimen térmico mantiene libre de
heladas durante todo el ahoe a esta zona, favorecisndo la
agricultura local, cuyva produccidn horticola puede repetirse tres

o cuatro veces en el afio.

En las pampas, aumenta la osgscilacidn térmica, llegando a
maéximas superiores a los 30'C y minimas inferiores a 0'C. A
excepcidn de los Oasis, los cuales mantienen un régimen similar al
litoral. en las pampas se producen heladas constantes, las cuales
alcanzan singular intensidad en logs sectores ocupades por los
salares. El litoral v las pampas, presentan precipitaciones

inferiores a los 5 mm anualeg, conformando un desierto absoluto.

=}

stas escasas precipitacionss son erraticas, sin un patrdn de

distribucidn definido.

Fn la precordillera v altiplano, el clima se enfria
gradualmente hasta alcanzar temperaturas bajo cero a les 4.000

metros sobre el nivel del mar (msnm). En el régimen altiplanico,
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se mantienen las temnperaturas medias durante todo el afio por debaio

de log 6 'C, v hajo cero durante varios meses.

Las precipitaciones en la precordillera, van desde 10 mm
en €l limite con las Pampas hasta algo mas de 200 mm en el limite
con el Altiplano, mostrando una distribucidn de tipo trdpical,

preferentemente eh verano.

Este régimen permite en la preceordillera, s} crecimiento
ie vegetacion resistente a seguia, representada por asocliaciones de
cactécocmas gue evolucionan hacla una asociacidn tolar relativamente

densa,

En el Altiplano, las precipitaciones superan los 200 mm,

liegando a mds de 300 mm en las partes mas altas.

lLos sectores bajos de los valles reciben el agua gque
proviene de las zonas altas, donde las avenidas dejan una reserva

hidrica en el sueslo suficiente para 2 o mds afios.
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Iren-Corfo (1978), indica que en la actualidad el
aprovechamiento en actividades agricolas o pecuarias de log suelos

de la I Regicdn, estd constituido por superficiss peguefias vy



dispersas.

En 2l sector occidental de la Pampa del Tamarugal, donde
se ehcuentra Huara, existieron algunos lagos gue posteriormente se
transfermaron en salares, con predominio de materiales arcillesos
v limosos, estratificados v con una cubierta de sales de espesor
variable que va de unos centimetroz hasta un melro o més. Estas
sales generalmente son de sodio, calcio,magnesio y potasio,
delicuescentes, de mede gue da la impresidn gque estuvieran los

sualog humedos.

En la Pampa del Tamarugal, el panorama de los zuelos
muestra una craduacioén muy regular, en la gue las arenas y arenas
con gravas sSe presentan en una franija cerca del pié de los Andes,
variando c¢radualmente a través de la llanura a arenas finas,
arenas-limosas, franco-limosas, franco-arcillo-limosas, hasta
llegar a sualos arcillo-limosos. Estos Gltimos se han depositado
en "&reas lacustres", & pié de los flancos interiores de la

Cordillera de la Coszta,

La descripcidédn de los suelos se resume en el itrabajo de
Wrigh (1963), guien los califica dentro de la Serie Tamaruge. Esta
serie ocupa una franja alargada de suelos desarrollados en la Pampa
del Tamarugal, desde la guebrada de Tiliviche hasta llegar a un
sector cercanco a2 Pintados. Los suelos estédn formados por

sedimentos recientes alterados, primitivamente ocupados por los
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bosgues ablertos de Tamarugos con altitud entre los 1.000 a 1.200
msnm v relieve plano. Los perfiles del suelo son marcadamente

£

estratificados con horizontes alternados de limo vy arena.

El reconocimiento generalizado de los sueleos de la I
Regidn, ha sido realilzado por IREN (1978) a una escala 1:500.000,
con detalle cartogrédfico obtenido de la informacidn en terreno,
apovado en la interpretacidn fotografica de imagenes de satélite
ERTS ampliada a 1:500.000, en bandas 5 v 7 (onda visible e

infrarrojol.

Perfil del suelo, sector Arica:

00 - 20 em Gris claro {10 YR, 7-~2), con horizontes de arena vy
limos, no friable, estructura granular simple v fina.
Con material vegetal no degradado incluido en

horizontes limoc arcillosos.

20 - 70 em Gris claro (10 YR, 7-2) con arenas v horizontes de limo
v arcilla. Presenta material petrec de menor a mavor
tamaho a medida gque se profundiza, de formas

redondeadas por el transporte por agua.

70 - +4+ cm OGris arena htmedo {10 YR, 5-1), aprecidndose los

horizontes de piedras por tamafio, revelando distintos
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periddos de aluviones. Presenta inclusiones de limos
v arcillas entre los horizontes de arenas finas, ademds

se apreacian restos vegetales v animales sin degradar.

An&dlisis guimico de muestrag: meg/1
Muestra Ph K x 10-3 Na Ca Mg 504 Ci B
124 65.98 136 1.352 367 38 38 1.980 ~
23 7.04 118 1.1865 154 105 46 1.605 -
34 7.02 68 978 106 83 57 1.384 -
4h 6.86 105 1.054 69 123 483 1.345 -

La ciudad de Arica, asentada sobre el delta del Rio San
Jozé, presenta suslos dulces, debido a los continuos aluviones que
bajaron en tiempos pretéritos v dejaron sus huellas en las estratas
de piedras de gran tamafio mostrande horizontes de arenas, limos v

arcillas gue se repiten a medida que se profundiza en sl suelo.

11 REGION DE CHILE:

la II Regioén, Antofagasta, considerada exclusivamente
zona minera por las minas de cobre y de nitrato de potasio
{salitre), sustenta gran parte de la economia del pais, sus

condiciones edafoclimaticas son similares a la de la 1 Regidn



Gurovish (1990), indica gque la I1I Regiodn, Atacama, tiene
importancia agricola, debido a gue en ella se ubica el Valle del
Rio Copiapd. 8Su principal actividad agricola es el cultive de la
vid, con &1 obietivo de producir bésicamente para exportacidn en
estadeo fresco al mercado internacional. El desarrollo de sste
cultivo tuve lugar en forma muy intensa a partir de 1980, con la
introduccién del riego por goteo, que pernitid la plantacidn de
4.500 Has de parronales de vid de mesa, en susleos considerados
marginales por su pendiente, pedregosidad, escasa profundidad u
otras limitantes graves. Adicionalmente, casi la totalidad de los
suelos previamente cultivados en el valle con riego superficial,
también se han incorporadoc a la produccidn de uva de mesa bajo

riego por goteo.

El usc continuoc de esste método de riego en el wvalle, ha
originado como consscuencia una paulatina acumulacidén de =zales en
las entrelineas de plantacicdn, debida al contenido salinc del agua
de riego, al contenide previc de sales del perfil de suelo (en las
Areas recién incorporadas al cultivo), v a la alta
eavapotranspiracicén (con un maximo, para algunos sectores del valle,
de 950 mm), asociada a laminas de riego gue generalmente no han

considerado una fraccidén de lavado.

Las dreas afectadas por problemas de salinidad en el valle
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representan un &5 % de la superficie arabhle (5.155 has, de un total
de 7.931 Has arables). Sin embarge, la mayor parte de la
superficie agricela actualmente con problemas de zalinidad ze ubica
hacia el Nor-poniente de la ciudad de Copiapd, area limitada en su
produccidén de uva de mesa por las  condiciones climédticas

existentes, relacionadas con la cercania del mar.

A pesar de lo anterior, a una distancia de 20 Em de 1la
ciudad de Copiapd hacia la costa, existen alrededor de 1.500 Has
plantadas con parronales, gque estan seriamente afectadas por
preblemas de salinizacion del suelo, cuve efecto se ha visto
significativamete incrementado de afio en afio, como resultado del

uso continuo del riego por goteo.

En general, al término de la eastacidn preductiva, el
volumen de suelo ocupade por las raices inmediatamente bajo la
iinea de los goteros existentes, se encuentra en un nivel de
concentraciones de sales totales, v de losz elementos fitotdxicos
principales, inferior a los niveles criticos gue pueden egperarse
para la vid, sin embargo, en la entre linea de plantacidn se ha
producido una concentracion de gales totales y de elementos
fitotdxicos gue supsran varias veces el nivel soportable para un

alto rendimiento de esta especie.

Asimismo, hasta una distancia de 35 Em al Sur-Oriente de

la ciudad de Coplapd se esncuentran més de 1.800 Has de parrcnales,
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también afectadas en mayor o menor gradc por problemas similares,
el resto de la superficie plantada con esta especie frutal se ubica
hacia el interxiocr del valle del rio Copilapd, con una condiciédn
menos intensa de salinizacién, debido a gue la calidad del agua de
riego es superior, asi como por tratarse de plantaciones Jjovenes,
en suelos con menor contenido inicial de sales, antes de su

inceorporacidn al cultivo con riego por goteo,.

ANTECEDENTES ESPECIFICOS:

Los datos anteriores indican la necesidad de frenar la
degradacidn, por salinizacidén de los suelos, gque se estad
produciendo en la zona Norte de Chile como consecuencia de métodos
inadecuados de cultivo. Para evitar o al menos noderar los
procesos de salinizacion del suelo agricola, hay gue actuar
conjuntamente sobre la infraestructura (disponibilidad de agua,
sistemas de drenaije, v otros), métodos de cultivos (tipo, dosis v
frecuencia de riegos, labores, abonados, enmiendas organicas o
calizas, v otros) v también sobre las caracteristicas de las
plantas & cultivar, en esspecial en cuanto a su tolerancia a las

situaciones de estrés.

Los dos primeros apartados (actuaciones sobre la
infraestructura v métodos de cultivo) exigen, normalmente, grandes

obras de adaptacidn, a veces relativas a la ingenieria civil, con
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fuertes inversiones, lo gue, aungue necesario de considerar, se
aledja de las perspectivas de este trabajo. En consecusncia, aungue
se trate de un aspecto parcial del problema, el presente estudio
considera la caracterizacidn v obtencidn de material vegetal de vid
mejor adaptado a las condiciones de estrés (hidrico, salince) que

configuran 2] sistema edafoclimatico.

Tradicionalmente, la mejora genética de los vegetales se
ha logrado cambiando métodos de sgsleccidn clonal con otros de
cruzamientos v retrocruzamientos inter o intraespecificos. Aungue,
este binomio es responsable de la aparicién de los mumercsos
hibridos gque hoy se usan en la agricultura mundial, no estid carente
de limitaciones (falta de un nétcocdo de seleccidn eficiente,

frecuentemente en mutantes e incompatibilidad entre especies).

Los avances logrados Ultimante en los estudios szobre
biologia wmolecular y celular de plantas v en las técnicas de
ingenieria genética (cultivos in vitro, transferencias de genes, vy
otros), estan abriendo nuevas perspectivas a los procesos de mejora
genética aungue tanbieén con multiples dificultades. Existen

plantas como algunas solanaceas y cereales, en los que los métodos

modernos de ingenieria genética estéan tenlendo éxitos
sspectaculares. Por el contrario, cotras, como las lefiosas, se
muestran bastante reticentesz a los mismos, lo gue se debe

principalmente a gue no responden adecuadamente a las técnicas.
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Ants estas circunstancias, un provecto légico v
actualizado sobre mejora gendtica de plantas debe combinar las
ventajas gue ofrecen los procedimientos tradicicnales con las que
aportan laz nuevas tecnologias. Sobre esta base el obijetivo bdsico
v global del presentes trabajo es obtener v caracterizar plantas de
vid tolerantes a situaciones de estrés ambiental come son el exceso

de sales y la falta de agua.

Para ellos, se consideran los siguientes objetivos
parciales:
1.- Seleccldn v propagacidn del material de vid a emplear.
1.1.—- 8Seleccidn de portainjertos y variedades aceptadas cowmo

tolerantes v sensibles al estres hidrico v salino

tanto espafinles como chilenos.

1.2.~ Respuesta del material seleccionado a su propagacidn in
vitro e invernadero. Formaciodn de bancos de
germoplasma.
2.- Caracterizacidn del material de vid seleccionade por su

respuesta a las situaciones de estres consideradas.
2.1.~ Construcclidén de una escala de tolerancia a nivel de

invernadero.

o
[
i

Construccidn de una escala de tolerancia a nivel in

vitro.
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2.3.~ En funcién de log resultados anteriores, posibilidad de
afinar un procedimiento rédpido in vitro para medir la
tolerancia.
2.4.,- Definicidn de marcadores morifoldgicos y fisiolégicos
relacionables con la teolerancia.
2.5.~ Definiecidén de marcadores moleculares relacionables con

la tolerancia.

Mejora de las técnicas de cultivo in vitro de la vid e

incremento de la biodiversidad.

3.1.- Germinacioén de semillas v embriones in vitro

3.2.- Afinar un procedimiento de seleccidn in vitro de
material cigdtico tolerante.

3.3.- Regeneracidn de plantas de vid in vitro a partir de
explantes (disco foliar, peciolo v anteras),

susceptibles de ser transgenizado.
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MATERIALES Y HMETODOS:

Se utilizardn portainjertos v variedades aceptadas como

tolerantes v sensibles al estrés hidrico v salino tanto espaficles

gomo chilenos.

Material vegetal espaficl:

Se utilizarén los portainjertos espafioles ques presenten
tolerancia v sensibilidad a la sequia v/o salinidad para construir

una escala de tolerancia a estas condiciones de estrés.

Gilabert describe:

110 Hichter : (Berlandieri x Rupestris), =ze adapta bien a los
terrenos compactos v de subsuelc himedo. Toma bien el

injerto en el campo v comunica a las plas una buena
capacidad de fructificacién. Planta de excelente
porveniyr, salvoe 2n casos de muy alta dosis de caliza.

Presenta una buena resistencia a la sequia.

41 B : (Chasselas x Berlandieri), es una de las escasas
hibridaciones de vinifera gue han resultado resistentes a la
fildéxera. Considerado, c¢on justicia, como una de las

meijores plantas existentes en el mercado de portainijertos.
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Coupa el primer lugar por su corriente. Prsenta un
desarrollo lento en el primer afio. Favorece v adelanta la
maduracidn de los frutos. Muestra una mediana resistencia

a la sequia.

156 - 17 : {(Murviedro x Rupestris), presenta una mediana
rezistencia a la salinidad, puede adaptarse a terrencs

mas bien sueltos. Se le considera de segundo orden.

16149 : Presenta un grado bajo de tolerancia a la sequia v a la
cédliza. Es uno de los mejores portainjertos presentes en

a2l mercado espahocl.

Bupestris du Lot : Presenta un gran vigor, tolera la cdliza, vy
tiene raices profundas capaces de alcanzar
capas del terreno donde se acumula la humedad,

eg apropiada para climas de lluvias.
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Material vegetal chileno:

Se recolectarcn estacas de madera dura de vides adaptadas
a la Zona Norte, especificamente de la Ciudad de Arica, I Regidn
{zona considerada Desierto absocluto) dos clones de uva de mesa
provenientes de la zona Central. Estas fueron somatidas a
tratamiente de enraizamiento con auxina para ser colocadas en
macetas con turba bajo invernadero para su enraizamiento v
brotacidén. Una vez obtenido logs sarmientog, se cortaron las vemas
¥ bajo cédmara de flujo laminar se esterilizaron para sembrarlas en

tubos con medio nutritivoe.

Clen 1: Uva blanca de mesa llamada Cristal traida de la zona
Central de Chile, especificamente de Concepcidn., Presenta
una excelente adaptacidn a los suelos de Arica, mostrando

un gran vigor.

Clon 2: Uva negra de mesza, llamada Princesa, traida desde la zona
Central de Chile, especificamente de Los Angeles. También
presenta una excelente adaptacidn a los suslos de Arica,

¥ un grah vigor.
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Propagacicn in vitro:

a.- Tratamiento de esterilizacion:

Las vemas obtenidas de estacas de vid de campo =&
invernadero, se les somete a diferentes tiempos de exposicidn vy
concentraciones de etanol e hipoclorito sadico bajo camara de f£flujo

laminar.

b.- Medio nutritivo:

Se utilizard el medio nutritive de Troncoso v cols.
(1990), dosificadoe en tubos de vidrioc cerrados con tapdn de
propileno v sellados con papel parafilm para el crecimiento de
yemnas . También se utilizara el medio de cultivo de Nitsch vy
Nitsch (19569) para los ensavos de embriogénesis somatica en placas
petri desechables v en tubos de vidrio para cultivo de embriones
ademas para esate Ultimo ensavo también se evaluard el mediec de

Murashige v Skoog (1962).

Para losg ensayos de invernadero se utilizaran macetas con

turba v arena v reciplentes para cultivo hidropénico.



19

Todos los ensavos se realizardn en el Institute de

Recursos Naturales v Agrobioldgicos de Sevillia, bajo la direccidn
de los doctores Antonic Troncoso de Arce, José A. Pintor-Toro vy

José Antonio Godoy.

EHEAYOS:

.- Simulacidn in vitro de estrés hidrico:

Se utilizaran las 2 variedades c¢hilenas v 1los 5

portainjertos espafioles.

L.a simulacidén in vitro se llevarid a cabo por medic del
carbohidrato polietilen glicol (PEG) que presenta la facultad de
raetener el agua en el medio de cultivo. PEG se incluirda en el
medio de cultivo nutritiva en las siguientes concentraciones: 0,
1, 2, 3, 4, 5 mg/l, cuvos resultados nos darédn la primera curva de
tolerancia, para posteriormente afinar el rango de concentraciones

v definir &1 nivel preciso de tolerancia.

Se llevardn a cabo 3 repeticiones con 10 plantas cada
una, 1o gue da un factorial de: 7 x 6 % 3 x 10 = 1260 pléantulas.
7 : clones 3 : repeticiones

& : concentraciones 10: pléntulas
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Las evaluaciones gse llevardn a c¢abo, cada 15 dias
considerando el tamafio de la plantula, numero de brotes, hojas v

raices, color v aspeclto general de la pléantula.

Las plantulas gue mejor respondan al tratamiento se

repicaréan v/o se traspasaran a suelo.

2.~ Simulacidn in vitro de estrés salino:

Se utilizaran las 2 variedades chilenas v los 5

portainjertos espafoles.

La simulacidn in vitro se llevard a cabo por medio de
cloruro de sodio, siendo ésta la sal predominate de los suslos
nortinos chilenos. El c¢loruro de sodio se incluirid en el medio de
cultivo nutritivo en las siguientes concentraciones: 0, 1, 2, 3,
4, 5 mg/l, cuyos resultados nos dardn la primera curva de
tolerancia, para posteriormente afinar el rango de concentraciones
v definir el nivel preciso de tolerancia. Se toma como
concentracisn limite 5 mg/l por las conclusiones de log trabajos de

mandioca v olivo de Tronceso et al. (comunicaciodn personal).

Se haréan 3 repeticionss con 10 plantulas cada una, por

io tanto un factorial de: 7 x 3 x 6 x 10 = 1260 pléantulas.
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Las evaluaciones se llevaran a cabo cada 15 dias,
considerando el tamafio de la plantula, numero de brotes, hojas vy

raices, color vy aspecto general de la plantula.

Las pléantulas que mejor respondan al tratamiento se

replcaridn v/¢ se traspasaran a suelo.

3.- Simulacion de estrés salino in vivo:

Se utilizaran plantas procedentes de invernadero tanto de
las varliedades chilznas como de los portainjertos espafioles. Se
las someterd a tres diferentes concentraciones de cloruro de sodio

{0, 25, 50 nM) en medio hidropdnico.

El ensayvo constara del siguiente factorial: 7 x 3 % 10

210 plantas
7 : clones
3 : concentraciones de NaCl

10: plantas

Lbas evaluaciones se llevarin cada 15 dias, considerando

nimero 42 brotes, tamafio v aszpecto general de las planta.
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4.- Simulacidn de estres hidrico in vivo:

Se utilizaran plantas procedentes de invernadero de las
2 wvariledades c¢hilenas v los 5 portainijertcs esgspafioles. Se
colocardn en macetas con turba y arena sometiéndolas a 3 tipos de

riegos: 25, 100 v 400 ml de agua a la semana.

Por 1lo tanto este ensayo constara del siguiente

factorial: 7 x 3 =z 10 = 210 plantas

Las evaluaciones se llevardn a cabo cada 15 dias

considerando numerc de brotes, tamafic v aspecto general de la

planta.
5.- Germinacidén de semillas v de embriones in vitro:
2.~ Lsterilizacidn:

Se utilizarédn semillas de uva espaficla a las gue se les
someterd a diferentes tiempos de exposicidn y concentraciones de
etanol e hipoclorito =6dico para su esterilizacidn v posterior

germinacidn.
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h.—- Germinacian de semillas:

Para la germinacidén de semillas se utilizard por una
parte la germinacidn tradicional en placa petri con papsl filtro
humedecido, v por otra, la germinacidn in vitro utilizando tubos de

vidrio con medio nutritivo de Troncoso y cols. (1990).

Se utilizardn 2 variedades de uva espafiola, el ensayvo se

repetird 3 veces con 10 semillas cada uno, por lo tanto un

factorial de: 2 x 3 x 2 % 10 = 120 semillas

2 : variedades 2: placa y tubo

3 : repeticiones 10: semillas

¢,- FEvaluacién del medio de cultiveo nutritivo mas éptime para la

germinacidn de embriones in vitro:

Se wutilizardn 2 variedades de wuva espaficla con 3
diferentes medios de cultive nutritivo: Troncoso v cols. (19900,
¥itsch v Nitsch (1969) y Murashige vy Skoog {(1962). Se obtendran
los eambriones dezde las semillas con ayuda de un

estereomicroscopio,

Se haran 3 repeticiones con 10 embriones cada una, por lo
tanto un factorial de: 2 % 3 x 3 x 10 = 180 embriones
2 1 variedades 3 medios de cultivo

3 ! repeticiones 10 : embriones
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Cada 15 dias se evaluaréd; tamafio de la plantulsa, numero

de hodas v raices vy aspecto general de la pléantula.

d.- Evaluacidn de reguladores de crecimiento en la

germinacidén de embriones in vitro:

Stamp v Meredith (1988h) sugieren utilizar reguladores de
crecimiento para la germinacidén de embriones de vid in vitro, sin
embargo es sabido gue el efecte de los reguladores de crecimiento
no es favorable para la germinacidn de embriones. Por lo tanto se
evaluara el efecto del &cideo naftalenacético (ANA) en conjunto con

la belcil aminopurina (BAP), 2n las siguientes concentraciocnes.

ANA BAP (mg/1)
0,25 0,05

0,05 0,25

0,5 0,1

0 0

Se haréan 24 repeticiones c¢on cada combinacién, por 1o

tanto se utilizaran 98 embriones.

Cada 15 dias =e evaluard; tamafic de la pléntula, ntmero

de hojas v raices y aspecto general de la pléntula.
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Segin los resultados que arrojen estos ensayos, seran las

condiciones para los dos siguientes,

6.- Selegcidn in vitro de material cigético tolerante a salinidad:

Se utilizardn semillas de uva de dos variedades
espafiolas, a las que se les someterd a diferentes concentraciones

de cloruro de sodio (0, 1, 2, 3, 4 v 5 mg/l) en &l medio nutritivo.

Se harén 3 repeticiones con 10 semillas cada una, por lo

tanto un factorial de: 2 x 3 x 6 10 = 360 pepitas

”

Las evaluaciones se llevarédn a cabo cada 15 dias en
considerando el tamafio de la plantula, numerc de hojas y raices y

aspecto general de la plantula.

7.- Seleccidén in vitro de material cigdético tolerante a estrés

.. hidrico:
Se wutilizarin semillas de wuva de dos variedades
espaficlas, a las que se les sometera a diferentes concentraciones

de PEG (0, 1, 2, 3, 4 v 5 mg/l) =n el medio nutritivo.
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Se harédn 3 repeticiones con 10 pepitas cada una, por lo

tanto un factorial de: 2 x 3 x 6 x 10 = 360 pepitas

Las evaluacicnes se llevaran a cabo cada 15 dias
considerando el tamafio de la plantula, nimero de hojas v raices y

agspecto genaral de la plantula.

g, Embriogeénesis somatica:

a) Hojas:

La embriogenésis somatica estd supeditada al genotipo del
cultivar por ende se utilizaradn los cultivares Cabernet Sauvignon,
Chardonnay v Grenache, por ser sugeridos por Goebel-Tourand (1993)

v Stamp y Meredith {1988a}.

Log explantes seran discos de hojas y pecioclos,
procedentes de cultive in vitro. Las hojas que se utilizarin seran

las mds ddvenes no sobrepasando =1 centimetro de largo.

Se utilizara el medio de cultivo de Nitsch v Nitsch
(1969), s6lido, con 20 gr de sacarosa y un factorial de reguladores
de crecimiento de 2,4-D {2,4-Acido diclorofenoxvacético) 1 y 2
mg/l, con BA {(N-Bencil-9-(Z~tetraidroperanil)=-adenina) 1 y 2 mg/l

en placas petri. Se someterdn los cultivos a oscuridad por un mes
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a 25 ©C, para postericormente zer traspasados a lusz.

Se haran 3 repeticiones con 10 placas conteniendo cada
placa 3 explantes . Por lo tanto un factorial de: 3 x 3 % 10 = 3

= 210 explantes.

La primera evaluacidn se realizard en el momento de
traspasar a la luz, el pardmetro a medir es la presencla o auszencia

de callos, v el aspecto general de estos.

A los 45 dias de iniciado el cultivoe, se subcultivaran
los callos 2n medic de Nitsch y Nitsch con 0,2 mg/l de 2,4-D, por

un meag.,

Una vez evaluado, se subcultivaréan los callos en medio de
Nitsch v Nitsch sin reguladores de crecimiento para la induccioén de
embriones. Se evaluarid el numero de embriones en estos por

explante,

Después de un mes se volverd a subcultivar en el mismo
medic de cultivo,. Una vez desarrolladas 1las plantulas se

trapasarédn a suelo.
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b») Anterag:

Se utilizardan los cultivares Rupestris du Lot, Grenache
v Cabernet .Sauviqnon, suceridos por Martinelli et al (1993),
Altamura et al (1992), Faure et al (1991), Faure (1989), Stamp v
Meredith (1988a), Mauro et al (1986), Rajasekaran vy Mullins (1983

ab) v Srinivasan v Mullins (1980).

Se tomaran los brotes florales en 21 estado fenolé6gico
nre-agntesis, especificamente en el estade uninucleade de= la

microespora. Los brotes florales se someterian por 3-4 dias a 4 2C.

Se sembraran las anteras en medio de Nitsch v Nitsch

{1969) sdélido v en placa petri. El medioc estard suplementado con

0,22 mg/l de BAP (&6-~bencilaminopurina) v 1,1 mg/l de 2,4-D,

El cultivo se someterd a oscuridad hasta la aparicidn de
los primeros callos, gue esg aproximadamente un mes desde el inicio
del cultive. Se evaluard la presencia o ausencia de callos v el
aspecto general de estos. Después de este peridde el cultive se

traspasara a luz.

Los callos se subcultivardn en medio de Nitsch v Nitsch
corn 0,22 mg/l de BAP v 0,55 mg/l de 2,4-D. Se evaluzra el aspecto

ageneral de los callos.
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Para la inducciédn de embriones se subcultivardn los

callos en medio de Nitsch v Nitsch sin reguladores de crecimiento,.

Se evaluard el namero de embriones por explante.

Las plantas adultas se traspasarédn a suelo.

Se haran 3 repeticiones c¢on 10 placas

conteniendoe cada placa 5 anteras, por lo tanto el

constard de: 3 x 3 % 10 x 5 = 450 anteras

ESTADISTICA:

cada una

factorial

Se utilizaran las pruebas de Xz y test de Btudent.
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