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RESUMEN

Las variedades europeas han sido
micropropagadas eficientemente a partir de
estacas uninodales en el medio Galzy (1964)
modificado; sin embargo las "criollas" no han
presentado un buen crecimiento en ellos. Se
trabajo con las variedades "criollas" de vid:
Cereza, Criolla Chica, Criolla Grande, Pedro
Giménez y Torrontés Riojano. Los medios
evaluados fueron Murashige Skoog (MS)
(1962) y Galzy (1964) modificado (GM), en-
teros o con macro y micronutrientes diluidos
a la mitad, solidificados y liquidos y se em-
plearon dos tipos de explantos: estacas
uninodales y apices. También se probaron
dos tipos de soportes para los explantos en
medios liquidos. Si bien se observaron dife-
rencias segun el genotipo, en medio sélido
el porcentaje de plantas crecidas no se vio
afectado por el tipo de explanto utilizado en
la siembra, presentando mayor crecimiento
las plantas provenientes de apices y las cul-
tivadas en medio MS . Al trabajar con me-
dios liquidos, con esponja vegetal como so-
porte de los explantos, las plantas no pros-
peraron. Con puente de papel los mejores
resultados se obtuvieron cultivando apices
en medio MS Y. Los resultados sugieren que
el mejor medio para micropropagar estas va-
riedades de vid a partir de ambos tipos de
explantos es MS ¥z sélido.
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SUMMARY

European grape varieties are efficiently
micropropagated through single node
cuttings in modified Galzy medium (GM). On
the contrary, the "criollas" varieties have not
performed well in this medium. The purpose
of this work was to evaluate the "criollas"
varieties Cereza, Criolla Chica, Criolla Gran-
de, Pedro Giménez and Torrontés Riojano,
in full and half strength modified Galzy (GM)
and Murashige-Skoog (MS) solid and liquid
media. Paper bridges and vegetal sponge
were evaluated in liquid media. Nodal
segments and shoot tips were used as initial
explant. In solid media, differences in survival
were found between varieties but explant
type did not affect this variable. Plants from
shoot tips and both explants in MS Y2 grew
significantly more than in the rest of the
treatments. In liquid medium, vegetal sponge
was detrimental for both explants. With paper
bridge support the best result was obtained
with shoot tips cultured in ¥2 MS. The results
suggest that the best medium for the
micropropagation of "criollas" grape varieties
from both explants is solid MS % medium.
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INTRODUCCION

En Argentina, ademas de las variedades tradicionales europeas hay un grupo de
variedades llamadas localmente "argentinas" o “criollas" debido a que algunas de
ellas también se cultivan en otros paises de Sudamérica. Las variedades "criollas":
Cereza, Criolla Grande, Criolla Chica, Pedro Giménez, Moscatel Rosado, y el Torrontés
Riojano, Torrontés Mendocino y Torrontés Sanjuanino representan el 50 % del area
total cultivada con vid en la Argentina (14). Estas variedades se originaron de las
europeas pero presentan diferencias ampelograficas (1) y genotipicas (18) compara-
das con las variedades europeas actuales. Las mismas se destinan principalmente a
la elaboracion de vinos de mesay sobresalen por su productividad, vigor y adaptacion
a condiciones desfavorables (1).

El cultivo in vitro es una técnica extremadamente (til para una rapida introduc-
cion de nuevos clones, propagacion y mantenimiento de plantas libres de virus, para
la conservacion de germoplasma y estudios fisioldgicos (21). En vid el primer traba-
jo de cultivo in vitro fue el de Morel en 1948 (2).

Galzy (5) propone para el cultivo in vitro de yemas de vid un medio compuesto
por los macronutrientes de Knop diluidos a la mitad, los micronutrientes de Berthelot
y seis vitaminas del grupo B. En trabajos posteriores varian las concentraciones de
potasio y amonio determinando que la relacion K/NH, mas favorable para la emision
y crecimiento de las raices es de 7 (6, 7). En 1985 Galzy (8) describe un medio
donde la solucién mineral de Knop empleada en un principio es modificada por el
agregado de amonio y el aumento de los tenores en nitrato y potasio, proponiendo
medios para el cultivo in vitro de la vid a corto y largo plazo.

En trabajos locales, Martinez y Tizio (16) micropropagaron las variedades
Chardonnay, Pinot Noir, Pinot Blanc, Thompson Seedless, Cabernet Sauvignon,
Chenin y Riesling realizando la brotacion de las estacas uninodales en medio de
Murashige .Skoog (20) diluido a la mitad adicionado con 0.5 mg.L* de &cido giberélico
(AG,) y 1 mg.L* de bencilaminopurina (BAP) y el enraizamiento de los brotes origi-
nados en el medio descripto por Martinez et al. (15). En un trabajo posterior, los
mismos autores (17) concluyeron que la eficiencia de propagacion in vitro esté alta-
mente condicionada por el genotipo.

Numerosos investigadores han reportado variabilidad para la micropropagacion
entre variedades de Vitis vinifera (3, 5, 9, 10, 17, 22), como asi también variabilidad
en la embriogénesis somatica y la respuesta al agregado de antibioticos (22). Varias
especies del género Vitis han sido propagadas por microestacas en medios simples
(5, 6, 10, 22) o con la presencia de reguladores del crecimiento (3, 19).
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Finalmente, en la Catedra de Fisiologia VVegetal de la Facultad de Ciencias Agra-
rias de la UNCuyo, las variedades europeas han sido multiplicadas eficientemente a
partir de estacas uninodales en el medio Galzy (5) modificado con (NH,NO, 320 mg.L™,
Na,MoO,.2H,0 en 0.025 mg.L" y una décima parte de las vitaminas) (GM) adicionado
con 0.01 mg.L? de biotina y acido naftalenacético (ANA) 0.005 mg.L?. Sin embargo,
las variedades "criollas" no han presentado un buen crecimiento en él.

Como el cultivo in vitro de estacas uninodales se caracteriza principalmente por
el uso de medios de cultivo carentes de reguladores del crecimiento (2), el objetivo de
este trabajo fue determinar el medio de cultivo mas adecuado para la micropropagacion
de variedades "“criollas" de vid sin el agregado de reguladores del crecimiento.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con las variedades “criollas" de vid: Cereza, Criolla Chica, Criolla Grande,
Pedro Giménez y Torrontés Riojano. Para el establecimiento de los cultivos se em-
plearon plantas de 45 dias, originadas a partir de estacas uninodales cultivadas in
vitro en medio GM adicionado con 0.01 mg.L* de biotina y ANA 0.005 mg.L?, medio
usado para la multiplicacion de variedades europeas a partir de estacas uninodales.

La utilizacion de plantas multiplicadas in vitro para iniciar el ensayo tiene la
ventaja de ser menos engorrosa y contar con material de mayor uniformidad que el
proveniente de campo o invernaculo (13). Los medios evaluados fueron Murashige
Skoog (MS) (20) y Galzy (5) modificado (GM), enteros o con macro y micronutrientes
diluidos a la mitad, adicionados de 30 g.L* de sacarosa y solidificados con 7.5 g.L*
de agar agar. El pH de los medios se ajusto a 5.9 antes del autoclavado. Se coloca-
ron 20 ml de medio de cultivo por tubo de ensayo de 150 mm de alto por 20 mm de
diametro y se esterilizaron durante 15 minutos a 121 °C en autoclave.

Ademas, para cada variedad y medio de cultivo se emplearon dos tipos de
explantos: estacas uninodales (provenientes del nudo basal de las plantulas em-
pleadas para la siembra del ensayo) y apices (yema apical con la primera hoja
expandida). El ensayo comprendio cinco variedades de vid, dos tipos de explantos
y cuatro medios de cultivo. El disefio experimental fue de parcelas completamente
al azar con diez repeticiones por tratamiento; cada parcela consistié en un tubo de
ensayo con una planta. El ensayo se repitio dos veces.

En un segundo y tercer ensayo se trabajé con las mismas variedades, explantos
y medios de cultivo pero sin el agregado de agar. A los efectos de evaluar distintos
soportes fisicos para el cultivo en medios liquidos, se utilizaron trozos de mesocarpo
de esponja vegetal (Luffa acutangula Roxb) y puente de papel de filtro.

Luego de 48 dias a 16 horas de luz, 100 uE.m2.sty 25 °C + 1 °C, se evaluo el
porcentaje de explantos que crecieron, nimero de nudos, longitud del tallo, nimero de
raices, longitud de las raices, peso seco de las hojas, tallo y raices y contenido relativo
de clorofila de las hojas. Se consideré como planta crecida a todo explanto que reinicid
su crecimiento originando al menos un nudo. La determinacion del contenido relativo de
clorofila se llevé a cabo con el medidor de clorofila Minolta modelo SPAD-502 .
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Se realizo el andlisis de la varianza de los datos para cada una de las varieda-
des y posteriormente la comparacion multiple de medias segun el test de Tukey
para un nivel de significancia de 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Medios sélidos

En el andlisis estadistico de los datos s6lo se observé interaccion entre medio
de cultivo y tipo de explanto sembrado para las variables nimero de nudos, nimero
de raices y longitud de raices en Criolla Grande, y de nimero de nudos y longitud de
tallo para Pedro Giménez, por lo que se presenta el resultado de la comparacion de
medias para medio de cultivo y explanto independientemente.

En lafigura 1 se representa el porcentaje promedio de plantas crecidas segun el tipo
de explanto sembrado, con las correspondientes desviaciones estandares. Se observa
gue el tipo de explanto utilizado en la siembra no afecto significativamente el porcentaje de
plantas crecidas. Yuy Meredith (24) reportan en ocho cultivares de Vitis vinifera (Cabernet
Sauvignon, Cardinal, Chardonnay, Chenin Blanc, Italia, Pinot Noir, White Riesling y Zinfandel)
gue la tasa de sobrevivencia es superior a partir de yemas axilares que a partir de apices.
En el presente trabajo, si bien no se obtuvieron diferencias significativas, se observo una
tendencia similar: el porcentaje de plantas crecidas a partir de estacas uninodales fue un
10 a 20 % mayor que a partir de apices, con excepcion de Pedro Giménez.
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Figura 1.

Porcentaje de plantas crecidas de
cinco variedades "criollas" de vid,
cultivadas in vitro a partir de dos ti-
pos de explantos, promedio de los 20
cuatro medios ensayados.
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| Apices Estacas

Las plantas provenientes de apices presentaron mayor nimero de nudos que
las originadas a partir de estacas, con excepcion de Cereza y Criolla Chica donde
las diferencias no fueron significativas. El contenido de clorofila no se vio afectado
por el tipo de explanto sembrado y la longitud de tallo de las plantas provenientes de
apices fue superior a la de las plantas originadas de estacas uninodales. Sélo en
Criolla Grande, las plantas que crecieron a partir de apices originaron mas raices y
de mayor longitud que las provenientes de estacas (tabla 1, pag. 97).

Las plantas originadas de &pices presentaron mayor longitud de tallo, peso
seco de planta (PS de hojas, PS de tallo y PS de raices) y PS por hoja, que las
plantas provenientes de estacas, con excepcion de Criolla Chica, donde el tipo de
explanto no afectd ninguno de los parametros evaluados (tabla 2, pag. 97).
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Por lo tanto, fue mayor el crecimiento in vitro de las plantas originadas a partir
de apices que las provenientes de estacas uninodales, coincidiendo con lo observa-
do por Yu y Meredith (24) quienes obtuvieron brotes mas vigorosos pero menor
produccion de brotes a partir de apices que de yemas axilares, al trabajar en un
medio MS con 2 mg.L* de BAP.

Tabla 1. Efecto del explanto sobre el nimero de nudos, contenido de clorofila de
las hojas, longitud de tallo (cm) y nimero y longitud de raices (cm) de
cinco variedades "criollas" de vid.
Variedad Explanto N°nudos Clorofila Long.tallo N°raices Long. raices

Cereza thlgia 5.22 222.4712 ggg i:g: 1%2
crome e e mia dma e o
cromnde Bt 5o omaa  assb 216 1371h
T - A T
Tromo e 383 Zos s 19a  lns

Letras distintas en la columna y para cada variedad indican diferencias significativas para p < 0.05.
Tabla 2. Efecto del explanto sobre el peso seco de hojas, tallo, raices, PS de cada
hoja y de la planta entera (mg) de cinco variedades "criollas" de vid.
Variedad Explanto PS de hojas PSdetallo PSderaices PS por hoja PS de planta

Cevea  Claca  1aab 256 3sb 216 197b
Crehiea  oota  170a  aza 372 25a  aasa
cromnde CRCi  d5ab  5ab  sib  2sb a0
Poimene SPce 320872 s7a 38 doda
TR0 B0 035 40b  30b  aen  oa3b

Letras distintas en la columna y para cada variedad indican diferencias significativas para p < 0.05.

Entre los medios de cultivo ensayados, el medio MS entero resulté detrimental
para el crecimiento de las plantas y con él se obtuvo el menor porcentaje de plantas
crecidas en Cereza y Pedro Giménez. Ademas, en el medio MS crecieron menos
plantas de Criolla Chica que en los medios GM y GM % y menor nimero de plantas
de Criolla Grande y Torrontés Riojano que en el medio MS ¥ (figura 2, pag. 98). En
algunas especies lefiosas, el medio MS no fue satisfactorio y se lograron mejores
resultados con composiciones mas diluidas en macronutrientes (11).

Bouquet y Torregrosa (2) mencionan que generalmente en vid se emplea el medio
de MS, pero frecuentemente con los macronutrientes diluidos a la mitad. Contrariamen-
te, Martinez y Tizio (17) consideran que el medio MS %2 sélido es el menos adaptado a
todos los genotipos (Harmony, Thompson Seedless, Riesling, Renane y Pinot Noir) en
lo que concierne al porcentaje de plantas obtenidas a partir de estacas uninodales en
medio sélido. En Cereza, Pedro Giménez y Torrontés Riojano el medio MS % origind
plantas con mayor nimero de nudos que el medio GM %% (figura 3, pag. 98).
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El medio de cultivo no afecté el contenido relativo de clorofila, salvo en Criolla
Grande y Torrontés Riojano donde las hojas de las plantas cultivadas en medio
MS % presentaron mayor contenido relativo de clorofila. Ademas, en el medio MS %2
las plantas presentaron la mayor longitud de tallo (tabla 3, pag. 99).

El cultivo en medio MS ¥ aument6 el nimero de raices en Criolla Chica y Criolla
Grande y la longitud de las raices en todas las variedades salvo en T. Riojano coinci-
diendo con lo observado por otros autores. Péros et al. (22) al cultivar in vitro 32 cultivares
e hibridos intraespecificos de Vitis vinifera determinaron que una reduccion de los
macronutrientes favorecia la formacién de raices mientras que Harris y Stevenson (12)
encontraron que la iniciacién de raices no fue afectada por la concentracion de sales,
pero el crecimiento de las mismas fue mayor al reducir el contenido de sales del medio.

La mayor dificultad de la multiplicacién de vid (Vitis rupestris, Vitis riparia, hibridos
interespecificos y numerosas variedades de Vitis vinifera) en cultivo in vitro es obtener
el enraizamiento en todas las plantas (5, 6, 9). Galzy (6) determina, siempre trabajan-
do en un medio de cultivo sin hormonas, que un aumento en el contenido de iones
potasio y amonio mejora la diferenciacion de raices en Vitis rupestris con respecto al
medio original (5) constituido por los macronutrientes de Knop diluidos a la mitad.

Otros autores también observaron el enraizamiento en medios desprovistos de
hormonas (13, 22). Sin embargo, con el agregado de acido indol 3-butirico (IBA) 2.5 uM
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Tabla 3. Efecto del explanto sobre el contenido de clorofila de las hojas, longitud de tallo
(cm) y nimero y longitud de raices (cm) de cinco variedades “criollas" de vid.

Variedad Explanto  Clorofila Long.tallo N°deraices Long deraices

MS Ob* Ob* 1.7 a 57b

Cereza MS %2 249 a 52a 24 a 14.23 a
GM 25a 458 a 19a 8.29 b

GM % 27.2 a 3.63a 19a 6.18 b

MS 23.3a 2.87 a 0.7b 5.88b

. MS %2 25.7 a 5.30a 2.7 a 21.71 a

Cr. Chica GM 25.1a 357a 13b 4.49 b
GM % 24.1 a 3.30a 14b 5.53 b

MS 26.0b 33b 1.7b 10.45b

Cr. Grande MS %2 31.8a 5.45a 3.7a 24.89 a
’ GM 27.6b 5.18 ab 19b 12.19b

GM % 29.2 ab 4.11 ab 3.3ab 16.14 ab

MS 26.2a 5.21 ab 25a 159 ab

P. Giménez MS %2 259a 6.04 a 29a 24.58 a
: GM 225a 5.28 ab 23a 11.46 b
GM % 26.5a 3.96 b 31la 10.66 b

MS 26.4b 39b 1.6 a 12.08 a

- MS %2 31.2a 6.55 a 20a 17.06 a

T- Riojano GM 265b  4.06ab 15a 1147 a
GM %2 27.7b 3.35b 20a 8.13 a

* En este tratamiento no hubo crecimiento del vastago ni formacién de nuevas hojas. Letras
distintas en la columna y para cada variedad indican diferencias significativas para p < 0.05.

lograron que las plantas de Pinot Noir aumentaran el nimero de raices de 2 a 4 siendo
éstas alargadas, similares a las del medio sin hormona, mientras que con el agregado
de ANA se duplico el numero de raices pero fueron mas cortas y hubo formacién de

callos (13).

Entodas las variedades evaluadas el peso seco de las plantas fue mayor cuan-
do crecieron en el medio MS ¥, fue significativamente superior a MS en Cereza y
mayor a GM % en Torrontés Riojano (figura 4).

Peso seco de planta (mg)
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P. Giménez

GM 1/2

T. Riojano

Figura 4. Peso seco de las plantas de cinco variedades "criollas" de vid, cultivadas in
vitro en cuatro medios de cultivo distintos. Letras distintas en cada variedad

indican diferencias significativas entre tratamientos para un p < 0.05.
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Medios liquidos

En la actualidad existe una tendencia general a buscar sistemas que empleen
medios liquidos estacionarios, en virtud de la reduccion de costos por la eliminacion
de agar y mayor agilidad en la preparacion de medios, pero esto puede traer apare-
jado problemas de vitrificacion en los cultivos (11). Ciertas plantas en medio liquido
forman un sistema radical mas abundante y con mas ramificaciones, ademas de
facilitarse la extraccion de las plantas para su transplante (4).

Sin embargo, cuando se trabaja con medio liquido sin un soporte, los tejidos
guedan sumergidos y para una buena aireacion es necesario agitarlos, por lo que se
prefiere trabajar con soportes para los explantos (espuma de plastico limpia, lana
de vidrio, pequefias bolas de vidrio, puente de papel, etc.) (23).

En el presente trabajo, al emplear medios liquidos -Murashige Skoog (MS) y
Galzy modificado (GM), enteros o con macro y micronutrientes diluidos a la mitad-
con soporte de esponja vegetal, el porcentaje de sobrevivencia analizado por medio
de cultivo fue muy bajo y con mucha variacion (figura 5). Dicho porcentaje en todos
los medios de cultivo fue inferior al 50 % y en cada medio prosperaron menos plan-
tas a partir de estacas que de apices (datos no presentados) por lo que, si bien se
determinaron, no se presentan los datos de las demas variables evaluadas en las
pocas plantas que crecieron.
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Figura5.

Porcentaje de plantas crecidas
sobre esponja vegetal de cinco va-
riedades "criollas" de vid, cultiva-
das in vitro en cuatro medios de
cultivo liquidos distintos (promedio
de los dos tipos de explantos).
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Por lo tanto, se considerd que la baja sobrevivencia alcanzada no permitia te-
ner en cuenta la variante medio liquido con soporte de esponja vegetal, como una
forma de propagacion de vid.

Mientras tanto, al trabajar con medios liquidos colocando los explantos sobre
puentes de papel se observaron marcadas diferencias en la sobrevivencia de plan-
tas segun si el explanto sembrado fue estaca uninodal o &pice (foto, pag. 100).

El porcentaje de plantas crecidas a partir de estacas fue muy bajo (15 % pro-
medio de todas las variedades y medios), mientras que con apices este porcentaje
alcanzé el 60 % en promedio, llegando al 100 % en casi todas las variedades cuan-
do el medio de cultivo fue MS % (tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de plantas crecidas de cinco variedades "criollas" de vid, cul-
tivadas in vitro en cuatro medios de cultivo y dos explantos distintos.

Variedad Explanto MS MS% GM GM?Y

s e %0 B
croms e % w0 @ 0
o K% 10 & 0
o BT B0 08
Teowo  BE % @ @

En la tabla 5 se presentan los datos medios con las correspondientes desvia-
ciones estandares para las distintas variables evaluadas cuando se cultivan apices
en medio MS ¥ .

Tabla 5. Numero de nudos, contenido de clorofila de hojas, longitud de tallo (cm),
namero y longitud de raices (cm) y PS de planta de cinco variedades
"criollas" de vid cultivadas en medio liquido MS Y2 sobre puente de papel.

Variedad N° de Clorofila Long.tallo N°de Long de PS de planta
nudos raices raices
Cereza 10.3+ 2.7 30.7+29 850+29 23+12 2503+125 0.1193+0.04
Cr. Chica 84+23 298+39 600+14 36+14 21.22+16.2 0.0993+ 0.038
Cr. Grande 9.8+29 274+27 750+19 15+05 28.85+124 0.1277+ 0.047
P.Giménez 78+35 14.0+15 518+29 23+23 10.63+ 14 0.0668 + 0.048
T. Riojano 70+23 183+13 302+19 0.8+09 10.25+12.3 0.0767 + 0.058

Segun Galzy et al. (10) los requerimientos nutricionales in vitro no s6lo depen-
den de las caracteristicas varietales (Vitis rupestris Scheele cv. du Lot y Vitis vinifera
cvs. Chardonnay y Pinot Noir), sino que estan también relacionados con las condi-
ciones fisicas del cultivo. Sin embargo, en el presente trabajo -tanto en medio sdlido
como liquido- el medio MS %2 se presenta como el mas adecuado para el crecimien-
to in vitro de variedades "criollas" de vid.
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Mhatre et al. (19) proponen para las variedades de Vitis vinifera (Thompson sedles,
Sonaka y Tas-e-Ganesh) el medio liquido de MS con la mitad de concentracion de
macro y micronutrientes (MS %2) como un medio adecuado para el enraizamiento de
brotes alargados de vid sobre puente de papel. Sin embargo, estos autores no culti-
van directamente las estacas uninodales en este medio sino que para la obtencion de
plantas completas realizan tres etapas previas (iniciacion, multiplicacion y alargamiento)
en tres medios distintos, hasta conseguir brotes alargados que hacen enraizar en este
medio con 0.1 mg.L* de acido indol-3-acético (AlA).

Estos autores obtienen a partir de una estaca uninodal 10 a 26 plantas en cuatro
meses y medio, mientras que a partir del mismo explanto y en el mismo tiempo podria-
mos obtener para las variedades "criollas" en medio MS ¥2 sélido de 90 a 200 plantas.

CONCLUSIONES

% Para la micropropagacion de las variedades "criollas" de vid: Cereza, Criolla
Chica, Criolla Grande, Pedro Giménez y Torrontés Riojano, tanto a partir de
apices como de estacas, se aconseja el empleo del medio MS % sélido. Las
diferencias en el nimero de nudos, como en el peso seco de las plantas entre
aquellas originadas de apices y las originadas de estacas uninodales, pone de
manifiesto la necesidad de sembrar ambos explantos por separado, para ase-
gurar una mayor uniformidad de las plantas.

% Los apices y las estacas uninodales de estas variedades no prosperan sobre

esponja vegetal en los medios liquidos ensayados. Sobre puente de papel sélo
se originan plantas a partir de apices y el mejor medio es MS .
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