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RESUMEN

Se estudié el desarrollo, crecimiento, grado de hidratacién, calidad y composicién
mineral de explantos del portainjerto de vid 161-49, cultivado in vitro sobre un medio
base con 104 mM de NO3, y adiciones respectivas de 5, 10, 15, 20 y 25 mM de dife-
rentes sales de N.

La baja disponibilidad de N (medio base y las adiciones de NaNO3) indujeron baja
formacién y crecimiento de brotes (mayor desarrollo relativo del callo) y baja acumu-
lacién de N en los tejidos.

Las adiciones de NH4NO; entre 10 y 20 mM aumentaron el nimero, crecimiento,
calidad y contenidos de N y de Fe de los brotes. Ulteriores aumentos de N en el medio
provocaron contenidos muy elevados de este elemento en los tejidos y la aparicién de
brotes de baja calidad (hojas grandes y anormales, tejidos de color oscuro y frigiles, y
brotes anormalmente ramificados). La adicién de 10 mM de N como (NH,4),SO4 pro-
dujo efectos parecidos aunque menores a los indicados para el NH,;NO; hasta 20 mM.
Aumentos de la concentracion de (NH4),SO,4 condujeron progresivamente a aumentar
la baja calidad de los brotes. El contenido de K de los explantos fue afectado negativa-
mente por el aumento de N-NH, en el substrato y por el incremento de N en los tejidos.

Adiciones de KNO; o de Ca(NO3), sobre el medio base enriquecido con 10 mM de
NH,4NO;, aumentaron la calidad de los brotes y la primera sal incrementé ademds el
nivel de K.

Todos los tratamientos aumentaron el grado de hidratacién de los tejidos, con mayor
efecto por parte del N-NH, sobre el N-NOj, aunque no se encontré relacién entre la
hidratacion y la calidad del brote.
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SUMMARY

INFLUENCE OF NITROGEN ON THE IN VITRO DEVELOPMENT
OF GRAPE-VINE ROOTSTOCK 161-49

The development, growth, hydration, quality and mineral composition of grape-vine
explants (161-49 rootstock) cultured in vitro on a basal medium with 10.4 mM of NO3,
and respective additions of 5, 10, 15, 20 and 25 mM of different N-salts, were studied.

Low N-availability (basal medium and NaNO; additions) induced low shoot forma-
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tion and growth (more relative growth of callus) and low N-accumulation in explant
tissues.

The addition of NH4NO; up to 10-20 mM increased the number, growth, quality,
and N and Fe levels of shoots. Further increase of N in the medium induced very high
contents of N and led to bad shoot quality (large and abnormally shaped leaves, dark
colour, fragile tissues and abnormally ramified shoots). Addition of (NH4),SO4 up
to 10 mM produced effects which were similar to, but lower than those of NH4NO;
up to 10-20 mM. Further increases of (NH4);80, led to progressively lower quality
shoots. The K content of explants was negatively affected by both NHg-salts in the subs-
trate and by the N level in tissues.

Additions of KNO; or Ca(NO3), on basal medium improved with 10 mM of NH4NO3,
increased the shoot quality and the former salt also increased the K-content.

All treatments increased the water content in tissues (hydration) with a larger effect
of N-NH, compared to N-NOj, but it was not possible to relate hydration and shoot

quality.

Key words: Grape-vine. In vitro culture. Nitrogen nutrition.

INTRODUCCION

Es bien conocido que las plantas
superiores toman el nitrégeno funda-
mentalmente bajo las formas de iones
NOj3 y NH} y que segiin dispongan
del anién o del catién se producen
respuestas diferentes. Este fendmeno
no es muy acusado en los cultivos
tradicionales en campo, ya que el
proceso de nitrificacién suele ser
muy rdapido y la planta dispone fun-
damentalmente de N-NO; (Troncoso
et al., 1987). Por el contrario, es bas-
tante acusado en los cultivos de tipo
hidropdnico y muy especialmente en
el cultivo in vitro. Asi, los efectos del
nitrato y del amonio en cultivos in
vitro han sido evaluados por numero-
sos investigadores, entre ellos Pierik
et al. (1979), Anderson (1984),
Driver y Kuniyuki (1984), Hutchin-
son (1984), Evers (1985), Loreti et

al. (1988) y Vieitez et al. (1989).
Probablemente debido a la utiliza-
cion de especies distintas, no se llega
a conclusiones homogéneas al com-
parar los resultados de los autores
indicados.

En trabajos previos Troncoso et
al. (1988, 1990) estudiaron la in-
fluencia de distintas concentraciones
de NH,4;NO; sobre el desarrollo in
vitro de diferentes portainjertos de
vid, indicando que el aumento de N
en el medio afecté al crecimiento,
calidad y composicion mineral del
explanto. Al objeto de conocer la
influencia especifica de cada i6n
sobre un Unico portainjerto (para
evitar diferencias debidas a la varie-
dad) se estudian en este trabajo con-
centraciones distintas de N-NO,,
N-NH, y combinaciones de ambos.

MATERIAL Y METODOS

Se cultivaron in vitro explantos
homogéneos de 10 mm de longitud

del portainjerto de vid 161-49, a
temperatura de 25 °C, 31.2 uEm™
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seg”! de intensidad luminosa y 16
horas de fotoperiodo. Aunque los
explantos utilizados provenian de un
primer subcultivo in vitro, los origi-
nales se tomaron de clones selectos
del portainjerto existentes en el

IRNAS, por lo que fueron previa-

mente esterilizados mediante inmer-

sién en etanol 70% (1 min) e hipo-
clorito sédico al 30% (v/v con 6% de
cloro) (10 min), después se enjuaga-
ron 4 veces con agua destilada este-
rilizada.

Se sometieron a los siguientes tra-
tamientos:

Experimento 1 (NH;NO;):

— Control con substrato basal (Tabla
1).

— Cinco concentracionesde NH;NO;
adicionando al control respectiva-
mente 5, 10, 15, 20 y 25 mM de
N de la sal.

Experimento 2 (NH4),S804):
— Control con subtrato basal (Tabla

1).

— Cinco concentraciones de (NHy),
SO, adicionando al control res-
pectivamente 5, 10, 15, 20 y 25
mM de N de la sal.
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Experimento 3 (NaNOj):
— Control con substrato basal (Tabla
1)

— Cinco concentraciones de NaNO;,
adicionando al control respectiva-
mente 5, 10, 15, 20 y 25 mM de
N de la sal.

Experimento 4 (KNO3):
— Control con substrato basal (Tabla
1)méas 10 mM de N como NH4NO .

— Cinco concentraciones de KNOj3
adicionando a este control respec-
tivamente 5, 10, 15, 20 y 25 mM
de N de la sal.

Experimento 5
— Control con substrato basal (Tabla
1) mas 10 mM de N como NH,NO;.

— Cinco concentraciones de
Ca(NO,), adicionando a este con-
trol respectivamente 5, 10, 15, 20
y 25 mM de N de la sal.

Se utilizaron 24 explantos (8 x 3
repeticiones) por cada tratamiento.

Después de 30 dias de cultivo se
determiné el peso fresco y seco, el
grado de hidratacion (peso fresco
menos peso seco/peso fresco x 100)

TABLA 1

Composicién del medio nutritivo basal (Troncoso et al., 1990).

KNO, 791 MnSO, .4H,0 50 Me-inositol 27.75
Ca(NO,), .4H,0 127 H3BO; 1000 Tiamina 296
KH,PO, 125 ZnSO4 .7H,0 300  6-BAP 4.43
MgSO, . 7H,0 1.50  Na,MoO,4.2H,0 10 IBA 0.48
FeSO, . 7H,0 009 CuSO, . 51,0 0.1  Sacarosa 30g L7}
Na, EDTA 0.10  CoCl, .611,0 0.1 Agar 6g L7!
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y la composicién mineral de los te-
jidos del explanto (Pinta et al., 1969;
1973), asi como el nimero y tamaio
(mayores y menores de 10 mm) de
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los brotes. Para definir la calidad de
los brotes se consideré el tamano y
forma de las hojas y el color y fragi-
lidad de los tejidos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia de los tratamientos sobre
la produccion de biomasa

En la figura 1A, se observa que el
aumento creciente de la concentra-
cién de NH,;NO; en el medio, pro-
dujo sélo un pequeio incremento del
peso de la biomasa total (callo+bro-
tes) (R = 0.988) que se debid a la
evolucién opuesta del peso fresco de
los brotes y del callo. Existié una re-
laciéon directa (R = 0.992) entre la
cantidad de NH;NO; y el peso de
los brotes, e inversa con el peso del
callo (R —0.958).

Con los tratamientos de (NH,),
SO, (Fig. 1B), la evolucién del peso
total, el de los brotes y el del callo
fue muy parecida a la indicada para
los tratamientos anteriores, salvo un
descenso de produccién para las con-
centraciones mas elevadas de la sal,
que se atribuybé a un efecto téxico
del exceso de (NH;),SO,.

Las aplicacionesde N como NaNO;,
(Fig. 1C) mostraron una influencia
muy moderada del N-NO; sobre la
produccién de biomasa, y en especial
un desarrollo muy pequeno de los
brotes, superados siempre por el peso
del callo respectivo.

Los tratamientos con KNO; ( Fig.
1D) y con Ca(NO,), (Fig. 1E) con-
firmaron el pequefio efecto de las in-
corporaciones de N-NOj, sin que se
pudiese observar una influencia clara
de las disponibilidades crecientes de
Ko de Ca. Con estos tratamientos, a

diferencia de lo indicado para los
de NaNOj, existié equivalencia entre
el peso de los brotes y del callo, es
decir, mejor6é el peso de los prime-
ros, lo que se asoci6é a la presencia
de NH,;NO; (10 mM de N) en el
medio base.

Influencia de los tratamientos sobre
el grado de hidratacion de los te-
jidos del brote

Como se indica en la figura 2, en
todas las pruebas se produjo un in-
cremento del grado de hidratacion
de los tejidos del brote al aumentar
la disponibilidad de N, aunque con
distinta intensidad segin la sal usa-
da. Los menores niveles se obtuvie-
ron con las adiciones de NaNO;
(ausencia de N-NH,;) (R = 0.939),
seguidos por los tratamientos con
una base de 10 mM de NH,;NO; y
aplicaciones crecientes de KNOj
(R =0.839) y Ca(NO3), (R=0.957)
y aumenté ligeramente la hidrata-
cion al emplear (NH,),SO0,
(¥ = 0.911). Los niveles mas eleva-
dos de agua en tejidos se alcanzaron
con los tratamientos con NH,NO;
sin que se pudiese relacionar la ma-
yor hidrataciéon con una peor calidad
del brote.

Inflencia de los tratamientos sobre
el numero vy calidad de los brotes
Como -se indica en la figura 3, el

tipo de sal y la concentracion de N
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FIGURA 1
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tuvieron una gran influencia sobre
el namero de brotes formados. El
menor nimero de brotes se obtuvo
con la aplicacion de NaNOj, que no
obstante mostré una incidencia posi-
tiva desde el control (medio base)
hasta la adiciéon de 15 mM de N, para
descender al utilizar la concentracion
mas alta de la sal. Esto Gltimo se re-
lacioné con una incidencia negativa
del exceso de Na.

Las adiciones al medio base de
hasta 10 mM de N como NH;NO;,
provocaron un aumento muy signifi-
cativo del numero de brotes, mien-
tras que concentraciones mas altas
no modificaron el nivel alcanzado.
Una evolucién similar presentd la
primera parte de la linea representa-
tiva de los tratamientos con
(NH,;),SO,, mientras que las con-
centraciones superiores a 10 mM de
N originaron un descenso progresive
del niimero de brotes, indicando un
efecto negativo del exceso de esta sal.

Los tratamientos con KNO; y
Ca(NOj;), sobre 10 mM de N como
NH,NOj,, dieron resultados muy si-
milares entre si, sin variaciones signi-
ficativas entre el control y las distin-
tas adiciones respectivas, y con un
nivel medio semejante al obtenido
con el tratamiento NH,NO; a par-
tir de 10 mM de N. Esto indic6 por
una parte un efecto practicamente
nulo de las adiciones suplementa-
rias de NO;, K y Ca 'y una confir-
maciéon de la accién positiva del
NH,;NO; a 10 mM de N.

El control de la calidad de los
brotes se determiné en funcion del
nimero de ellos con longitud supe-
rior a 10 mm (a los 30 dias desde
la implantaciéon) y con la aparicion
de sintomas visibles que denotaban
una situacion de estrés. De acuerdo
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con los resultados de la figura 4 los
diferentes tratamientos ofrecieron
respuestas coincidentes con las indi-
cadas antes para el nimero total de
brotes, es decir incrementos provo-
cados por las aplicaciones de N-NH,
pero con efectos negativos por el
exceso de (NH,;),SO,4, y poca in-
fluencia de la disponibilidad de
N-NO;. En cuanto a los sintomas
visuales se pudieron definir los si-
guientes grupos de brotes:

— Muy débiles, con pequeho creci-
miento y cloréticos. Se observa-
ron en los cultivos con el medio
base (Tabla 1) y con las aplicacio-
nes de NaNO; a concentraciones
bajas.

— Brotes parecidos a los anteriores,
aunque con mayor desarrollo, y
con proporcion alta de necrosis
apical. Se produjeron al aplicar
las concentraciones mas elevadas
de NaNOj,.

— Brotes de color verde muy oscuro,
con hojas grandes, gruesas, defor-
mes y quebradizas. Tallos tam-
bién quebradizos con ramificacio-
nes dicotomas y brotaciones mul-
tiples. Aparecieron con la concen-
tracion de 25 mM de N del trata-
miento NH,;NO; y especialmente,
y de forma progresiva, con las adi-
ciones superiores a 10 mM de N de
(NH,),S0O,. Estos sintomas coin-
cidieron con los descritos como
vitrificacién por Debergh, 1983 y
Ballester et al., 1990.

— Brotes con buen crecimiento, co-
lor verde esmeralda, y hojas y ra-
mificaciones normales. Se obtuvie-
ron con los tratamientos de
NH;4;NO; entre 10 y 20 mM de N
y mds con lasaplicaciones de KNO;
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y Ca(NOj3), sobre medio base con
10 mM como NH4NO;.

Influencia de los tratamientos de N
sobre la composicion mineral de
los tejidos del explanto

Las diferentes sales de N utilizadas
y sus concentraciones respectivas, tu-
vieron una gran influencia sobre la
composicion mineral del explanto
(Tabla 2). En conjunto, se pudieron
destacar dos efectos principales:

— Existencia de una relacién directa
entre el i6n afiadido al medio y su
nivel en el tejido. Asi, para el caso
del N, los coeficientes de correla-

cion fueron: R = 0.988 pai‘a
NH,NO;; R = 0954 para
(NH4),80,; R = 0.911 para

NaNO;; R = 0.977 para KNO,
sobre 10 mM de N como NH,;NO;
y R = 0.970 para Ca(NOj), sobre
10 mM de N como NH;NO;. El
tratamiento NaNOj originé tam-
bién una relacién directa con el
Na en el tejido con R = 0.976, y
las aplicaciones de KNO; vy
Ca(NO;), provocaron aumentos
progresivos respectivamente de K
(R =0.933) y Ca (R = 0.939).

— Influencia del i6n anadido al me-
dio y como consecuencia incremen-
tado en los tejidos, sobre el conte-
nido de otros iones. En este senti-
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do se pudo destacar la accion in-
versa del N-NH, sobre el nivel de
K (R = —0.941 para NH;NO; y
R = —0.873 para (NH,4),S0, yen
menor grado sobre el de Mg
(R = —0.942 y R = —0.866 res-
pectivamente) y el efecto positivo
de aquel i6n sobre la acumulacion
de Fe (R = 0.946 y R = 0.990).
Se observé, ademas, un contenido
medio muy elevado de K en todas
las aplicaciones de NaNOj; al que
no se le encontré explicacion.

Aunque como se ha indicado to-
dos los tratamientos de N in¢remen-
taron el nivel de este elemento en el
explanto, estos aumentos no fueron
iguales con todas las sales usadas. El
mayor incremento se produjo con las
adiciones combinadas de las dos for-
mas de N (NH4;NO3) lo que concor-
d6 con lo indicado por Hagin et al.
(1990), seguido por el provocado
por el N-NH, solo, mientras que las
acumulaciones mas pequenas se de-
bieron a los tratamientos con N-NO; .
La baja accion del nitrégeno nitrico,
que reflejo lo indicado antes para la
produccién de brotes, se relaciond
con la asimilacion de esta forma de
nitrégeno, muy controlada por su
proceso de reduccién necesario para
entrar en la ruta metabdlica (Stewart
y Rhodes, 1977).

CONCLUSIONES

El cultivo in vitro de explantos del
portainjerto de vid 161-49 sobre un
medio base con baja disponibilidad
de N (sin N-NH,) y con 10.4 mM de
N-NH;) determiné una baja produc-
cién de biomasa, escasa formacion,

crecimiento y calidad de brotes y un
nivel bajo de N en los tejidos.
Adiciones a este medio de NH,NO,
a concentraciones entre 10 y 20 mM
de N mejoraron significativamente el
namero, crecimiento y calidad de los
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TABLA 2
Influencia de los tratamientos de N sobre la composicion mineral del explanto.
Tratamiento Elemento, % m. s. Elemento, mg kg~!
y 10 mM de
N afiadido do N P K Ca Mg Na Fe Mn Cu Zn
NH4NO; 0 15 022 27 06 029 0.15 189 22 14 132
5 29 039 30 05 028 012 271 16 25 143
10 38 043 25 05 024 0.15 375 20 27 159
15 46 043 21 06 0.19 0.14 414 20 37 147
20 5.1 041 16 04 0.18 013 399 18 34 129
25 60 041 14 04 014 0.10 478 21 27 127
(NH4),80,4 0 15 022 27 06 029 0.15 18 22 14 138
5 29 033 33 04 019 019 241 16 17 141
10 29 036 22 03 0.16 020 365 17 20 155
15 38 039 16 03 0.12 021 478 14 29 163
20 41 041 16 03 0.12 0.12 553 14 25 178
25 44 041 14 03 0.12 015 661 16 22 168
NaNO;, 0 15 022 27 06 029 015 189 22 14 138
5 24 039 47 06 047 054 146 20 15 121
10 26 038 48 08 053 085 157 21 18 156
15 29 032 41 07 044 119 126 17 17 104
20 30 030 41 07 047 132 158 21 17 101
25 3.1 033 43 07 049 143 156 21 19 100
KNO; 0 30 030 19 04 021 018 286 12 15 158
(10mMNH4,NO;) S5 32 031 23 04 020 021 267 14 16 143
10 32 028 25 04 020 020 233 14 12 119
15 35 028 3.1 04 021 020 228 14 13 130
20 36 025 34 04 020 020 218 14 11 116
25 37 025 39 04 020 021 205 14 15 104
Ca (NO3), 0 35 031 19 04 019 019 277 17 20 175
(I0OmMMNNHNO3) 5 36 031 23 04 019 0.5 2069 13 13 180
10 36 031 25 05 022 018 297 14 12 189
15 3.7 030 24 06 020 0.15 284 14 12 158
20 3.8 029 23 08 025 016 241 14 11 143
25 38 026 23 1.1 024 0.16 287 12 12 133

brotes, asi como los contenidos de N
v de Fe en los tejidos, aunque dismi-
nuyeron progresivamente los niveles
de K. Concentraciones mas altas de
N en el medio, aunque no modifica-

ron el namero y longitud de los
brotes comenzaron a deteriorar la
calidad de los mismos (color muy
oscuro, hojas malformadas y fragi-
les, ramificaciones anormales, etc.).
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La adicion al medio base de 10
mM de N como (NH,), SO, tuvo un
efecto semejante, aunque menos
intenso, que el indicado para el
NH4NO; hasta 20 mM de N. Con-
centraciones mas altas disminuye-
ron progresivamente el niimero, cre-
cimiento y calidad de los brotes.

La aplicacién al medio base de
concentraciones crecientes de N (5 a
25 mM) como NaNO,; se mostrd
poco efectiva (escaso aumento en el
nimero y crecimiento de brotes y
baja acumulacién de N en tejidos)
accionando principalmente sobre un
mayor desarrollo relativo del callo
y en una fuerte acumulacion de Na
en los tejidos. 4

Adiciones al medio base con 10
mM de N como NH,NO; (que se
habia demostrado como dotacién

SUELO Y PLANTA

suficiente de N-NH,) de concentra-
ciones crecientes de KNO; o de
Ca(NO;),, aumentaron respectiva-
mente los contenidos de K (evitando
el efecto antagénico del N-NH, so-
bre este elemento) y de Ca. Aunque
estos tratamientos adicionales no
mostraron una influencia significa-
tiva sobre el nimero de brotes for-
mados s ayudaron a mejorar la cali-
dad de los mismos,

Todos los tratamientos incremen-
taron el grado de hidratacién de los
tejidos: Con mayor intensidad el de
NH,NO;, seguido por el de
(NH,),SO,4 y con el menor nivel el
de NaNO;. No se encontré una re-
lacién clara entre el grado de hidra-
tacién de los tejidos y la calidad
del brote.
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