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Resumen

Estudios previos realizados en campo y laboratorio permitieron comprobar
la existencia de diferentes grados de susceptibilidad a Mildiu entre diferentes clones
del cv. Albarifio (Vitis vinifera L.). Segun diversos autores, las causas de esta
variabilidad en la susceptibilidad a P. viticola pueden ser multiples, citando entre
ellas la diferencia en la estructura de los distintos tgjidos y células que componen €
mestfilo dela hoja.

Con este objetivo se estudiaron las caracter isticas histol6gicas del mesdfilo de
la hoja adulta pertenecientes a 11 clones de Albarifio de la parcela experimental de
la Mision Biologica de Galicia (CSIC-Pontevedra). Los resultados obtenidos
muestran que € clon que presenté el parénquima lagunar mas estrecho, se
correspondia con € que presentaba la menor susceptibilidad a Mildiu.

INTRODUCCION

El Albarifio (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivares de vid con mayor
importancia econémica en Galicia (Noroeste de Espafia) y destaca por su alto grado de
adaptacion a las condiciones edafoclimaticas de esta region. Las abundantes
precipitaciones y temperaturas suaves de esta region, favorecen que todos los afios se
produzcan ataques de Mildiu (Plasmopara viticola). Debido a ello, los tratamientos
fitosanitarios tienen que aplicarse varias veces al afio, lo que incrementa
considerablemente los costes de produccion y disminuye los beneficios de los
productores.

Desde el ano 1987, en la Misioén Biologica de Galicia (CSIC), se llevan a cabo
estudios sobre la variabilidad intravarictal en Albarino (Martinez et al., 2005),
relacionados con diferentes aspectos ampelograficos, agrondmicos, moleculares
(Loureiro, 1999; Boso et al., 2004a, 2005a, 2007) y de susceptibilidad natural a
enfermedades criptogamicas, particularmente a Mildiu (Boso et al., 2004b, 2005b, 2006;
Boso and Kassemeyer, 2008).

Las hojas de la vid son diferentes no solamente entre las distintas especies, sino
también entre las diferentes variedades de una misma especie. En cuanto a los estudios de
las caracteristicas de los tejidos y las células que conforman el mesofilo de la hoja de la
vid, aunque no son muy abundantes, hay algunos estudios realizados sobre distintas
especies de Vitis, en los que también se incluye alguna vinifera (Bernard, 1978; Palliotti
et al., 2000; Ben Salem-Fnayou et al., 2005; Codreanu, 2006). Sin embargo, con respecto
a la variedad Albarifo, en la bibliografia consultada no se ha encontrado ningun estudio
anterior sobre las caracteristicas histoldgicas de sus hojas.
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Plasmopara viticola, el agente causante del Mildiu en las Vitaceas, es uno de los
patogenos de mayor importancia en la viticultura europea. Ya desde mediados del siglo
XX, se iniciaron los primeros estudios dirigidos a comprobar si entre las distintas
variedades de Vitis vinifera L. habia diferencias en cuanto su nivel de resistencia o
susceptibilidad a Mildiu (Boubals, 1959; Galet, 1977; Li, 1993; Staudt and Kassemeyer,
1995; Staudt, 1997). Segun algunos autores (Ribéreau-Gayon y Peynaud, 1982;
Kortekamp and Zyprian, 2003), la velocidad de extension del micelio en el interior de la
planta, parece que depende del grado de susceptibilidad del huésped y del tipo de tejido
en el que se produce la infeccion (mas rapido en tejidos jovenes, mas lento en tejidos
lignificados), etc.

El objetivo del presente trabajo es comprobar si entre los 11 clones de Albarifio
(Vitis vinifera L.) objeto de estudio, existen diferencias claras y objetivas a nivel
histologico en hojas adultas, y si éstas se pueden relacionar con los distintos grados de
susceptibilidad al patdégeno, observados en estudios previos realizados sobre los mismos
clones.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

Se estudiaron 11 clones pertenecientes a la variedad Albarino (Vitis vinifera L.),
denominados: CSIC-1, CSIC-2, CSIC-3, CSIC-4, CSIC-5, CSIC-6, CSIC-7, CSIC-8,
CSIC-9, CSIC-10 y CSIC-11. Todos ellos se encuentran plantados en la finca
experimental situada en la Mision Bioldgica de Galicia (CSIC) en Pontevedra, Espana
(42° 25" N, 8° 38" W), y proceden de cepas madre centenarias situadas en diferentes
puntos geograficos de Galicia (Martinez et al., 2005). La temperatura media en la parcela
experimental es de 14,2 °C y la precipitacion media de 1650 mm, con fuerte variacion
anual.

El sistema de conduccion es en espaldera, con poda Sylvoz y los tratamientos
fitosanitarios y manejo de cultivo fueron idénticos para todas las plantas.

Se seleccionaron 5 cepas por clon y se cogid una hoja de cada una de ellas durante
dos afios de estudio (2005 y 2007), entre el cuajado y el envero (julio). Cada hoja se
recogio del 8° nudo, contando desde la base, de un pampano fértil que salia de la madera
del afio.

Técnicas de microscopia

Cada afo de estudio, en cada una de las cinco hojas por clon, se corté una muestra
en la zona del limbo préxima al seno peciolar, comprendida entre el nervio central y el
primer nervio lateral derecho. Cada una de las muestras vegetales se fijo inmediatamente
con F.A.A. (Formaldehido: Acido acético glacial: Alcohol etilico 50°), se deshidraté y se
incluyd en parafina Paraplast Plus (Jensen, 1962; D’Ambrogio de Argiieso, 1986).
Posteriomente se cortaron secciones transversales de 10 um de grosor, con un microtomo
de rotacién manual (Leica RM 2235) y se tifieron con azul de toluidina (Sakai, 1973).

Las preparaciones se observaron a través de un microscopio Optico (Nikon
Eclipse E200) y se obtuvieron imagenes con el software NIS-Elements Basic Research v.
2.34 (Nikon Instruments Inc., Melville, U.S.A.). En cada una de las imagenes se dibujo
un rectangulo de 120 um de ancho y altura variable, en funcion del grosor de la hoja,
dentro del cual se midi6 el area de cada una de las siguientes capas de tejido:
Cuticula+Epidermis superior, Parénquima en empalizada, Parénquima lagunar y
Cuticula+Epidermis inferior.
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Andlisis estadisticos
Cada uno de los parametros evaluados, se sometio a un andlisis de varianza
(ANOVA), para comprobar si habia diferencias significativas entre unos clones y otros, y
se realizo la prueba de la Minima Diferencia Significativa (MDS) protegida de Fisher,
para determinar que clones presentaban la mayor o menor area de cada capa de tejido.
Todos los analisis se realizaron con el paquete estadistico SAS System v 9.1 (SAS
Institute Inc., Cary, U.S.A.).

RESULTADOS

De la observacion cualitativa de los cortes realizados en los distintos clones, la
variedad Albarifio se caracterizo por presentar una epidermis adaxial uniestratificada, con
células que en seccion transversal tienen forma redondeada-alargada, con paredes
delgadas y cuticula ligeramente engrosada. El parénquima en empalizada esta constituido
por células alargadas y compactas, con una gran cantidad de pigmentos en su interior. En
algunos casos, estas células presentaban un tabique transversal hacia su tercio inferior. En
algunos clones también se observo la presencia de cristales de oxalato calcico. El
parénquima lagunar es estrecho, con 4-5 capas de células poligonales y con numerosos
huecos. En algunos casos se observo la existencia, en posicion intermedia, de una serie de
células dispuestas en horizontal. En cuanto a la epidermis abaxial, las células se ven
pequeiias, similares a las de la cara adaxial y cubiertas por una capa de cuticula, algo mas
fina que la cuticula superior.

En cuanto a los analisis cuantitativos, no hubo interaccion clon X afio para ninguno
de los parametros evaluados y unicamente se observaron diferencias significativas entre
los clones, con una probabilidad del 95 %, en el caso del parénquima lagunar (Tabla 1).
Los clones que presentaron el area del parénquima lagunar significativamente mayor
fueron CSIC-4 y CSIC-1, mientras que los clones CSIC-3, CSIC-10, CSIC-9, CSIC-6,
CSIC-11, CSIC-7 y CSIC-8, presentaron la menor area, siendo CSIC-3 el que present6 la
menor area de todos (Tabla 2).

DISCUSION

Estudios previos sobre la susceptibilidad de estos clones a Plasmopara viticola,
mostraron por un lado que el Albarifio era una de las viniferas mas susceptibles a Mildiu,
en comparacion con un grupo de variedades de vid europeas ampliamente utilizadas
(Boso y Kassemeyer, 2008). Ademas dentro de la variedad Albarifio, se observd que unos
clones eran mas sensibles que otros (Boso et al., 2004b, 2005b; 2006). Aunque algunos
autores habian observado diferencias entre vitaceas de distintas especies (Denzer €t al.,
1995a, 1995b; Staudt and Kassemeyer, 1995; Spring et al., 1998), e incluso entre
variedades de la especie Vitisvinifera L. (Gindro et al., 2003, 2006), nunca hasta entonces
se habia demostrado la existencia de diferentes grados de susceptibilidad a Mildiu entre
clones de una misma variedad.

Diferentes autores achacan la variabilidad observada entre distintas vitaceas, con
relacion a la susceptibilidad a enfermedades producidas por hongos, a diferentes causas.
En la segunda mitad del siglo XX, se buscaba la causa de este comportamiento, en
aspectos anatomicos o histologicos (Nysterakis, 1943, citado en Ribéreau-Gayon y
Peynaud, 1982; Manzoni, 1954; Bernard, 1978). Sin embargo, las técnicas de analisis
bioquimico-moleculares emergentes en los ultimos afos del siglo XX, hicieron que
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practicamente se abandonasen este tipo de estudios. A partir de esa época se empezaron
entonces a buscar las causas en aspectos relacionados con la gendmica, protedmica, etc.

Quizas las diferencias observadas tanto entre distintas variedades de vinifera como
entre los clones de Albarifio, puedan ser debidas a caracteristicas intrinsecas de estas
plantas, como la longitud de los entrenudos de los pampanos (Palliotti et al., 2000), la
presencia o ausencia de determinados tipos de pelos en las hojas (Kortekamp and
Zyprian, 1999; Kortekamp, 2003), el nimero de estomas (Allegre et al., 2006), las
caracteristicas de los diferentes tejidos que conforman el limbo de la hoja, etc., en el caso
del Mildiu en hoja, o a aspectos como la densidad del racimo, tamafio del raspon, etc.,
para Mildiu en racimo. Sin embargo, se comprobd en estudios previos (Martinez et al.,
2005), que los 11 clones tenian la misma densidad de pelos tumbados y erguidos tanto por
el haz como por el envés de las hojas. También se comprobd que no existia relacion entre
la densidad de pelos y el mayor o menor grado de susceptibilidad a Mildiu (Boso €t al.,
2006).

Algunos autores (Nysterakis, 1943, citado en Ribéreau-Gayon y Peynaud, 1982),
apuntan a que entre las hojas de las distintas variedades de V. vinifera hay diferencias en
cuanto a su grosor y que su estructura anatdmica influye considerablemente en el
desarrollo del hongo dentro del mesoéfilo, ya que puede llegar a constituir una especie de
barrera de contencién dificil de franquear para el hongo. El desarrollo del hongo puede
verse limitado si las células estan dispuestas de una forma muy compacta, debido a que
quedan muy pocos espacios intercelulares y al hongo le cuesta introducirse y desarrollar
haustorios. En nuestro caso, el clon CSIC-3 fue el que presentd el parénquima lagunar
mas estrecho, siendo a la vez uno de los mas resistentes a Mildiu (Boso €t al., 2006), lo
que parece corroborar la hipotesis planteada.
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Tabla 1. Cuadrados medios del anélisis de varianza realizado para el area de cada una
de las capas de tejido evaluado en hoja en los 11 clones.

< FUENTESDE VARIACION
PARAMETROS Clon Afo CxA Error
1
. gl 10 1 10 86
+

Cut+EpiSup CM.? 93519 NS® 1623809 **** 66647 NS 112105
Empalizada &V 10 1 10 86
P C.M. 3888447 NS 12461849 * 2016597 NS 1551466
L agunar gl 10 1 10 86
9 C.M. 8549334 * 33619798 ** 2296422 NS 3618363
Cut+Epilnt gl 10 1 10 86

C.M. 78593 NS 6271227 *** 90436 NS 71902

'Grados de libertad; *Cuadrados medios; *No significativo; 4*, ** O¥E* pivel de
significacion del 0,05; 0,01 y del 0,001 respectivamente; *Interaccion clon x afio.

Tabla 2. Valores medios y Minima Diferencia Significativa (MDS)
para el area del parénquima lagunar en los diferentes clones.

CLONES Area del Parénquima Lagunar (um?)
csSiC-1 12708,5 AB'
CSIC-2 12365,6 ABC
CSIC-3 11262,9 D
CcsiCc-4 13081,6 A
CSIC-5 11918,8 BCD
CSIC-6 11661,4 BCD
CSIC-7 11408,5 CD
CSIC-8 11642,0 BCD
CSIC-9 11614,9 CD
CSIC-10 11818,1 BCD
CSIC-11 11412,0 CD
MDS (0,05) 1081,3

'Las medias seguidas por la misma letra, para cada columna y cada
caracter, no difieren significativamente.
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