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RESUMEN

Vitis vinifera L. “vid” representa uno de los cultivos de importancia agro- econémica en nuestra region, lo
cual hace necesario mejorar e introducir nuevas variedades que permitan resistencia a factores biéticos y
abidticos principalmente. Una alternativa es la propagacion in vitro que permite obtener numerosas plantulas
con las mismas caracteristicas, pero primero debemos establecer un protocolo de cultivo in vitro. Para ello
nos planteamos evaluar el tiempo que debe ser expuesto el explante in vitro a los reguladores del crecimiento.
Se utilizaron segmentos nodales de la variedad “borgofia” y el medio de cultivo fue el de Murashige & Skoog,
a la mitad de su concentracién, sacarosa (3%) y fitagel (0,3%) al cual se suplementé 6-bencilaminopurina
(BAP) y &cido naftalenacetico (ANA), en diferentes concentraciones, Los explantes fueron expuestos por 1,2
y 30 dias y se evalué el nimero de raices y nudos por explante. Los resultados muestran que la combinacion
2,68 uM ANA y 1,87 uM BAP y el explante expuesto por 1 dia permiten un mejor desarrollo de las raices y
nudos. Se concluye que es suficiente exponer por un dia el explante para que haga efecto el regulador del
crecimiento y promueva el desarrollo de la planta in vitro.

Palabras claves: vid, Vitis, propagacion in vitro, regulador del crecimiento.
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ABSTRACT

Vitis vinifera L. “grapevine” represents one of the crops of agro-economic importance in our region, which
makes it necessary to improve and introduce new varieties that allow resistance to mainly biotic and abiotic
factors. An alternative is in vitro propagation, which allows obtaining numerous seedlings with the same
characteristics, but first we must establish an in vitro culture protocol. To do this, we consider evaluating the
time that the explant in vitro should be exposed to growth regulators. Nodal segments of the “borgofia” variety
were used and the culture medium was Murashige & Skoog, at half its concentration, sucrose (3%) and
phytagel (0.3%) to which 6-benzylaminopurine was supplemented (BAP) and naphthaleneacetic acid (ANA),
in different concentrations. The explants were exposed for 1,2 and 30 days and the number of roots and nodes
per explant was evaluated. The results show that the combination of 2.68 uM ANA and 1.87 uM BAP and the
explant exposed for 1 day allow better development of the roots and nodes. It is concluded that it is sufficient
to expose the explant for one day for the growth regulator to take effect and promote the development of the
plant in vitro.

Keywords: grapevine, Vitis, in vitro propagation, growth regulator.
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INTRODUCCION

Vitis vinifera L. “vid”, es una planta lefosa, originaria del sur del Caucaso (Asia menor). Sus frutos
son utilizados para la extracciéon y fermentacion del zumo, obteniéndose el agua ardiente de uva,
diferentes tipos y calidades de pisco ademas del vino; asi también es utilizada como fruta fresca
comestible, aportando a la dieta agua y sales minerales. A diferencia de otras frutas tiene un valor
energético por su alto contenido en azucares (Picornell & Melero, 2012; Mostacero & Mejia, 1993).

Los métodos tradicionales de propagacion de la vid en escala comercial son por injertos y
estacas, estos métodos tienen numerosas ventajas: son econdmicos, rapidos, simples a partir de la
planta madre con la cual se reproducen exactamente sin cambio genético en las generaciones, pero
lo negativo de este tipo de propagacion vegetativa es que puede verse afectada por diversos
organismos patdgenos como hongos, bacterias, virus, que invaden sus tejidos y se transmiten
facilmente con estas técnicas de propagacion.(Bouquet & Torregrosa, 2003; Hartman & Kester,
1994).

Es posible la propagacion asexual de diversos cultivos, utilizando otras técnicas para la obtencion
de plantulas en forma mas rapida y de mejor calidad fitosanitaria, como el cultivo de segmentos
nodales “in vitro”, que permite clonar en forma eficaz, plantulas completas a un nivel de proliferacion
uniforme, en un periodo de tiempo corto, pudiendo disponer de ellas en cualquier época del afio e
independientemente de la region climatica (Cavazos-Galindo et al.,2018; Bhojwani & Razdan,
1983).

En el cultivo “in vitro” de las plantas, los reguladores de crecimiento, especialmente las auxinas
y citocininas estimulan el crecimiento, regulan la organogénesis y controlan la formacién de raiz y

tallo, pues actualmente se conoce que la mayor parte de la actividad fisiolégica de las plantas esta
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mediada por los reguladores de crecimiento (Gutiérrez-Rossati & Gonzales, 2019; Salisbury & Ross,
1994). En los cultivos in vitro cuando se afladen una auxina o0 una citoquinina o combinadas, se
consigue la extension y/o division celular, la cual va a depender del tipo de explante y la especie
vegetal, y el tiempo de exposicidn a estas sustancias (Bhojwani, 1990; Pierick, 1990; Li & Liu, 2003).

Se revisaron algunas experiencias como las de Alzubi et al (2012) quienes evaluaron el efecto
del medio de cultivo (MS, WPM y MM) y los polifenoles, como antioxidantes, en el cultivo in vitro de
segmentos nodales de V. riparia, encontrando que el medio WPM mas 37 mg/l de cisteina
promueven el mejor crecimiento y actia como antioxidante respectivamente. Kinfe et al (2017) se
propusieron optimizar un protocolo utilizando MS y cinco diferentes concentraciones de BAP;
suplementado con IBA para mejorar la multiplicacion y con AIA para inducir las raices. La
combinacién 1mg/l de BAP con 0.1 mg/l de IBA mejora la tasa de multiplicacién y con 2 y 4 mg/I
solo con AlA. Garcia et al (2023) utilizd MS (1/2 concentracion) y 0.01% de AlA para producir
plantas madres in vitro de la var. cabernet franc, obteniendo un 88% de establecimiento y 79% de
enraizamiento y cinco hojas por explante. Neves & Amancio (1995) trabajaron con yemas axilares
de Vitis vinifera var. “touriga nacional” y no encontraron diferencias significativas cuando utilizé
combinaciones de 0.5 mM (ANA) + 5.0 mM (BAP) y 0.25 mM (ANA) + 2.5 mM (BAP).

Este cultivo esta extendiendo su area de cultivo y cada afio aumentan los volimenes de
exportacion, lo cual hace necesario su continuo mejoramiento para los diferentes factores biéticos
y abioticos que siempre estan interactuando con el cultivo. Con las consideraciones mencionadas,
el objetivo es evaluar el crecimiento de los explantes de vid cuando son expuestos, en tiempos
diferentes, a las diferentes combinaciones de acido naftalenacético y 6-bencilaminopurina presentes
en el medio de cultivo in vitro.

MATERIAL Y METODOS

Los explantes se obtuvieron de plantulas “in vitro” de 30 dias de edad micropropagados en el
laboratorio, teniendo en cuenta que las plantulas presentaron 3-4 nudos como maximo, con la
finalidad de mantener la homogeneidad de la muestra.

El medio nutritivo basal fué el de Murashige & Skoog (1962) a la mitad de concentracion,
suplementado con vitaminas, sacarosa (3%), reguladores de crecimiento (ANA y BAP) -en
diferentes combinaciones- y fitagel (0,3 %), ajustandose el pH entre 5,5 — 5,8. El medio preparado
se dispens6 en frascos de vidrio, luego se autoclavé a 121° C a 1 atm de presién durante 15 minutos.

La siembra del explante se realiz6 en una camara aséptica, los frascos fueron rotulados
indicando la especie, tipo de explante, tratamiento y fecha de siembra; luego se llevaron a la sala
de incubacion, en la cual los explantes fueron expuestos a luz blanca, proporcionado por tres
fluorescentes de 40 watts cada uno, estableciendo un fotoperiodo de 16:8 y temperatura promedio
de 23° C.

El disefio estadistico fue completamente al azar con arreglo factorial 3 x 3 (Tabla 1). Se
introdujeron 10 explantes por tratamiento y se repitid tres veces. Cumplido el tiempo de exposicion
(1, 2y 30 dias) los explantes son trasladados al medio MS sin reguladores del crecimiento, excepto
tC, tF y tl en los cuales los explantes estuvieron 30 dias expuestos a los reguladores del crecimiento.
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Tabla 1. Disefio estadistico con arreglo factorial 3 x 3 utilizado para los segmentos nodales de V. vinifera
var. “Borgofia”.

TIEMPO DE COMBINACIONES ANA - BAP
EXPOSICION
(um)
(DIAS)
| [ 1"
ANA-BAP ANA-BAP ANA-BAP
0,53-0,37 2,68-1,87 5,37-3,75
1 ta 15} te
2 ts te tH
30 tc tr 1

A los treinta dias, para la evaluacion se tuvo en cuenta el nimero de nudos por explante y el nimero
de raices por explante. Los datos obtenidos fueron sometidos a andlisis estadisticos, para el efecto
se realizé el analisis de varianza con p< 0.05.

RESULTADOS

Los tratamientos muestran diferencias en las proporciones de explantes que producen nudos y
raices después de 1,2 y 30 dias de estar expuestos a las diferentes combinaciones de ANA y BAP
(Tabla 2).

El tratamiento | (ANA 0,53 — BAP 0,37) el numero de raices presentan los promedios mas bajos
gue van desde 0,8 a 1,3, incluso cuando los explantes estan expuestos a 30 dias con reguladores
de crecimiento. Para el numero de nudos estos varian de 1,4 a 1,8 no habiendo tampoco diferencias
por el tiempo de exposicidn, salvo a los dos dias (1,8). La presencia de raices para el tratamiento |l
(ANA 2,68 — BAP 1,87) muestra su valor mas alto (2,8) cuando el explante fue expuesto a un dia,
estando muy cerca (2,2) al de 30 dias; lo mismo se observa para el nUmero de nudos que
desarrollan (2,2) por un dia, no siendo conveniente un mayor tiempo de exposicién. Ademas, hay
que tener en cuenta que en este tratamiento la concentracion de ANA es mayor que la del BAP
(Tabla 2). En el tratamiento 11l (ANA 5,37 — BAP 3,75) los promedios mas altos se logran cuando
los explantes estan expuestos por un dia, 2,5 para el niumero de raices y 1,4 para el nUmero de
nudos (Tabla 2). Aqui observamos callos y plantas deformes cuando los explantes estan expuestos
30 dias a los reguladores del crecimiento.

El andlisis por dias muestra que los explantes expuestos por un dia a los reguladores del

crecimiento el mejor tratamiento es el Il para raices y nudos; a los 2 y 30 dias los nudos desarrollan
mejor en el tratamiento | y las raices en el tratamiento Il a los dos dias y tratamiento 1l a los 30 dias.
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Con lo expuesto establecemos que el tratamiento Il y con un dia de exposicién a los reguladores
del crecimiento es suficiente para inducir el desarrollo de las raices y nudos en los explantes nodales
de la var. borgofia.

Existen diferencias significativas, segun el andlisis de varianza aplicado para los promedios en
el nimero de nudos y en la induccién raices en los segmentos nodales de vid, (Tabla 3).

DISCUSION

Segun los tratamientos propuestos todos ellos tienen mayor concentracion de ANA que BAP y
estas formulaciones favorecen el desarrollo de raices y nudos, siendo los favorables cuando se
exponen por un dia a los reguladores del crecimiento. También se presenta un desencadenamiento
fisioldgico de la accién hormonal, condicionado por la aplicacion, interaccion y dosificacion de los
reguladores de crecimiento.

Al respecto Sheldrake (2021) y Bartel, (1997), sefalan que existe un control regido en gran
proporcién por los gradientes de las sustancias reguladoras del crecimiento, asi mismo, el factor
tiempo influye significativamente para que los explantes produzcan nuevas y visibles caracteristicas
morfogénicas, tal es asi que una exposicion de 1dia (24 horas) del explante al medio resulté ser el
tratamiento mas adecuado, (Tabla 2, Il) esto se deberia a la accion conjunta del tiempo de
exposicion y dosificacion de los reguladores de crecimiento, y por la capacidad de absorcion de los
tejidos por difusion, a velocidades suficientemente altas (Hu et al., 2017), esto se observd en
estacas de ciruelo mediante la aplicacion de auxina (IAl), radiactiva a 400 ppm por 5 segundos, en
la cual la auxina era absorbida y distribuida a lo largo de la estaca en 24 horas (Hartmann & Kester
1994). De igual modo se conoce la habilidad de las citoquininas para movilizarse por difusion (Wang
& Chong, 2016; Xu et al., 2019)

Tabla 2. Promedios de las variables numero de raices y nimero de nudos por explantes de V. vinifera var.
“Borgofa” expuestos a tiempos y concentraciones diferentes de ANA- BAP. La evaluacion fue a los 30 dias
de introducidos los explantes.

TRATAMIENTO N° RAICES N° NUDOS
I 1] | Il 1]
(DIAS)
1 0,8 2,8 2,5 1,4 2,2 1,4
2 1,0 1,3 2,3 1,8 0,4 1,0
30 1,3 2,2 0,7 1,4 0,3 0,2

I, II, Ill: Tratamientos
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Tabla 3: Andlisis de varianza para las variables nimero de raices y nimero de nudos para los explantes de
V. vinifera var. “Borgofia” expuestos a tiempos y concentraciones diferentes de ANA — BAP.

N° DE RAICES N° DE NUDOS
Fw Ft Fw Ft
a 5,52 3,11 * 2,89 3,11 *
no
b 1,87 3,11 * 6,77 3,11 t
no
axb 5,85 2,48 * 3,57 2,48 *

a. concentracion

b. tiempo

* significativamente
Pei = 0.05

Un tiempo mayor de exposicion del explante a los reguladores del crecimiento, no resultdé ser
beneficioso debido a la presencia de callo o plantulas deformes y esto se puede explicar por el
efecto toxico que se presenta en los tejidos por concentraciones elevadas de los reguladores, p.e.
el ANA 'y el BAP tienden a acumularse en el tejido por tiempo mas prolongado, al respecto Munguia
& Martinez (2018), refieren que las auxinas sintéticas son mas estables debido a que existen pocos
sistemas enzimaticos que las ataquen facilmente por lo que tienden a acumularse hasta el punto de
llegar a ser toxicos. Moncalean et al. (1997), explica que la concentracion de BA en el medio de
cultivo puede ser perjudicial para el crecimiento de los tallos y la expansion de las hojas, ademas
de promover la hiperhidratacién. Para Santner & Estelle, (2009) y Bondada (2011) el BA actla
directamente sobre los tejidos y no a través de la induccién de sintesis de citoquininas naturales. A
las 36 horas esté libre, luego se asocia a su ribdsido (RBA), aqui se inactiva y se almacena.

La proporcion auxina/citoquina es constante en los tratamientos con un valor de 1.4 (Tabla 2) y
es conocido el efecto sinérgico del BAP y una auxina lo cual ha sido demostrado en muchas plantas.
Una baja concentracion de una auxina en combinacion con una citoquinina modifica positivamente
la frecuencia de la induccién del vastago y su crecimiento, lo cual se observa en Il, TD, para nudos
y raices (Tabla 2). Un incremento en la concentracion auxinica facilita la formacion de los callos. El
BAP a una alta concentracién no sélo reduce el nimero de vastagos, sino que también frena su
crecimiento (Martin, 2003; Li y Liu, 2003) o que la sintesis de auxinas, etileno y acido jasmonico
inducen las raices adventicias (Druege et al., 2016).
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Fig. 1. Desarrollo in vitro de los segmentos nodales de la var. borgofia. A. plantula in vitro con crecimiento
normal. B. organogénesis de un callo con crecimiento de raices. C. plantula in vitro con crecimiento anormal.
D. crecimiento excesivo de raices a partir de un segmento nodal. A. Tratamiento Il de un dia. B, Cy D
crecimiento a los 30 dias de expuestos a reguladores del crecimiento.

Se postula que las auxinas controlan la expresién genética a través de una familia de genes
funcionalmente distintos, que son los Factores de respuesta a auxinas (ARF) que confieren
especificidad a la respuesta a las auxinas mediante la seleccién de genes diana como factores de
transcripcién (Li et al., 2016; Tsukaya, 2000).

En general todos los procesos de crecimiento in vitro son altamente dependientes de las
interacciones de los reguladores naturales enddgenos y los analogos de los reguladores afiadidos
al medio, por lo tanto, el estado fisiolégico del material vegetal es de mayor importancia. Futuras
investigaciones en el cultivo “in vitro” de vid permitiran desarrollar un eficiente protocolo de micro
propagacion para las variedades de importancia econémica.

CONCLUSIONES
La combinacion ANA (2,6 uM) y BAP (1,8 uM) en el cual, los explantes son expuestos por 24

horas, fué el mas adecuado para la induccion en nimero de raices y numero de nudos a partir de
segmentos nodales de vid provenientes de micropropagacion. Es suficiente que el explante sea
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expuesto 1 dia a los reguladores del crecimiento para obtener los mejores resultados, pues los
resultados no son 6ptimos a los 2 y 30 dias.
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