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RESUMEN.

En el cultivo de tejidos de la vid (Vitis vinifera), asi como en las demés especies
micropropagadas, se ha empleado el Agar Bacteriologico como agente gelificante para
preparar medios solidos, ya que la bibliografia en general cita que éste provee al medio de un

excelente gel himedo si se utifiza en concentraciones de 0.6% a 0.8%.

Al hacer una revision de los agentes gelificantes se encuentra que existen diferentes

tipos como el Difco Bacto (agar bacterioldgico), el Difco Noble.vel.Difcvo Puriticado, el

~ Gibco Phytagar, el Flow Agar y ¢l Merck Agar - Agar entre otros. El de mayor uso es el

Difco Bacto y parece que fos criterios que determinan esta condicion son la disponibilidad y
el costo. Resta mencionar que el tipo y fa concentracion del gelificante afecta las
caracteristicas fisicas y quimicas del medio de cultivo, por fo que el crecimiento y desarrofio

del material vegetal que a alii se inocula va a ser alierado.

Por lo anterior, se desarrollo ef presente trabsjo pretendiendo aportar informacion

“sobre el cultivo de tejidos de fa vid, especiticamente sobre los efectos” que pueden tener tres

tipos de gelificantes al variar su concentracion en el medio de cultivo.

Los geliticantes probados fueron el Agar bacteriologico marca Bioxon, e Agar-Agar

(Gum Agar) marca Sigma y el Phytagel (Gellin Gum) marca Sigma. Estos se agrégaron al

medio de cultiva, el cual cantd con condiciones homogeneas tanto nutricionales como
L]
hormonales- paca fosmiar nueve tratamicntos al variar la concentracion (baja, imedia y alta)

de cada geliticante.



El disefio experimental usado para obtener e} analisis de varianza fué un Factorial de

dos factores con un arveglo completamente al azar.

En base a los resultados obtenidos se tiene que la longitud de los tallos va a

incrementarse conforme se disminuye la concentracion del gelificante. También se logra este-

incremento al utilizar yelilicantes de mayor pureza. El inconveniente de estos trﬁiamiemos es
la presencia de vitriticacion. la cual se presentd con mayor iménsida& en los tratamientos que
gonlbinaron menor concentracion con mayor pureza del gelificante. Asi, se liel‘\e«que a pesar
de existir diferencias entre los tratanientos en cuanto a longitud se refiere, se recomienda
continuar trabajando con ,c‘ trataniento testigo por no presentar ninguna alteracion por
vitrificacion, ademas de ‘teucr brotes con longitud aceptable dentro de la nlicrdprbpagaciéul

de esta especie.



I. INTRODUCCION

El cultivo de la vid en México es de gran importancia desde el punto de vista social y
ccondmico. Actualmente ocupa una superficie éproximada de 45,200 héctéreas de las éuales
¢l 98% son de ‘riego; el volumen de la produccion es igual a 520,000 toneladas, con lo cual
se coloca en noveno lugar en comparacion con las demas frutas y el valor de la produccion

asciende a los 140 millones de délares.(S.A.R.H., 1993).

Este cultivo que ha acompaiiado al hombre desde sus inicios, ha sido objeto de una
gran cantidad y variedad de estuglios que tienen por-fin comin el incrgmentar la calidad y la
cantidad de las producciones. Asi, Iav micropropagacion de plantas (también llamada cultivo
de tejidos o cultivo in vitro de plantés). que es una técnica rclalivameme nueva, 1o sc ha

quedado al margen y ha contribuido con estudios que van desde la adaptacion del cultivo en ‘

“condiciones in vitro, hasta la obtencion de plantas mejoradas genéticamente, entre otros.

El cultivo in vitro consiste basicamente en cultivar sobre un medio nutritivo  y en
condiciones asépticas, semillas, embriones, Organos, explantos, tejidos, células y

protoplastos de plantas superiores, (Picrik, 1990).

Los medios nutritivos pueden ser liquidos o solidos, los primeros presentan ¢f -
problema de aireacion del material vegetal, ya que éste queda sumergido, por lo que es
necesaria la agitacion del medio o bien un soporte como hule espuma, bolas de cristal o

papel filtro. Ademas en estos medios el fenomeno de vitrificacion es frecuente. Por lo



anterior los medios solidos son los de mayor uso, siendo el agar el agente pelificante mas

comin en ¢l cultivo de tejidos. ( Pierik, 1990; Hurtado, 1991). -

El agar provee al medio un excelente gel himedo que sirve como soporte al indculo,

permite solidificar ¢l medio- y formar un complejo coloidal con débil poder de retencion

- ionica. ( Margara, 1988, Huﬂado, 1991).

El tipo de agar de mayor uso es el Bacto Agar Difco, pero existen otras formas de

agar que van tomando importancia, ya que el tipo de agar y su concentracion en ¢l medio
6 , q po de ag

 afectanel crecimiento y desarrollo de! indculo. ( Debergh, . 1983).

El presente trabajo fué desarrollado con el fin de presentar informacion especifica
para ¢l cultivo de la vid en condiciones in vitro. Consistio en evaluar tres tipos de agentes

gelificantes en tres concentraciones diferentes en un medio conocido, para determinar sus

* efectos en los explantos de vid,

Los objetivos planteados en la presente investigacion son los siguientes:
- Evaluar el efecto de tres tipos de agar atres diferentes concentraciones en- el cultivo in
vitro de vid. (Vitis vinifera cv malaga roja).

- Determinar ¢l potencial hidrico de los medios de cultivo.

- Interrelacionar el crecimiento y desarrollo de las plantas in vitro con el potencial bidrico

de los medios.

[



1L.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Origen ¢ Historia,

La vid, Vitis vinifera, es una planta originaria de la region &el sﬁr del Cfmcaéo. drea .
comprendida entre el mar Negro y el mar Caspio, en Asia Menor. (luscdfrcsa. 1981; Macias
1993),

‘Esta planta Ié_ﬂosﬁ ha sido cultivada desde |a antigiiedad, existiendo testimonios de
que los cgipcibs producian vino desde la IV dinastia, ademds ha sido citada en pasajes
biblicos desde la época del patriarca Noé. k

En México, este cultivo se inicia con la conquista de los espafioles, teniendo como

primer antecedente historico las ordenanzas dictadas por Hemnan Cortés el 20 de marzo de .

- 1524, las cuales obligaban a toda persona que tuviera esclavos indios a plantar il

sanmientos, bajo la pena-de quien no cumpliera podria perder los indios que tuviere a su

servicio. A partir de esta fecha el cultivo de la vid ha tenido una historia de altibajos dentro

- del pais ya que para el siglo XVII se logrd extender con buenos resultados hasta la Alta

California gracias a los jesuitas y franciscanos, pese a la prohibicion de los vinedos dictada

por la corona en 1592, Con el inicio de los movimientos de independencia los vifedos -~

fueron abandonados y debido al mal tiempo politico y a las constantes luchas, éstos

permanccieron olvidados durante todo el siglo XIX y principios del XX, siendo hasta 1939,



con el inicio de la segunda guerra mundial, cuando el. cultivo recobra importancia,
propiciando el surgimiento de la industria viticola, la cual se sitia principalmente €n-los
estados de Sonora, Baja California, Coahuila, Aguascalientes y Querétaro.(Gil, 1994).

2.2 Morfologia.

La vid es una planta perenne, lefiosa, arbustiva, que en estado silvestre crece como

una enredadera, su tronco es curvado y puede Hlegar a medir 30 metros de longitud, su
corteza cambia aflo con aiio, del tronco salen brotes anuales los cual¢s después de un estado

herbiceo que dura de 4 a S meses, se convierten en sarmientos, los cuales formaran los

brazos de la vid,

Sus hojas son alternas, simples y pentalobuladas,

Las flores son unisexuales, pentameras, de caliz pequeiio y se encuentran reunidas en

gran nimero en un eje ramificado, para formar el _rngimo.' en general son pequeiias y de color

verde. -

El fruto es una baya suave y camosa, que presenta diferentes colores, formas y-

tamafios de acuerdo al cultivar que pertenezcan. ('Juscal‘résa.l‘)s 1; Marro, 1988; Gilk,|994)‘. B
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2.3 Clasificasién Taxondmica.

La descripcion botanica de Vitls vinifera es 1a siguiente:. (Larrea, 1980).

Reino........... Vegetal.

Subreino...... Angiosperma.

Clase............ Dicotileddnes. i
Subctasc...... Cdripc(alas. /x
Ordeat.......... va;mmllcs.
Familia......... Vitaceas. S ‘ , j

Snbl'nuli'liu...Ampelidcas.
Genero......... Vilis.

Especic.........vinifera.

2.4 Situacion Actusl del Cultivo,

~ La produccion de uva en México durante los tltimos 10 afios oscila entre las 505 il

* toneladas en promedio, lo que convierte al pais en un productor medio # nivel internacional,

aportando ¢} 0.9% de Ia produccion mundial, siendo (tafia, Francia, Espafia, Estados Unidos

y la ex Union Soviética los principales productores a nivel mundial con e §5% de fa:

* produccion total. (S ARH., 1993)



Los principales estados productores de uva en México son: Sonora. Zacatecas, Baja

California, Coahuila y Aguascélientes, La superficie que cada estado destina al cultivo'y su -

produccion se presenta en el cuadro 1. Cabe mencionar que del total de la superficie

reportada para este cultivo el 98% es de riego.

ESTADO SUPERFICIE  PRODUCCION ﬁBNDMEN'm
(hectareas) (milcs de ton) . “(tow/ ha)
oo 2890 3720 | 15.2
Zacalcas 6,000 e _' 76
_ Baja California 5.800 ' 43,1 - 3.7
Coahuila 2200 269 Y
Agudscalicntcs o 1,800 . LR 10.2
Owos 500 ns -
Total 45,200 5220  prom.nal, 123 -

Fuenie: SARIL, 1993y 1995,

La explotacion que puede tener la vid se clasifica en 4 tipos; uva industrial para -

aguardiente, uva industrial para la elaboracion de concentrados, uva pasa y uva de mesa, el

volumen y el valor de la produccion se muestran en el cuadro 2.

1



CUADRO 2. TIPO DE EXPLOTACION EN LA VITICULTURA Y VALOR DELA-

PRODUCCION
TIPO PRODUCCION NAL. W\LOR DE LA PRODUCCION
- (toncladas) -~ (millones de dlls) -
Industrial (aguardiente) 26000 N 34.?
Industrial (concentrado) 20,000 v 16
Uvapasa .~ 110,000 o 252
* Uva de mesa R8.000 o3
Tota) ' 504,000 ' 1448

Paente: SARMU 1995,
Nata: 1 vaor de ln produccidn ¢s salo para el estado de Sonora en 1994,

-~ Como se puede observar en los dalos anteriores, el cultivo tiene una gran -

.~ importancia tanto economica como social para el pais, de acuerdo a la produccion -

reportada, Ia uva ocupa el noveno lugar en importancia, respecto  las demés futas.

Para finalizar, se cita la informacion presentada por productores del es‘tré'do de
Sonora, la cual menciona que pafa {a produccidn de uva pasa la)expcctativa'qs‘crqur e;i un
50%, fo cual representa la produccion de 3‘,506 heclareas. Por otro lado ¢l miSmé anticulo
cita el costo programado para la rehqbilitacién de. vifledos, para_ reposicion de plamas;
rcposkién de viledos e injeno‘s'oscila entre fos 20.1 millones de dofares, fos cuates cubriian

una superticie aproximada a kas 30,250 hectareas. (S.A.R.H., 1995).
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2.5 Propagacion de la Vid,
2.5.1. Métodos convmcionales.
~ La vid puede reproducirse por dos vias:
-Via sexual: Por semilla.

-Via asexual: Por estacas, acodos ¢ injertos.

La obtencion de plantas de vid por via sexual no es recomendable para establecer

plantaciones comerciales debido a que la vid presenta una fecundacion cruzada, lo cual no’

permite conservar los caracteres de la planta progenitora. Por esto la utilizacion de semillas
para imultiplicar a esta planta queda reservada a personas interesadas en la investigacion de
nuevos cultivares.

Por lo anterior, la via mas comiin para multiplicar a la vid es la vegetativa o asexual,

que conserva todas las caracteristicas de la planta madre, permitiendo obtener plantas
- idénticas. Los métodos usados son los siguientes:

El estaquillado, consiste en colocar en un medio favorable un trozo de sarmiento de.

modo que al desarrollar por una parte raices y por otro fado un sistema adreo, reproduzca

un vegetal entero.
£l acodado consiste en entervar un sarmiento que permanece unido a la planta hasta -

_ que haya reproducido una nueva planta. -
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En'la multiplicacion por injerto se debe unir una fraccion de sarmiento, llamada

injeito, I cual va a ser la encargada
de proporcionar la parte acrea, a otra fraccion de vegetal llamada portainjerto o phlrén. que
se va a encargar de producir raices y dar soporte a la nueva pianla. ‘ v

Estos métodos son los que gencralinente Se usan en campo, pero presentan ciertas
desventajas conto son: dispaner de plantas que actien solo como donadoras de sarmientos,
asegurar que dichas blantas estén libres de la presencia de cualquier patogenc (hongo,
bacteria o viﬁns). debido a que al propagar material infectado las nuevas plamas‘estaréh
contaminadas; el m’nméro de plantas que se pueden obtener de una planta mndre es lilﬁitado
al nimero de sarmientos que se puedan obtener de dsta, teniendo que ésberar todo un ciclo
deun aﬂé para.poder obtener nuevos sarmientos deesta planta, asi la seleccion y cuidadb de
los sarmientos a multiplicar, deben realizarse por personal capacitado; la prcsencik de
Filoxera: (Phylloxera vitifoliae), asi como de olras plagas y cnfcrniedades. limitan Ia
propagacion de variedades susceptibles en 1a zona productora.

El uso de técnicas que superen éstos “problemas son una ne‘cesida‘d.‘ asl la
micropropagacion de plantas o cultivo de tcjidos, - actualmente se mu‘cstra como- tna

alternativa para los viticultores y en general para cualquier persona implicada con la

" propagacion de plantas. (Chauvet, 1984; Macias, 1993).



252, Micropropngacién_dei vid,

La micropropagacion de la vid se puede realizar utilizando diferentes partes de la
planta como explanto para poder iniciar el cultivo de tejidos, asi tenemos que se pueden
emplear hojas jovenes, brotes apicales, yemas, segmentos nodales e internodales, dvulos

tecundados, embriones inmaduros y semillas. El uso de los tres ultimos explantos se limita al

nejoramiento genético.

Actualmente podemos encontrar una larga lista de investigaciones realizadas sobre

vid einpleando la micropropagacion, existiendo trabajos que van desde el establecimiento del

cultivo en condiciones in vitro utilizando diferentes explantos y medios, entre otras

variables, hasta aquellos que utilizan las técnicas mas sofisticadas cultivando células 'y

protoplastos, logrando obtener plantas mejoradas genéticamente asi como iuevos cullivares.

Enel cuadro 3 se citan algunas investigaciones realizadas sobre la vid.

10



CUADRO 3. TRABAJOS SOBRE LA VID EMPLEANDO CULTIVO DE TEJIDOS.

AUTOR ‘ANO INVESTIGACION
LUKANINA Y 1988  “ASPECTOS DE LA MORFOGENESIS EN DIFERENTES
KARAGEZOV VARIEDADES DE UVA DURANTE LA PROPAGACION
~ MICROCLONAL IN VITRO."

STAMP, COLBYY 1990  “ORGANOGENESIS DIRECTA Y REGENERACION DE

MEREDITH PLANTAS A PARTIR DE HOJAS DE VID”.

CORMIER Y 1990 “EFECTOS DE LA CONCENTRACION DE AZUCAR

CREVIER SOBRE LA ACUMULACION DE ANTOCIANINAS EN
CELULAS EN SUSPENSION DE UVA (Vitis vinifera)".

HUANG,TAN, 1990 “PROPAGACION RAPIDA DE UVA IN VITRO,

LIY WANG CULTIVANDO BROTES DE MERISTEMO APICAL".

DOY CORMIER 1990  “AUMENTO EN LA ACUMULACION DE ANTOCIANINAS
POR UN ALTO POTENCIAL OSMOTICO EN CELULAS
SUSPENDIDAS DE UVA (Vitls vinifera L)".

ROUBELAKIS 1991 "UN NUEVO MEDIO DE CULTIVO PARA LA RIZOGENESIY

; IN VITRO DE GENOTIPOS DE UVA PARA VINO”. .

PRAKASH Y 1991  “ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO DE CELULAS

PIERIK SOMATICAS Y REGENERACION DE PLANTAS
EN UVA (Vitis vinifera).”

SUDARSONOY 1991  “EFECTOS DE REGULADORES DE CRECIMIENTO Y

GOLDY POSICION DE LAS YEMAS AXILARES SOBRE EL

‘ ESTABLECIMIENTO |N VITRO DEVITIS".

SINGH, SHARMA 1992 “MULTIPLICACION RAPIDA [N VITRO DE Vitis vinifera. L.

Y PANDEY A TRAVES DE BROTES APICALES Y SEGMENTOS.

, NODALES".
ABRACHEVAY 1992 “IMPORTANCIA DEL DIAMETRO DE LOS EXPLANTOS
DIMITROVA EN EL CULTIVO IN VITRO DE LA VID",




Como se puede abservar en el cuadro anterior, la micropropagacion o cultivo iy -
vitro, puede ser empleado para realizar investigaciones de diferente tipo, por lo que
actualmente es considerada una herramienta valiosa. Sus caracteristicas generales se

describen a continuacion.

2.6, Geueralidades Sobre In Micropropagacion de Plantas,

La micropropagacion consiste en cultivar en niedios nutritivos y en condiciones
asépticas porciones de plantas, 'tale_s como 4pices de tallo y de raiz, ‘primordiqs de ﬁojas.
partes inmaduras de flores, frutos inmadyms, embriones maduros c‘imnaduros, segmentos
de Arganos de tallo y de hoja, entre otros para desarrollar nuevas plantas. (Hartman;1990;
Pierik,1990; Street, 1977 citado por Hurtado, l99l),k

Estg técnica se caracleriza porque;

- Ocurre a micro-cscala, sobre una superﬁcie relativamente pequeiia. |
- Se optimizan las condiciones ambientales, en lo que se refiere a los l‘zgctoreé flsicos,
nutricibnales y hormonales.

- Sc excluyen todos los microorganismos (hongos, bacterias y virus), asi como tambiéu las

plagas de las plantas (insectos y nemétddos). -




- Generalmente no se reproduce el patron nonmal de desarrollo de una planta, resultando
que un tejido aislado puede dar origen a un callo, o puede. desarrollarse de otras formas
poco usuales (por ejemplo, formacion de drganos y embriogénesis somética).

- La capacidad de cultivar protoplastos o células individuales permite manipulaciones que
antes eran imposibles.

- Permite la produccion en gran volumen de material sano, de gran vigor y ‘homogcncidad
genética, en corto tiempo. En vid se han obtenido en promedio 8,000 plantas por yema en

cuatro meses. (Pierik, 1990; Hurtado, 1991).

2.6.1. Medio de cultivo.

E! papel que juega ef medio de cultivo en Ia micropropagacion es fundamental para
lograr el desarrollo del material a multiplicar, pues el éxito que se- tenga en éste, depende en
gran manera del uso del medio nutritivo adecuado.

El medio de cultivo es una solucion acuosa que esta constituida basicamente por

agua, sales minerales, carbohidratos, vitaminas, reguladores de crecimiento y agentes

geliﬁcanles‘l

Los nutrimentos soh esenciales para el desarrollo de la planta. Sin agua ni sales
minerales uﬁa planta no puede vivir in vitto o in vivo. Los minerales constituyen el grupo
mﬁs imporﬁmle de sustancias nutritivas en el cultivo iu vitro. Generalmente se utilizan
soluciones madre concentradas para la preparacion de los medios nutritivos. Usando las

sustancius quimicas necesarias y las  combinaciones apropiadas de nutrientes, ha sido



posible establecer cultivos para casi todas las partes de una planta en diversas especies
vegetales. La tormuln de Murashige y Skoog (1962) es la mas usada, ya que ha demostrado
que cs ¢ medio adecuado para una gran cantidad y variedad de especies, asi como para

diferentes partes de una planta. La composicion de este medio se presenta en ¢l cuadra 6.

. (Pierik, 1990; Hurtado, 1991).

Los carbohidratos también son importantes en e medio nutritivo por ser esenciales

en el crecimiento y desarrolfo jn vitro, ya que e! crecimiento tiene lugar en condiciones poco

~ favorables para la fotosintesis y las plantas en estas condiciones no son completamente

autotréficas, adcilyés' sirven como reguladores osmoticos. La sacarosa -es el azdcar
universalmente empleado y le siguen en impbnaucia la glucosa, la maltosa, la fructosy, la
galactosa, lamanosa y la lactosa. (Pierik, 1990; Rosell y Villalobos. 1990).

‘Las vitaminas son empleadas para estimular procesos de creciniiento cspéciﬁcos.

aunque 1a tnica que ha demostrado-tener importancia en eb cultivo de tejidos es la tiamina.

'El écido ascorbico se utiliza en altas concentraciones por actuar como antioxidante.

Se denominan reguladores de crecimicnto a las hormonas, que son ' compuestos
orgénicos sintetizados por las plantas supcriores; y & los compuestos sintéticos desarroliados
por el hombre, que influyen sobre ¢l crecimiento.y dcsarrdlln‘d'e las plantas.

_ Actuatmente se reconocen cinco lipos basicos de sistemas quirﬁicos de reguladores
de crecimiento vegetal, df\)ididos en tres grupos: (Hurtado, 1991).
- Promotares del crecimiento: auxinas, éitocininas y giberelinas.

- Inhibidores del crecimiento: acido abscisica,

- Etileno.
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En el cultivo de tejidos se utilizan los siguientes tipos:
* Auxinas: Generalmente producen elongacion celular, expansion de los tejidos, division
celular (formacion de callo) y formacion de raices adventicias, inhiben la formacion de

vstagos axilares y adventicios. Las mas utilizadas son;

- AIB (Acido indolbutirico).

- AlA (Acido indolacético).

- ANA (Acido nanaknacé:ico).

- 2,4-D (Acido 2,4fDiclorufen0xiacéli‘co).v

- DCA (Acido paraclurofenoxiacético).

» Citocininas: Promueven la division celular estimutando el crecimiento y desarrotlo, en

~ concentraciones elevadas inducen 1a formacion de vastagos adventicios, pues disminuyen la

dominancia apical, también ayudayn en la organizacion de callos. Las més utilizadas son;
- BA (Benciladenina o 6-bencilaminopurina).
- Cinetina, *

- Zeatina,

* Acido Giberélico: Promueve la elongacion y reprime fa formacion de brotes de cualquier

clase de tejido organizado.



» Acido Abscisico: Se utiliza en casos muy especiales, estimula la sincronizacion durante la
embriogenésis en ciertos cultivos; también inhibe el crecimienta. (Pierik,1990; Rosell y
Villalobos, 1990).

Los agentes gelificantes son empleados como soporte para preparar medios solidos o
semisolidos, si no se aiade al medio ningln agente gelil'xcaﬁle se le denomina medio liquido,

este tipo de medio presenta problemas de aireacion del malerial vegetal, ya que  queda

sumergido, por lo que es necesaria una agitacion continua del medio o bien un soporte como

hule espuma, bolas de cristal o papel filtro; por otro lado, en los medios liquidos es donde
ocurre con mayor frecuencia el fenomeno de vitrificacion, el cual aparece especialmente ch

plantas que disponen de una grim cantidad de agua, debido a esto, los agentes gelificantes

contindian teniendo aceptacion en ¢l cultlivo de tejidos, a pesar de ser uno de los

componentes mas caros de los medios nutritivos. (Pierik, 1990). Las caracteristicas de los

agentes gelificantes se describen en el siguiente apartado.

2,6.2, Agentes gelificantes.

El agar s el agente gelificante de mayor uso en los medios nutritivos, éste
polisacarido de elevada mnasa molecular, derivado de una alga marina, provee al medio de un
excelente gel himedo (Pierik,1990). Las ventnjas que presenta son: (Rosell y Vill&lpybps.r
1990), |
- Forma .;;alcs que se derriten a 100°C y se solidifican a 45°C, lo cual quiere decir que es

estable en todas Jas temperaturas de incubacion.
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- No es alterado por las enzimas vegetales.
- No reacciona con los constituyentes del iedio.

- Nointertiere con la movilizacion de los constituyentes del medio. -

Generalmente se utiliza ¢l Bacto-Agar (Agar Bacteriologico) en concentraciones de
0.6 a 0.8 %, si se utiliza una concentracion mas baja ¢l medio pcrmanccé sin cuajar, si se
utiliza una concentracion mayof ¢l medio nutritivo queda muy solido haciendo diticil la
inoculacion, (I’ierik‘,l“)‘)O)." v

Existen diferentes tipos de agar, como el _Difco Bacl(;.__cl Difco Noble, Difco
I’uriﬁcadu, ¢l Gibco Phytagar, el Flow Agar y ¢! Merck Agar Agar, entre otros. E! de mayor

uso es ¢l Difco Bacto-Agar y parece ser que los criterios que detenminan esta condicion, son

" 1a disponibifidad y el costo, (Debergh, 1983).

El tipo y la concentracion de agar al‘cctanj las caracteristicas fisicas y quimicas de unb
medio de cultivo, (Debergh, 1983)

Las impurezas introducidas con €l agar son responsables de diferencias signiﬁcalivasb
enla concenlracibﬁ de un clemento en medios comparables con diferentes niveles de agar,
estas diferencias se detectan por conductividad eléctrica, la- cua! aumenta conforime se

aumentan las concentraciones de agar. La conductividad también aumenta de acuerdo a. la

 pureza del agar, a menor purcza del agar mayor conductividad. (Debergh, 1983),

£l agar fisiologicamente no es incrte, 'pucslo que es una fuente de cantidades’

variables de sustancias inhibidoras o estimulantes del crecimicnto, estos contaminantes se

miuestran en ¢l cuadro 5.



PR,

Por otro lado, un andlisis del fabricante muestra que el Bacto Agar Difco contiene
0.0-0.5 de cadmio, 0.0-0,1 de cromo, 0.5-1.5 de cobre, 1.5+5.0 de hierrd, 0.0-0.5 de plomo,

210.0-430 de magnesio, 0.1-0.5 de manganeso y 5.0-10.0 de zinc, (lo anterior ¢h ppm).

(Pierik,1990).

‘ CUADRO 4. CONTAMINANTES EN TRES TIPOS DE AGAR.

CONTAMINANTES - BACTO-AGAR  AGAR NOBLE AGAR PURIFICADO
Cenizas 4,50 % 260 % 1.75%
Calcio 0:13% 0.23 % 0.27 %
Bario 0% 0.01 % - 001 %
Silice: 0.19% 0.26 % 0.09%
Clomro - 043 % 0.18 % 0.13%
Sulfato 2% 190 % 1.32%
Nitrogeno 017% 0.10 % 0.14%

Fuente: Pierik, 1990,

Otra alteracion que puede provocar Ia concentracion y tipo de agar es el estress

_hidrico. el cual no sdlo afecta el creclmicnto y desarrollo de Ias plantas en condiciones
haturales, sino también en el cultivo de tejidos. Bouniols (1974), demostrd que la prolma
(ammoacndo uullzado para detcrmmar el estress hidnco) S¢ encuentra en concenlracaones '

més clevadas en un medio slido que en un Ilquldo. Rcsultudos preliminares del cultivo de



alcachofas en la fase de propagacion mostraron un 20% de incremento de prolina entre ¢l
medio con 6 g/l y | 1g/t de Difco Bacto-Agar. (Debergh, 1983).

Ademis, la utilizacion del agua es influenciada por la solidez de los geles. En et caso

de las concentraciones cominmente utilizadas de 10 g/, el trabajo que se ejerce varia por

nucho 42 § entre el Difco Bacto/ Difco Noble y Gibco Phytagar/Merck Agar Agar. Este es

un fuerte argumento para animar a los cultivadores de tejidos a comparar la marca y tipo de

agar usado, (Debergh, 1983).

Otras alternativas al agar que pueden ser utilizadas en el cultivo de tejidos son las
siguientes: (Picrik,1990). '

- Polimeros sintéticos, como el Biogel P200 (pildoras de poliacrilamida).
- Alginatos, para el cultivo de protoplastos vegetales.
- Gelrite, agente gelificante altamente purificado.

E1 uso de estos sustitutos del agar queda limitado al cultivo c_le células y broloplnslok,
ya que son productos con mayor pureza y por lo tanto de mayér cosl(;.

Aunado a lo anterior, se tiene que adn utilizando agenles gelificantes se presemé el
fenomeno de a vitrificacion. Como se menciond, este fendmeno es mas frecuél\;e en medios
liquidos y en los medios sofidos se le relaciona con unﬁ ba.jn concentracion d_e agar.

Eljincremcmo en {a concentracion de agar evita 1a vitrificacion de tejidos cultivadps.
pero resulta en una disminucion drastica en el radio de propagacion (el mimero de brfoles y
yemas macroscopicamente visibles al final del periodo de cultivo por el nimero de inicio).

(Brown et al, 1979 citado por Debergh, 1981; Debergh,1983).
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© 2.6.3, Vitrificacion,

La vitrificacion es una condicion fisiologica que también se le conoce como:
translucidez, hiperhidrilacién, transformacion hiperhidrica, encharcamiento o vitrosidad.
Esta se presenta cuando las pléntas disponen de una gran canlidnd de agua, como ocurre en
tos medios liquidos o en aqu‘clios en donde Iﬁ concentracion de agar es baja.(Pierik, 1990).

La presencia y grado de vitrificacion esta influida por muchos factores complejos
como; (Pierik, 1990). |
- La concentracion de agar, aumenhndd Ia concentracion se disminuye la'v vitrificacion.

- El'tipo de agar; algunos son mas Susceptiblcs para que aparezca este I'enén;eno.
- Se tree que esta relacionada con altos niveles de citokininas en el medio.
= EY material joven y tierno es nids susceptible a la vitrificacion.
- Puede ser promovida por una esterilizacion demasiado intensa.
-la baja irradiacion Juminica y las allas tcmperamras la pueden promover.
-En algupos casos, mejorando el intcrcmnbi6 gaseoso del recipiente se puede evitar.
La procedencia del material y el estado de desarrollo de la planta madre al momento

de la inoculacion no interfiere con la vitrificacion. (Debergh, 1981).

En Prinus y Malus spp. la vitrificacion se logro disminuir sometiendo los cultivos a -

una temperﬁlura de 3-4°C en un cuarto frio, por 3 a 4 semanas. (Boxus.et al. 1978, en

Debergh, 1981). En este tratamienta el BA fué omitido y las hojas fueron removidas. Conun-

tratamiento similar se trato a la alcachofa (Cynara scolymus) sin tener-resultados positivos.

(Debergh, 1981).
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£1 volumen de aire.ycn relacion con ol intercambio gaseoso, parece no tener relacion
con la vitrificacion. (Debergh, 1981).

De la relacion, alta concentracion de agar-menor vitrificacion, se cree que es debida a
una baja disponibilidad de citokinin, el regulador de crecimiento de la planta mds uéadn

para desarrollar et radio de propagacion. Sin embargo, se encontro que.fa kinetina es

igualniente distribuida en el médio. sin importar la concentracion de agar. (Debergh, 1983). -

En otras especies como Prunus, Malus, Ficus y Dianthus, 1a frecuencia de la

vitrificacion puede ser reducida por el abatimiento de la concentracion de citokininas en un

medio con un contenido “normal” de agar. En Oreopanax nymphaeifolinm ¢l incremento de

Ia concentracion de BA aumenta la frecuencia de la viteificacion en un medio con 6 g/l de

Difco-Bacto Agar. (Debergh, 1983).
Otra forma de reducir la frecuencig de la vitrificacion puede ser la utilizada por
Quoirin y Lepoivre (1977) en sus cultivos de Pnums_ ellos reemplazaron de la formulacion

original del medio de Murashige y Skoog las macrosales por unas que no contienen iones de

Cl éste es el medio de Lapoivre. La misma modificacion hecha por Debergh en su medio '

paia cultivar alcachofas quedo sin efecto positivo o negativo sobre el crecimiento en gencral
y la vitrificacion en particular. (Debergh, 1981).

Para Debergh, el agar esel componente responsable de la matriz potencial hidrica del

medio y ésta a su vez es la responsable del fenomeno de vitrificacion. Asi la tnica manera de
superar la vitrificacion consiste en aumentar el comenido de agar en el medio, pero deberd

~tomarse ‘en cuenta ¢l efecto colateral de la disminucion del radio de propagacion

(Debergh, 1981),
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I1L.- MATERIALES Y METODOS

3.1, Ubicacion del Experimento,

El presente trabajo fué dgsarrollado en el laboratorio de cultivo de tejidos de la

carrera de Ingenieria Agricola de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM.

Dentro de Ia catedra de “Tecndlogia ¢ Investigacion en Microprogacion Vegetal”.

3.2, Bstubleé_imiento.

© 3.2.1 Obtencién del material vegetal.

Las plantas que se utilizaron coino explanto, fueron proporcionadas por. el misnio

laboratorio de |a Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Ias cuales se obtuvieron

' partir del cultivo de yemas laterales. De estas plantulas in vito fﬁcron removidas las hojas
viejas, dejando solo las hojas jovenes. Cada explanto sembrado en un tubo de ensaye con_

aprbkimadamenlé 10 m! de inedio, contd con 3 yemas axilarcs distribuidas en una longildd

promedio de 3 c.

1w
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3.2.2, Obtencion de los agentes gelificantes,

Los agentes gelificantes con los cuales se trabajo son: Agar Bacteriologico marca

Bioxon, Agar-Agar; (Gum Agar) marca Sigma'y Phytagel (Gellan gum, agar substitute
gelling agent) marca Sigma. Estos también fueron obtenidos del laboratorio de cultivo de

tejidos de la carrera de Ingenieria Agricola. Las concentraciones que se emplearon fueron

para cada tipo de agar: baja, media y alta. Cabe mencionar que se consideraron las

caracteristicas especificas de cada agente gelificante, por lo que su concentracion en .l

medio varid independientemente de los tratamiientos. La cantidad empleada de cada tipo de

. agar se presenta en el cuadro 5.

CUADRO 5. TRATAMIENTOS PARA - EVALUAR EL EFECTO DE AGENTES

" GELIFICANTES

TRATAMIENTO AGENTE GELIFICANTE ) CONCENTRACION
| Agar Bioxon ) " {4eh)
2% Agar Bioxon o2 (V)]
3 Agar Bioxon 3 (L)
4 Agar-Agar | Q)
5.0 . Agar-Agar 2 - {4gh)
6 Agar-Agar 3 (6gh)
7 ‘ Phytagel 1 QeM) .
L} Phytagel 2 (gt
9 Phytagel v 3 (agh)

“Notas: - Concemimciones: t =ba}a: 2 =medin; 3 =alla,

“« Para 1as cancentraciones cn cada tipo de agente gelificane cn cf inedio se Lomd en cucnia las ‘

© caircicristicas especificas de cada uno de cllos.
- ELiratnaniento 2 cs cf Isitaimicito testigo.



3.2.3. Medin de cultivo,

Para Ia preparacion del medio de cul(iQo se tomaroh como base fas sales mineraics
del medio de Murashige y Skoog (M.S.) al 50% de su concentracion, s.uplcmenu'mdose colt
BA y AIB.en concentraciones constantes. La fuente de carbobidratos fué el azicar en una
concentracion de 30 g/l para todos fos tratamientos, La composicion del medio de cultivo se

abserva en el cuadro nimero 6. -

CUADRO 6. MEDIO DE CULTIVO DE MURASHIGE Y SKOOG.

* MACROELEMENTOS (mM/) MICROELEMENTOS (uM/)
NH.NO, 206 Mu$0..H,0 100
KNO, i8.3 H,80; 100
CaCl,.2H,0 3.0 ' 80, TH0 3
MgS0,. 7TH.0 L5 Kl ‘ 5
KH;"O.‘ 1.25 NR;M004A ZH;I,O ]
Na, - EDTA -100.0 pMA CoCl,6H:0 UA]
Fe0,. TH;0 100.0 pM/1 CuS0,. 54,0 - 0.l

COMPUESTOS ORGANICOS

~ Myo-inositol 100.0 mg/h Tiaming 0.l mgl
“Ac. Nicotinico 0.5mgt Glicina - 20ml
Piridoxina 0.5 mg/l Sacarosa 3001

Fuente: Gamborg y cols. 1976,
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3.3. Potencial Hidrico de los Medios.

Para obtener el potencial hidrico de los medios, se hicicron mediciones con un
microvoltimetro (thermocouple psychrometer, tipo Wescor modelo HR-33T, con cmaras
de prueba C-52). Este aparato fué facilitado por ;;ersonal del Centro de Ecologia
(lBUNAM).‘ Cada muestra de los ﬁtedios fu¢ colocada en el :contenedor .dc la camara

dejandolas reposar aproximadamente 30 winutos para cstabilizarlas. El microvoltimetro fué

“usado en el modo de punto de rqcio (dew point). El potencial hidrico del medio se

determind despuyés de aplicar 10 segundos de refrigerante. EI punto de rocio de la camara

fué calibrado con agua destilada y-cloruro de sodio, este ultimo en concentraciones de

500mM y 1000mM. La temperatura fué ajustada a 25°C.

34 Disedio Experimental.

El diseﬁo experiménl’al empleado fué un Factorial de dos factores con un arreglo -

completamente al azar. Este comprendio 9 tralamientos con 10 repeticiones cada uno en
condiciones homogéneas (temperatura, luz, pH). Cada tubo representd una unidad

experimental,

[
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3.5, Tomn de Datos,

Los datos fueron tomados semanalmente durante todo el experimento, una vez que

los explantos fueron establecidos. Los parametros evaluados fueron los siguientes:

- Lougitud del tallo, Para esta variable se considerd el tallo principal, el cual tu¢ medido a

partir de su base, sin tomar en cuenta el tejido calloso.

- Grosor. del tallo. También fué considerado slo el tallo principal y de acuerdo a las

caracteristicas de esta variable, se formaron dos grupos: uno que contenia a los tratamientos

con grosor menor a £ mm y el otro que agrup6 a los de grosor igual 0 mayor a-t mm.

- Presencia de vitrificacion. Para esta variable se tomod en cuenta Ia apariencia de las
plantulas, las cuales sufrieron alteraciones principalniente en las hojas modificando su

tamadio y-grosor,

3.6, Andlisis Estadisticos.

Para ‘explicar el efecto ‘de los agentes gelificantes combinandolos con tres

concentraciones diferentes sobre las variables evaluadas, se realiz el analisis de varianza de

acuerdo al disefio experimental planteado. La comparacion de medias se efectuo mediante fa

pruclia de Tukey con un nivel de significancia del 0.05 %. Ademis para explicar la

infernccion entre las variables se llevo a cabo una correlacion entre éstas.

%




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto de los Diferentes Tipos de Agentes Gelificantes eqi Explantos de Vid.

El efecto que se presento al variar el tipo de agente gelificante en el medio, se puede
observar en la longitud de los tallos. En el Agar Bacteriologico se obtuvo la menor longitud

en promedio, teniendo que el tratamiento con mayor concentracion de este agar reportd la

menor longitud de todos los tratamientos con solo 4.51 cm en comparacion con ¢l Agar-
“Agar que alcanzo 9.31 cm y el Phytagel con 9.03 cm, ambos en sus concentraciones mas

altas (ver gratica 1). Esto puede atribuirse a las: caracteristicas de los dos Gltimos

gelificantes, ya que son més puros que el Agar Bacterioldgico, por lo cual, se puede pensar
que las impurezas introducidas por el Agar Bacteriologico son inhibidoras del crecimiento o
bien son responsables de modificaciones tanto fisicas como quimicas del medio, las cuales no

permitieron una elongacion mayor de los tallos. (Debergh, 1983) (Pierik, 1990).

Otro dato importante de esta evaluacion de agentes gelificantes es la vitrificacion, En

¢l Agar-Agar y en el Phytagel se presentd en las tres concentraciones probadas, mientras que

en el Agar Bacteriologico solo se presentd en la concentracion mis baja. Esto llace pensar

" que si existen sustancias inhibidoras del crecimiento aportadas por los gelificantes, en este
caso principalinente por el Agar Bacteriologico, también pueden ser-las responsables de

evitar I vitrilicacion, al no permitir la entrada de estimulantes def crecimiento, los cuales al

tener agua disponible en exceso, como es ¢l casa de los otros gelificantes. ocasionan



alteraciones en la planta, principalmente en hojas y tallos. Asi, se tiene que por un lado las
imputezas del agar no permiten obtener tallos largos en vid, pero tampoco permiten Ia
presencia de vitrificacion,

.Sicndo lo anterior vilido, también se puede explicar por i]ué ¢l Phytagel fué cl
gelifieante que presentdé més alteraciones por vitrificacion (ver grifica 2). De los tres
gelificantes probados es el Phytagel ¢l de mayor pureza, asi que por un lado no apon6
sustancias que inhibieran el crecimiento de los explantos y por el otro lado le proporciond al
medio condiciones févorablcs para que‘el agua y sus demas componentes pudieran moverse
con mayor facilidad, provocando alteraciones, las cuales, a pesar de que diéminuyeron
contorme se aumento la concentracion de este gelificante, estuvieron presentes durante todo

el experimento.

GRAFICA'l, LONGITUD DE TALLOS EN BROTES DE VID,

LONGITUD DEL TALLO

TRATAMIENTOS -
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GRAFICA 2. PORCENTAIE DE HOJAS MODIFICADAS EN EXPLANTOS DE VID,

% DE HOJAS MODIFICADAS

1 2 3. 4 65 6 1 8. 9
TRATAMENTOS '

Nota: En el tratawienta 5, solo ef 38.5% de las hojus se¢ modilicaron campletumente, ef resto de tus hojus
s¢ volvicron nds delgadas y grandes sin Hegar o sulrir cmmbios en s fonia,

Un factor importanie que lambién debe considerarse respecto a la vitrificacion en los
tratamientos, es ¢l cambio que sufren los éxplamos al crecer en otro tipo de gelificante del
que estaban establecidos, pues estos se habian adapiado y subcultivado en el Agar

Bacteriologico con una concentracion constante (la del tratamiento 2, testigo). asi,

 recordando que al cambiar el tipo y la concentracion de agar se modifican las caracleristicas

fisicas y quimicas del medio (Debergh,1983), se entiende la presencia de vitrificacion en
Iratamientos que, a pesar de contener allas concentraciones de gelificante y reportar un
potencial hidrico mas bajo en comparacion con los tratamientos de menor concentracion,

sufficron los efectos de este fendmeno (ver grafica 2 y 3).



GRAFICA 3. POTENCIAL HIDRICO DE LOS MEDIOS EN BARES:

POTENCIAL HIDRICO

{mpt o

v 2 3 4 5 6 7. .89
TRATAMIENTOS

4.2, Efecio de Ias Diferentes Concentraciones de Agentes Gelificantes en Explantos de

Vid,

Al utilizar diferentes concentraciones de gelificantes en el medio para cultivar

explantos de vid in vitro, se obtiene en primer lugar, que la longitud de los brotes va a variar

 presentandose a relacion de que a menor concentracion de gelificante - mayor longitud de

brotes, esto en los tres tipos de agentes geliticantes. Al aumenmtar la concentracion de los-

gelificantes en el medio se enconted que los tratamientos respondieron de acuerdo a la
relacion anterior pero en sentido inverso, es decir, que a mayor concentracion-menor

longiiud de broles.
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Otro efecto evaluado fué nuevamente la presencia de  vitrificacion en explantos de

vid, ln cual provocd que las hojas de éstos se modificaran’ aumentando su- tamafio,

volviéndose mas deigadas y llegando en algunos casos a ser casi trasliicidas, Acompadando a
esto, los tallos de los explantos también sultieron modificaciones, principalmente en su
grosor. Los tratamientos més afectados con este fendmeno flieron en general los que

contenian menor concentracion de agentes gelificantes. En ¢l cuadro 7 se muestran los

resultados obtenidos.

CUADRO 7. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS EN EXPLANTOS DE VID.,

TRAT. | LONG. BROTES. | % DE HOJAS POTENCIAL GROSOR DEL
(en cm) MODIFICADAS | HIDRICO (en barcs) TALLO*

| 9,98+ ab 213 ) -1.65 D

2 §.53+ ab 00 -1.13 G

3 451+ b 00 - 216 G

4 10.76+ a 808 -1.38 D

5 9.36+ ab 85 2190 G

6 931+ ab 52.6 -1.81 G .

7 1061+ a 85.7 1585 D

] 984+ ab 07 . L2207 G -

9 903+ ab - 62.5 - -2.16 G
+Valores con Ia wisina letra son iguales extadisticamente, C.V.=42.85%

® Grasor LU<tmm. Grosor G>Imu.
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El andlisis de varianza obtenido se presenta en el cuadro 8.

CUADRO 8. ANALISIS DE VARIANZA DE LA LONGITUD DEL TALLO.

FV. oL | se lem |Fe |F,
AGAR (A) 2 978 | 398 | 260 |35
CONCENTRACION®B) | 2 12072 | 6036 | 407 | 3se
TRATAMIENTOS (AB) | 4 133 | oy | 12 |28
ERROR ] 120260 |- 14.85 '

TOTAL 89 | 147545

* Diterencin signiticativa.

Al obtener el ANOVA de los datos del experimento, se observa que estos coinciden

con lo observado en el laboratorio, es decir que fa concentracion en los tratamientos fue la

que marco la diferencia entre estos, teniendo que las concentraciones mas bajas promovieron
1a elongacion de los tallos, ademas de presentar el mayor indice de modificacion de hojas y

de tallos por la presencia de vitrificacion. Esto puede ser explicado si se cqnsidera la

propuesta hecha por Debergh (1981), donde responsabiliza a la matriz hidrica del medio por

~ la presencia del fenomeno de vilrificacion, cita que la tnica manera de evitarlo es

‘aumentando la concentracion del agar. Asi, fo sucedido en los tratamientos 4y 17

corresponde a lo anteriormente inencionado, es decir, que estos tratamientos al tener bajas

concentraciones de gelificantes tuvieron' un potencial hidrico alto (ver cuadro’ 7), E

promaviendo la presencia de vitrificacion.
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Para confirmar lo anterior se hizo una correlacion entre la longitud de los tallos
contra el polencial hidrico de los medios, obteniendo que ésta es igual a 0.709, lo que
significa que existe una alta correlacion entre estas dos variables. En el cuadro 9 s¢ muestran

los datos obtenjdos.

Por otro lado, acerca del comportamiento de los trat‘amienlq's restantes, se conlirma

que siguen el patron propuesto, ya que a manera que se aumentd la concentracion de los

gelificantes, se disminuyo la longitud del tallo de los explantos (ver grafica 1), de los tres

t‘ipkos de gelificantes, ¢! Agar Bacteriologico fué el que presento de manera més clara este

comportamiento. k
CUADRO 9, CORRELACION ENTRE LAS VARIABLES
Covarianza = 0.36 Corrclacion =0.709
Intereepeion = -2.77 Pendicnte = 0.105

Error cstandar = 0.040
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4.3, Interaccién de Concentracidn y Tipo de Agente Gelificante en Explantos de Vid.

Una vez que ha sido explicado el efecto de cada una de las variables del experimento
sobre los explantos de vid, resia presentar como interactuaron entre si, EI comportamiento
que se présemé durante ¢l expgrimemo por parte de los gelificantes con sus difefemes
concentracienes fué e siguiente; conforme se disminuyd la concentracion y se aumento fa

calidad del gelificante, se incrementd la longitud de los brotes; en sentido contrario, al

aumentar la concentracion y disminuir la calidad del gelificante, s disminuyo fa longitud. A

primera vista, esto parece sencilo y de facil aplicacion, pero en realidad esto no es asi, pues

como se ha mencionado anteriormente, el fenomeno de vitriticacion se presentd en todos fos

tratamientos que contenian a los gelificantes que se probaron por primera vez y ¢n el agar

testigo con la concentracion mas baja (ver grafica 2), siendo los tratamientos 2 y 3 los

{nicos en.no presentar dicho fenomeno. Por otro lado al angliidr estadisticamente los datos

y realizar la prueba de a diferencia significativa mas honesta de Tukey al 0.05% entre los

promedios de cada tratamiento (ver cuadro 7) se obtiene que los tratamientos 4,7,1,8,5,6.9 y

2 (orden arreglado de los promedios), son estadisticamente iguales al no existir una

diferencia significativa, siendo el tratamiento 3 el Gnico ~diferente al presentar la menor
Jangitud. Asi por un lado, se tiene que aparentemente ¢l usar olros tipos de gelificantes en

medios con jgual contenido nutricional y hormonal, provoca longitudes mayores de los

brates, o cual es una caracteristica deseable en la micropropagacion de vid, pero por ¢l otro,

W



estos wismos agentes gelificantes causan alteraciones en- hojas y tallos volviéndolas
delgadas, casi trashicidas a las primeras y {ragiles a lﬁs segundos, lo cual es indeseable por
dificultar subcultivos posteriores in v_u_rg o adaptaciones ex vitro de las plantas.

Con esto, de acuerdo con los datos presentadns. lo indicado por ¢l nmmenio es
continuar trabajando con el tés(igo (tratamiento 2), ya que, a pesar ;ic haber ocupado el
pendltimo lugar en cuanto a longitud de brotes se refiere, éste no presentd ninguna
alteracion en hojas o en tallos y estadisticamente es igual a los demas tratamientos, '

“Cabe aclarar que lo anterior no quiere decir que e Irab‘ajaf con otros géliﬁcames no
represente ni‘ngt'm cambio poéilivo al micropropagar explantos de vid, ya que ;\I observar que
la tendencia de estos gelificantes es incrementar la longitud de los brotes, se hace

recomendable continuar evaluindolos, tomando en cuenta que ‘al cambiar repentinamente el

“gelificante en el niedio; pueden ocasionarse cambjos tanto fisicos como quimicos en este’

ultimo, provocando que ef material ahi propagado, responda de diferente manera, itegando

a presentarse electos no deseados en la micropropagacion.



V. CONCLUSIONES

I. Al usar agentes gelificantes de diferente tipo y calidad para solidificar medios de
cultivos, se modifican las caracteristicas de estos ultimos, teniendo como resultado que el

material cultivado se desarrolle de diferentes maneras,

2. El potencial hidrico de los medios de cultivos esta relacionado directamente con la
concentracion del gelificante, a menor concentracion-mayor potencial, de manera inversa

a Inayor concentracion - imenor potencial.

3. Cuando el potencial hidrico del medio es alto sc favorece la presencia de vitrificacion,
para evitar este fendmeno se aumenta la concentracion del gelificante, pero sc afecta cf
radio de propagacion; en vid se aprecia esle efecto en los brotes los cuales presentan

menores longitudes de talto,

4. Lavitrificacion se puede presentar cuando el medio de cultivo presenta un potencial

hidrico alto o bien cuando las caracteristicas del medio facilitan ¢ movimiento del agua

hacia dentro del material vegetal propagado,

5. El cambio repentino de agente gelificante también puede ser responsable de la

presencia de vitrificacion, adn tenicndo concentraciones altas de éste.

16
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6. Conforme sc aumenta la calidad del agente gelificante, sc obtienen longitudes

niayores en brotes de vid cultivados in vitro. Por lo que las impurezas aportadas por cl
Agar Bacterinlogico pueden ser las responsables de que se disminuya la longitud de los

brotes de vid en los tratamientos que contenian a dicho gelificante.

7. Lapresencia de vitrificacion én el presente experimento se d_ébié a un aumento en fa
disposicion de agua en of medio. lo-cual fué promovido por bajas ébncemracioncs de
gelificante y/o gelliﬁcantes de mayor pureza. Los efectos de este fenémeno en vid se
aprecian en las hojas al modificar su grosor y tamafio (estas se vuelven mas grandes'y
delgadas llegando a ser casi trlsll'ncidas). y en los tallos, los cuales presentan didmetros
menoresa | mm. Los tﬁlanﬁemos que’ presentaron mayor indice de vitrificacion fucron

los que combinaron nuevo tipo de agar con la menor concentracion de éste en el medio.

8. Dado que e} tratamiento testigo no presento ningin problema con vitrificacion y

estadisticamente es igual que los tratamientos con mayor longitud, se recomienda seguir

utilizandolo para propagar explantos de vid, en lo que se realizan nuevas pruebas de los

agentes gelificantes disponibles.
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