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RESUMEN: La propagacion in vitro de dos cultivares de vid (Vitis vinifera L.),
Cabernet Sauvignon y Merlot, se inicid utilizando yemas axilares y meristemos como
fuente de explante, éstos se establecieron en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS)
mas 6-bencilaminopurina (BAP) al 0.5, 1.0 y 1.5 mg L. Las variables evaluadas
fueron: nimero y longitud de brotes. La mayor respuesta se present6 con 1.0 mg L de
BAP en ambos explantes. Para la etapa de multiplicacién de brotes y enraizamiento
fueron subcultivados los explantes en medio de cultivo MS al 50 y 100% adicionados
con 0.5y 1.0 mg L de BAP, mas 0.5 mg L acido indol-3-butirico (AIB) y vitaminas.
La mejor respuesta para nimero de brotes fue de 6.37, mientras que para longitud de
brotes de 2.72 cm, ambos en el medio MS al 50% con 1.0 mg L de BAP. Los valores
mas altos obtenidos para nimero y longitud de raices fueron en el medio MS al 50%
adicionado con 0.5 mg L de BAP donde se obtuvo el 100% de enraizamiento en
ambos cultivares.

Palabra clave: micropropagacion, Cabernet Sauvignon, Merlot.

ABSTRACT: The in vitro propagation of two cultivars of grapevine (Vitis vinifera L.)
Cabernet Sauvignon and Merlot, began using axillary buds and meristems as explants
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source, these were established in Murashige and Soog (MS) medium plus 6-benzylamino purine
(BAP) at 0.5, 1.0 and 1.5 mg L%, The variables evaluated were number and length of buds. The
greatest response was provided with 1.0 mg L of BAP in both explants. For multiplication and
shoot rooting, explants were subcultured on MS medium at 50 and 100% and added with 0.5
and 1.0 mg L%, 0.5 mg L indolebutyric acid (IBA) and vitamins. The best response for bud
numbers was 6.37, while for shoot length 2.72 cm, both in the MS medium at 50% with 1.0 mg
L of BAP. The highest value obtained for number and length of roots was in MS medium at
50% with 0.5 mg L BAP that obtained 100% rooting in both cultivars.

Keywords: Micropropagation, Cabernet Sauvignon, Merlot.

INTRODUCCION

El cultivo de la vid (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivos mas antiguos y de mayor
importancia econémica (Borja-Bravo et al., 2016). En el 2014 se cultivaron mas de 7.5 millones
de hectareas de vid en el mundo, obteniendo mas de 271 millones de hectolitros para la
produccion de vinos (OIV, 2014). México es uno de los centros de origen del género Vitis,
albergando gran diversidad de especies, las cuales presentan amplia distribucién, desde zonas
calidas hasta templadas, en altitudes de 120 a 2 500 m s.n.m. (Cruz-Castillo et al., 2009). La vid
se cultiva en 19 estados de la republica, siendo Sonora el principal productor, con 76.2% de la
produccion total nacional; otros estados son Zacatecas, Baja California Norte, Aguascalientes,
Coahuila, Chihuahua, Durango, Guanajuato, Querétaro, San Luis Potosi y Nuevo Lebn
(SAGARPA, 2016).

Considerando la superficie plantada a nivel mundial, se ha incluido en bancos de germoplasma
para mantener la diversidad genética necesaria para programas de fitomejoramiento (Schuck et
al., 2011), estas plantas elite pueden ser resguardadas a corto, mediano y largo plazo como
material libre de patégenos (Engelmann, 2011).

Por la importancia antes mencionada, se recomienda hacer uso de métodos biotecnolégicos
como el cultivo de tejidos vegetales, que se utiliza como herramienta exitosa en diversos paises
del mundo y que han logrado desplazar los sistemas tradicionales de produccién de plantulas
como la propagacion por sarmiento (Melyan et al., 2015).

Las investigaciones realizadas con cultivares de vid para consumo de mesa o para la elabo-
racién de vinos han permitido definir medios y condiciones de cultivo estdndares para la
propagacion in vitro (Melyan et al., 2015); los factores que suelen estar relacionados con la
respuesta puede ser la variedad utilizada (Hewstone et al., 2006), tipo de poda (Ponce et al.,
2009), el genotipo y medio de cultivo (Valdéz, 2005), y los reguladores de crecimiento vegetal
(Nookaraju et al., 2008).

La conservacion in vitro consiste en el cultivo de plantas o explantes, obtenidos mediante
micropropagacion en condiciones de asepsia que son mantenidos en condiciones controladas en
camaras de cultivo. Sin embargo, es importante regenerar frecuentemente la coleccion
mantenida in vitro para evitar el envejecimiento fisiolégico del material vegetal (Cubero, 2013).
Por los factores expuestos anteriormente, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la
concentracion del medio de cultivo y BAP, que permitan la propagacion clonal de brotes in
vitro en dos cultivares adultos de vid (Vitis vinifera L.) “Cabernet Sauvignon” y “Merlot” para
su conservacion.

MATERIAL Y METODOS

La presente investigacion se desarrolld en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, Unidad
Marin, Facultad de Agronomia, Universidad Auténoma de Nuevo Leon, durante 2015. El
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material vegetal utilizado se recolect6 del Centro de Investigacion en Produccion Agropecuaria,
UANL, Linares, NL, de los cultivares Cabernet Sauvignon y Merlot de cuatro afios de edad. El
material vegetal recolectado fueron varetas de 15 cm de longitud, las cuales se seccionaron en
segmentos nodales con yemas axilares (microestacas) de 1.0 cm (fig. 1).

Establecimiento in vitro de los explantes

Bajo condiciones de asepsia en una campana de flujo laminar, las microestacas se sumergieron
en una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1.28% mas 0.2% de Tween-20 durante 5y
10 min. Concluido el tiempo se realizaron tres enjuagues con agua bidestilada esterilizada. Por
Gltimo, los explantes se colocaron en una solucion antioxidante de PVP (polivinilpirrolidona)
400 mg L durante el proceso de la siembra. Los explantes utilizados fueron, yemas axilares y
meristemos, los cuales fueron sembrados en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962),
suplementado con 1.0 mg L de BAP, 100 mg L™ de mioinositol, 30 g de sacarosay 4.3 g L
de Phytagel™. El pH se ajust6 a 5.7 utilizando KOH o HCI 1.0 N. Posteriormente, el medio de
cultivo se coloco en tubos de ensaye y se esterilizé a 121°C y 1.2 kg cm durante 15 min,
continuando con el establecimiento de un explante por tubo de ensaye. Finalizada la siembra,
las unidades experimentales fueron incubadas en condiciones controladas de temperatura de 26
+ 2°C, y fotoperiodo de 16 horas luz con ocho horas de oscuridad (fig. 1). El experimento se
establecid bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x2, donde el factor A
fueron los cultivares y el factor B el tipo de explante con 10 repeticiones por tratamiento. En
estas condiciones permanecieron por cuatro semanas. Las variables evaluadas fueron:
porcentaje de contaminacion y porcentaje de viabilidad de los explantes a cuatro semanas de la
siembra, utilizando tablas de contingencia y la prueba de Ji-cuadrada (X?).

Fig. 1. Recolecta de material vegetal y establecimiento in vitro de los cultivares “Cabernet Sauvignon” y “Merlot”.
a) Plantas adultas de vid de ambos cultivares; b) Seleccion de varetas de vid; c) Microestacas de ambos cultivares de
vid; d) Proceso de desinfeccion de microestacas de ambos cultivares.

Induccion de brotes en los cultivares

Los explantes viables provenientes de la etapa de establecimiento, se subcultivaron en medio
MS adicionado con tres concentraciones de BAP (0.5, 1.0 y 1.5 mg L) méas 0.5 mg L de
acido indolacético (AlA), 100 mg L mioinositol, 30 mg L de 4cido ascérbico, 1.5 g L
de carbdn activado, 30 g L* de sacarosa y 4.3 g L™ de Phytagel™. El pH se ajusté a 5.7. Los
medios de cultivo se colocaron en recipientes de vidrio de 150 mL y se esterilizaron bajo las
condiciones descritas anteriormente. Concluida la transferencia, las unidades experimentales se
incubaron en condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo similares a la etapa anterior,
El experimento fue establecido bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial de
2 x 2 x 3, donde el factor A fueron los cultivares, factor B los explantes y factor C las
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dosis de BAP con ocho repeticiones. Las variables evaluadas fueron: namero de brotes por
explante y longitud de brotes por ocho semanas.

Multiplicacion de brotes

Brotes provenientes de la etapa de induccién de 1.0 a 1.5 cm de longitud, se transfirieron a
medio de cultivo MS al 50 y 100% de concentracién, adicionados con 0.5y 1.0 mg L de BAP
y suplementado con 0.5 mg L™ de AIB, 1.5 g L™ de carbén activado, 30 g L™ de sacarosa y 4.3
g L de Phytagel™, ajustando el pH a 5.7. Los medios de cultivo se esterilizaron como se
describe anteriormente. Las condiciones de incubacidn fueron iguales que en las etapas previas.
El experimento fue establecido bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial
2x2x2, donde el factor A fueron los cultivares, el factor B la concentracién del medio y el factor
C las dosis de BAP con 8 repeticiones por tratamiento. Las variables evaluadas fueron: nimero
de brotes por explante, longitud de brotes, nimero y longitud de raices después de ocho
semanas de la transferencia. Con la finalidad de controlar la vitrificacién y oscurecimiento de
los brotes, se realizaron subcultivos cada dos semanas a medio de cultivo nuevo.

Analisis estadistico

Un andlisis de varianza fue realizado con los datos obtenidos de las etapas de induccién y
multiplicacién de brotes. La comparacion de medias se llevd a cabo mediante la prueba de
Tukey sig. p < 0.05. Los datos de ambas etapas se analizaron utilizando el paquete estadistico
Statistical Package for the Social Science (SPSS) version 17.

RESULTADOS Y DISCUSIONES
Establecimiento in vitro de los explantes

Con respecto a la variable contaminacion después de cuatro semanas del establecimiento in
vitro, los porcentajes oscilaron entre 20 a 32% cuando se utilizaron los meristemos, mientras
que en yemas axilares fueron del 20 a 40% (cuadro 1); la contaminacion fue provocada
principalmente por hongos. Esta respuesta es contrastante con lo mencionado por Hernandez-
Rendon et al. (2013), quienes reportaron que la principal fuente de contaminacion fueron
bacterias y muy baja incidencia de hongos. Los resultados aqui mostrados son similares a lo
alcanzado por Jaskani et al. (2008), quienes trabajaron con la variedad de uva Perlette,
reportando contaminacién de 19.3% al someter los explantes a una solucién de blanqueador
comercial al 10% (v/v) por 10y 15 min.

Con respecto a la viabilidad de los explantes, la sobrevivencia fue mayor en el cultivar Cabernet
Sauvignon cuando se utilizaron meristemos, con hasta 80% de viabilidad en ambos tratamientos
de desinfeccion; mientras que cuando se utilizaron yemas axilares, los porcentajes oscilaron
entre 68 a 80% en los tratamientos (cuadro 1). Estos resultados son semejantes a lo reportado
por Abido et al. (2013), donde obtuvieron un 80% en sus explantes del cultivar Muscat de
Alexandria. Mientras que para el cultivar Merlot, se presentaron porcentajes de viabilidad entre
un 68 a 76% en los tratamientos de desinfeccion cuando se utilizaron los meristemos como
fuente de explante y fue de 60 a 72% cuando se utilizaron las yemas axilares. En cuanto a las
tablas de contingencia, las variables de contaminacion y viabilidad mostraron ser indepen-
dientes a los cultivares, es decir, no existe relacion significativa entre la contaminacion y
viabilidad con los cultivares utilizados (p < 0.05) (cuadro 1).
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Cuadro 1. Porcentajes de contaminacion y viabilidad en explantes de vid (Vitis vinifera L.)
en dos tiempos al NaCIlO, después de cuatro semanas del establecimiento in vitro.

Tratamiento Cultivar Explante X?  Sig.p<0.05 Contaminacién Viabilidad
T1 Cabernet Sauvignon meristemo 133 0.248 20 80
T2 Cabernet Sauvignon meristemo 119 0.275 20 80
T1 Merlot meristemo 1.33 0.248 32 68
T2 Merlot meristemo 1.19 0.28 24 76
T1 Cabernet Sauvignon  yemas axilares  0.05 0.82 32 68
T2 Cabernet Sauvignon  yemas axilares  0.05 0.81 20 80
Tl Merlot yemas axilares  0.298 0.58 40 60
T2 Merlot yemas axilares 0.5 0.47 28 72

+T1: 5 min, T2: 10 min de exposicion a NaClO.

Induccion de brotes en los cultivares

De acuerdo a la comparacion de medias, se presentd diferencia significativa (p < 0.05) entre los
explantes (cuadro 2); en el caso de las yemas axilares se observd que el medio de cultivo
adicionado con 1.0 mg L de BAP, el nimero de brotes fue de 2.38, mientras que cuando se
utilizd 0.5 mg L de BAP fue de 1.5 brotes por explante (cuadro 2). Estos resultados no son
similares a los reportados por Mukherjee et al. (2010) quienes obtuvieron 2.73 brotes utilizando
0.5 mg L de BAP en el medio de cultivo después de cuatro semanas del subcultivo. Mientas
que, en meristemos la mejor respuesta se obtuvo cuando se adicioné 1.0 mg L de BAP al
medio de cultivo con promedio de 1.88 brotes (cuadro 2), lo cual es similar a lo reportado por
Abido et al. (2013), en donde evaluaron el efecto del BAP en combinacidn con diferentes
concentraciones de 4cido 1-naftalenacético (ANA) en medio MS, obteniendo resultados de 1.9
a 2.4 brotes, en el cultivar Muscat de Alexandria.

Para la longitud de brotes los medios que fueron adicionados con 1.5 y 0.5 mg L de BAP,
obtuvieron valores promedio de 1.74 y 1.78 cm para yemas y de 1.04 a 1.23 cm para
meristemos (cuadro 2), similar a lo obtenido por Nookaraju et al. (2008), en el cultivar
Crimson. Al utilizar el medio MS adicionado con 1.0 mg L™ de BAP se obtuvieron los mayores
valores con 2.45 cm para yemas y 2.15 cm para meristemos (cuadro 2) (fig. 2), Melyan et al.
(2015) obtuvieron en el cultivar Parvana en el medio Gamborg (B5), adicionado con BAP (0.5-
1.0 mg L) después de cinco semanas del establecimiento, resultados de 1.9 a 3.8 cm.

Cuadro 2. Comparacion de medias en las variables nimero y longitud de brotes en dos cultivares de vid
(Vitis vinifera L.) en yemas axilares y meristemos, suplementado con BAP a ocho semanas del subcultivo.

NUmero de brotes Longitud de brotes*
Medios Dosis mg L* Yemas  Meristemos Yemas  Meristemos
M1 MS+BAP15 175ab 1.15b 1.74b 1.04b
M2 MS + BAP 1.0 2.38a 1.88a 245 a 215a
M3  MS+BAPO05 15b 1.05b 1.78b 1.23b

TMedias con la misma letra no muestran diferencia significativa. Tukey sig. p <0.05. *Longitud en cm.
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Fig. 2. Etapa de induccion de meristemos y yemas axilares de los cultivares “Cavernet Sauvignon” y “Merlot”. a)
Extraccion del meristemo; b) Establecimiento de los meristemos; ¢) Desarrollo de los meristemos en la etapa de
induccién; d) Diseccion de yema axilar; e) Establecimiento de yemas axilares; f) Desarrollo de las yemas axilares en
la etapa de induccién.

Multiplicacién de brotes

Durante ocho semanas se evalud la multiplicacién de brotes y la formacion de nuevas raices,
con la citocinina BAP, obteniendo los mejores resultados para la multiplicacién de brotes al
utilizar los medios M2y M1 con 6.37 y 5.06 brotes respectivamente (cuadro 3), esto es similar a
lo reportado por Chee et al. (1984) quienes trabajaron los cultivares Cabernet Sauvignon y
Chardonnay obteniendo multiplicacion de 5y 11 brotes después de ocho semanas utilizando
BAP a una concentracion de 0.5 mg L.

En la longitud de los brotes Nookaraju et al. (2008), utilizaron una concentracion de 2.22 mg L-
! de BAP maés 0.49 mg L* de AIB obteniendo 2.99 cm de longitud en promedio, similar a lo
obtenido en esta investigacion que fue de 2.72 cm (cuadro 3).

Cuadro 3. Comparacién de medias en las variables nimero de brotes, longitud de brotes, nimero de raices y
longitud de raices a las ocho semanas del subcultivo.

Medios Dosis mg L' NGmero brotes Longitud brotes* Numero raices Longitud raices*
M1 MS 50% + BAP 0.5 5.06 b 2.34b 38la 2.70a
M2 MS 50% + BAP 1.0 6.37 a 2.72a 4.06a 3.34a
M3 MS 100% + BAP 0.5 4.75b 1.72b 3.00b 1.01b
M4 MS  100% + BAP 1.0 4.87b 1.67 b 2.56 b 1.31b

TMedias con la misma letra no muestran diferencia significativa. Tukey sig. p <0.05. *Longitud en cm.
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La formacién de raices inicié a partir de la segunda semana semejante a lo reportado por
Gonzélez et al. (2011) y Yerbolova et al. (2013), donde el portainjerto Saltcreek y algunas
variedades criollas iniciaron a partir de la segunda semana, pero diferente a lo obtenido con el
portainjerto Freedom el cual inici6 a la semana y media. Esto se puede deber a las diferencias
en la respuesta marcado por la variedad y genotipo de los cultivares (Hewstone et al., 2006). En
nuestro experimento los mejores resultados obtenidos en la comparacién de medias, fueron en
el M2y M1, con 4.06 y 3.81 (cuadro 4), respectivamente. Sin embargo, difiere con lo obtenido
con Gonzélez et al. (2011), quienes obtuvieron enraizamientos por encima de 10 raices
agregando a los medios auxinas como ANA y AlA a diferentes concentraciones.

Para la induccion de raices se obtuvieron los mejores resultados en el medio M1, teniendo el
100% de enraizamiento, mientras que el menor porcentaje se obtuvo en el medio M3
alcanzando s6lo el 50% (cuadro 4) (fig. 3). Jaskani et al. (2008), aumentaron el porcentaje de
30 a 80% al incrementar la cantidad de AIB de 0.5 a 1.0 mg L. Mukherjee (2010) prob6 en un
medio de cultivo MS a diferentes concentraciones de AIB de 0.1-0.7 mg L obteniendo
resultados de 21.3 a 78.9%, estando por encima nuestros resultados. Melyan et al. (2015), al
igual que en nuestra investigacion, obtuvieron el valor 6ptimo de porcentaje de enraizamiento
(84.4%) al utilizar el medio MS al 50%, pero adicionando 0.4 mg L de AIA, en el cultivar
Parvana.

C

Fig. 3. Etapa de multiplicacion de meristemos y yemas axilares de los cultivares “Cavernet Sauvignon” y “Merlot”.
a) Desarrollo de los meristemos en medio de multiplicacion de brotes; b) Desarrollo de las yemas axilares en medio
de multiplicacion de brotes; ¢) Multiplicacion de brotes de yema axilar del cultivar “Merlot”.
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Cuadro 4. Porcentaje de enraizamiento de los cultivares Cabernet Sauvignon y Merlot

en los medios de cultivo después de ocho semanas del subcultivo.

Cabernet Sauvignon Merlot
BAP (mg L)
Medio 0.5 1.0 0.5 1.0
MS 50 % 100 87.5 100 75
MS 100 % 75 62.5 75 62.5

Por su parte, Abido et al. (2013) combinaron las auxinas ANA y AIB en el medio MS, para la
variedad Muscat de Alejandria, en diferentes concentraciones obteniendo porcentajes de
formacion de raices del 50 al 73%.

CONCLUSIONES

El medio de cultivo MS suplementado con 1.0 mg L de BAP, presenté los mejores resultados
para el nimero y longitud de brotes en los cultivares Cabernet Sauvignon y Merlot, en el
tiempo evaluado.

Cuando el medio de cultivo MS se reduce al 50% Y se adiciona con 1.0 mg L™ de BAP, la tasa
de multiplicacién de brotes en ambos cultivares, es superior. En el caso del enraizamiento in
vitro, el medio MS al 50% mas 0.5y 1.0 mg L-* de BAP, permiten la formacion y desarrollo de
raices en los cultivares de estudio.

En la presente investigacion, la aplicacién del medio de cultivo MS adicionado con el regulador
de crecimiento BAP, en diferentes concentraciones, permite obtener mejores resultados en la
etapa de induccién de brotes y multiplicacion para conservar in vitro los cultivares de vid
Cabernet Sauvignon y Merlot.
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