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RESUMEN

Se presentan los resultados del uso de diferentes sistemas de micropropagacién "in vitro"
sobre algunas variedades de vid, algunas de ellas de cultivo generalizado y dominante en La
Rioja. Se han utilizado cinco condiciones diferentes para el establecimiento de los cultivos.
Los mejores resultados para todas las variedades usadas se obtuvieron utilizando medios de ini-
ciacién y multiplicacidn sélidos (6 g/l de agar) en condiciones de fotoperiodo de 16 h. El medio
base usado fue MS suplementado con 30 g/l de sacarosa 'y 2 mg/l BA. Los brotes formados fie-
ron transferidos a medios de enraizamiento suplementados o no con auxina (2 UM AIB) donde se
valoré la emisidn y crecimiento de raices. Las pldntulas obtenidas fueron transplantadas a ma-
cetas con tierra para su aclimatacion y, posteriormente transferidas a cultivo en campo
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Five different "in vitro" micropropagation methods have been assayed on several grape-
vine (Vitis vinifera L.) varieties cultivated in La Rioja (Spain), either of prevailing or limited
use. The utilization of solid initiation and multiplication media (6 g/l agar) under 16-hour pho-
toperiod conditions yielded the best results for all varieties. MS supplemented with 30 g/l sac-
charose and 2 mg/l BA was utilized as basic medium. The grown stems were transferred to roo-
ting media supplemented or non-supplemented with auxin (2 UM IBA), where root production
and growth were measured. The seedlings obtained were acclimated in pots with peat and, after-
wards, were transferred to field conditions.
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0. INTRODUCCION

El cultivo "in vitro" de plantas podemos definirlo como el cultive de todo tipo de cé-
lulas, tejidos u 6rganos vegetales bajo condiciones de esterilidad. Con este sistema de cul-
tivo se pueden regular todos los factores que influyen en la produccion y cultivo de espe-
cies vegetales, desde los requerimientos nutricionales, pasando por la luz, fotoperiodo,
temperatura, humedad, etc.

Es una técnica que, actualmente, juega un papel muy importante en la produccién de
plantas, tanto ornamentales como de interés agronémico, ademds de servir como herra-
mienta para estudios de tipo bioquimico, genético-molecular, etc. El dmplio uso de estas
técnicas se debe principalmente a la rapidez con que se pueden obtener plantulas para su
estudio y al poco espacio que se necesita para mantener y cultivar numerosas plantas.

De todos es conocido que las diferentes variedades de vid se enfrentan a numerosos
problemas cuando se cultivan en condiciones naturales. Son problemas derivados de su
mayor o menor resistencia a las temperaturas extremas, a enfermedades provocadas por
microorganismos (bacterias, hongos o virus), a la depredacidn por parte de insectos, etc.
La seleccidn de variedades resistentes a estos ataques ha sido un objetivo cldsico de los
viticultores, empleando en ello mucho tiempo y amplias zonas de cultivo donde experi-
mentar con nuevas variedades o realizar cruzamientos entre las ya existentes.

Es en estos procesos de mejora donde el cultivo "in vitro" puede ayudar a la obten-
cién, en un periodo de tiempo menor y en un menor espacio fisico, de variedades resisten-
tes o a mejorar las ya existentes mediante técnicas de manipulacién genética.

Otro factor a tener en cuenta es la necesidad de preservar las variedades autdctonas de
cada regidn ya que son, por lo general, las mejor adaptadas a las condiciones naturales de
cultivo. Estas variedades estdn siendo desplazadas por variedades de mayor produccién de
uva y por tanto pueden llegar a perderse definitivamente. Es necesario mantenerlas ya que
son portadoras de caracteres genéticos que pueden ser necesarios en el futuro, para mejorar
las variedades o hacerlas resistentes a determinados ataques (Martinez de Toda, 1990).

Para poder utilizar el cultivo "in vitro” como herramienta, para la consecucién de varieda-
des resistentes de vid o para mantener las ya existentes, presentamos aqui un trabajo que
trata de establecer las condiciones de cultivo adecuadas en cuanto a requerimientos nutricio-
nales y ambientales de alguna de las variedades de Vitis vinifera cultivadas en La Rioja.

1. MATERIALES Y METODOS

1.1. Genotipos

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado las siguientes variedades o cultiva-
res de Vitis vinifera L.: Garnacha, Tempranillo, Viura, Moscatel, Calagrafio y Miguel de
Arco. Las tres primeras entran dentro de las autorizadas por el Consejo Regulador de la
Denominacién de Origen Calificada Rioja. Son las mds cultivadas en la regién y comunes
a otras muchas zonas viticolas. Las tres restantes son variedades particulares de esta zona
estando en peligro de desaparicién.

1.2. Material vegetal

El material de partida consistié en madera de poda recogida de cepas seleccionadas por
su vigor y por no presentar sintomas de enfermedad. Este material fue tratado con un anti-
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fidngico comercial y conservado en frfo hasta su utilizacién. Fragmentos de esta madera
con una o dos yemas se situaron en condiciones de brotacién en una cdmara de cultivo so-
bre perlita embebida en agua, manteniendo las adecuadas condiciones de asepsia. Se man-
tuvieron a una temperatura de 25 °C y con un fotoperiodo de 16 h. con iluminacién fluo-
rescente e incandescente. :

Aproximadamente a las dos semanas se disponia de brotes de entre 10y 15 cm ya con
inflorescencias inmaduras. De estos brotes se tomaron explantos de nudo, entrenudo, me-
ristemo apical, yemas axilares, peciolo e inflorescencias inmaduras. Se parafinaron los ex-
tremos de los fragmentos y se esterilizaron superficialmente con etanol al 70% durante 1
min, hipoclorito sédico (lejia comercial al 10%) con 0,1% de Tween 20 durante 10 min y
posteriormente con varios lavados con agua estéril.

1.3. Medios de cultivo y condiciones

Fl medio base que se ha usado en todos los casos es el medio MS (macronutrientes,
micronutrientes y vitaminas) descrito por Murashige & Skoog (1962). Como se refleja en
la Tabla I, se han utilizado diferentes hormonas y variado las condiciones ambientales,
buscando en cada caso las més adecuadas para cada variedad y para cada fase de desarrollo.

Tabla I: Medios de cultivo y condiciones experimentales utilizadas para la iniciacidn y
multiplicacion "in vitro” de las diferentes variedades.

Protocalo n° 1 Protocolo n° 2 Protocolo n° 3
Explanto Meristemo Apical y Axilar Intemodo, inflorescencia y peciolo Meristemo Apical
Medio Base MS + Vit. MS MS + Vit MS MS + Vit. MS
r4
° 30 g/1 Sacarosa
< Suplementos 30 g/l Sacarosa 1mgl 24 D 30 g/l Sacarosa
3] 2mg/l BA 0.1 mg/l BA 2 mgN BA
6 gl A
z - 6 g Agr /1 Agar
Iluminacién Fotoperiodo Oscuridad Oscuridad Fotoperiodo
> Explanto Brotes Fragmentos de callo Brotes
8| Medio Base MS + Vit. M§ MS + ViL MS MS + Vit. MS
§ 30 g Sacarosa 30 g/ Sacarosa 30 g/l Sacarosa
g Suplementos 2 mgh BA 2 mgl BA 2 mg/l BA
E 6 g1 Agar 2 mg/l NAA 6 g/l Agar
E‘) 6 g/l Agar
=
Iluminacién Fotoperiodo Oscuridad Fotoperiodo

Se han seguido tres protocolos principales para el establecimiento y multiplicacién de
los diferentes explantos. Hemos denominado como protocolo n® 1 al que utilizando ex-
plantos apicales y axilares se basa, con ligeras modificaciones, en lo descrito por Casal &
Pais (1990). Se realizé el establecimiento en dos condiciones diferentes: con y sin ilumi-
nacién.

En el protocolo n° 2 basado en Krul & Worley (1977), utilizamos explantos de entre-
nudo, inflorescencias y peciolo. Las variaciones sobre el protocolo original estdn en utili-
zar en la iniciacién del cultivo dos tipos de medio: sélido y liquido.

El tercer protocolo se adapté siguiendo las recomendaciones generales que sobre el
cultivo "in vitro" de vid hacen Krul & Mowbray (1984) y George et al. (1987).
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En todos los medibs el pH antes de la esterilizacidn en el autoclave oscilaba entre 5,4
y 5,6.

Para el enraizamiento de las plantulas obtenidas se utilizaron cuatro tipos de medio di-
ferentes (Tabla IT) donde se variaron las condiciones de fuerza i6nica del medio, descritas
como favorecedoras del desarrollo de rafces y el contenido en 4cido indol-butirico (AIB)
(Chee & Pool, 1983, 1987; Barlass & Skene, 1978, 1980). Se utilizé esta auxina ya que
en trabajos previos para otros genotipos de vid y portainjertos (Roubelakis-Angelakis &
Zivanovitz, 1991) se ha puesto de manifiesto la actividad del AIB como inductor de raices.

Tabla II: Resultados obtenidos en medios de multiplicacion para cada variedad con los
diferentes protocolos. (-) Sin crecimiento, (+) Crecimiento escaso con pocos brotes y
pequefios (1-2 cm), (++) Desarrollo aceptable, brotes entre 2’y 5 cm, (+++) Buen
desarrollo, con abundantes brotes de mayor tamario (>5 cm).

Protocolo n° 1 Protocolo n° 2 Protocolo n° 3

Condiciones Luz Oscuridad Liquido Sélido Luz - Sélido
Garnacha ++ + - + ++

a | Tempranillo ++ ++ ++ +++ +++

é Viura +tt +++ ++ +++ +++

” Moscatel + R + 4+ ++

: Calagrafio + - + - +
Miguel de Arco + - + - +

Las plantulas obtenidas, cuyo tamafio oscilaba entre los 8 y los 10 cm, se traspasaron
a macetas para iniciar su aclimatacién a las condiciones naturales. Inicialmente se mantu-
vieron en macetas con turba humedecida y cubiertas con pléstico, en un ambiente de alta
humedad (90%), en cdmara de cultivo, durante dos semanas. Finalizado este periodo se les
retir el pldstico protector y se mantuvieron en la cdmara con una humedad del 80% du-
rante 15 dias. Tras este tiempo se transplantaron a macetas con una composicion del suelo
adecuada, mantenidas en invernadero antes de su exposicién al exterior.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Establecimiento e iniciacidén

En la Tabla III se presentan de forma resumida los resultados obtenidos con las dife-
rentes variedades para cada una de las condiciones de cultivo utilizadas. La valoracién se
realizé a los 30 dfas desde la siembra de los explantos. Se valoré de forma global el cre-
cimiento de los brotes o callos. '

Entrando en el aspecto de las variedades, destaca la variedad Viura como la que mejor
se adapta a cualquier condicién de cultivo, dando una respuesta adecuada, ya que su creci-
miento es mayor que el del resto de variedades, en todos los medios. En el protocolo n° 1
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se aprecia un mayor crecimiento en oscuridad donde se obtienen brotes m4s grandes y me-
jor formados, mientras que en los otros protocolos no existen diferencias apreciables entre
las diferentes condiciones probadas.

Tabla I11: Medios de cultivo utilizados para la rizogénesis.

Medio I Medio II Medio III Medio IV
Macronutrientes ¥ MS 1B MS 12 MS ¥ MS
Micronutrientes % MS MS Y2 MS MS
IBA - - 2 2 uM
Otros Vitaminas MS + 20 g/l Sacarosa + 6 g/l agar + Fotoperiodo 16 h

La variedad Tempranillo crece bien en todos los medios pero sin llegar a alcanzar en
ningun caso a Viura. Por el contrario, son las variedades Miguel de Arco, Calagrafio y, en
menor medida Garnacha, las que peores aptitudes muestran para el establecimiento y mul-
tiplicacién de los cultivos.

En cuanto a los tres protocolos utilizados, es claramente el n° 3 el que da los mejores
resultados para todas las variedades probadas.

2.2. Enraizamiento

Se determind el nimero y longitud de las raices formadas para cada variedad de las es-
tudiadas y en cada medio. Las figuras 1 y 2 recogen estos datos de forma particular para
cada variedad, mientras que las figuras 3 y 4 lo hacen de forma global.

De los seis genotipos estudiados todos emitieron raices en los diferentes medios, adn
en aquellos en los que no se habia puesto AIB, si bien con diferencias importantes entre
ellos.

En cuanto al nimero de raices producidas, tres variedades exhiben un comportamiento
similar en los cuatro medios probados. Garnacha, Tempranillo y Miguel de Arco alcanzan
sus méximos valores en medios con auxina, siendo superiores en el IV. Por el contrario
en medios sin auxina la produccién de raices fue muy inferior.

Las variedades Viura y Moscatel y, en menor medida, Calagrafio, presentan el niimero
mdximo de emisién de raices en el medio III, con valores muy altos.

Si hacemos esta comparacién por medios de cultivo (fig. 3) en ellos las variedades
Viura y Moscatel presentaron los mdximos valores, superando en muchos casos al resto
en mds del 100%. Es de destacar la uniformidad de resultados en cada medio con las excep-
ciones de Viura y Moscatel. Queda evidente la influencia de 1a auxina ya que el niimero de
raices por pléntula aumenta progresivamente desde el medio I al medio IV.

En cuanto a la longitud de las raices emitidas, existe una mayor variacién entre los di-
ferentes genotipos de la existente para el nimero de raices.

Las variedades Garnacha y Tempranillo, muestran mayores longitudes para las rafces
sroducidas en el medio II. Garnacha, destaca por la escasa longitud de las raices en el me-
lio I, medio en el que el resto de variedades alcanzan las mayores longitudes. Mientras que
'n el medio IV, presenta valores superiores al resto de los ensayos. También destacan con
ltos valores las variedades Viura y Moscatel.
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Figura 1: Nimero de raices emitidas por brote, en los cuatro medios por cada variedad.
Las barras indican el error estdndar.
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Salvo en los casos ya citados, en los ensayos realizados en el medio I se alcanzan las
mdximas longitudes, descendiendo posteriormente en los medios II, III y IV. Este des-
censo no es tan marcado como el que se obtenia para el nimero de raices de forma inversa.

A semejanza de los valores obtenidos para el nimero de raices, la homogeneidad de re-
sultados para cada medio es notable con las excepciones ya citadas.

Teniendo en cuenta que estamos considerando valores medios, hay que destacar que
cuando las variedades se mantuvieron en los medios I y II se producia una gran variacién
en las longitudes de las rafces emitidas por cada pldntula, variacién que no era tan acusada
en las raices emitidas en los medios IIT y IV.

También podemos afiadir otras consideraciones acerca del aspecto y estructura de las
raices emitidas por las diferentes variedades en cada condicién de cultivo. Podemos destacar
que en los medios I y II apenas si aparecieron raices secundarias, teniendo la raiz un as-
pecto normal. Por el contrario, los medios que contenian AIB, presentaban raices secunda-
rias abundantes y muy engrosadas en su base.
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Figura 2: Longitud de las raices emitidas por brote, en los cuatro medios por cada variedad.
Las barras indican el error estdndar.
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La conexién entre niimero de raices emitidas y su longitud, segdn se desprende de
nuestros resultados, estd en relacién directa con la presencia de auxina en el medio de cul-
tivo. En los medios donde la emisién de raices era escasa, no existia auxina, se producian
rafces de gran longitud, por el contrario, allf donde se producfa un gran nimero de raices,
por efecto de la auxina, eran de menor longitud, sin duda debido a la accién de la auxina
como inhibidor de la elongacidn de raices (Davies, 1988).

El efecto de la auxina sobre el nimero de raices emitidas es claramente significativo.
Se observa claramente en las figuras como en los medios de cultivo con hormona el au-
mento en el nimero de raices es superior en un 100% al que se obtuvo en los medios sin
hormona.

De nuestros resultados se desprende también, un menor nimero de emisién de raices,
si bien poco destacable, en aquellos medios que disponfan de la mitad de micronutrientes,
sin embargo, esta carencia no se manifestaba en otros pardmetros de las pldntulas que pre-
sentaban tasas similares de crecimiento. En cuanto a la longitud de las rafces emitidas, el
efecto de esta carencia no es tan acusado ya que predomina el efecto de la auxina.
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Figura 3: Niimero de raices emitidas en cada medio, por las seis variedades.
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3. CONCLUSIONES

Trabajos previos habian propuesto el uso del medio de cultivo MS con total o media
fuerza iénica para enraizamiento de diferentes genotipos del género Vitis, suplementado en
cada caso con diferentes auxinas (Barlass & Skene, 1980; Rajasekaran & Mullins, 1981;
Novak & Jukova, 1983; etc.). Comparado con estos trabajos, el nuestro presenta la nove-
dad de tratar variedades hasta ahora no estudiadas en este aspecto, ademds de ensayar dife-
rentes condiciones de cultivo. .

El hecho de usar tinicamente la mitad de macronutrientes descritos para el medio MS
y que sean imprescindibles suplementos hormonales, hace que el medio que proponemos
sea de menor coste que otros descritos.

Los medios y protocolos utilizados son vilidos para todas las variedades estudiadas,
sin embargo, existe una dependencia del genotipo, que va a condicionar las diferentes res-
puestas ante los medios y condiciones de cultivo. Estas diferencias se manifiestan, tanto
en el establecimiento de los cultivos, como en la formacién y elongacidn de raices.
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Figura 4: Longitud de las raices emitidas en cada medio, por las seis variedades.
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Estimamos que el medio descrito es vdlido para la rizogénesis "in vitro" de diferentes
variedades de Vitis vinifera. La presencia o no de auxina en el medio no es determinante
para la emisién de raices, al menos en las variedades estudiadas, e incluso su presencia
puede resultar limitante para la elongacién de las mismas.
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