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RESUMEN

La vid (Vitis vinifera L.) representa uno de los cultivos con mas importancia tanto a nivel
nacional como mundial. De este cultivo se obtienen multitud de productos entre los que
destacan la uva de mesa para consumo en fresco y el vino obtenido de la uva de vinificacién.
Preservar la variabilidad de la vid mediante la conservacién de germoplasma es de gran interés
para poder afrontar nuevas necesidades. La preservacién de los recursos genéticos incluye la
recuperacion, identificacidn y caracterizacion de las variedades con especial interés de
aquellas minoritarias en peligro de desaparicién. Una de las herramientas de escaso uso pero
de gran interés en vid, cuya propagacion es vegetativa, es la conservacion in vitro de material
vegetal. Esta técnica permite conservar el material en condiciones controladas que reducen el
riesgo de pérdidas causadas por distintos factores ambientales y meteorolégicos y es ideal
para mantener duplicados de las colecciones que se mantienen en campo. Es importante para
una conservacién in vitro eficiente reducir el nimero de subcultivos, para optimizar los
recursos y reducir el riesgo de contaminaciones. Este tipo de metodologia requiere del ajuste
de medios y condiciones de cultivo especificos para cada variedad, que permitan minimizar el
crecimiento sin detrimento de la viabilidad.

En este estudio se ha evaluado el desarrollo in vitro de tres variedades de uva, Monastrell,
Esclafacherre y Bobal, en medio de cultivo estandar (MW) y en este medio con distintas
modificaciones: reduciendo el aztcar a la mitad (MW S/2), no adicionando la auxina IBA (MW
IBA 0) y la combinacion de reducir el aztcar y eliminar la auxina (MW S/2 IBA 0). También se ha
estudiado la influencia del genotipo y de los factores modificados. Las tres variedades han
mostrado variabilidad en cuanto a su crecimiento, siendo la variedad Esclafacherre la que
presenta menor desarrollo radicular y vegetativo respecto a las otras dos variedades. La
reduccion de azucar ha supuesto mayor desarrollo vegetativo y mayor desarrollo radicular
Como era esperable, un menor desarrollo de la raiz se ha manifestado en los medios sin
auxina. El medio con la concentracion de azlcar reducida ha sido el que mas ha favorecido el
crecimiento en las tres variedades, superando el obtenido en el medio estdndar MW. Este
medio seria mds adecuado para la micropropagacion de estas variedades. El medio con la
concentracién de azlcar reducida y sin IBA ha resultado el mds adecuado para la conservacién
in vitro de las variedades Monastrell y Esclafacherre ya que en él se ha obtenido el menor
crecimiento. En el caso de la variedad Bobal el crecimiento ha sido similar en medio MW,
MWS/2 y medio MWS/2 IBA 0, con un menor desarrollo radicular en este dltimo y también
podria utilizarse éste para su conservacion in vitro.

Palabras clave
Vid, conservacidon de germoplasma, conservacion in vitro, medio de cultivo, sacarosa, auxina
IBA, genotipo



ABSTRACT

Grapevine (Vitis vinifera L.) represents one of the most important crops worldwide with great
importance in Spain. Table grape for fresh consumption and the wine obtained from the wine
grapes are the most important products. Variability preservation of the grapevine cultivars,
especially those with risk of extinction is of great interest in order to face with future needs.
Preservation of the genetics resources includes indentification and characterization of grape
varieties. In grape, that is vegetatively propagated, in vitro culture is an effective tool for plant
material preservation. It is interesting, in order to reduce the number of subcultures and
optimice resources, the adjustment of specific media and culture conditions for each variety
that minimize growth without loss of viability.

In this study the development of three grapevine varieties, Monastrell, Esclafacherre and
Bobal, have been evaluated in standard culture medium (MW) and in this medium with half
sucrose concentration (MW S/2), without IBA (MW IBA 0) or both (MW S/2 IBA 0). The
influence of genotype and the modified factors have also been studied. The three varieties
have shown variability in their growth. Esclafacherre was the variety with the lowest root and
vegetative development. In medium with reduced sucrose concentration higher growth
respect in the standard medium MW was observed. Thus, this medium would be the most
appropriate for micropropagation. Lack of IBA in the medium reduced root and vegetative
growth. The medium with reduced sucrose and without IBA has been the most adequated for
Esclafacherre and Monastrell in vitro conservation because in this medium the lowest growth
was observed. In the Bobal case, growth was similar among MW, MW S/2 and MW S/2 IBAO
with lower root development in the latter. Therefore, it could be also used for in vitro
preservation.

Key words
Grapevine, germplasm conservation, in vitro conservation, culture medium, sucrose, auxin
IBA, genotyp
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1. Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. La vid

1.1.1. Clasificacidon botanica y generalidades

La vid forma parte de la familia Vitaceae que cuenta con 14 géneros, entre ellos el género Vitis,
al que pertenece. Dentro de este género se han clasificado mas de 60 especies con distinta
distribucidn en el mundo. A su vez, en este género se distinguen dos subgéneros (Figura 1):
Muscadinia y Euvitis. Del primero solo existe una especie cultivada, Vitis rotundifolia M. con
2n=40 y distribucién americana en zonas subtropicales, para uva de mesa y para algun
elaborado. El segundo consta de 3 grupos: el grupo asiatico, el grupo americano, que
constituye la base para la obtencién de todos los portainjertos utilizados en viticultura, y el
grupo europeo, que presenta una Unica especie que, actualmente, se cultiva en todo el
mundo, Vitis vinifera L. con 2n=38, con mas de 10.000 variedades, distribuida en todos los

continentes, para el consumo humano y elaboracion de vino (Salazar & Melgarejo, 2005).

Subreino / Tipo Spermatophyta
P \
Subtipo Gymnospermae Angiospermae
~ \
Clase Monocotyldoneae Dicotyledonae
(Liliatae) (Magnoliatae) \

VAN
Subclase Magnoliidae Hamamelidae Rosidae Dilleniidae Caryophyllidae Asteridae
Orden Rhamnales
Familia Rhamnaceae Vitaceae
Género Rhamnus /Vitis Parthenocissus
Subgénero Euvitis Muscadinia

2n=38 2n=40
Grupo | ! |
Euroasiatico Americano Asiatico
(1 especie) (™~ 20 especies) (~ 10-15 especies)
|
| | | | I I
Especies V. vinifera V. riparia V. labrusca V. amurensis V. davidii V. munsoniana V. rotundifollia V. pompenoeii
| V. berlandieri V. rupestris

Subespecies V. vinifera sativa V. vinifera sylvestris
Variedades Tempranillo Airén Chardonnay Condord Isabella Lot Martin Muscadinia

A

Figura 1. Taxonomia de la vid

Clones

Las primeras formas de vid aparecieron hace, aproximadamente, 6000 afios (Enjalbert, 1975;
Martinez de Toda y Sancha, 1997). En particular, los primeros datos sobre Vitis vinifera
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proceden de Georgia y posteriormente de Egipto y Azerbaiyan (Salazar & Melgarejo, 2005). Los
materiales actualmente cultivados proceden en su mayor parte de hibridaciones naturales
entre los cultivares existentes o que han existido en distintas zonas geograficas o, de
hibridaciones dirigidas intra o interespecificas (Lopez & Salazar, 2006).

La vid es una planta semilefiosa y trepadora. Las ramas jévenes, llamadas sarmientos constan
de hojas y zarcillos. Las hojas son alternas y palmatinervias, variando su forma y tamafo con
las distintas variedades. Las flores son pentdmeras y se encuentran dispuestas en
inflorescencias de racimos. El fruto es una baya globosa.

1.1.2. Importancia econdmica

Vitis vinifera es uno de los cultivos frutales mas importantes en el mundo (Mukherjee et al.
2010). En cuanto a la produccion mundial de uva, Europa es el principal productor con el
37,7% del total, seguido de Asia con el 32,4%, luego de América con el 21,4% y por ultimo
Africa (5,8%) y Oceania (2,8%). En cuanto a paises productores, China, con 11.650.024,00t es el
principal productor y Espafia se encuentra en cuarto lugar con una produccién de
7.480.000,00t (FAOStat, 2013).

En nuestro pais la produccion de uva puede clasificarse segun el destino final de la uva y
encontramos tres grupos, uva de mesa, uva de vinificacion y uva de pasificacion.

La superficie total dedicada al cultivo de la uva de mesa en el afio 2014 fue de 13.742 has con
una produccién de 254.258 t siendo la Region de Murcia la comunidad auténoma mas
productora seguida de la Comunidad Valenciana y Andalucia como principales productoras.
Como se observa en la Figura 1.a, en cuanto a la superficie dedicada a uva de mesa, es la
Comunidad Valenciana la que mas superficie tiene. Respecto a la uva de vinificacién nos
encontramos con una superficie total de 930.820 has y una produccién de 7.226.532 t. En este
caso la comunidad auténoma mas productora es Castilla-La Mancha seguida de Extremadura,
Catalufia, la Comunidad Valenciana, y La Rioja. Las demas comunidades autonomas del pais
también producen uva de vinificacidn, su produccidn representa el 16% del total. Y por ultimo,
en cuanto a la uva de pasificacidn, Andalucia es la Unica productora con un total de 1690 has y
una produccién de 1749 t (MAGRAMA, 2014).

Como se observa, el cultivo de la vid tiene un papel importante en la economia espafiola, asi,
tanto para la uva de vinificacion como para la de mesa, existen numerosas Denominaciones de
Origen Protegidas.
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la Superficie dedicada a uva de mesa (has) 1b Produccion de uva de mesa (t)
» Comunidad Valenciana  ® Regi6n de Murcia = Regién de Murcia = Comunidad Valenciana
= Andalucia Aragdn = Andalucia = Extremadura
= Extremadura = Castilla-La Mancha m Castilla-La Mancha Aragén
l.c Superficie dedicada a uva de vinificacion (has) 1d Produccion de uva de vinificacion (t)
m Castilla-La Mancha Extremadura = Castilla-La Mancha Extremadura
Castillay Ledn = Comunidad Valenciana m Catalufia ® Comunidad Valenciana
= Cataluiia = | aRioja Castillay Ledén = LaRioja

Figura 1. Superficie dedicada a uva de mesa (has) (1.a); Produccién de uva de mesa (t) (1.b), Superficie dedicada a
uva de vinificacion (has) (1.c), Produccion de uva de vinificacion (1.d).

1.1.2.1. DOP

Las Denominaciones de Origen Protegidas (DOP) constituyen el sistema utilizado en nuestro
pais para el reconocimiento de una calidad diferenciada, consecuencia de caracteristicas
propias y diferenciales, debidas al medio geografico en el que se producen las materias primas,
se elaboran los productos, y a la influencia del factor humano que participa en las mismas.
Para cumplir con la normativa de las DOP hay que cumplir que el producto sea originario de un
lugar determinado, una regidn o, excepcionalmente, un pais; que la calidad o caracteristicas se
deban fundamentalmente o exclusivamente a un medio geografico particular y que las fases
de produccion tengan lugar en su totalidad en la zona geografica definida (MAGRAMA).

En cuanto a la uva, ya sea para vino o para uva de mesa, hay variedades autorizadas por los
diferentes consejos reguladores de cada denominacién de origen y a su vez se encuentran
también denominaciones de origen especificas de los vinos asi como de uva de mesa. En
Espafia hay 70 denominaciones de origen protegidas de vinos. Ademas de una estricta
normativa de calidad, si una zona de produccién quiere acceder a una D.O. deberd haber sido
reconocida al menos cinco afos antes como regién de produccién de Vinos de Calidad. De
todas las DO que hay en Espafia, sélo dos son Denominaciones de Origen Calificadas: Rioja y
Priorat. Estas D.O.Ca. deben cumplir una normativa mds estricta y un control mas exhaustivo
que las anteriores y su nivel de proteccién es mayor. Ademas, para acceder a la D.O.Ca., una
region de produccion debe haber sido reconocida como D.O. al menos diez afios antes.
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1.1.3. Erosion genética

La erosién genética es el proceso que provoca la pérdida de potencial genético. Con cada
material que desaparece, se pierden genes que pueden servir para afrontar distintos tipos de
estrés y poder adaptarse a nuevas situaciones.

En el cultivo de la vid se produjo una gran pérdida de variabilidad como consecuencia de la
terrible plaga de la filoxera que asolé los vifiedos europeos en el siglo XIX. Desde entonces las
variedades que se utilizan en Europa pasaron a injertarse en pies americanos resistentes a la
filoxera. Ademas se han creado viveros de selecciéon y multiplicaciéon de material vegetal. Asi la
mayoria de las variedades cultivadas hoy en dia no tienen mas de 200 afios (Viala & Vermorel,
1905). La erosidn genética sigue produciéndose debido a multiples factores, entre ellos se
puede destacar la evolucidon de las plantas con el paso del tiempo. Frente a distintas
adversidades solo quedan las formas mas resistentes, perdiéndose aquellas que no han
evolucionado del mismo modo. También la mano del hombre en su proceso de seleccién
vegetal, de puesta en cultivo de nuestras tierras, de urbanizacidon de zonas agrestes, etc., ha
provocado una disminucidn de las areas naturales de supervivencia de las formas espontdneas.
Hoy, en muchas regiones, resulta sumamente dificil encontrar este tipo de vifias (Martinez de
Toda, 1991) y actualmente como consecuencia de la sustitucién de variedades tradicionales
por otras comerciales aceptadas en las distintas D.O. Igualmente, el gran impulso que han
adquirido los trabajos de seleccion clonal y sanitaria, indudablemente necesarios, también
reduce la variabilidad dentro de cada variedad, eligiendo solo los clones superiores que son los
gue, posteriormente, se ponen en cultivo. (Martinez de Toda, 1991).

La posibilidad de recurrir a germoplasma con el que hacer frente a futuras adversidades pasa
por mantener este germoplasma en buenas condiciones para poder hacer uso de él cuando se
requiera. En este sentido el desarrollo de metodologias de conservacion es de gran interés.

1.2. Conservacion de germoplasma

Los recursos fitogenéticos son la base bioldgica de la seguridad alimentaria y, directa o
indirectamente, sostienen los medios de subsistencia de todos los habitantes de la Tierra. Los
Recursos Fitogenéticos para la Alimentacién y la Agricultura (RFAA) consisten en una
diversidad de semillas y materiales para la siembra de variedades tradicionales y de cultivares
modernos, de variedades silvestres afines a los cultivos y de otras especies de plantas
silvestres (FAO). Segun Cubero (1999), estos recursos fitogenéticos pueden ser conservados
mediante las siguientes técnicas:

1) Conservacién in situ, es decir, en el propio lugar donde se cultiva lo que se pretende
conservar. Consiste en la creacién, en ciertos lugares, de reservas de cultivos, en las que las
razas locales podrian conservarse in situ, permitiendo sin embargo cambios en el ambiente
aceptando las técnicas agricolas pero sin utilizacién de variedades modernas.
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2) Conservacién ex situ, esto es, en bancos de germoplasma, de colecciones de semillas, de
plantas vivas, de polen, de ADN y de plantas o tejidos vegetales cultivados in vitro.

Las colecciones de semillas tienen la particularidad de que sélo pueden llevarse a cabo si se
trata de semillas ortodoxas, es decir, aquellas que pueden conservarse en condiciones de baja
humedad y baja temperatura. Pero muchas especies no admiten la conservacion de sus
semillas, como es el caso de las semillas recalcitrantes o aquellas afectadas por la latencia, por
lo que deben ser conservadas a través de las técnicas mencionadas anteriormente. Las
colecciones vivas suponen una alternativa a la conservacion de semillas y es un método muy
extendido, pero tiene inconvenientes tales como la dificultad de los métodos de propagacion
asexual asi como del espacio que requiere. En cuanto a la conservaciéon de polen en un
principio parecid ser util a la hora de realizar cruzamientos y la posterior multiplicacion
vegetativa del material obtenido, pero el polen es muy sensible a la desecacién por lo que es
un método que ya practicamente no se usa (Cubero, 1999).

Por dltimo, la conservacién de plantas o tejidos vegetales cultivados in vitro sélo puede
llevarse a cabo cuando se dispone de protocolos adecuados pero es una metodologia de gran
interés en plantas que no pueden mantenerse en bancos de semillas como son las de
reproduccion vegetativa.

En el mundo hay mas de 1750 bancos de germoplasma que poseen colecciones muy diversas
de recursos fitogenéticos y su objetivo general es la conservacion a largo plazo y la
accesibilidad del germoplasma vegetal para los fitomejoradores, investigadores y otros
usuarios. La conservacion sostenible de estos recursos fitogenéticos depende de una gestion
eficaz y eficiente de los bancos de germoplasma mediante la aplicacion de normas vy
procedimientos que aseguren la continua supervivencia y disponibilidad de los recursos
fitogenéticos (FAO).

1.2.1. Conservacion de germoplasma in vitro

La conservacién in vitro es una metodologia que complementa la conservacidén en campo o
jardines y consiste en el cultivo de plantas o explantes, obtenidos mediante micropropagacion,
en condiciones de asepsia que se mantienen en condiciones controladas en cdmaras de
cultivo. Es importante regenerar frecuentemente la coleccion mantenida in vitro para evitar el
envejecimiento fisioldgico que ocurre en algunos materiales (Cubero, 1999). Para ello hay que
buscar las condiciones éptimas para el crecimiento lento del explante, mediante el manejo de
variables como el régimen de iluminacién, la temperatura y composicién del medio,
individualmente o en combinacidn (Engelmann, 1991). Por otra parte, reducir el crecimiento
supone reducir el nimero de subcultivos y por lo tanto la mano de obra, optimizando recursos
y evitando posibles pérdidas de material por contaminacion o errores de etiquetado.

Entre las estrategias mas utilizadas para disminuir el crecimiento de las plantas esta la
utilizacién de distintas fuentes de carbono y/o la variacién de la concentracién de la fuente de
carbono utilizada. La presencia de azucar en el medio es fundamental para el desarrollo de una
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planta in vitro (Pierik, 1990) ya que la fotosintesis, en estas condiciones de cultivo, suele ser
insuficiente para satisfacer la necesidad de carbono de la planta. Esto, se relaciona con que los
tejidos verdes in vitro no son suficientemente autotréficos, ademds la concentracidon de CO2
en la atmdsfera del tubo de cultivo no es siempre la mas adecuada (Gibson, 1967) y la
iluminacion es insuficiente. En consecuencia, la planta in vitro necesita tomar carbono del
medio de cultivo para satisfacer sus necesidades. La mayoria de plantas superiores utilizan la
sacarosa como la principal fuente de carbono, usandose en el metabolismo y el crecimiento o
para almacenarse como reserva (Azcon-Bieto y Taldon, 2003; Lemoine 2013). Es por esto que la
sacarosa (del 2% al 5%) es el azlcar que mas se utiliza en los medios de cultivo in vitro y se
puede reemplazar por glucosa y en menor medida por fructosa (Mroginski y Roca, 1991). En
general, el incremento de los niveles de sacarosa favorece el crecimiento y la formacién de
productos, pero valores superiores al 10 % (p/v) pueden producir represidén por catabolitos
(Ertola et al., 1994) y también provocar un estrés osmoético que ralentice el crecimiento ya que
la sacarosa actuard como agente osmético. Haciendo lo contrario, es decir con la reduccién de
la concentracidn de sacarosa por debajo del éptimo de cada especie, ésta sera un factor
limitante que reduzca el crecimiento pero sin que la planta se vea afectada fisioldgicamente. Si
no se dispone de bibliografia es importante ensayar primero con diferentes concentraciones
de sacarosa para saber cuales son las mas adecuadas para conseguir el objetivo sin causar
dafios a la planta (Akdemir et al., 2010; Han et al., 2003).

Otra alternativa en la modificacién del medio de cultivo es la reduccion o el cambio de sales.
Los protocolos de micropropagacion son dependientes del genotipo y de las condiciones del
cultivo (Monette, 1988). Hasta ahora no existe un disefio que tenga en cuenta la composicion
centesimal de la célula vegetal y el conjunto de condiciones que controlan el crecimiento y la
diferenciacién. No obstante, normalmente se puede utilizar un medio sencillo y
complementarlo con diferentes componentes y reguladores de crecimiento para llegar
empiricamente a la formula que le brinde al tejido las mejores condiciones para su crecimiento
y produccién (Krikorian, 1991).

Estudios llevados a cabo sobre la fisiologia de las auxinas revelaron que ésta intervenia en
procesos como el desarrollo y crecimiento del tallo, la rizogénesis, la inhibicion de yemas, la
activacion de células del cambium asi como en la embriogénesis de los cultivos en suspension
(Hartman y Kester, 1997; Pierik, 1990). Las auxinas mas utilizadas para el establecimiento de
cultivos son el acido 3-indolbutirico (IBA), el acido 3-indolacético (AlA), el acido a-
naftalenacético (ANA), y el acido 2, 4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Mroginski y Roca, 1991).

El desarrollo de protocolos de crioconservacion que utilizan explantes de plantas en cultivo in
vitro (i.e. meristemos) es también una metodologia relacionada con el cultivo in vitro que
permite el almacenamiento a muy largo plazo. Tras la puesta a punto de los protocolos
pertinentes el material se conserva en nitrégeno liquido y puede ser recuperado cuando se
requiera.
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1.3. Colecciones de germoplasma de vid

Segun la OIV (Organisation Internationale de la Vigne et du Vin), a nivel mundial se han
descrito hasta 2013 un nuimero total de 4020 variedades y en Espafia, 150 que son cultivadas
en las 70 denominaciones de origen que existen.

El interés por identificar y recuperar variedades tradicionales va en aumento y actualmente se
estan realizando trabajos de localizacidn e identificacidon de variedades minoritarias y locales
en todas las zonas con tradicién viticola. Los proyectos encaminados a la preservacion de los
recursos genéticos de la vid pretenden la recuperacién, identificacién y caracterizacion de las
variedades minoritarias. Todo ello estd encaminado a su conservacion en bancos de
germoplasma, con el fin de salvaguardar la biodiversidad genética.

En Espafa existen distintos centros de recursos fitogenéticos de vid que mantienen las
variedades en parcelas. Los mas representativos son:

- El Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV). Fue el primero en fundarse y es el
gue mas variedades y entradas posee. Fue creado por el Gobierno de La Rioja, el
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas y la Universidad de La Rioja. Su objetivo
es el de crear nuevos conocimientos y nuevas tecnologias en Viticultura y Enologia que
sirvan como base para el desarrollo tecnolégico y la innovacidn en el sector vitivinicola,
muy importante en nuestra cultura y economia.

- El Banco de Germoplasma de Vid de Castilla-La Mancha (BGVCM). Consta de una
coleccién en la que, junto a variedades de distribucion peninsular, europea y mundial,
aparecen otras minoritarias de distribucion comarcal o local. En la actualidad hay 121
variedades representadas. De ellas, unas 30 se pueden considerar tradicionales de esta
Regidn, o de algunas de sus grandes comarcas, y 35 son de distribucién mas local, no
estando aun reconocidas como nuevas variedades. El resto lo integran variedades
distribuidas por diferentes regiones peninsulares, algunas de ellas de mesa, y otras que
podemos considerar importadas, en su mayoria francesas.

- La Coleccién de Variedades de Vid de “El Encin”. La Coleccion ocupa en la actualidad
15 ha en las que se realizan las labores habituales de cultivo de la vid. El coste total de
mantenimiento se cofinancia gracias al esfuerzo conjunto del Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (I.N.lLA.) y del Instituto Madrilefio de
Investigacion y Desarrollo Rural Agrario y Alimentario (I.M.I.D.R.A). En la actualidad la
coleccién estd formada por 3.532 accesiones. Por grupos hay 852 portainjertos, 69
hibridos productores directos (H.P.D.), 111 Vitis spp., 1.852 variedades de Vitis
vinifera, de las cuales 1.178 son de vinificacion y 674 de mesa; y 648 de Vitis vinifera

sylvestris.

- La Estacion de Enologia y Viticultura de Galicia (EVEGA). Ha ido reuniendo desde su
apertura en 1988, un total de 67 variedades de diferentes origenes. Estan en marcha
una serie de proyectos autondmicos para la documentacidn, caracterizacién, vy
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racionalizacién del germoplasma de vid prospectado y conservado en Espafia y la
creacién de una coleccién nuclear.

- El Centro de Investigacién y Formacidon Agraria, Cantabria (CIFA) que dispone de
parcelas para conservar en campo variedades autéctonas de vid en la finca de
Muriedas (Cantabria).

- El Servicio Regional de Investigacidn y Desarrollo Agroalimentario, Asturias (SERIDA).
- ElInstitut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries, Cataluiia (IRTA).

Todas estas variedades se conservan en parcelas experimentales. Seria de gran interés
disponer de duplicados de estas colecciones en cultivo in vitro con el fin de disponer de este
material a la salvaguarda de posibles pérdidas por desastres climatolégicos, infecciones en

campo, etc.

1.4. Caracteristicas de las variedades utilizadas en este proyecto

- Monastrell: es una variedad tinta de origen espafiol, conocida desde el siglo XV y

extendida por casi todas las zonas del litoral mediterraneo espaiiol. En Espafia es la
segunda variedad mas importante de uva tinta después de Tempranillo y consta de
48.393 has de produccién (MAGRAMA). La variedad Monastrell se conoce también por
los siguientes nombres o sinonimias: Morrastell, Garrut, Alcayata, Ros, Reina,
Veremeta, Gallata, Churret, Matard, Negrelejo, Verema, Veremeta, en Francia se
denomina Mourvedre.
Segun la Orden AAA/580/2014, de 7 de abril por la que se modifica el anexo XXI del
Real Decreto 1244/2008, de 18 de julio, por el que se regula el potencial de produccién
viticola, Monastrell es variedad recomendada en Aragdén, Castilla -La Mancha,
Catalufia, Regidon de Murcia y en la Comunidad Valenciana y estd autorizada en
Andalucia, Baleares, Extremadura, Comunidad de Madrid, Comunidad Foral de
Navarra, Pais Vasco y La Rioja.

- Esclafacherre o Esclafachar: variedad minoritaria presente en la provincia de Alicante.

Actualmente, Unicamente se tiene constancia de su localizacidn y cultivo en el Parc
Natural de las Lagunas de la Mata y Torrevieja. Por lo tanto es una variedad en riesgo
de desaparicion. Segun Blanco (1997), el botdnico espaiol director del Real Jardin
Botanico de Madrid Mariano Lagasca (1776-1839), recorrié en 1811 las zonas viticolas
de Alicante y Murcia recogiendo material vegetal e informacion sobre los vifiedos de la
zona. Lagasca nombra la variedad Esclafachar como la mds usada para hacer vino junto
a la variedad Morrastrell.
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- Bobal: es una variedad tinta autéctona de la Comunidad Valenciana. La extensién de
su produccion es de 65.186 has (MAGRAMA). Esta variedad puede conocerse también
por las siguientes sinonimias: Provechdn, Requena, Canonao, Boal, Boral, Bogal,
Requeno, Bovati. Segun la Orden AAA/580/2014, de 7 de abril por la que se modifica el
anexo XXI del Real Decreto 1244/2008, de 18 de julio, por el que se regula el potencial
de produccidn viticola, Bobal es variedad recomendada en Aragdn, Castilla-La Mancha
y Comunidad Valenciana. Su cultivo también estd autorizado en la Comunidad Foral de

Navarra, Andalucia y Catalufia y Extremadura.
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2. OBJETIVOS

En el marco del proyecto RTA2011-00067-C04-04, se han saneado distintas variedades de vid
gue incluyen variedades de importancia econédmica y variedades minoritarias En este proyecto
se pretende establecer las condiciones de cultivo in vitro adecuadas para el mantenimiento de
tres variedades de vid libres de los virus que exige la normativa europea actual, dos de gran
importancia en las DO de la Comunidad Valenciana y otra también presente en la comunidad y
gue se encuentra en peligro de desaparicion:

El objetivo de este estudio es determinar qué medio de cultivo es el mas adecuado para
asegurar un crecimiento lento (sin detrimento de la viabilidad) que permita la conservacion in
vitro de las variedades Monastrell, Esclafacherre y Bobal. Para ello se pretende:

Evaluaciéon del desarrollo de las variedades en el medio de cultivo estdandar MW y este
medio modificado:

-Reduciendo el azlcar a la mitad (MW S/2)
-No adicionando la auxina IBA (MW IBA 0)
-Reduciendo el azlcar y eliminando la auxina (MW S/2 IBA 0)

Estudio de la influencia del genotipo y de los factores modificados (azucar, auxina)

Los resultados que se obtengan nos permitiran seleccionar el medio mas adecuado en cada
caso con el fin de reducir el nimero de subcultivos que requiere el mantenimiento in vitro. De
esta manera, se conseguira la conservacion de los genotipos saneados, la optimizacion de los
recursos y la disminucion del riesgo de contaminaciones o errores de etiquetado que pueden
ocurrir en los subcultivos.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Caracteristicas del experimento

Todos los ensayos se han llevado a cabo en las instalaciones del Instituto de Conservacién y
Mejora de la Agrodiversidad (COMAV-UPV) de la Universidad Politécnica de Valencia en el
laboratorio dirigido por la Dra. Gisbert.

3.2. Material vegetal de partida
Se han utilizado tres variedades de vid, todas ellas de uva tinta (Verema, 2015)

- Monastrell: siendo DO en Andalucia, Aragén, Castilla-La Mancha, Catalufia, Comunidad
Foral de Navarra, Comunidad Valenciana, Extremadura, Islas Baleares y Regién de
Murcia. Su cultivo estd autorizado también en Madrid, Pais Vasco y La Rioja.

- Bobal: siendo DO en Aragén, Castilla-La Mancha, Comunidad Valenciana y
Extremadura. Su cultivo también esta autorizado en la Comunidad Foral de Navarra,
Andalucia y Cataluia.

- Esclafacherre: variedad minoritaria presente en la provincia de Alicante.

Plantas de los genotipos Monastrell, Bobal y Esclafacherre obtenidas en el grupo de
investigacion a partir de embriones somaticos y en las que se ha verificado, también
previamente a este trabajo, que estaban libres de los virus que exige la normativa europea
para material de propagacion (GLRaV-1, GLRaV-3, GFLV, ArMV y GFkV). A partir de cada planta
se han obtenido en este trabajo explantes nodales (de un cm aproximadamente con una yema
axilar sin hoja) que han sido cultivados individualmente en medio estandar MW. Tras la
obtencidn de un numero suficiente de plantas de cada genotipo, estas se han utilizado para
llevar a cabo los distintos ensayos.

3.3. Medios de cultivo

Como medio estandar se ha utilizado el medio MW seleccionado por Vilanova (2013) para la
micropropagacion de la variedad Monastrell.

Se prepararon medios de cultivo distintos que difieren Unicamente en la concentracién de
azucar o la presencia de la auxina acido indolbutirico. Todos los medios fueron ajustados a un
pH=5,8 (Peird et al. 2015).

A continuacion se detalla su composicidn.
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1) Medio Woody (MW)
- 2,46g/L Sales Woody Plant (Lloyd & McCown, 1980) (En la Tabla 7 del anexo se muestra la

composicion detallada)

- 20g/L Sacarosa

-0,1g/L PVP10

- 7,0g/L Agar

- 0,2mg/L acido indol-3-butirico (IBA)

2) Medio W % Sacarosa (MW S/2)
- 2,46g/L Sales Woody Plant
- 10g/L Sacarosa
-0,1g/L PVP10
- 7,0g/L Agar
- 0,2mg/L acido indol-3-butirico (IBA)

3) Medio W % Sacarosa y sin IBA (MW S/2 IBA 0)
- 2,46g/L Sales Woody Plant
- 10g/L Sacarosa
-0,1g/L PVP10
- 7,0g/L Agar

4) Medio W sin IBA (MW IBA 0)
- 2,46g/L Sales Woody Plant
- 20g/L Sacarosa
-0,1g/L PVP10
- 7,0g/L Agar

Se prepararon 144 tubos por medio y todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave
(20 minutos a 121°C y 1 atmdsfera de presion). Los reguladores de crecimiento se afiadieron
por filtracidn en el medio estéril antes de su distribucion en los tubos.

3.4. Condiciones de cultivo

Los explantes cultivados en tubos con los correspondientes medios de cultivo se colocaron en
camaras de cultivo in vitro, al 70% de humedad, a una temperatura media de 252C y un
fotoperiodo de 16 horas de luz (mediante tubos Sylvania Agro-Lux F36W/CRO-tb) y 8 horas de
oscuridad.

3.5. Evaluacion del desarrollo de las plantas en los diferentes
medios
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Por micropropagacién se obtuvieron 48 explantes nodales de aproximadamente 1cm con una
yema axilar sin hoja por variedad y medio (salvo en el medio MW IBAO para la variedad Bobal

en la que se obtuvieron 44 explantes) que se distribuyeron en los tubos con los medios de
cultivo a razdon de un explante por tubo. En total se utilizaron 572 explantes.

A los 20, 30, 40 y 84 dias de cultivo se anoto:

n° exp lantes brotados

1. el porcentaje de brotacion = ( *100)

ntubos
2. laaltura(cm)

n° plantas con hojas verdes

3. el porcentaje de plantas con hojas verdes= ( *100)

n°exp lantes brotados

4. el nimero de hojas por planta

5. el estadio de desarrollo de la raiz. Se ha categorizado el desarrollo de la raiz en cuatro
niveles donde 0 indica que la raiz no ha crecido, 1 indica que el crecimiento ha sido
pequefio, 2 indica que el crecimiento ha sido intermedio y 3 indica que el crecimiento
ha sido elevado (Figura 2).

Figura 2. Estadios de desarrollo de la raiz. Raiz tipo 0 (a), raiz tipo 1 (b), raiz tipo 2 (c) y raiz tipo 3 (d).

3.6. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se han llevado a cabo con los explantes sanos que han brotado. Se ha
realizado un analisis de la varianza (ANOVA) mediante el programa Statgraphics Centurion
XVI.I, para evaluar el crecimiento mediante el efecto de la variedad sobre la altura de los
explantes, el nimero de hojas y el desarrollo de la raiz tras 40 y 84 dias de crecimiento.
Previamente se comprobd que los datos seguian una distribucion normal y se utilizé la
transformacion logaritmica en aquellos casos en los que se desviaban de esta distribucion.
Para evaluar el efecto de la sacarosa en el medio se ha realizado el mismo andlisis incluyendo
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el efecto del medio de cultivo (con dos niveles; 10 y 20 g/L), el efecto de la variedad (con tres
niveles; Monastrell, Esclafacherre y Bobal), asi como la interaccion doble sobre la altura de la
planta, el estadio de desarrollo de la raiz y el nimero de hojas a los 84 dias de crecimiento. El
mismo analisis se ha realizado para evaluar el efecto de la auxina IBA en el medio, incluyendo
el efecto del medio de cultivo (con dos niveles; 0 y 0,1 mg/L), el efecto de la variedad (con tres
niveles; Monastrell, Esclafacherre y Bobal) asi como la interaccién doble sobre la altura de la
planta, el estadio de desarrollo de la raiz y el nUmero de hojas a los 84 dias de crecimiento.
Para todos los casos se ha realizado el contraste mediante la prueba LSD (Least Significant
Differencie), asumiendo un riesgo tipo | de 0,05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacion del desarrollo de las plantas de las variedades
Monastrell, Esclafacherre y Bobal en el medio de cultivo
estandar MW vy este medio modificado: 1) Reduciendo el
azucar a la mitad (MW S/2); 2) No adicionando la auxina
IBA (MW IBA 0) y 3) Reduciendo el azucar y eliminando la
auxina (MW S/2 IBA 0)

Los resultados obtenidos en cuanto a crecimiento y desarrollo radicular para cada una de las
variedades en el medio MW y en los distintos medios de cultivo resultantes de la modificacion
de la concentracidén de aztcar y /o la eliminacidén de auxina en este medio se muestran a

continuacion.

4.1.1. Variedad Monastrell

En la Tabla 1 se muestran los valores promedios de los parametros relacionados con el
crecimiento y desarrollo de las plantas obtenidos para la variedad Monastrell en los distintos

medios ensayados tras 40 dias de cultivo.

Tabla 1: % de brotacion, medias minimo cuadraticas (+ error estandar (ee)) para la altura (cm), el nimero de
hojas por planta y el estadio de desarrollo de la raiz de los 173 explantes en los cuatro medios de la variedad

Monastrell a los 40 dias de crecimiento

Medio % de Altura (cm) Ne hojas/planta Estadio desarrollo raiz
brotacion (media t ee) (media * ee) (media * ee)
MW 91,67 3,63+0,23° 4,95 +0,18° 1,43 +0,09°
MW S/2 95,83 4,59 +0,26° 5,15+0,18° 1,83 +0,09°
MW IBA O 97,92 3,95 +0,29% 4,74 +0,28° 1,28 +0,09%
MW S/2IBAO 75 3,39 +£0,38° 3,78 £0,34° 1+ 0,15°
abc

Valores con diferente superindice indican diferencias significativas (p-valor<0,05).
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Tabla 2: % de brotacion, medias minimo cuadraticas (+ error estandar (ee)) para la altura (cm), el nimero de
hojas por planta y el estadio de desarrollo de la raiz de los 173 explantes en los cuatro medios de la variedad
Monastrell a los 84 dias de crecimiento

Medio % de Altura (cm) Ne hojas/planta Estadio desarrollo raiz
brotacion (media * ee) (media * ee) (media t ee)
MW 91,67 11,02 £ 0,34° 9,77 £0,22%® 2,73 £0,08°
MW S/2 95,83 12,97 +0,21° 10,57 + 0,25° 2,5+0,09°
MW IBA O 97,92 11,01 £ 0,59° 9,13 +£0,46° 2,17 £0,13°
MW S/2 IBAO 75 10,70 £ 0,91° 9,17 £ 0,69° 1,78+ 0,18°
abc

Valores con diferente superindice indican diferencias significativas (p-valor<0,05).

Como se observa en la tabla 1, en el medio MW S/2 las plantas han mostrado mayor altura y
desarrollo radicular. El menor desarrollo de las plantas se ha obtenido en el medio MW S/2 IBA
0, en el que se ha obtenido una altura similar a la obtenida en los medios MW y MWIBAO pero
inferior nUmero de hojas y desarrollo radicular.

El comportamiento ha sido similar a los 84 dias de cultivo (tabla 2). Si bien, a estos dias de
cultivo, el nUmero de hojas y el desarrollo radicular también se ve claramente disminuido en el
medio sin IBA respecto a los medios que contienen este regulador de crecimiento.

Se constata que para la variedad Monastrell el medio de cultivo MW S/2 IBAO es adecuado
para su cultivo in vitro ya que tanto a los 40 como a los 84 dias de crecimiento se han obtenido
los valores mds bajos para los tres parametros de crecimiento estudiados observandose un
buen aspecto de las plantas. Si bien habra que tener en cuenta para préximos ensayos que en
el medio MW S/2 IBA 0 se da el menor nimero de explantes brotados. En el medio utilizado
como estandar (MW) las plantas presentan menor altura que en medio con el azucar reducido
a la mitad, el nimero de hojas no difiere y el porcentaje de brotacion es ligeramente inferior.
En el caso de querer micropropagar estas plantas el medio MW S/2 seria el mas adecuado.

4.1.2. Variedad Esclafacherre

Para esta variedad se ha observado a los 40 (tabla 3) y 84 dias (tabla 4) de crecimiento una
altura y nimero de hojas similar en el medio MW, MW IBA 0 y MW S/2 IBA 0 y una mayor
altura en el medio MW S/2. En cuanto al desarrollo radicular, a los 84 dias de crecimiento, se
observa un menor desarrollo en los medios sin auxina, siendo este menor en el medio que
contiene la menor concentracion de sacarosa. Es por tanto el medio MW S/2 IBA 0 el que
utilizariamos para mantener las plantas de esta variedad in vitro con el fin de reducir el
numero de subcultivos y el medio MW S/2 el que se utilizaria en caso de micropropagacion. En
este caso el porcentaje de brotacidon es claramente inferior en los dos medios sin auxina.
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Tabla 3: % de brotacion, medias minimo cuadraticas (+ error estandar (ee)) para la altura (cm), el nimero de
hojas por planta y el estadio de desarrollo de la raiz de los 157 explantes en los cuatro medios de la variedad
Esclafacherre a los 40 dias de crecimiento

Medio % de Altura (cm) Ne hojas/planta Estadio desarrollo raiz
brotacion (media * ee) (media * ee) (media * ee)
MW 97,92 2,83 +0,31° 3,13 +0,36° 1,91 +£0,11°
MW S/2 95,83 4,24 +0,34° 4,39 +0,23° 1,52 +0,13°
MW IBA O 62,5 2,97 £0,47° 3,23 +0,39° 0,9+0,18°
70,83 a ab a
MW S/2IBAO 3,07 +£0,38 3,56+0,34 1,05+0,16
a,b,c

Valores con diferente superindice indican diferencias significativas (p-valor<0,05).

Tabla 4: % de brotacién, medias minimo cuadraticas (* error estandar (ee)) para la altura (cm), el nimero de
hojas por planta y el estadio de desarrollo de la raiz de los 157 explantes en los cuatro medios de la variedad
Esclafacherre a los 84 dias de crecimiento

Medio % de Altura (cm) Ne hojas/planta Estadio desarrollo raiz
brotacion (media * ee) (media * ee) (media * ee)
MW 97,92 8,18 £ 0,34° 8,15+ 0,29%° 2,51+0,11°
MW S/2 95,83 11,06 £ 0,53° 9,07 £ 0,36" 1,98 + 0,14°
MW IBA O 62,5 7,71 £ 0,82° 6,8+0,71° 1,67 £0,21%*
70,83 a a a
MW S/2IBA O 7,95 +0,94 7,21+£0,75 1,26 £+ 0,19
a,b,c

Valores con diferente superindice indican diferencias significativas (p-valor<0,05).

4.1.3. Variedad Bobal

En la variedad Bobal se han cultivado un total de 133 yemas axilares observandose un
comportamiento similar en cuanto a altura y nimero de hojas a los 40 dias en los cuatro
medios y un menor desarrollo radicular en los medios sin auxina (Tabla 5).
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Tabla 5: % de brotacion, medias minimo cuadraticas (+ error estandar (ee)) para la altura (cm), el nimero de
hojas por planta y el estadio de desarrollo de la raiz de los 133 explantes en los cuatro medios de la variedad
Bobal a los 40 dias de crecimiento

Medio % de Altura (cm) Ne hojas/planta Estadio desarrollo raiz
brotacion (media * ee) (media * ee) (media * ee)
MW 58,83 3,67 +£0,38° 3,61+0,39° 2,29+0,17°
MW S/2 100 3,78 £0,33° 3,69 +0,29° 2,13+0,11°
MW IBA O 81,82 3,49 +0,34° 3,85+0,28° 1,26 +0,12°
MW S/21BAO 47,92 3,20+ 0,42° 3,52 +0,35° 1,05 +0,15°

2P vsalores con diferente superindice indican diferencias significativas (p-valor<0,05).

A los 84 dias las plantas mostraron un crecimiento mas reducido (altura y nimero de hojas) en
el medio MW respecto al medio MW S/2 a pesar de mostrar un desarrollo radicular similar
(tabla 6).

Tabla 6: % de brotacion, medias minimo cuadraticas (t error estandar (ee)) para la altura (cm), el nimero de
hojas por planta y el estadio de desarrollo de la raiz de los 133 explantes en los cuatro medios de la variedad
Bobal a los 84 dias de crecimiento

Medio % de Altura (cm) N2 hojas/planta Estadio desarrollo raiz
brotacion (media t ee) (media * ee) (media * ee)
MW 58,83 9,40+ 0,61° 7,36 £0,38° 2,64 +0,14°
MW S/2 100 11,83+0,37° 8,5+0,23° 2,54 +0,09°
MW IBA O 81,82 10,71+ 0,56 8,59 + 0,40° 2,09 +£0,14°
MW S/2IBA O 47,92 10,62 + 0,90%° 8,38 £+ 0,59 1,81+ 0,19°

b \salores con diferente superindice indican diferencias significativas (p-valor<0,05).

Para la conservacion de la variedad Bobal podriamos utilizar el medio MW, MW S/2 o MW S/2
IBA 0 aunque el menor desarrollo radicular en este ultimo podria ralentizar mas el crecimiento
en un periodo de cultivo mas extendido por lo que seria el medio de eleccién. En el caso de la
micropropagacion el medio seleccionado seria el MW S/2. Como para las variedades
anteriores, es en este medio donde se obtiene un menor porcentaje de brotacién que para
esta variedad es solo del 50%.

Podemos destacar que las sales Woody Plant y el resto de componentes del medio MW,

comunmente utilizadas en nuestro laboratorio para el cultivo in vitro de la vid, han resultado
adecuadas para las variedades ensayadas, lo que coincide con los trabajos de Barreto et al.
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(2008), Lu (2005) y Vilanova (2013). Esto no concuerda con lo obtenido por Diab et al. (2011)
donde expone que el Woody Plant medium no es adecuado para la micropropagacion ya que
muchos explantes producidos acaban vitrificados. Esto muestra que probablemente la
adecuacion a cada medio sea dependiente de la variedad, como hemos podido comprobar en
el laboratorio en el trabajo de Mufioz (2015).

Al modificar el medio estandar, las tres variedades de vid utilizadas en este trabajo han
mostrado un buen desarrollo en los medios estudiados siendo el medio MW S/2 IBA 0 el mas
adecuado para la conservacion in vitro de las variedades, aun que cabe destacar que es en este
mismo medio donde se han dado los porcentajes de brotacion mas bajos para las tres
variedades. Aun asi todas muestran una brotacién adecuada. El medio MW S/2 es el mas
favorable para la micropropagacidn. En las Figuras 7, 8 y 9 del anexo se muestra el desarrollo a
lo largo del tiempo de los tres pardmetros estudiados.

En lineas generales, estos resultados no parecen coincidir con lo expuesto por Barreto (2006)
sobre la dependencia del genotipo en cuanto a la respuesta de la vid al cultivo in vitro, pero
comparando nuestros resultados con otros obtenidos en nuestro laboratorio (Mufioz, 2015),
puede que la coincidencia entre estas variedades en cuanto a la respuesta al mismo medio se
haya debido a la casualidad.

4.2. Estudio de la influencia de los distintos factores (variedad,
concentracion de azucar y presencia de IBA) en la altura,
numero de hojas y desarrollo radicular

Si tomamos el crecimiento en el medio estandar MW como el 100% podemos comparar la
reduccion o el incremento de crecimiento que ese produce con las modificaciones realizadas
en este medio (Figura 3.a-c). En las tres variedades se ha producido un incremento en altura y
numero de hojas al reducir la concentracion de sacarosa. Asi se ha producido en MW S/2 un
incremento en altura del 17,69% en Monastrell, del 35,21% en Esclafacherere y del 25,85% en
Bobal. En cuanto al nimero de hojas el incremento ha sido del 8,18% en Monastrell, 11,29%
en Esclafacherre y 15,48% en Bobal. Estos incrementos se han provocado a pesar de mostrar
las plantas un menor desarrollo radicular en comparacién con MW.
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Figura 3. Comparacion de la altura, nimero de hojas y estado de desarrollo de la raiz entre los diferentes medios
para las diferentes variedades. Monastrell (a), Esclafacherre (b) y Bobal (c) a los 84 dias de cultivo.

En los medios sin IBA se ha producido una reducciéon en un rango de 0,09% a 5,25% para la
altura, y de 6,14% a 11,53% para el nimero de hojas en Monastrell y Esclafacherre, en cambio
no se ha observado reduccién sino incremento en Bobal. El desarrollo radicular se ha reducido
en todas las variedades y pardmetros estudiados al realizar cualquiera de las modificaciones
gue se han realizado en el medio estandar MW. La mayor reducciéon se ha producido en todos
los casos en el medio MW S/2 IBA 0.

Como se puede observar en los siguientes graficos no todas las variedades muestran la misma
velocidad de crecimiento y desarrollo. Asi, la variedad Esclafacherre crece mas lentamente
para un mismo periodo de tiempo que las variedades Bobal y Monastrell (figura 4.a), siendo su
menor altura significativamente estadistica.

En cuanto al numero de hojas es menor en Bobal y Esclafacherre con un promedio de 7 y 8,
respecto a 9, en Monastrell (figura 4.b).
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El desarrollo radicular es superior en Bobal y Monastrell respecto a Esclafacherre (figura 4.c).
Esta podria ser una de las causas de su menor altura respecto al resto de variedades.

Es destacable que la diferencia de crecimiento, nimero de hojas y raiz no sigue una misma
pauta, es decir, no siempre es la misma variedad la que presenta los valores mas bajos para
cada parametro, si no que cada vez es una variedad distinta la que destaca. Esto confirma lo
expuesto anteriormente en cuanto a la influencia del genotipo/variedad, y ademas indica que
cada parametro podria tener cierta independencia respecto de los demas.
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Figura 4: Altura (4.a), nimero de hojas (4.b) y desarrollo radicular (4.c) en cada variedad.

La reduccidén del azlcar en el medio ha supuesto en promedio un mayor crecimiento (figura
5.a).

En los medios con menor concentracion de azlcar el nimero de hojas es mayor (figura 5.b).
La reduccidén de la sacarosa a la mitad afecta a la raiz traduciéndose en un menor desarrollo
(figura 5.c).
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Figura 5: Altura (5.a), nimero de hojas (5.b) y desarrollo radicular (5.c) para cada concentracion de sacarosa.

La eliminacién del IBA en el medio ha provocado una reduccién del desarrollo radicular que se
ha traducido en una menor altura de las plantas (figura 6.c). Por lo tanto la no adicidn de este
regulador de crecimiento sirve para ralentizar el crecimiento de las plantas.

La no adicién de IBA supone también un menor nimero de hojas.

En medio con la mitad de sacarosa el desarrollo radicular se ve disminuido (Figura 6.c) al igual

que ocurre cuando se elimina el IBA (Figura 6.c). Este resultado indica interacciones entre

concentracion de azucar e IBA.
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Figura 6: Altura (6.a), nimero de hojas (6.b) y desarrollo radicular (6.c).para la presencia o ausencia de IBA.

En los tres casos la reduccidn de sacarosa a la mitad ha supuesto un incremento en la altura de
los explantes en crecimiento. Estos resultados coinciden con los de Troncoso et al. (1997)
donde la concentracion de azucar mas baja en el medio de cultivo favorecié claramente el
crecimiento y desarrollo de la parte aérea del portainjerto de vid 41B. Esto puede deberse a
que, al reducir la sacarosa en el medio, se haya incrementado la capacidad fotosintética de los
brotes ya que, al ser los hidratos de carbono sintetizados productos finales de
almacenamiento, en la fase oscura de la fotosintesis, su falta induce una mayor actividad
fotosintética obligando a la planta a desarrollar mas la parte aérea para disponer de mayor
cantidad de clorofila. Esto, ademas, explica también el mayor nimero de hojas producido al
reducir la sacarosa en el medio. Estos resultados no coinciden con los de Han et al. (2003)
donde obtuvieron una reduccion en el crecimiento a una concentracion de sacarosa de 10g/L
en medio MS (Murashige & Skoog), aumentando este con el aumento de sacarosa hasta 40g/L,
donde empieza a decrecer por el efecto osmético. Estas diferencias pueden deberse al
genotipo de cada variedad. En trabajos relacionados con el cultivo in vitro y la
micropropagacién de vid se ha comprobado que es importante ajustar el medio de cultivo para
cada genotipo. (Ayub et al., 2010; Barreto et al., 2008; Mukherjee et al., 2010; Skiada et al.,
2010).

Para las tres variedades se observa que el desarrollo de la raiz disminuye al eliminar la auxina.
Esta reduccion, ademas, es mas marcada con la reduccidn de la sacarosa a la mitad (Figura 3.a-
c). Pese a que el desarrollo es menor, éste es adecuado para un buen cultivo in vitro, por lo
gue se puede interpretar que la produccién de hormonas propias de la planta puede ser
suficiente para el desarrollo de la raiz (Mufioz, 2015). Pero segun Lewandowski (1991), la
rizogénesis es dependiente del genotipo por lo que puede que estos resultados puedan diferir
con otras variedades. Asimismo, esto cuadra con lo estudiado por Silva (2012) que muestra
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gue la presencia de auxina en el medio de cultivo es esencial para un buen enraizamiento. En
nuestro trabajo el nivel de desarrollo radicular alcanzado en medio con sacarosa reducida y sin
IBA ha sido suficiente para una correcta absorcidn de nutrientes en el medio. La adicion de
auxina externa puede incrementar el desarrollo radicular pero no necesariamente la eficiencia
de las raices inducidas. Segun los resultados obtenidos por Jaskani et al. (2008) puede ser que
el efecto de la auxina varie con la composicién del medio de cultivo utilizado, ya que en su
ensayo con el medio MS la ausencia de IBA resultd en un completo fracaso en la formacion de

raices.
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5. CONCLUSIONES

La comparacién del crecimiento y desarrollo radicular de las variedades de vid Monastrell,
Esclafacherre y Bobal en el medio estdndar MW y este medio con la mitad de sacarosa y en
presencia o ausencia de IBA nos ha llevado a concluir que:

- El crecimiento experimentado en las tres variedades al reducir la concentracion de
azucar ha sido mayor que en las plantas cultivadas en medio MW, produciéndose en
promedio, un incremento en altura del 26,25% y de un 11,65% en el nimero de hojas.
Este medio seria mas adecuado para la micropropagacion de estas variedades que el
medio control.

- El menor crecimiento de las variedades Monastrell y Esclafacherre se ha producido en
medio con la concentracién de azucar reducido y sin IBA, siendo este medio adecuado
para la conservacion in vitro de ambas variedades. En el caso de la variedad Bobal el
crecimiento ha sido similar en medio MW, MW S/2 y medio MW S/2 IBA 0, con un
menor desarrollo radicular en este ultimo y también podria utilizarse éste para su

conservacion in vitro.

- Existe variabilidad entre variedades en cuanto a su crecimiento, siendo la variedad
Esclafacherre la que presenta menor desarrollo radicular y vegetativo respecto a las
otras dos variedades. Las plantas de la variedad Bobal presenta menor nimero de
hojas que Monastrell.

- En general se puede decir que la variabilidad entre los resultados obtenidos puede
deberse a la influencia del genotipo de cada variedad.

- En conjunto, una reduccion de azucar en el medio ha supuesto un mayor crecimiento
vegetativo y un menor desarrollo radicular de las plantas en comparacién con el medio
estandar MW. Es por ello que, en medio de cultivo sin IBA el crecimiento se reduce
mas en el medio con la concentracién de azucar reducido.

- Como era esperable, la no adicién de IBA al medio reduce el crecimiento radicular y
vegetativo en las tres variedades.
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7. ANEXOS

Tabla 7. Composicion del medio de cultivo Lloyd & McCown Woody Plant Basal Medium.
Lloyd & McCown Woody Plant Basal Medium w/

Vitamins

Coentains the macre and micronutrisnts and vitamins as described by
Llowyd & McCown (1981).
Store at 2* to 6°C
Soluble in Water
Use at 2.41 grames per liter
Plant Tizzue Culturs Tezted

Components (mgL)
Ammonium Nitrate A00
Boric Acid 6.2
Calcium Chlonids, Anhvdrous 723
Calcinm Nitrate 386
Cupric sulfate » 3H.O 025
Na-EDTA » 2H-0 313
Ferrous Sulfate o TH.O 2785
Magnesium Sulfate, Anhydrous 130.7
Manpaness Sulfate » H-O 223
Molybdic Acid. Dizodium Salt » 2H-O 025
Potassium Phosphate, Monobasic, Anhvdrous 170
Potazzium Sulfate, Anhydrous 990
Zing Sulfatz » TH.O 2.6
Glyeine 20
iy -Inositol 100
Nicotinic Acid 0.3
Pyridoxine » HCI 0.5
Thiamine » HCl 1.0
pH at Foom Temperature 4003
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Figura 7. Evolucidn de la altura (7.a), del nimero de hojas (7.b) y del desarrollo de la raiz (7.c) para la variedad

Monastrell.
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Figura 8. Evolucion de la altura (8.a), del nimero de hojas (8.b) y del desarrollo de la raiz (8.c) para la variedad

Esclafacherre.
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Figura 9. Evolucion de la altura (9.a), del nimero de hojas (9.b) y del desarrollo de la raiz (9.c) para la variedad

Bobal.
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