24y 25 - SETIEMBRE 2015

Resultados de Investlga

ICULT

GENETICA'
SANIDAD'

“‘dlonﬂlv‘ 1

Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria
UUUUUUU



Resultados de Investigacion en

9% CITRICULTURA

BIOTECNOLOGIA APLICADA AL DESARROLLO DE
NUEVAS VARIEDADES

1. Manipulacidn de la ploidia para obtencion de mandarinas sin semilla

2. Marcadores moleculares para caracterizacion de variedades y portainjertos

Laboratorio de Biotecnologia
INIA Salto Grande

INIA Las Brujas

LEDP Facultad de Agronomia
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MANIPULACION DE LA PLOIDIA PARA LA OBTENCION DE
MANDARINAS SIN SEMILLA

1. Obtencidn de triploides por rescate de embriones

2. Obtencidn de parentales tetraploides
a. Espontaneos (duplicacion somatica)
b. Fusion de protoplastos (hibridacion somatica)
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1. Obtencidn de triploides por rescate de embriones

Recoleccidn y desinfeccidn de semillas vanas

Siembra del embrién en medio de cultivo (MS + Giberelina + Adenina)

embrion

Desarrollo de plantas = citometria de flujo: seleccion de individuos tripliodes

Sobreinjerto

®
o
n
x
w
<
X
*
x

0 200 400 600 800 1000
Relative fluorescence




Resultados de Investigacion en

CITRICULTURA

Triploides obtenidos por rescate de embriones (INIA-LB e INIA-SG)

Marisol 25
Clemenules
Tomatera

Clemenpons
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personal calificado

A30 )
insume muchas horas

B25

Carte Noir X Sunburst Poco eficiente: menor a 10%

Ana Claudia X Limon Fino
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ESCARIFICACION QUIMICA DE O i
SEMILLAS DE P. trifoliata.

R. Gragso, M. Glambiasi, F. Malaquina, F. Rivas. ' a h
. . Programa Nacional de Investigacién en Produccién Citricola. ____:___"_
Semillas vanas sin INIA Saito rands FRey
— escarificar |uego de % de germinacion evaluado en medio de cultivo La cobertura de la semilla (testa) actia como barrera fisica que retarda su
wr‘;rr;mﬁ& La elinimgialé c:;- la misma previo a:alla :aiemnl:mauai au::elaral o agl'
1 H uniformiza la @mergencia de los plantines y por tanto acelera ymejorala
30 dias en cultivo 90 del almécigo, El siguiente protacolo pemmite, de modo préctico, remover la testa
30 mediante un proceso de escarificacion quimica.
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e /( —+=Rescate de embriones
° 20 / PROTOCOLO DE ESCARIFICACION:
/ 1. Pesar 1 kg de semillas y cubridas con agua durante toda la noche (12 h).
10 2. Descartar el agua y agregar una solucidn de cal apagada [CalOH), ; 10g/L] hasta
. 3 cubrir las semilias. Agitar durante 10min.
Seml||aS vanas 0 -M : 3. Vener el contenidoen uncolador y enjuagar conabundanite agua cormiente (3 rmin).
ificad | 5 10 15 20 25 30 * rwu:dasucln m&mamwuhm;w yoskde
escariticadas luego Dias 5. AusereipHaii-12conla sluckin desodachustca (10gL).
s H 6.1 Colocar en bafio Maria a 3540%C hasta remueva la testa 2% h).
de 30 dias en cultivo wﬂwgﬁméﬂu v g sk s s ot
AMmanos -

62 Es posible evitr el bafio Marh, dejands la semilla en la misma solucidn de
hipodlorito durarte toda la noche (12 h).

7. Luego, verer al contenido en uncoladar y enjuagar (5 min) con agua cormente.

8. Colocar las semillassobre un pafio y frotarlas para desprender la testa.

9. Sambrar o antespositie.
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2. Obtencion de parentales tetraploides

Diploide (2n=2X) Tetraploide (2n=4X)

!
1o

2 vias de obtencién:

Objetivo: realizar cruzamientos de tetraploides con diploides

L gametos
Triploide (3X)

3 z * Espontaneos
z z 8 Fecundacidn 8 * Fusion de protoplastos
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Tetraploides espontaneos: duplicacion somatica

Seleccidn de parentales
(con semilla poliembridnica)

Siembra de semillas

Feak inom Moce Mear Awa Aee OV
1180 B Ea 1 el g

Variedad Plantines 4x Variedad Plantines 4x

B49 8 Murcott 10 Seleccidn de tetraploides para
B475 4 Afourer 4 cruzamientos

B47 4 Montenegrina 5 ol 1 I
B30 6 Fremont 10 ‘ ‘/
F3P9 1 Carvalais 7 Al
F12P3 1 Page 3 By s 8
A218 3 Satsuma 4 4

A201 5

A30 1

M9 2 Total: 78 tetraploides espontaneos
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0) Obtencidén de callos embriogénicos

1) Obtencién de protoplastos

Callos Genotipos de hoja
embriogénicos (hibridos nacionales)

M9 M19
Murcott F3P8, F2P3, F6P8, FAP8
Afourer A218

A30 B30

Page

Valencia
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Fusion de protoplastos: hibridacion somatica

0) Obtencidén de callos embriogénicos

1) Obtencién de protoplastos

2) Fusion de protoplastos

Murcott X F6P8
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Desarrollo de la herramienta

Aplicaciones alternativas

@

ées realmente tetraploide?

éproviene de la fusion de 2
células de variedades
diferentes o de la misma
variedad?

Caracterizacidon con Marcadores Moleculares <



