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Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar el uso de reguladores de crecimiento en medios de cultivo para tres
cultivares portainjertos de la especie Vitis vinifera L. variedad Harmony, Freedom y Paulsen utilizadas
en la industria pisquera. Se estudiaron la bencilaminopurina (BAP) y del acido naftalenacético (ANA),
como reguladores de crecimiento en distintas concentraciones y combinaciones, sobre el medio de
cultivo MS/2. Se analizaron 21 tratamientos para cada cultivar. Las variables evaluadas fueron longitud
de planta, numero de hojas, longitud de raiz y caracteristicas visuales no cuantitativas a los 15 y 45
dias después de la siembra. De los resultados obtenidos, para los cultivares de Harmony, Freedom y
Paulsen, se concluye que el mejor medio de propagacion es MS/2 + ANA 0,5 ppm; MS/2 + ANA 0,05
ppm; MS/2 + ANA 0,075 ppm respectivamente. También, se observo una respuesta genotipo
dependiente para los efectos de la auxina y citoquinina sobre los esquejes. Sin embargo, todos los
esquejes desarrollaron tejidos callosos al utilizarse BAP.

Palabras clave: acido naftalenacético (ANA); bencilaminopurina (BAP); micropropagacion; Harmony;
Paulsen; Freedom.

Abstract

The objective of the study was to evaluate the use of growth regulators in culture media for three
grapevine rootstock cultivars (Vitis vinifera L.) variety Harmony, Freedom and Paulsen used in the
pisco industry. Benzylaminopurine (BAP) and naphthalenacetic acid (ANA), were tested as growth
regulators in different concentrations and combinations, supplemented to the MS/2 culture medium. 21
treatments were analyzed for each cultivar. The variables evaluated were plant length, number of
leaves, root length and other non-quantitative characteristics at 15 and 45 days after sowing. From the
results obtained, it is concluded that the best media of propagation is MS/2 + ANA 0.5 ppm for
Harmony; MS/2 + ANA 0.05 ppm for Freedom and MS/2 + ANA 0.075 ppm for Paulsen cultivar. Also, a
genotype-dependent response was observed for the effects of auxin and cytokinin on the cuttings.
However, all cuttings developed callous tissues when BAP was added to the media.

Keywords: naphthaleneacetic acid (ANA); benzylaminopurine (BAP); micropropagation; Harmony;
Paulsen; Freedom.

1. Introduccién

La vid ( Vitis viniferaL.) es un cultivo antiguo
y de gran importancia econémica (Borja-
Bravo et al.,, 2016; Gonzalez et al., 2015;
Romero, 2017). En el afio 2014 se cultivaron
mas de 7,5 millones de hectareas (ha) de vid
en el mundo; en los ultimos 10 anos, en el
Perd, la produccion de Piscose ha dupli-

cado (Gestion, 2019). Siendo el departa-
mento de Ica donde se concentra la mayor
area cultiva de uva pisquera y la mayor pro-
duccion de Pisco en Peru, representando
un porcentaje importante para la economia
regional (Caceres y Julca, 2018). Por ello, la
necesidad de incrementar la produccion de
vid, por la mayor demanda en el mercado
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nacional e internacional. Superando una
produccion de 30 toneladas por hectarea
(MINAGRI, 2016).

El pisco, segun Pszczoélkowski y Lacoste
(2016) se produce a partir de variedades de
uvas criollas y algunas variedades introdu-
cidas en el Peru desde las Islas Canarias,
donde las expediciones se abastecian de
agua y viveres. Por la superficie cultivada
con vid a nivel mundial, los bancos de ger-
moplasma son una alternativa para conser-
var la diversidad genética (Schuck et al,
2011) a corto, mediano y largo plazo (Engel-
mann, 2011). Por ello, Melyan et al. (2015)
recomiendan hacer uso de métodos biotec-
nolégicos como el cultivo de tejidos vege-
tales, herramienta utilizada exitosamente en
varios paises del mundo que han despla-
zado a los sistemas tradicionales de pro-
duccion de plantulas como la propagacion
por sarmiento.

Existen investigaciones con cultivos de vid
para la produccion de pisco. Caceres et al.
(2017) caracteriz6 ocho variedades de uvas
pisqueras (Torontel, Italia, Mollar, Quebran-
ta, Negra criolla, Albilla, Moscatel y Uvina)"
a fin de describir las variedades que apor-
tan mayor precision a la caracterizacion y
sirven de guia a los productores de Pisco y
productores de uvas. La caracterizacion
busca informacion técnica de referencia a
las practicas productivas y la productividad
en el lugar de estudio, entender la toma de
decision de los productores en relacion con
el funcionamiento de sus sistemas de pro-
duccion e identificar los principales facto-
res limitantes (fisicos, biolégicos y econé-
micos) y las posibilidades de generar alter-
nativas para los sistemas de caracteri-
zacion (Santistevan, 2016). Caceres (2019)
en un estudio realizado caracterizé, tipifico
y evaludé la sustentabilidad de las fincas
productoras de vid para Pisco en la provin-
cia de Ica, Pera. Stavrakaki y Biniari (2016)
concluyen que la genotipificacion es una
técnica molecular que analiza el ADN de las
plantas e identifica las distintas variedades
de Vitis. Existen variedades de vid para la
produccioén de pisco (Moréon, 2017).

La propagacion in vitro de cultivos de vid
bajo condiciones de cultivo estandar
(Melyan et al, 2015), su respuesta suele
estar relacionada por la variedad utilizada
(Morén, 2017), el genotipo y medio de
cultivo (Valdéz, 2005), y los reguladores de
crecimiento vegetal (Nookaraju et al.,
2008). Cavazos-Galindo et al. (2018) realiz6
estudios de Propagacion clonal de dos
cultivares adultos de vid (Vitis vinifera L.)
para su conservacion in vitro.

La conservacion in vitro consiste en el
cultivo de plantas o explantes, obtenidos

mediante micropropagacion en condiciones
de asepsia, libres de patogenos, a bajo cos-
to y condiciones controladas en camaras de
cultivo (Bonilla et al.,, 2015). Sin embargo,
es importante regenerar frecuentemente la
coleccion mantenida /in vitro para evitar el
envejecimiento fisiologico del material
vegetal.

En este sentido, la presente investigacion,
se realiz6 en las instalaciones del Centro de
Investigacion en Recursos Genéticos,
Biotecnologia y Bioseguridad (CIRGEBB) de
la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM), con el objetivo de evaluar el uso
de reguladores de crecimiento en el medio
de cultivo /in vitro para tres cultivares de vid
de uso comercial como portainjertos,
Harmony, Paulsen y Freedom, eligiendo el o
los medios de cultivo con la mejor respuesta
con relacion al balance de reguladores de
crecimiento para cada cultivar a partir de la
evaluacion de las variables longitud del
explante (cm), nimero de hojas y longitud
de raiz (cm).

2. Materiales y métodos

El presente estudio fue conducido en el
laboratorio del Centro de Investigacion de
Recursos Genéticos, Biotecnologia y Biose-
guridad (CIRGEBB) de la Universidad Na-
cional Agraria La Molina (UNALM), distrito
de La Molina, departamento de Lima, Pera.
Localizado a 12° 4’ 55 Sy 76° 56’ 53’ O.

El material vegetal utilizado fueron microes-
quejes, de la especie Vitis viniferalL. de tres
cultivares portainjertos, de uso comercial,
variedad Harmony, Freedom y Paulsen. Los
esquejes provienen del invernadero del
CITE Vid.

El material vegetal de inicio son plantulas
previamente introducidas a condiciones in
vitro por el CIRGEBB de la UNALM, se
mantuvieron en incubacion en el medio de
manutencion, se le denominé medio control
compuesto por medio basal Murashige y
Skoog (1962); sin reguladores de crecimien-
to; a mitad de concentraciéon, suplementado
con sacarosa al 3%, pH 5,5y 7,5% de agar.
60 dias después los explantes de plantulas
desarrolladas en este medio fueron sembra-
dos en los diferentes tratamientos experi-
mentales, transcurrido 15 y 45 dias, se eva-
luaron las variables longitud del explante
(cm) y namero de hojas, mientras que la
longitud de raiz (cm) se midi6 solo a los 45
dias.

A partir de estudios realizados en propa-
gacion in vitro en Vitis vinifera L. por varios
autores como Poudel et al. (2005); Khan et
al. (2015); Melyan et al. (2015); Beza et al.
(2017) y con portainjertos de Vitis vinifera
(Abido et al., 2013; Singh, 2014). Se deter-
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min6é el medio de cultivo y las concentra-
ciones reguladoras de crecimiento que
conforman los 21 tratamientos del estudio.
Es asi que para el acondicionamiento del
material de ex vitro a in vitro, se utiliz6 el
medio basal MS a concentracion completa
(1x), mientras que, para la micropropa-
gacion, MS a mitad de concentracion (x/2 o
MS/2); medio ampliamente usado por varios
autores como medio para el estableci-
miento de explantes /in vitro. En cuanto al
uso de reguladores de crecimiento, las
concentraciones varian de autor en autor,
segun el genotipo estudiado. La presente
investigacion se utilizaron auxinas y cito-
quininas en un rengo de 0,0 - 2,0 ppm BAP y
de 0,0 - 0,5 ppm ANA.

Los tratamientos (Tabla 1) consistieron en
distintas concentraciones de bencilamino-
purina (BAP) y de acido naftalenacético
(ANA).

Tabla 1
Combinaciones de BAP y ANA en la micropropagacion in
vitro

“maca” in vitro, concluyen que el acido
naftalenacético al 0,01; 0,05 y 0,10 mg/L de
medio, no favorece la germinaciéon ni el
crecimiento de las plantulas, mientras que
el bencilaminopurina a las mismas concen-
traciones no promueve el crecimiento de las
plantulas; aunque al 0,10 mg/L favorece el
numero de hojas. Borges et al. (2011) en
estudios realizados en plantas micropro-
pagadas de Dijoscorea alata L. con combi-
nacion de los reguladores de crecimiento,
ANA/BAP (0,01/0,01 mg/L-1), en el medio de
cultivo MS, incrementaron los indicadores
de desarrollo de las plantasin vitro
obteniendo en el nimero de nudos de novo
(3,5), longitud del vastago (4,1 cm), numero
de hojas (3,8), numero de raices (5,7) y
longitud de las raices (6 cm).

Tabla 2

Comportamiento de la micropropagacion del cultivar
Harmony a los 15 dias luego de sembrados los esquejes

Medio de Combinacion de

e Tr.ata;:- reguladoresANA
9 miento
tencion BAP (ppm) (ppm)
1* 0,0 0,0
2% 0,0 0,025
3 0,0 0,05
4 0,0 0,075
5 0,0 0,1
6 0,0 0,5
7 0,5 0,0
8 0,5 0,05
9 0,5 0,075
10 0,5 0,1
MS/2 11 0,5 0,5
12 1,0 0,0
13 1,0 0,05
14 1,0 0,075
15 1,0 0,1
16 1,0 0,5
17 2,0 0,0
18 2,0 0,05
19 2,0 0,075
20 2,0 0,1
21 2,0 0,5

Alt. N° de
Tratamiento Prom. hojas 1Estado
(cm) prom.
Control (MS/2) 1,3 1,44 Normal
BAP 0,0 + ANA 0,05 1,03 1,00 Normal
BAP 0,0+ ANA 0,075 0,74 1,11 Normal
BAP 0,0 + ANA 0,1 1,14 0,56 Normal
BAP 0,0 + ANA 0,5 1,12 1,89 Normal
BAP 0,5 + ANA 0,0 1,06 0,89 Normal
BAP 0.5 + ANA 0,05 1,09 0,67 Normal
BAP0,5+ANA 0,075 0,63 1,11 Normal
BAP 0,5+ ANA 0,1 1,09 0,89 Normal
BAP 0,5 + ANA 0,5 0,74 1,00 Normal
BAP 1,0 + ANA 0,0 0,94 1,00 S
miento
BAP 1,0 + ANA 0,05 1,08 233  Engrosa
miento
BAP 1,0+ ANA 0,075 1,10 0,67 S
miento
BAP 1,0 + ANA 0,1 090 1,00  Engrosa
miento
BAP 1,0 + ANA 0,5 1,27 1,17 S
miento
BAP 2,0 + ANA 0,0 0,99 2,17 callo
BAP 2,0 + ANA 0,05 1,07 2,33 callo
BAP 2,0+ ANA 0,075 1,02 1,17 callo
BAP 2,0 + ANA 0,1 1,03 1,33 callo
BAP 2,0 + ANA 0,5 0,59 0,33 callo

*Tratamiento tomado como control. **Solo utilizado en Freedom.

3. Resultados y discusién

Cultivar Harmony (1613 couderc x dog
ridge)

Al evaluar las variables en estudio a los 15
dias de tratamiento se pudo apreciar que el
cultivar mostré un buen crecimiento en el
medio control (sin reguladores de creci-
miento) en comparacion a los tratamientos
con reguladores de crecimiento (Tabla 2).
Observandose buen desarrollo de las hojas
y raices (Figura 1A). Mientras que, el
tratamiento BAP 2,0 + ANA 0,5 presento el
menor crecimiento. Similar resultado fue
reportado por Rodriguez et al. (2012), al
evaluar Lepidium peruvianum Chacoén

1 Se refiere a las condiciones de la zona basal de los esquejes que
se encuentra en contacto con el medio de cultivo: en donde:
engrosamiento significa un aumento del grosor de la zona basal
de forma desproporcionada al resto del esqueje y, callo, significa
la formacion de tejido calloso en la zona de corte del esqueje.

Todos los tratamientos en donde la citoqui-
nina estuvo ausente la planta presentaron
buen desarrollo, en especial el tratamiento
con ANA 0,5 ppm, el cual present6 buen
desarrollo radicular (Figura 1B). Todos los
tratamientos en donde se utilizé6 BAP, solo o
combinado con ANA, presentaron formacio-
nes inusuales en los cortes de los esquejes,
y formaciéon de tejido calloso, esta condi-
cion complica el desarrollo de la raiz de la
zona de corte por lo que planta tendra
problemas en su crecimiento, asimismo se
observoé la formacion de raices tipo zanco
que no favorecen la aclimatacion de las
futuras plantulas.
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Figura 1. Desarrollo de hojas y raices a los 15 dias de sembrado el explante (A) MS/2 + ANA
0,5 ppm, expresion del buen desarrollo foliar (B) y radicular (C).

Las evaluaciones realizadas a los 15 y 45
dias mostraron semejante comportamiento.
El cultivar Harmony presenté un buen
crecimiento en el medio MS/2 sin presencia
de reguladores, tanto en su nivel radicular
como aéreo. Las raices tuvieron impor-
tantes longitudes, y sus hojas pasaron los 2
cm de largo, observandose asimismo buena
respuesta en el medio MS/2 suplementado
con ANA 0,5 ppm (Figura 1B y 1C).

1103 Paulsen (V. berlandierix V. rupestris)
Los resultados observados a los 15 dias de
instalado los tratamientos indican que el
crecimiento del cultivar Paulsen es lige-
ramente mas lento que el cultivar Harmony.

Tabla 3
Comportamiento de la micropropagacion del cultivar
“Paulsen” a los 15 dias luego de sembrados los esquejes

Alt. N°de
Tratamiento Prom. hojas 1Estado
(cm) prom.
Control (MS/2) 0,85 1,5 Normal
BAP 0,0 + ANA 0,05 1,05 2,0 Normal
BAP 0,0 + ANA 0,075 1,2 1,5 normal
BAP 0,0 + ANA 0,1 1,0 1,0 Normal
BAP 0,0 + ANA 0,5 0,567 0,0 Callo
Engrosa-
BAP 0,5+ ANA 0,0 0,9 1,0 A
BAP 0,5 + ANA 0,05 0,6 1,0 Callo
BAP 0,5 + ANA 0,075 1,15 1,0 Callo
BAP 0,5+ ANA 0,1 1,25 1,5 Callo
BAP 0,5 + ANA 0,5 0,65 1,0 Callo
BAP 1,0 + ANA 0,0 1,3 2,5 Callo
BAP 1,0 + ANA 0,05 1,3 2,0 Callo
BAP 1,0 + ANA 0,075 0,5 2,0 Callo
BAP 1,0 + ANA 0,1 1,0 2,0 Callo
BAP 1,0 + ANA 0,5 0,9 1,5 Callo
BAP 2,0 + ANA 0,0 0,85 0,5 Callo
BAP 2,0 + ANA 0,05 0,9 1,5 Callo
BAP 2,0 + ANA 0,075 1,05 2,5 Callo
BAP 2,0 + ANA 0,1 0,6 1,67 Callo
BAP 2,0 + ANA 0,5 1,0 0,5 Callo

1 Se refiere a las condiciones de la zona basal de los esquejes en
contacto directo al medio de cultivo, que son predominantes entre
el total de esquejes por cada tratamiento; donde: engrosamiento
significa un aumento puntual del grosor de la zona basal de forma
desproporcionada al resto del esqueje y callo significa la
formacion de tejido calloso sobre el corte del esqueje.

La variedad Paulsen presenta mayor
susceptibilidad ante la presencia de los
reguladores de crecimiento, en especial de
las citoquininas ex6genas como BAP, esto
resulta evidente al visualizar una gran canti-

dad de esquejes con tejido callos en la zona
de corte del esqueje, incluso a concen-
tracion baja de BAP (Tabla 3 y Figura 2).

Es importante precisar que a concentra-
ciones elevadas de BAP se produjeron mul-
tiples brotes deformes, pequefios y con cla-
ros indicios de hiperhidratacion y creci-
miento de callo en la zona de corte. Similar
resultado fue reportado por Gonzales
(2017). Bhojwani y Dantu (2013) reportaron
que, concentraciones elevadas de BAP pue-
den provocar callos, hojas de forma inusual
e inducir la hiperhidratacion o crista-
lizacion.

La mejor organogénesis se logra con un
balance especifico para la variedad entre
auxinas y citoquininas (Gonzales, 2017).

Figura 2. MS/2 + BAP 1,0 + ANA 0,5 ppm, proliferacion de
tejido calloso sobre las bases.

A los 45 dias fue notoria la susceptibilidad
del cultivar Paulsen a concentraciones
elevadas de reguladores de crecimiento. La
susceptibilidad de este cultivar a los
reguladores de crecimiento, indicaria que el
cultivar Paulsen presenta cantidades
considerables de auxinas y citoquininas
endogenas, por lo que las dosis de elevadas
concentraciones alteraron drasticamente
su desarrollo.

Si bien el tratamiento control manifest6
buen desarrollo, este fue superado por las
respuestas a los medios MS/2+ ANA (0,05;
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0,075 y ANA 0,1) ya que las hojas manifes-
taron mayor tamaio y una coloracion verde
mas intensa y un mayor grosor del tallo.

Freedom (1613 couderc x dog ridge)

El crecimiento de las plantas en el cultivar
Freedom manifestd6 ser ligeramente
superior a los dos cultivares anteriormente
descritos. Al igual que en los otros
cultivares, el tratamiento control mostro
buen crecimiento de plantulas, con buenos
tamaiios y buena produccion de hojas. Sin
embargo, se evidencié que este cultivar
presenta una mayor susceptibilidad a la
presencia de ANA en el medio de cultivo,
como se nota en el Tabla 4.

Tabla 4
Comportamiento de la micropropagacion del cultivar
Freedom a los 15 dias luego de sembrados los esquejes

Alt. N° de
Tratamiento Prom. hojas 1Estado
(cm) Prom.
Control (MS/2) 1,2 2,5 Normal
BAP 0,0 + ANA 0,025 0,85 1,5 Normal
BAP 0,0 + ANA 0,05 1,5 2 Normal
BAP 0,0 + ANA 0,075 1,35 2 Normal
BAP 0,0 + ANA 0,1 1,8 1 Normal
Engrosa-
BAP 0,0 + ANA 0,5 0,52 1,2 .
BAP 0,5+ ANA 0,0 1,35 1 Normal
BAP 0,5+ ANA 0,05 1,6 2 Normal
BAP 0,5+ ANA 0,075 1,15 1 Normal
BAP 0,5+ ANA 0,1 0,15 1 Engrosa-
miento
BAP 0,5+ ANA 0,5 1,05 1 Callo
BAP 1,0 + ANA 0,0 1,05 1,5 Callo
BAP 1,0 + ANA 0,05 1,6 2 Callo
BAP 1,0 + ANA 0,075 1,9 1 Callo
BAP 1,0 + ANA 0,1 1,2 1,5 Callo
BAP 1,0 + ANA 0,5 1,05 1 Callo
BAP 2,0 + ANA 0,0 1,8 3 Callo
BAP 2,0 + ANA 0,05 0,75 1,5 Callo
BAP 2,0 + ANA 0,075 1,15 3 Callo
BAP 2,0 + ANA 0,1 1,5 1 Callo
BAP 2,0 + ANA 0,5 1,45 1 Callo

1Se refiere a las condiciones de la zona basal de los esquejes en
contacto directo al medio de cultivo, que son predominantes entre
el total de esquejes por cada tratamiento; déonde: engrosamiento
significa un aumento puntual del grosor de la zona basal de forma
desproporcionada al resto del esqueje y callo significa la
formacion de tejido calloso sobre el corte del esqueje.

El cultivar Freedom responde mejor en
aquellos medios que incorporan concen-
traciones bajas de ANA (Gonzales, 2017),
Por ello, se utilizé6 concentraciones muy ba-
jas de ANA (0,025 ppm) para micropropagar
este cultivar.

Las variedades Freedom y Harmony presen-
taron tolerancia de las citoquininas, mien-
tras que la variedad Paulsen no presenté
tolerancia a las citoquininas. El resultado
obtenido podria deberse a que las dos
primeras variedades comparten parentales
en su origen genético (Walker, 2004).

A los 45 dias los resultados evidenciaron
buena respuesta a bajas concentraciones
de BAP. Concentraciones de ANA superio-
res a 0,1 ppm, generan alteraciones en el

desarrollo de las plantulas. Esto nos indica-
ria que este cultivar tendria una producciéon
endoégena mejor balanceada de fitohormo-
nas a comparacion de las demas.

En los demas cultivares, la presencia de
BAP en el medio de cultivo generé mayor
produccion de brotes y por ende follaje, es
decir mas yemas; sin embargo, estas no son
material 6ptimo para ser usado en la
propagacion y, menos deseables para el
proceso de aclimatacion.

Longitud de las plantulas

Todos los cultivares desarrollaron rapi-
damente bajo condiciones /in vitro, en los
primeros 15 dias, tuvieron la mayor longitud
los tratamientos que incluian BAP, con
excepcion en la zona de corte donde se
formaron callos. Esto se pudo deber a uno
de los efectos de las citoquininas que es
romper la dormancia de las yemas y la
dominancia apical (Singh, 2014). Williams y
Stahly (1968), reportaron que la aplicacion
de citoquininas a las yemas axilares de los
manzanos y los brotes de albaricoquero,
permiten romper la dominancia apical. Los
mismos resultados fueron obtenidos por
Weaver (1976) en yemas de Vitis vinifer.
Con el paso de los dias estos esquejes
manifestaron estancamiento en su desarro-
llo, siendo superados por los tratamientos
con ausencia de BAP. Sajid et a/ (2006) y
Tehrim et al. (2013) observaron que a mayor
concentracion de BAP mas decrece la
elongacion de los esquejes. Ello se deberia
a que, elevada concentracion de citoquini-
nas conlleva a una produccion elevada de
etileno que, a su vez, limita la regeneracion
de brotes e inhibe la elongacion de los
entrenudos (Khan et al., 2015). No obstante,
otros estudios encontraron resultados
opuestos como los encontrados por Poudel
et al. (2005), quiénes en su estudio obser-
varon que los brotes continuaban creciendo
aun cuando incrementaba la concentracion
de BAP, para dos genotipos de vides. Otros
autores evidenciaron que la elongacion de
los esquejes es influenciada por las concen-
traciones de los reguladores de crecimiento
(San Pedro et al., 2017), contrarrestando su
desarrollo a elevadas concentraciones
(Kadota y Niimi, 2003). En el presente estu-
dio se pudieron apreciar resultados mixtos
en referencia a los mencionados autores.

Generacion foliar

Los resultados indicarian, que existié6 una
correlacion positiva entre incremento de
concentraciones de hormonas y el numero
de hojas. El aumento en el nimero de hojas
se debio, principalmente, a la formacion de
multiples brotes de la mano de concentra-
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ciones de BAP por encima de 1,0 ppm.
Poudel et al. (2005) en un estudio realizado
en dos genotipos de vid (una variedad de
vid silvestre y un cultivar hibrido
interespecifico de Vitis vinifera L.)
obtuvieron la mayor cantidad de brotes 3,8
y 3,1 respectivamente, en el tratamiento
con 10 uM de BAP aproximadamente 2,0
ppm. Estos resultados concuerdan con los
encontrados por Tehrim et al. (2013) y Khan
et al. (2015), todos en distintos cultivares de
vid, donde obtuvieron entre 4-5 brotes por
explante en concentraciones superiores a
1,0 ppm. Por otro lado, Zur et al. (2015)
reportaron que la combinacion de
citoquininas y auxinas tienen acciéon en el
control y division celular. Rodriguez et al.
(2014) obtuvieron respuesta caulogénica en
callos de cotiledones en un medio sin
reguladores de crecimiento y la rizogénica
en callos de hojas con 0,1 mg L-1 de ANA +
1,0 mg L-1 de BAP. Krizan et al. (2012)
encontr6 que la combinacion de
citoquininas y auxinas significa una mejora
en el desarrollo de brotes a comparacion de
citoquininas individuales. Usando 2,0 ppm
de BAP obtuvo, en promedio, 3,62 brotes, y
cuando le agreg6 a esa concentracion 0,01
ppm de ANA logré obtener 8,77 brotes en
promedio. También, hay cultivares cuya
tolerancia a las concentraciones elevadas
es superior. Abido et al. (2013) ensay6 con
combinaciones de concentraciones de 1,0;
2,0; 3,0y 4,0 ppm BAP y 0,1; 0,2 y 0,3 ppm
ANA en Vitis vinifera L. cv. Moscatel de
Alejandria. El maximo numero de brotes se
produjo con el medio conteniendo 3,0 ppm
BAP + 0,2 ppm ANA. Esta combinacion de
reguladores es bastante superior a la que
podria resistir cualquiera de las tres plantas
usadas en la presente investigacion.
Ademas, San Pedro et al. (2017), encontra-
ron que, al suplementar al medio con
citoquininas, se mejor6 la tasa de
multiplicacion de brotes en vid al promover,
posiblemente, el crecimiento de las yemas
axilares en el cultivo de tejidos.

No existe una relacion logica precisa para
determinar qué tratamiento fue el que pro-
dujo mas brotes, pues dependié bastante
del desarrollo del callo, del corte durante el
sembrado, la longitud inicial del esqueje,
etc. Pero si se puede hablar de una
tendencia.

Enraizamiento

El desarrollo de raices entre los diferentes
esquejes, incluso en un mismo tratamiento,
fue altamente irregular; Segun lo enuncia
Ludwig-Miiller (2005), las raices adventicias
son menos predecibles en su lugar de
origen celular que ningun otro tejido.

En general, el enraizamiento fue segun lo
esperado, es decir, aquellos tratamientos
con solo auxinas en el medio presentaron
raices con mayores longitudes que aquellos
con solo citoquininas o en combinacioén.
Esto coincide con lo reportado por San
Pedro et al. (2017). Sin embargo, no es
excluyente el uso de citoquininas para el
enraizamiento. Van Staden ef a/. (2008) de-
muestra la induccion de raices adventicias
en ausencia de auxinas y en presencia de
citoquininas, pero pueden provocar formas
inusuales en las hojas e inducir al brote a
que hiperhidrate (Van Staden et al., 2008).
En muchos casos, incluso sobre los callos
producidos por las elevadas concentracio-
nes de reguladores hubo crecimiento de
raices, pero los tejidos se mostraron defor-
mes y quebradizos. Este hecho no es singu-
lar, pues el crecimiento de raices advén-
ticias se puede dar por tanto organogénesis
de células diferenciadas como por tejido
calloso.

Proliferacion de callos

El principal inconveniente de tener explan-
tes con formaciones callosas en la base de
los explantes es basicamente la reduccion
dramatica de asimilacion de nutrientes en la
etapa temprana, y en etapa avanzada, es la
dificultad que representa la aclimatacion
del esqueje al tener estructuras tan friables
en sus raices. También, en aquellas micro-
propagaciones que involucra la regene-
racion de todo un individuo, representa un
inconveniente la alta variabilidad generada,
es decir, la uniformidad genética no se
puede asegurar. Se conoce que altas
concentraciones de ANA podrian inducir a
la formacion de callos, a pesar de ello se
prefiere su uso sobre AIA o IBA en plantas
lefilosas (Bhojwani y Dantu, 2013). La
exposicion prolongada, ademas, podria
causar clorosis en las hojas dificultando la
aclimatacion de las futuras plantulas
(Bhojwani y Dantu, 2013).

Son muchos los autores que consideran a
las concentraciones endogenos de fitohor-
monas como pieza clave en la érgano-
génesis in vitro (Aremu et al., 2014; Wang et
al., 2015; Cosic et al., 2015). En el presente
estudio, si bien cada cultivar tuvo su propia
respuesta a la formacion de callos en los
explantes entre los reguladores de creci-
miento estudiados, la presencia de BAP fue
sin duda, el principal factor detonante en la
formacion de callos.

La mejor organogénesis se logra con un ba-
lance especifico entre auxinas y citoquini-
nas, especifico para cada variedad.
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4. Conclusiones

De los resultados obtenidos en el presente
estudio se concluye que, el cultivo in vitro
de los cultivares Harmony, Paulsen,
Freedom responde independientemente a
un medio O6ptimo de propagacion. La
expresion en el desarrollo Jin vitro es
genotipo dependiente. El medio de cultivo
con el mejor balance de reguladores de
crecimiento para el cultivar Harmony es
MS/2 + ANA 0,5 ppm; para el cultivar
Freedom es MS/2 + ANA 0,05 ppm; y para el
cultivar Paulsen es MS/2 + ANA 0,075 ppm.
Se recomienda realizar un monitoreo
constante de la evolucion en el tiempo de
los esquejes mientras estos se mantengan
en medio con reguladores.
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