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PRESENTACIÓN

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivos de mayor importancia en
España; sólo superado por los cereales y el olivar. Los últimos datos del
M.A.P.A. (2001) indican una superficie de 1.202.267 millones de Has, de las
cuales unas 23.645 Has se dedican a plantaciones regulares de uva de mesa,
situadas fundamentalmente en la zona costera levantina, y en menor super-
ficie, en algunas zonas del interior de la Meseta y en Badajoz. Aunque los
rendimientos unitarios son bajos, la gran superficie cultivada hace que se
logren unas producciones importantes, situándose la producción media en
torno a las 398.542 Tm. De estas se exportan unas 93.000 Tm, siendo Fran-
cia el principal receptor con el 27%, seguida de Alemania con un 26%,
Portugal con un 15% y Reino Unido con un 14%.

Sin embargo cuando comparamos la superficie, producción y rendimiento
de España con respecto a los demás países vitícolas observamos que en
cuanto a rendimiento y producción nos vemos sobrepasados por otros países.
Entre las distintas causas que originan dichas pérdidas, son de destacar las
condiciones ecológicas y el estado sanitario. En el aspecto sanitario hemos
de considerar que un alto porcentaje de pérdidas se debe a la presencia de
virosis, entre las que fundamentalmente destacan: Entrenudo Corto Infec-
cioso, Enrollado, Jaspeado y Madera Rizada.

En cuanto a variedades de uva de mesa, el ranking de producción en
España lo encabeza el cultivar Napoleón (autóctono de la Región de Mur-
cia), seguido de Ohanes, Italia, y Dominga, también autóctona de Murcia.
En exportación también es el cultivar Napoleón el más demandado con un
45%, seguido de Aledo (que se produce en Alicante) con un 16%; Italia con
un 10% y Dominga también con un 10%. De estos datos se deduce la
importancia del cultivar Napoleón en esta Región.

En 1978 se llevó a cabo la preselección clonal en el área de cultivo del
cv. Napoleón comprobándose que el estado sanitario del material vegetal
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sometido a “indexaje” era bastante deficiente. De los 32 clones elegidos al
final del período de preselección clonal, 28 estaban afectados por el virus del
Enrollado, 2 por los virus del Enrollado y del Entrenudo Corto Infeccio-
so, simultáneamente y solamente dos clones se encontraban libres de virus.
Se sabe que la presencia de virus afecta negativamente a la producción y a
la calidad de la uva, sobre todo en lo que respecta a su coloración y sabor.
La longevidad de las parras también se ve afectada habiéndose observado
parrales de 8 a 10 años, en un estado depresivo tal, que los hace totalmente
improductivos, a la vez que se ve alterado el ciclo vegetativo.

Dada la gravedad de la situación se vio la necesidad de disponer de un
material que reuniera unas buenas condiciones de autenticidad varietal y
calidad sanitaria. Con la finalidad de regenerar el cv. Napoleón de las prin-
cipales virosis que le afectan y poner a punto un protocolo de micropropa-
gación, se llevaron a cabo los trabajos que constituyen la presente memoria.

La elección del cultivar de uva de mesa Napoleón para la realización del
presente trabajo, dimana del hecho de ser autóctona de la Región de Murcia,
estar incluida en la lista de variedades de uva de mesa recogida en el Real
Decreto de 5 de Junio de 1985, sobre calificación de variedades de vid, y
poseer una importancia considerable en el contexto de dicho sector en la
Región. Desde que empezó a desarrollarse hace unos 30 años el aumento de
superficie ha sido espectacular. En este incremento ha influido su mayor
producción unitaria y su buena cotización, debido a la buena acogida en los
mercados nacionales y en aquellos países a los que se ha exportado. Su
producción supone el 50% de la uva de mesa que se produce en la Región
de Murcia.
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1. EL CULTIVO DE UVA DE MESA EN LA REGIÓN DE MURCIA

La problemática de la vid en nuestra región viene definida fundamental-
mente por tres parámetros; agua, clima y suelo, a los cuales hay que añadir
la deficiente calidad del material vegetal cultivado, y en otro orden de im-
portancia las estructuras de las explotaciones. Siendo el material vegetal el
aspecto sobre el que más y mejor podemos incidir, puesto que para conseguir
buenas producciones y de calidad, es necesario disponer de patrones y va-
riedades selectas y sanas (García de Luján, 1996).

De la superficie y producción nacional corresponden a la Región de Murcia
5.132 Has y 55.324 Tm, lo que la sitúa en el segundo lugar, precedida úni-
camente por la Comunidad Valenciana (Estadística Agraria de Murcia, 96-97).

Desde la Región de Murcia, se exporta cerca del 90% de la uva de mesa
que se produce en España, al comercializarse además de la uva que se
produce en la Región, la mayoría de la producida en las provincias limítro-
fes: Alicante y Almería. La variedad almeriense Ohanes, en años anteriores
la más exportada, ha dado paso paulatinamente a la murciana Napoleón. Las
razones de este éxito son fundamentalmente:

– es tardía, pudiendo conservarse directamente en el parral hasta práctica-
mente fin de año;

– la forma y tamaño del racimo, así como la tonalidad de las bayas y sabor
agradable, favorecen su consumo.

1.1. Principales zonas productoras de uva de mesa

El cultivo en la Región de Murcia se encuentra localizado principalmente
en las comarcas de: el Valle del Guadalentín, (45%) la Vega Media del
Segura (38%) y el Altiplano (17%), siendo muchos los agricultores de estas
zonas que se dedican casi exclusivamente a su cultivo.
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LÁMINA 1

1.2. Condiciones climatológicas

El clima es mediterráneo continental, con escasa lluvias, 300 mm anua-
les de media y temperatura máxima anual de 38-40 ºC en los meses de
Julio-Agosto y mínima de 4 ºC, en Enero. El período libre de heladas es de
unos 7 meses, de Abril a Octubre. La evapotranspiración es alta entre
Marzo y Octubre, presentando un fuerte déficit hídrico en los meses de
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Junio, Julio y Agosto. El número anual de horas de sol (insolación) es de
2.964. Existe riesgo de pedrisco en los núcleos productores de Abarán-
Cieza y Alhama de Murcia.

Las especiales condiciones climatológicas de las áreas vitícolas murcia-
nas, dedicadas al cultivo de la uva de mesa con otoños cálidos y secos, bajo
índice de heladas en los meses de Octubre, Noviembre y aún en Diciembre,
y ausencia de nieblas matinales hace de estas zonas lugares muy aptos para
el cultivo de variedades tardías.

La uva de mesa parece preferir los climas templados, luminosos, de
nubosidad media, ligeramente ventilados, con poca humedad ambiental,
veranos largos e inviernos suaves. Los otoños han de ser secos y cálidos.
Teme los rocíos, nieblas y vientos fuertes y secos. Las lluvias en la época
de fecundación son perniciosas para el cuajado.

1.3. Suelo

La influencia del suelo no se puede separar totalmente del clima, puesto
que el conjunto suelo-clima forma una unidad ecológica. El suelo más ade-
cuado es el profundo, con buena aireación y drenaje. A la hora de hacer un
análisis del terreno, hay una serie de parámetros básicos (Padilla, 1997) que
es necesario conocer, a saber: tipo de suelo, contenido en caliza activa,
materia orgánica, fósforo, potasio, pH, salinidad del terreno, etc. Entre ellos
y referido a la zona de Levante, hemos de considerar ante todo el contenido
en caliza activa y la salinidad del suelo, junto con la conductividad del agua
que se vaya a utilizar para el riego. La combinación de estos factores, junto
con la resistencia a la sequía y el vigor requerido nos permitirá poder elegir
el patrón adecuado.

Los terrenos más adecuados para el cultivo de la vid son los sueltos;
siliceo-calizos o calizosiliceos, profundos, fértiles, permeables y sueltos, y
con un pH neutro, siendo importante la proporción de guijarros y gravas al
favorecer el drenaje y la aireación (Chauvet y Reynier, 1984).

En líneas generales los suelos de las zonas murcianas donde se localiza
el cultivo de uva de mesa, presentan las siguientes características:

Vega alta del Segura

La Vega Alta se encuentra flanqueada bien por los litosuelos calizos que
forman las Sierras del Molino, Ascoy, del Oro y Ricote; o por serosen mar-
goso, en los lugares en que el río discurre por terrenos menos accidentados.
Los suelos son de textura media y pedregosa con gran capacidad de campo.
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Los contenidos de materia orgánica en estos suelos son bajos. También
son pobres en nitrógeno y potasio. En la zona de la Estación de Blanca,
destaca la existencia de una zona de suelos salino-calizos, siendo suelos de
textura fina y estructura débil.

Valle del Guadalentín

Está formado casi exclusivamente por suelos de vega pardo-caliza, des-
tacando áreas de suelos salinos. Estas zonas salinas presentan un problema
de difícil solución: la conjunción de un clima de naturaleza árida que pre-
senta un desequilibrio intenso en la evaporación y las precipitaciones y la
escasez o falta casi absoluta de aguas de riego de calidad aceptable, toda vez
que el río Guadalentín permanece seco durante la mayor parte del año. En
consecuencia, prácticamente todo el valle del Guadalentín, algo salino “per
se”, se riega con aguas de calidad generalmente deficientes, incrementándose
de manera rápida su contenido en sales solubles. Los suelos de esta zona se
pueden clasificar como notablemente calizos y con poder clorosante de medio
a elevado.

La capacidad de cambio es media y los contenidos de materia orgánica
de bajos a muy bajos. Lo mismo se puede decir de los contenidos de nitró-
geno y potasio.

Altiplano

En general, existe en la comarca un predominio de rocas calizas que han
formado unas variedades de suelo a partir de la roca madre, y que van desde
una película edáfica bastante tenue en las partes montañosas con relieve
abrupto, hasta suelos muy potentes formados en el fondo de los valles co-
rredores y cubetas. A pesar de la variedad pueden haberse constituido todos
a partir de la misma roca madre.

Según Morales (1972) los suelos que existen en mayor extensión, por
orden de importancia son:

1º Suelos pardo calizos,

2º Litosuelos calcáreos,

3º Suelos de vega pardo-caliza,

4º Serosen margoso en complejo con suelo pardo calizo,

5º Suelos margoso-yesosos sobre sedimentos del Keuper, y

6º Tierra parda superficial mesotrófica sobre esquistos de silicatos.
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Los suelos pardo calizos son los de mayor importancia. Se originaron a
partir de sedimentos del Plioceno y Pleistoceno en las cubetas endorreicas y
valles corredores. Son suelos en general bastante profundos, con textura limo-
so-arenosa, de color pardo, con alto contenido de carbonato cálcico, que varía
del 35% al 63%, con un pH próximo a 8. La materia orgánica presenta
valores del 1% al 2% y va decreciendo con la profundidad, los contenidos de
cloruros, sodio y yeso son muy bajos, elevándose en los horizontes inferiores.

1.4. Técnicas de cultivo

Las operaciones de cultivo tienen una gran importancia en el cultivo de la
vid, ya que además de intervenir en gran medida en los costes de producción
por el gran empleo de mano de obra que precisan, de su óptima realización
dependen tanto las producciones obtenidas como la calidad de los racimos.

Prácticamente toda la superficie se cultiva en regadío, estando el 48% con
riego localizado (Estadística Agraria de Murcia, 1996-97). El sistema de for-
mación utilizado mayoritariamente es el parral, con el que se obtienen altas
producciones unitarias de buena calidad. Este sistema tiene como objetivos el
de asegurar la penetración de la luz y la aireación, tanto de la masa de
vegetación como de los racimos, ya que así se dificultará la aparición de
enfermedades y se favorecerá la maduración y coloración de las bayas. Por el
momento las plantaciones en espaldera constituyen un capítulo muy pequeño.

En la Región de Murcia los marcos de plantación más utilizados son los
de 3,5 a 4 m entre líneas y de 3,5 a 4,5 m entre parras. Para la plantación
lo mejor es emplear barbados o planta injertada, procedente de viveros au-
torizados, siendo recomendable partir de clones seleccionados y saneados,
que nos aseguren la precisa garantía varietal y sanitaria. A la hora de realizar
la plantación es conveniente tener en cuenta una serie de medidas o cuidados
culturales tales como:

– Mantener las plantas en sitio húmedo y fresco;

– Observar si existen anomalías: raquitismo, presencia de nudos, y escasez
de raíces, etc.;

– Supresión de raíces que nacen por encima del nudo inferior;

– Evitar dejar huecos o espacios libres de tierra alrededor de las raíces;

– Dejar únicamente el sarmiento más vigoroso, evitando dejar yemas ciegas;

– Realizar la plantación lo antes posible; y

– Dar un riego de apoyo al arraigo y brotación de las plantas, de 2 a 6 L
por planta.
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Estas operaciones se deben realizar preferentemente a finales de invierno
o principios de primavera. En la actualidad, en el parral existe una tendencia
a plantar planta injertada en vez de plantar primero el portainjerto y después
injertar en campo.

Dadas las condiciones edafológicas de las zonas de cultivo, con un ele-
vado contenido en caliza activa, los portainjertos que se han venido utilizan-
do con mayor frecuencia son: 161- 49 Couderc (V. riparia x V. berlandieri),
110 Richter (V. berlandieri Resseguier nº 2 x V. rupestris Martín), 41-B
Millardet y Grasset (V. vinifera cv. Chasselas x V. berlandieri) y 1103 de
Paulsen (V. berlandieri Reseguier nº 2 x V. rupestris de Lot).

El injerto puede hacerse en taller (modalidades Júpiter y Omega) o bien
en campo, siendo la época principal en primavera (15 Marzo - 15 Abril). En
este caso las modalidades más corrientes son las de púa, hendidura simple
o a la inglesa y lengüeta, yema o en T. El injerto en campo también puede
realizarse en otoño (modalidades Cadillac o hendidura de costado y escude-
te). Normalmente el injerto se realiza al segundo año; si bien con portainjer-
tos vigorosos puede hacerse en el primer año. También existen agricultores
que adquieren la planta ya injertada, práctica que es cada vez más empleada.

Transcurrido el primer año de instauración del cultivo se despuntará el
injerto a una altura entre 1 y 1,5 m del suelo. Durante el segundo año, de los
sarmientos que hayan brotado y alcanzado los alambres dispuestos a modo
de techo se dejarán únicamente los cuatro que se encuentran situados más
arriba, formando los brazos que se despuntarán con 5 a 7 yemas, según el
vigor de la parra. En años sucesivos de cada una de las yemas dejadas
brotará un sarmiento y cuando llegue la época de poda dejaremos los dos
sarmientos traseros de cada brazo con 4-5 yemas cada uno, manteniendo la
madera suficiente para poder obtener una buena producción.

Durante el período activo de vegetación, con el fin de obtener una mejor
exposición de los racimos a la luz, el aire y el calor, se realizan otras labores
de cultivo tales como despampanado, despunte de ramas, deshojado, descol-
gado de racimos, aclareo, incisión anular o anillado.

Este cultivo precisa de unas dotaciones medias de agua entre 4.000 y
5.500 m3/Ha y año que deben distribuirse a lo largo de todo el desarrollo del
cultivo. En las variedades muy vigorosas conviene suprimir el riego en los
períodos de floración para evitar el corrimiento de las flores.

La uva de mesa es un cultivo que precisa de fuertes fertilizaciones, requi-
riendo en plantaciones adultas durante su ciclo de cultivo de unas 240-150-
150 NPK unidades fertilizantes por Ha.. Este cultivo no es muy exigente en
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cuanto a las aportaciones de materia orgánica pero se estima conveniente la
aportación de unas necesidades mínimas, sobre todo, si tenemos en cuenta
que las características de nuestros tipos de suelo son la carencia de estos
compuestos y la alcalinidad de los mismos. Las aportaciones se realizan a
razón de 15.000 a 20.000 Kg/Ha.

Entre los principales tratamientos fitosanitarios cabe destacar la desinfec-
ción del suelo antes de plantar y el control de malas hierbas con herbicidas
en invierno o principios de primavera. De modo general se suelen hacer 3
ó 4 tratamientos anticriptogámicos para prevenir los ataques de mildiu, oídio
y botritis, siendo conveniente adicionar un insecticida para prevenir distintos
ataques, principalmente de polillas del racimo. Los azufrados del viñedo, tan
arraigados entre nuestros agricultores, son eficaces para el control de ácaros,
aunque en ocasiones son necesarios tratamientos con acaricidas orgánicos
para erradicar ataques severos de araña roja.

1.5. El cultivar de uva de mesa Napoleón

Esta variedad tinta es autóctona de la Región de Murcia, siendo la pro-
vincia donde su cultivo ocupa mayor superficie 2.766 Has, con una produc-
ción de unas 27.515 Tm (lo que supone el 50% del total de la uva de mesa
de esta Región (Estadística Agraria de Murcia, 1996-97).

También se conoce con otras denominaciones: Ohanes negra, D. Maria-
no, Regina negra, Almería negra, Alicante negra, Aledo negro, Ovan
negro.

Es la variedad más tardía entre las uvas tintas, de racimos con forma
piramidal y sueltos, granos grandes y bien adheridos al pedicelo, lo que
facilita su transporte, con tonos prácticamente negros, piel resistente y pulpa
crujiente, de sabor simple muy agradable. La fecha de recolección abarca
desde Septiembre hasta Diciembre. Esta variedad es muy apreciada en Ale-
mania.

1.5.1. Origen

En cuanto al origen de dicho cultivar nos encontramos ante un caso más,
de los muchos existentes, en que se desconoce. Por sus características parece
responder a una mutación natural de tipo cariotípico. De ello se deduce que
el material vegetal disponible no proviene de ningún programa de certifica-
ción, y por tanto se asume “a priori” la presencia de virus en dicho cultivar
(Padilla, 1989).
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1.5.2. Ciclo vegetativo

La vid es un arbusto cuyos órganos principales de larga duración son las
raíces, troncos y brazos. Los órganos de duración anual sólo en el período
no frío son los pámpanos que se transforman en sarmientos después del
agostado y las hojas. El fruto dura tres o cuatro meses dependiendo de las
variedades y de las zonas climáticas. Las flores sólo pueden observarse unos
pocos días al año (Pulgar, 1994).

En la Región de Murcia y en las zonas de cultivo de esta variedad, el
movimiento de reservas se inicia a mediados de Marzo, cuando la tempera-
tura del suelo es de 9-10 °C, teniendo lugar la brotación a mediados de Abril.

La floración o "cierna" de la parra se produce a finales de Mayo. Es el
momento más delicado en la vida de la parra, pues ha de verificarse la
fecundación para que sobrevenga la cosecha. Un excesivo vigor de la parra,
lluvias, enfermedades, etc., hacen que se corra la flor con la consiguiente
anulación o al menos disminución de la cosecha. A los diez o quince días
después de la floración se produce el "cuaje". Culminado este, comienza el
crecimiento del grano produciéndose una parada en la vegetación a media-
dos de Julio. Llega un momento en que los granos toman color, es el mo-
mento del "envero", que ocurre de primeros a mediados de Agosto.

La recolección de esta variedad abarca un período de casi tres meses,
desde mediados de Septiembre hasta principios de Diciembre. A finales de
Noviembre o primeros de Diciembre, se produce la caída de la hoja.

1.5.3. Características varietales

– Sarmientos de superficie estriada y sección aplastada.

– Hoja pentalobulada, de tamaño mediano, tanto el haz como el envés es
glabro, de superficie plana, color verde sin brillo, borde dentado, de dien-
tes convexos, el ángulo del vértice del lóbulo terminal es agudo; seno
peciolar en lira cerrada.

– Los racimos son grandes, alargados, con bayas sueltas y raspón grueso.

– Los granos o bayas son de tamaño mediano a grande, de forma elíptica,
color granate oscuro a negro en plena madurez, con pruina, de piel resis-
tente y buena adherencia al pedicelo, lo que facilita su transporte.

– La pulpa es crujiente, jugosa, dulce con sabor simple muy agradable. El
mosto es incoloro, contiene tres o cuatro pepitas.
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1.5.4. Aspectos agronómicos y comerciales

La recolección tiene lugar entre Octubre y Noviembre, permaneciendo en
ocasiones hasta el mes de Diciembre en la parra, es decir, se trata de un
cultivar incluido en el grupo de uva de mesa tardía. Posee gran vigor, por lo
que el marco de plantación es amplio, entre 4 x 5 y 5 x 5 m, con una
densidad situada entre 400 a 625 cepas/Ha. La poda es de tipo medio, de-
jando 4-6 yemas por vara.

Producción media

Varía de un año a otro y dentro del mismo año de una parcela a la vecina,
así hay plantaciones de Napoleón que llegan a producir 35.000 Kg/Ha e
incluso más, aunque por término medio se puede considerar un rendimiento
de 22.000 Kg/Ha.

Calidad de la producción

Desde hace unos años, se viene observando, un descenso de calidad ca-
racterizado por una deficiente coloración y aptitud para la conservación y
transporte. Entre las causas que podrían originarlo se pueden encontrar cier-
tos desequilibrios en la fertilización, cargas excesivas en las podas, proble-
mas de carácter fitosanitario y edafoclimatológico, etc. La falta de color
constituye el mayor problema, ya que en ciertas zonas productoras la uva no
toma color, y si lo hace es de manera muy leve.

Si pensamos que en el año 1997 se pagó el kilo de esta variedad a 85 ptas
de media y que en la Región de Murcia, se obtienen unas 27.500 Tm anua-
les, es fácil llegar a considerar la repercusión económica que tiene en el
sector agrícola de esta Región. De ahí, el interés que supone realizar estudios
varietales y sanitarios sobre este cultivar, con la finalidad de mejorarlo todo
lo posible.

1.6. Otras variedades de uva de mesa

Hidalgo (1981) define las variedades de uva de mesa propiamente dichas
como aquellas que se aprecian más por las condiciones físicas y estructurales
de sus frutos, que por las características de sus mostos.

De este modo general se buscan variedades con racimos grandes y bien
conformados, de aspecto hermoso, con bayas sueltas de buen tamaño, pulpa
crujiente, piel resistente, difícil desgrane, sabor fresco, sin necesidad de ser
excesivamente azucarado, con aromas agradables, tanto si el sabor es simple
como si es "amoscatelado".
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Entre las variedades blancas de mayor difusión destacan Italia y Domin-
ga, seguidas de lejos por Ohanes, Aledo, Moscatel y Rosetti. Dentro de las
variedades tintas sobresale Napoleón y, con menor importancia, Cardinal.

El 90% de la producción corresponde a las variedades Italia, Napoleón,
Dominga y Ohanes, aunque esta última ha entrado claramente en retroceso
en los últimos años (Estadística Agraria de Murcia, 1996-97).

1.6.1. Italia

A esta variedad blanca se le conoce también como Ideal. La producción
actual es de unas 16.187 Tm, lo que supone el 29% de la uva de mesa en
la Región. El racimo es grande, con granos sueltos, color amarillo crema
dorado, pulpa crujiente y sabor dulce muy agradable. La fecha de recolec-
ción abarca desde Agosto hasta Octubre.

1.6.2. Dominga

Al igual que el cultivar Napoleón, esta variedad blanca también es au-
tóctona de la Región de Murcia. Su producción se cifra en unas 6.230 Tm,
lo que supone el 11% de la producción total de uva de mesa en la Región
de Murcia.

El racimo es grande con bayas de gran tamaño, de color crema y muy
apretado, lo que supone una mayor sensibilidad a podredumbre y botritis.
Pulpa carnosa azucarada y de sabor agradable. En racimos muy expuestos al
sol, pueden haber tonalidades rosas. La fecha de recolección es de Noviem-
bre a Diciembre.

1.6.3. Ohanes

La superficie ha disminuido mucho en los últimos años; la producción es
de unas 182 Tm, lo que supone el 0,3% regional. Como sinónimos: uva de
Almería, uva de embarque, uva de barco. Muy exportada a Suecia, No-
ruega y Dinamarca.

Se trata de una variedad blanca que en Murcia se encuentra en regresión
debido a problemas sanitarios, a la pérdida de las características genéticas
propias de este cultivar y a sus características organolépticas que no la hacen
muy apetecible, no es muy dulce.

El racimo es grande, con hombros anchos y de compacidad media. Las
bayas son gruesas, de forma cilíndrica muy característica, piel espesa y
pruina poco abundante, el color varía entre amarillo claro y el verde más o
menos dorado, pulpa carnosa y crujiente, poco azucarada, y con sabor neu-
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tro. Por las características del hollejo, fuerte y basto, el transporte y la con-
servación son bastante fáciles.

Uno de los aspectos negativos lo constituye el hecho de que la flor es
morfológica y fisiológicamente femenina, de donde emana la necesidad de
realizar la polinización artificial, operación denominada "macheo" o "engar-
pe". La fecha de recolección va desde Agosto hasta Diciembre.
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1.6.4. Variedades apirenas

Son aquellas en las que después de una fecundación normal el embrión
y el albumen abortan, originando bayas con semillas rudimentarias y herbá-
ceas no perceptibles al masticarlas.

El cultivo de estas variedades en la región va aumentando (Estadística
Agraria de Murcia, 1996-97). El calendario de producción se sitúa funda-
mentalmente entre los meses de Julio y Septiembre (variedades precoces),
con lo cual vienen a completar el período actual de producción de nuestras
variedades, que se centra fundamentalmente en los meses de Octubre a
Diciembre (Pallares, 1987). Estas variedades apirenas, resultan de interés
tanto para el mercado en fresco como para la producción de pasas, fabrica-
ción de macedonias y compotas de frutos.

Las variedades más importantes de las ensayadas hasta ahora son (Mar-
tínez Cutillas et al, 1991):

Red Globe

Variedad de color rojo con racimos y bayas muy grandes, de sabor neutro
y consistencia ligeramente crujiente. Madura en la segunda quincena de
Agosto.

Thompson Seedless

Conocida también como Sultanina, es la variedad apirena más extendida
y cultivada en el mundo, tanto para consumo en fresco como para la obten-
ción de pasas. Produce unos racimos amarillos de tamaño mediano a grande,
excesivamente compactos por lo que necesita aclareo. Las bayas son de
tamaño pequeño exigiendo tratamientos con ácido giberélico, incisión anular
y poda de racimos. Tiene un sabor neutro y consistencia media. Madura en
la segunda quincena de Agosto.

Dawn Seedless

Variedad apirena de color amarillo, tiene racimos de tamaño medio que
precisan de tratamientos con ácido giberélico e incisión anular, bayas peque-
ñas, sabor neutro aromático y consistencia crujiente. Tiene una buena pro-
ductividad, madurando en la primera decena de Agosto.

Centenial

Apirena de color amarillo, con un tamaño de racimo mediano, tiene un
tamaño de baya aceptable. Sin tratamientos responde bien a la incisión anu-
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lar. Tiene un sabor neutro y consistencia algo crujiente. Necesita poda larga
puesto que las dos primeras yemas son muy poco fértiles. Madura en la
primera decena de Agosto.

Flame Seedless

Apirena de color rojo con racimos de tamaño medio, bayas de tamaño
pequeño, necesita aclareo de racimos, incisión anular y aplicaciones de ácido
giberélico. Tiene un sabor neutro aromático y consistencia crujiente. En
conjunto tiene unas características organolépticas extraordinarias, siendo muy
apetecida en algunos mercados europeos. Presenta una buena productividad.
Madura en la tercera decena de Julio.

Superior Seedless

Por las características del racimo y época de maduración es, posiblemen-
te, la mejor variedad apirena, no necesitando aplicaciones de ácido giberé-
lico ni poda de racimos. Tiene racimos de tamaño medio, de color amarillo,
bayas de tamaño medio, sabor neutro y consistencia crujiente. Madura en la
segunda decena de Julio. Es muy vigorosa pero tiene una baja fertilidad,
algunos años presenta problemas de mal cuajado. Necesita podas muy lar-
gas. Es poco productiva pero alcanza muy buenos precios en la exportación.

2. PROBLEMÁTICA DE LOS VIRUS DE LA VID

Antes de 1950 se estimaba que un único virus era el responsable de todos
los síntomas observados en la vid, no atribuibles a patógenos conocidos
(Branas, 1948). Como consecuencia de la intensificación de las investigacio-
nes en el campo de la virología vegetal, concretamente en la vid, esta idea
fue abandonada, y en 1960 se atribuían las enfermedades de tipo viral en la
vid a siete virus diferentes (Hewitt, 1978).

En la actualidad el número de virosis que afectan a la vid es de 44
(Walter y Martelli, 1997), pero siguen existiendo enfermedades de supuesta
etiología vírica, cuyos agentes patógenos no han sido aislados.

Entre los autores españoles, que trataron en primer lugar el tema, pode-
mos citar a Marcilla (1942) y Fernández de Bobadilla (1948) al referirse a
la degeneración infecciosa de la vid, como una enfermedad de posible etio-
logía vírica. También se pueden señalar entre los primeros trabajos realiza-
dos en España los de Ruiz de Castro (1966), quien se refirió a las virosis en
Andalucía, y los de García de Luján y Gil Bernabé (1976), confirmando la
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presencia del virus del Entrenudo Corto Infeccioso en cepas de la zona de
Jerez. A partir de entonces se inicia un estudio amplio sobre virosis de la vid
y selección sanitaria de la gran mayoría de las viníferas españolas (Alfaro,
1971; Hidalgo 1973, García de Luján, 1996).

En diversos estudios (González et al, 1997; Mannini et al., 1999) se ha
intentado relacionar los efectos perniciosos de los distintos virus a nivel de
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producción con alteraciones en diversas reacciones fisiológicas como son:
fotosíntesis, procesos enzimáticos, transporte de la savia, nutrición mineral,
respiración o equilibrios de fitoreguladores (Hale y Woodhan, 1979; Caló,
1988; Walter, 1988, Berres, 1990; Cabaleiro et al, 1999).

También se han realizado diversos estudios para evaluar los daños en
diferentes variedades, tipos de virus y combinaciones patrón-injerto, en di-
versas zonas de cultivo de la vid y con diferentes sistemas de cultivo, pero
resulta difícil extrapolar los resultados de esos estudios a otros sistemas
productivos no estudiados (Cabaleiro y Segura, 1996).

Aunque no existan estudios exhaustivos sobre la importancia que las
enfermedades producidas por virus tienen en nuestro país, si podemos decir
que en todas aquellas regiones vitícolas en las que se ha estudiado, se ha
observado la gran incidencia económica que supone su presencia (Padilla,
1990, García de Luján, 1996; Walter y Martelli, 1997).

La gravedad de las virosis radica en que no pueden ser combatidas con
tratamientos a base de productos fitosanitarios, siendo la única forma la
eliminación de las cepas afectadas y la destrucción de los posibles vectores
de transmisión. La lucha contra los virus (y otros agentes fitopatógenos
relacionados) de la vid, debe hacerse basada en una serie de intervenciones
preventivas (Savino, 1996), principalmente:

– Producción de material de propagación exento de virus, es decir, material
certificado;

– Multiplicación del material certificado en condiciones sanitarias optimas,
en todas las fases que preceden a la cesión al viticultor; y

– Lucha contra los vectores que transmiten las virosis.

También es muy importante el tener a punto una buena técnica de diagnós-
tico, a saber: ensayos biológicos, serológicos, moleculares, etc. (Albouy, 1998).

2.1. Incidencia económica

Los datos existentes, aunque cada vez más abundantes, son en su mayoría
de orden teórico, por lo que los porcentajes de pérdida de cosecha, así como
los efectos en la calidad del fruto y del vino, no son totalmente conocidos
(Padilla, 1986). Provedo y Fernández-Sevilla (1973), Díaz-Yubero y Esteban
(1973), García de Luján (1976), Martínez y Padilla (1981) cifran las pérdidas
producidas por virosis entre el 5 y el 40% del valor de la cosecha. Las virosis
disminuyen la productividad del parral afectando al rendimiento, calidad de
la uva y longevidad de los parrales, por lo que su importancia económica
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crece sin cesar a causa de la rápida propagación de estas enfermedades
(Martínez-Zaráte, 1979).

Sin embargo, la incidencia de estas enfermedades sobre la economía es
muy variable según el tipo de virosis y la estirpe de virus de que se trate, al
producirse en la planta perturbaciones de mayor o menor gravedad (Walter
y Martelli, 1998). Las dos enfermedades que tienen mayor importancia eco-
nómica por las pérdidas que producen son el Entrenudo Corto Infeccioso
y el Enrollado. Dado que no existen datos en España a cerca de la inciden-
cia de estas virosis en la economía vitivinícola, haremos a continuación unas
consideraciones generales.

En primer lugar, en cuanto a mayores pérdidas económicas, se encuentra
el virus del Entrenudo Corto Infeccioso, cuya presencia ocasiona funda-
mentalmente una baja producción, debido al corrimiento y/o "granilla" de los
racimos, reduciendo así su valor comercial (Martelli, 1993). Las parras afec-
tadas por las estirpes más virulentas presentan un enanismo muy marcado en
la mayoría de sus órganos, las bayas son muy pequeñas y el número de
racimos por sarmiento disminuye.

Bajo condiciones severas, el virus puede llegar a matar las plantas, aun-
que en general, las vides afectadas sobreviven produciendo cada vez menos.
En Europa se han estimado reducciones de un 50% de la producción para las
variedades más susceptibles (Bovey, 1970).

El segundo lugar le corresponde al virus del Enrollado, tanto en pérdidas
como en extensión geográfica afectada; el rendimiento se reduce entre un 10
y un 70% (Martelli, 1993). La calidad del fruto, y del vino se ve afectada
debido al menor contenido de azúcares en el momento de la cosecha y al
incremento del índice de acidez (Padilla, 1998); asimismo se observa una
falta de coloración de la uva en las cepas afectadas. Al igual que ocurría en
el caso del Entrenudo Corto Infeccioso, también reduce la capacidad de
enraizamiento de las estacas y de prendimiento de los injertos. Además
ocasiona una disminución del desarrollo de las parras infectadas, así como
del número de raíces por parra. Este virus produce daños menos graves ya
que no afecta tanto al vigor de la planta y no produce corrimiento. No
obstante, hay que tener presente la frecuencia elevada de esta enfermedad.

Otros virus que ocasionan pérdidas económicas son los englobados en el
denominado Complejo vírico de la Madera Rizada; la importancia econó-
mica es grande pero difícil de evaluar, pues como indicábamos en párrafos
anteriores, los daños parecen depender de:

1) la combinación patrón-injerto,
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2) la susceptibilidad de las variedades y

3) el grado de virulencia del agente causal, que en las variedades más sen-
sibles a la enfermedad, puede llegar a ocasionar la muerte de la planta
(Padilla, 1998).

En cuanto al virus del Jaspeado, señalar que la importancia de esta
virosis desde el punto de vista económico está todavía por determinar de
manera clara. Los daños económicos que hasta el momento se pueden con-
siderar provienen del mal prendimiento de los injertos, pudiendo ser eleva-
dos debido a efectos de sinergismo con otras virosis (Padilla, 1998).

De acuerdo con el grado de incidencia económica que ocasionan, podemos
clasificar a las virosis con mayor grado de presencia, en dos grandes grupos:

a) Mayor incidencia: Entrenudo Corto Infeccioso, Enrollado, Madera Riza-
da y Jaspeado.

b) Menor incidencia: Enaciones y Necrosis de los Nervios.

2.2. Descripción de las principales virosis de la vid

2.2.1. Virus del Entrenudo Corto Infeccioso (GFLV)

Se trata de un Nepovirus (virus poliédrico transmitido por nematodos). Su
distribución es a nivel mundial, y su presencia puede llegar a hacer inviable
la plantación o al menos disminuir de manera considerable la producción y
la calidad de la uva (Prota, 1996; Lorrain, 1997; Erny et al, 1997).

1) SÍNTOMAS

No todas las virosis que afectan a la vid presentan una amplia gama de
síntomas externos e internos como el Entrenudo Corto Infeccioso. Estos
síntomas en ocasiones, y considerados individualmente, pueden confundirse
con otros debidos a alteraciones diversas, o a características propias de la
variedad, por lo que para poder aseverar con un bajo índice de error la
sanidad de un viñedo, es preciso considerar todos y cada uno de los síntomas
que a continuación se describen (Martelli, 1993; Walter, 1997; Padilla, 1998).

En hojas

– El seno peciolar se abre más de lo normal.

– La dentición es más acusada.

– Presencia de mosaicos de tipo nerviacional y amarillo.
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En sarmientos

– Dobles nudos.

– Fasciaciones y bifurcaciones.

– Entrenudo corto, que es el que ha dado lugar a la denominación española.
Se trata de un entrenudo que tiene una longitud menor que el anterior y
posterior; estadísticamente dicho entrenudo se sitúa entre los nudos 6º y 9º.

– Proliferación de "nietos" con entrenudos más cortos de lo normal, lo que
da un aspecto arbustivo a la planta.

– Madera aplastada.

En racimos

La presencia de este virus produce casos de corrimiento completo y de
corrimiento parcial de los racimos (granilla). Es de destacar que muchas
veces también se producen corrimientos de tipo fisiológico o genético; de-

CUADRO 1.
VIROSIS DE LA VID DETECTADAS EN ESPAÑA

Y SU DENOMINACIÓN EN OTROS IDIOMAS (PADILLA, 1998).

Siglas
Español Francés Italiano Inglés internacionales

Entrenudo Virus Court-noué Arricciamento Grapevine GFLV
Corto Infeccioso de la Vigne Fanleaf Virus

Enrollado Enroulement Accartocciamento Grapevine Leafroll GLRaV
de la Vigne associated Virus

Jaspeado Marbrure Maculatura Grapevine GFkV
de la Vigne de la Vite Fleck Virus

Madera Rizada Bois strié Legno riccio Rugose Wood Disease RWD
Rupestris stem pitting RSP
Kober stem grooving KSG

Corky bark CB
LN 33 stem grooving LNSG

Enaciones Maladie des Malattia Grapevine GED
énations de la delle Enazioni Enations Disease

Vigne

Necrosis de Necrose des Necrosi delle Grapevine Vein GVND
los Nervios nervures de la Nervature Necrosis Disease

Vigne
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bidos a una mala polinización por causas climáticas; al excesivo vigor pro-
cedente de un patrón no apropiado; suelo muy fértil; abonado nitrogenado
excesivo, etc.

En el sistema radicular

– El número de raíces es menor que en las plantas sanas, con mayor grosor
y menor longitud.
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– Presencia de cordones endocelulares en los vasos conductores, aunque
estudios posteriores han demostrado que dichos cordones son más abun-
dantes en unas especies del género Vitis que en otras, por lo que este
diagnóstico no es concluyente.

2) DAÑOS

Son variables de acuerdo con el grado y extensión de la infección, varie-
dad y condiciones del medio. De ellos son de destacar los siguientes:

– Disminución del rendimiento. Las pérdidas pueden llegar hasta un 80%
de la cosecha. Es importante en todas las variedades de uva de mesa
debido al corrimiento del racimo, que implica una fuerte desvalorización
comercial. En la uva para transformación no tiene repercusión ni en el
índice de acidez ni en el grado de azúcar.

– Menor longevidad de las cepas. A los 6-8 años de producirse la infección
se observa que la planta afectada presenta un marcado estado depresivo.

– Incidencia sobre el material vegetal de multiplicación. La madera proce-
dente de planta infectada posee una menor capacidad de enraizamiento,
el número de estaquillas obtenidas es más bajo, y el porcentaje de pren-
dimientos de los injertos se ve también muy afectado.

3) FORMAS DE TRANSMISIÓN

La forma típica de transmisión es la multiplicación vegetativa de plantas
infectadas. Cuando se injerta un patrón sano con una variedad infectada o
una variedad sana sobre un patrón enfermo, la planta entera resulta infectada
al cabo de poco tiempo.

Otra forma importante de transmisión la realizan los nematodos del gé-
nero Xiphinema. La infección la pueden realizar tanto los individuos adultos,
como los estados juveniles.

La transmisión por medio de la semilla es posible, aunque no es un grave
problema ya que la multiplicación por semilla se utiliza únicamente en pro-
cesos de hibridación.

La transmisión por herramientas utilizadas en la poda no es de temer como
ocurre con otras enfermedades debidas a hongos o bacterias (Padilla, 1988).

4) DIAGNÓSTICO

El conocimiento de los síntomas descritos es fundamental en cualquier
trabajo, sea de simple control de la plantación o de un proceso de selección
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clonal-sanitario. Sin embargo, la presencia de dichos síntomas no es sufi-
ciente para diagnosticar con toda certeza la presencia del virus, lo que obliga
a recurrir a las siguientes técnicas especializadas:

Indicadores leñosos o herbáceos

Son plantas que ante la presencia del virus reaccionan presentando una
serie de síntomas muy típicos y fácilmente reconocibles. El indicador leñoso
más utilizado en este caso es Vitis rupestris de Lot cv. St. George y la trans-
misión del virus se hace mediante injerto de la planta a diagnosticar en el
indicador. Entre los indicadores más utilizados figuran algunos "cenizos" (Che-
nopodium quinoa Willd) y la transmisión se realiza por inoculación mecánica
del jugo de la planta a estudiar sobre el indicador (Martelli et al, 1993).

Serología

Actualmente y merced al avance de las técnicas serológicas, se ha logra-
do poner a punto el método conocido como ELISA (Enzyme Linked Immu-
nosorbent Assay), que permite establecer un diagnóstico rápido y fiable en
el caso del Entrenudo Corto Infeccioso.

Microscopía electrónica

La utilización del microscopio electrónico es un apoyo más en el proceso
de diagnóstico de este virus, ya que se conoce perfectamente su conforma-
ción. Mediante una observación del jugo de la planta se puede establecer si
en él hay o no partículas víricas; aunque para diagnósticos rutinarios no es
útil, debido a lo lento del proceso en comparación con otras técnicas.

5) ESTRATEGIA Y MEDIOS DE PROTECCIÓN

Protección directa

Pese a los esfuerzos que se están realizando en investigación, no existe
actualmente ningún tratamiento o técnica de lucha que permita combatir a
los virus en las plantaciones ya establecidas. En una plantación afectada por
el virus del Entrenudo Corto Infeccioso no existe otra solución que proce-
der al arranque total de las cepas, cuando la producción deje de ser rentable.

Desinfección de suelos

Como ya hemos indicado anteriormente, una de las principales vías de
transmisión del virus del Entrenudo Corto Infeccioso es mediante nemato-
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dos, principalmente Xiphinema index. Para establecer una lucha contra dicho
vector hay que seguir uno de los siguientes métodos:

Protección biológica

Este método consiste en dejar en reposo el terreno sobre el que se va a
ubicar el viñedo o el parral, bien en barbecho, bien cultivando plantas no
“apetecibles” por los nematodos para su alimentación y supervivencia tales
como alfalfa, altramuces, cereales, aromático-medicinales, etc., durante 7-10
años, dependiendo del grado de contaminación (población de nematodos) y
tipo de terreno (arenoso, franco-arenoso, arcilloso, etc.).

Protección química

Dado que el umbral de seguridad una vez arrancado el parral se cifra en
5 años para terrenos ligeros y 8-10 años para los pesados, y que el viticultor
o parralero no puede cambiar fácilmente de cultivo ni permitirse estos plazos
de tiempo, se pueden realizar tratamientos nematicidas, utilizando distintos
productos como: bromuro de metilo (brometano), disulfuro de carbono, 1,3-
dicloropropeno (DD).

Utilización de planta exenta de virus

Constituye hoy por hoy la mejor y casi única estrategia que se puede
adoptar para evitar la presencia posterior de estas enfermedades en los viñe-
dos (García de Luján, 1996). Los procesos por los que se logra obtener
material vegetal exento de virus, a partir de plantas afectadas, son la "termo-
terapia", el "cultivo de tejidos" o combinaciones de ambos (Walter, 1997).

2.2.2. Virus del Enrollado (GLRaV)

El agente causante de esta virosis pertenece al grupo de los Closterovirus
(Savino, 1996), distinguiéndose actualmente siete serotipos (Boscia et al,
1995). Se trata de una virosis ya estudiada desde hace mucho tiempo (Pistre,
1891, citado por Padilla, 1990) aunque, por supuesto, sin llegar a considerar
el problema como de índole virótico.

La naturaleza viral fue establecida en 1936 por Sheu (citado por Padilla,
1990) al lograr transmitir la enfermedad mediante injerto. Posteriormente
otros autores han tratado de conocer mejor esta virosis (Bovey, 1958; Go-
heen y Hewitt, 1964; Hoeffert, 1965; Milikan et al, 1965; Boubals y Pistre,
1966; Hoeffert y Gifford, 1967), siendo a partir de 1970 cuando más se
profundizó en el tema.
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Junto con el virus del Entrenudo Corto Infeccioso, se trata de la virosis
más grave que afecta a la vid (Goheen, 1970), encontrándose en todos los
países vitícolas del mundo (Bovey et al, 1980; Fortusini et al, 1996; Walter,
1997). Afecta tanto a variedades como a portainjertos, aunque estos últimos
suelen ser tolerantes, lo cual complica la situación aún más al pasar desaper-
cibidos los síntomas.

1) SÍNTOMAS

Las manifestaciones más llamativas corresponden a las que presentan
hojas y racimos, pero como ocurre con la mayoría de las virosis, la mayor
o menor exteriorización depende de la variedad, portainjerto, condiciones
edafoclimáticas y métodos de cultivo (Borgo, 1991).

En hojas

La denominación de Enrollado deriva de la conformación que adquieren
las hojas, enrollándose según tres ejes (Belli, 1996). Este síntoma, se produ-
ce tanto en variedades blancas como tintas. Sin embargo, el otro síntoma
típico consistente en la coloración rojiza de las hojas, dejando los nervios
verdes en una banda de 2-3 mm, sólo se da en las variedades tintas; en los
cultivares de uva blanca, únicamente se observa una ligera clorosis foliar,
con un tono plateado del seno peciolar (Hewitt, 1968).

La consistencia de las hojas es quebradiza, con el tacto un tanto rugoso
(Hewitt, 1968). En 1933, Ravaz et al encontraron en las hojas menor canti-
dad de potasio que en las hojas de cepas sanas, por lo que llegaron a con-
siderar la enfermedad, como algunos otros autores (Lafon et al, 1955), cau-
sada por una deficiencia en potasio (Milikan et al, 1963; Chapman, 1966;
Walter, 1988). Además de los problemas de desequilibrios de potasio y
calcio, aparece una acumulación atípica de almidón en las hojas de cepas
infectadas. El floema se ve afectado en sarmientos, peciolos, etc., con obtu-
ración de los vasos liberianos (Hoeffert y Gifford, 1967; Goheen, 1970;
Castellano et al, 1983).

En Racimos

– Se produce un retraso en la maduración, por lo que el color de las bayas
se ve gravemente afectado.

– Hay menor número de racimos por cepa.
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En el sistema radicular

Se produce un menor número de raíces, y de menor longitud, que las
formadas en plantas sanas.

2) DAÑOS

Algunos daños atribuidos al Enrollado conciernen sobre todo a los teji-
dos conductores, con degeneración del xilema, desarrollo anormal del cam-
bium, desorganización del floema y acumulación anormal de almidón (Ho-
effert y Gifford, 1967; Castellano et al, 1983; Borgo, 1991). Todo ello con-
lleva una disminución del flujo de nutrientes que limita el número de raci-
mos que pueden desarrollarse y que, a lo largo de los años, se traduce en un
menor crecimiento de las cepas (Cabaleiro y Segura, 1996). El prendimiento
del injerto se ve también muy afectado (Bovey, 1970; Credi y Babini, 1984).
La comercialización se ve asimismo muy comprometida (Gugerli et al, 1997).

Los descensos de la producción pueden alcanzar hasta un 68% en varie-
dades muy sensibles (Cabaleiro y Segura, 1996). La gravedad del daño
depende en gran medida de las condiciones ambientales, los sistemas de
cultivo y las variedades objeto de estudio (Woodham et al, 1984; Walter y
Martelli, 1997). Los principales efectos son:

– Merma del desarrollo de las cepas y menor número de racimos (Goheen
et al 1958; Goheen y Cook,1959).

– En las variedades tintas el color de la uva es menos intenso, llegando
incluso a desaparecer por completo (Goheen et al.,1958; Goheen, 1970;
Woodham et al, 1983).

– Las cepas enfermas soportan peor el frío (Sheu, 1936).

– La maduración se retrasa (Borgo, 1991; Magalhaes et al, 1997).

– Como consecuencia del retraso en la maduración, el fruto presenta una
disminución en el grado de azúcar, junto con un aumento del índice de
acidez (Goheen y Cook, 1959; Dimitrijevic, 1970; Over de Linden y
Chamberlain, 1970; Woodham et al, 1983; Credi y Babini, 1984), persis-
tiendo dicho problema aún si se dejan los racimos más tiempo en la cepa,
en un intento de mejorar el proceso de maduración (Thomas, 1983).

3) FORMAS DE TRANSMISIÓN

La forma fundamental de transmisión es mediante multiplicación vegeta-
tiva y, sobre todo, por el injerto, lo que ha conducido a la posibilidad de
utilizar indicadores leñosos que exteriorizan claramente los síntomas típicos.
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También se puede transmitir por la picadura de insectos como Pseudo-
coccus citri (Cabaleiro y Segura, 1997), P. longispinus y P. calceolariae
(Petersen y Charles, 1997).

4) DIAGNÓSTICO

Indicadores leñosos

Dentro del género Vitis se utilizan, con resultados satisfactorios en gene-
ral, diversos indicadores entre los cuales se puede citar: Cabernet sauvig-
non, Pinot noir, Mission, LN33, Cabernet franc y Baco 22A.

Serología

En los últimos años se ha venido utilizando el ensayo serológico, cono-
cido con las siglas ELISA, con resultados bastante satisfactorios en la ma-
yoría de los casos (Habili et al, 1996; Prota, 1996).

5) ESTRATEGIA Y MEDIOS DE PROTECCIÓN

En las plantaciones afectadas, no existe actualmente otra solución que
proceder al arranque total de las cepas, cuando la producción deje de ser
rentable, utilizando para la nueva plantación material vegetal certificado, es
decir, exento de virosis.

Los aportes de fertilizantes nitrogenados, abonos foliares, quelatos de
hierro, etc., pueden atenuar a corto plazo los síntomas depresivos debidos a
la virosis, pero de ningún modo eliminar el problema.

2.3. Selección de plantas sanas procedentes del campo

La repetida propagación vegetativa y el intercambio de material vegeta-
tivo a nivel mundial, ha favorecido la infección, multiplicación y disemina-
ción de patógenos de naturaleza diversa: bacterias, hongos, virus y viroides
(Rezaian, 1992).

El proceso de selección sanitaria de la vid pretende descubrir o identificar
las plantas sanas ya existentes en campo. Para ello se realiza una primera
fase de selección visual que tiene como resultado la eliminación de las
plantas que muestran síntomas de virosis claramente identificables. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que las vides infectadas que no muestran
síntomas distintivos escapan del proceso de selección, permaneciendo como
reservorios de virus en la población de vid. Por tanto, en una segunda fase
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aquellas plantas preseleccionadas, que no muestran síntomas de virosis, deben
ser sometidas a determinadas pruebas para detección de virus y sólo si estas
resultan negativas se procederá a la multiplicación del material vegetal se-
leccionado.

A grandes rasgos el desarrollo de dicho proceso de selección sanitaria se
podría resumir en los siguientes pasos:

1. Seguimiento visual de las plantaciones y preselección de las plantas que
aparentemente manifiesten características genéticas, morfológicas y sani-
tarias idóneas.

2. Análisis vírico de las plantas preseleccionadas.

3. Multiplicación vegetativa de aquellas cuyo resultado sea negativo para las
virosis de mayor repercusión económica (Entrenudo Corto Infeccioso,
Enrollado, Jaspeado y Madera Rizada).

4. Evaluación agronómica y enológica.

La limitación más destacable es la larga duración del proceso; han de
transcurrir al menos unos 10-12 años para poder entregar a los viveristas
plantas madres con total garantía varietal y sanitaria.

2.4. Saneamiento del material vegetal infectado

En el caso de no haber logrado en el proceso de selección sanitaria
material vegetal sano, se puede proceder a su regeneración o saneamiento,
lo cual se puede conseguir aplicando diferentes técnicas de "termoterapia",
"cultivo de tejidos" o combinaciones de ambas (Mannini y Gribaudo, 1999).

2.4.1. Termoterapia convencional

La técnica conocida como termoterapia se inicio a finales del siglo pasa-
do, al descubrir Kobus (citado por Llacer, 1974) que la caña de azúcar
sumergida durante media hora en agua a 50 ºC, daba lugar a plantas con
mejor aspecto sanitario. Entonces todavía se desconocía el agente causal de
la enfermedad que acarreaba enormes pérdidas al cultivo de la caña; más
tarde se supo que era un virus (Ratoon Stunt Virus, RSV). En la actualidad
en muchas partes del mundo varios miles de toneladas de esquejes se tratan
anualmente en grandes depósitos antes de plantar.

En árboles frutales fue aplicada por primera vez en 1936 por Kunkel
(citado por Gella, 1990), quién empleó agua caliente para eliminar el Mo-
saico Amarillo de los melocotoneros. Además, dicho autor encontró que la
aplicación de calor daba mejor resultado si se mantenían los árboles durante
2-4 semanas, en cámara de aire caliente a 34-35 ºC.
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En 1957, Nyland (citado por Llacer, 1974) fue el primero en aplicar
termoterapia a frutales de hueso infectados por virus, obteniendo buenos
resultados en el saneamiento del cerezo y del ciruelo.

La termoterapia en vid, fue aplicada por primera vez en 1960 por Bovey
(citado por Vuitenez et al, 1962), siendo posteriormente perfeccionada por
Hewitt et al (1962), Goheen et al (1965, 1973) y otros investigadores.

Hay dos formas de aplicar la termoterapia, según la intensidad del calor
y la duración de la aplicación (Llacer, 1974):

– Termoterapia por agua caliente: Alta intensidad/corta duración de apli-
cación

– Termoterapia por aire caliente: Baja intensidad/larga duración de aplica-
ción.

2.4.1.1. Termoterapia por agua caliente

Se sumergen los órganos en estado de latencia, durante un tiempo que
puede variar entre unos pocos minutos y algunas horas. Las temperaturas
empleadas son del orden de los 50-60 °C. Este método no es aplicable
durante la fase de vegetación activa, ya que dichas temperaturas dañarían las
plantas. Este tipo de termoterapia tiene su máxima aplicación en el cultivo
de la caña de azúcar (Kassanis y Posnette, 1961) para eliminar el virus RSV,
Ratoon Stunt Virus, mediante inmersión en agua a 50ºC durante dos horas.
El modo de tratamiento, la temperatura y los períodos de exposición depen-
den de muchos factores, principalmente del tipo de patógeno: ácaros (Szen-
drey et al, 1995), bacterias (Burr et al, 1996; Caudwell et al, 1990, 1997;
Murai et al, 1997) o virus.

2.4.1.2. Termoterapia por aire caliente

El fundamento de la técnica radica en la acción del calor sobre la mul-
tiplicación del virus, ya que a partir de ciertas temperaturas este se multiplica
a una velocidad menor que el material celular de la planta (Nyland, 1962).
El “bloqueo” de la actividad vírica implica la disminución de la infiltración
del virus hacía los nuevos tejidos, posibilitando así la obtención de brotes no
contaminados (Goheen, 1970). Los ápices distales de dichos brotes pueden
ser enraizados en invernadero, obteniéndose así plantas libres de virus.

El mejor tratamiento térmico será aquel que consiga inmovilizar al máxi-
mo el virus y permita un crecimiento satisfactorio del brote. La duración del
tratamiento por calor puede ser diferente, incluso para el mismo virus, según
la especie y variedad infectada (Refatti et al, 1999). La temperatura y el
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tiempo de exposición están limitados por la tolerancia de la planta huésped.
Entre los árboles frutales, las Pomáceas toleran mejor el calor que los fru-
tales de hueso. Los cerezos son especialmente sensibles a las altas tempera-
turas. En variedades y especies termosensibles, se recomienda el tratamiento
a temperaturas alternas altas/moderadas de acuerdo con el ciclo día/noche.

Entre los principales investigadores que han trabajado en termoterapia
por aire caliente, cabe destacar los trabajos llevados a cabo por:

Goheen y Luhn (1973) enraizaron extremos apicales (de 1 a 5 cm de
longitud) procedentes de plantas madre de vid, del cv. Thompson seedless,
infectadas por diferentes virosis: Enrollado, Jaspeado y Madera Rizada,
que previamente habían sufrido tratamiento de termoterapia a 38 °C, por
períodos de tiempo que variaban entre 60 y 317 días. Los resultados poste-
riores de “indexaje” demostraron que sólo el 11% de los brotes estaba libre
de virus, por lo que dichos autores manifestaron que la obtención de plantas
sanas de vid a partir de plantas madres enfermas por este método, no es
efectiva, y además conlleva mucho tiempo.

Ottenwaelter et al (1973) eliminaron" el virus del Jaspeado en varios
clones de V. vinifera y V. rupestris de Lot por termoterapia seguida de
enraizamiento de los ápices bajo "mist. Dichos investigadores introdujeron
una pequeña modificación en la técnica que consistía en realizar el trata-
miento de termoterapia durante dos períodos sucesivos (100/109 días), sepa-
rados por un corto descanso a temperatura normal. Un aumento de la inten-
sidad luminosa mejoró la respuesta en crecimiento y supervivencia de las
plantas durante el tratamiento.

También merecen especial mención los trabajos llevados a cabo por Ste-
llmach (1993), quien no realizó en sentido estricto un tratamiento termoterá-
pico, sino que logró obtener plantas libres del virus del Entrenudo Corto
Infeccioso y del Mosaico del Arabis (ArMV), forzando las plantas madre a
30 °C y posteriormente propagando bajo "mist" los extremos apicales con 6
cm de longitud. Las plantas así obtenidas no mostraron síntomas de infección
durante siete años, resultando negativas todas las pruebas serológicas (ELI-
SA) practicadas. Sin embargo, no consiguió eliminar el virus del Enrollado.

Otra aplicación, menos utilizada de la termoterapia por aire caliente, es
la posibilidad de aprovechar la diferente duración del tratamiento térmico
requerido para eliminar cada uno de los componentes de un complejo viral,
y poner así de manifiesto su composición (Nyland y Goheen, 1962).

Los principales inconvenientes de la termoterapia por aire caliente son:
lentitud, coste relativamente alto, posibilidad de seleccionar mutantes víricos
termorresistentes y aleatoriedad de los resultados.
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2.4.2. Técnicas de cultivo “in vitro” de tejidos vegetales

En los últimos años, el desarrollo de la industria vitivinícola, con denomi-
nación de origen y del mercado de uva de mesa, ha traído como consecuencia
la transformación del viñedo tradicional en plantaciones modernas con culti-
vares específicos, lo que ha originado una fuerte demanda de plantas de vid
(portainjertos y variedades) con garantía varietal y sanitaria (Ferro, 1989).

El conocimiento y desarrollo de las técnicas de cultivo "in vitro", ha
permitido la regeneración de plantas a partir de ápices meristemáticos de
forma rápida, la obtención de plantas libres de patógenos, y la conservación
de genotipos de alto valor comercial (Blaich, 1985; Liuni et al, 1998).

En relación con los métodos clásicos, ofrece las siguientes ventajas (To-
rregrosa y Bouquet, 1993):

– Eliminar la influencia del medio ambiente, ó al menos controlar suficien-
temente los factores.

– Espacio y volumen reducido.

– Tiempo de respuesta rápida.

– Posibilidad de trabajar todo el año con un material homogéneo.

La técnica de cultivo "in vitro" fue puesta a punto por White (1934) y por
Gautheret en 1939. Esta técnica permite el desarrollo aséptico, sobre medio
de cultivo artificial, de plantas, a partir de protoplastos, de células, tejidos y
órganos diversos, por ejemplo: fragmentos de tallo, de raíz, de hojas, yemas,
ápices, embriones, anteras, polen, óvulos, etc.

Estas técnicas tienen un amplio y variado campo de aplicación, a saber:
facilitan el estudio de los tejidos vegetales, las relaciones entre los diversos
órganos de las plantas, la acción de los distintos fitorreguladores, los meca-
nismos de histogénesis y diferenciación celular, fenómenos de polaridad,
mejora genética y sanitaria, conservación de germoplasma, etc., tanto en
plantas herbáceas como leñosas.

Actualmente se aplica esta técnica a la vid, sobre todo en los aspectos de
mejora sanitaria y multiplicación clonal de variedades, con tan buenos resul-
tados que ha sido incluida dentro de los programas de investigación y selec-
ción clonal-sanitaria, de la mayoría de los países vitícolas, siendo muy uti-
lizada como método de multiplicación y de difusión rápida de nuevos clones
de nuevas variedades, procedentes de selección clonal-sanitaria o de selec-
ción genética (Gifford y Hewitt, 1961; Galzy y Compan, 1968; Goussard,
1981; Valat et al, 1981; Harris y Stevenson, 1982; Chée et al 1984; Martin
et al, 1987; Duran-Vila et al, 1988). La multiplicación vegetativa "in vitro"
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(micropropagación) es una técnica moderna que permite multiplicar plantas
idénticas a la original en condiciones sanitarias óptimas y a una velocidad
superior a las prácticas tradicionales (Skenne y Barlass, 1980; Silvestroni,
1981; Martín et al, 1987), pero puede ocasionar modificaciones morfológicas
epigenéticas y genéticas, por lo que se deben tomar ciertas precauciones
antes de difundir el material vegetal así obtenido (Grenan, 1979, 1984).

En plantas producidas por cultivo "in vitro" de tejidos se ha observado
mayor pigmentación por antocianos de los brotes, peciolos de las hojas y
nervios, cambios en la forma de la hoja e incremento de la pubescencia en
la superficie inferior (Altmayer, 1990; Hartl et al, 1990; Koruza y Jelaska,
1993; Martínez, 1996; Heloir et al, 1998). En Corvina veronese, Cancillier
y Cossio (1988) observaron cambios en la pubescencia y forma de la hoja,
coloración de brotes y menor productividad. Sin embargo, Chée y Pool
(1982) no observaron modificaciones en el cultivar Rougeou. Liuni et al
(1998) indicaron que el mantenimiento de los caracteres juveniles está muy
relacionado con el sistema de poda empleado, siendo aconsejable realizar
una poda larga.

También se utilizan las técnicas de cultivo “in vitro” en la realización de
pruebas de sensibilidad a numerosos parásitos: mildiu, oídio, eutipiosis,
botritis, necrosis bacteriana, nematodos, etc. (Bouquet, 1988; Trillas et al,
1997), permitiendo así apreciar una variabilidad preexistente o artificialmen-
te creada (Torregrosa y Bouquet, 1993).

Otras aplicaciones del cultivo "in vitro", dentro del proceso de selección
clonal-sanitaria de la vid, son:

a) La creación de un banco de plantas libres de virus (Germoplasma), man-
teniendo las plantas "in vitro", en una cámara fría a 9  °C, durante un
largo período de tiempo (Çelik y Batur, 1990).

b) Monette y James (1990) utilizaron las técnicas de cultivo "in vitro" en
virología de la vid para la transmisión mecánica de partículas parecidas
a closterovirus (CVLPs) a huéspedes herbáceos (Nicotiana benthamina);
también utilizó dichas técnicas en la purificación y análisis de ácidos
nucleicos víricos. Savino (1993) igualmente utilizó las técnicas de cultivo
de tejidos para el aislamiento y extracción de closterovirus de tejidos de
vid y Martelli (1993), utilizó dichas técnicas para la extracción de virus
isométricos.

Entre las técnicas de cultivo "in vitro" empleadas para eliminar los dis-
tintos virus destacan:

a) El cultivo de segmentos nodales, procedentes de la fragmentación de la
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planta madre, puesto a punto por Galzy (1961, 1962, 1964) para la rea-
lización de tratamientos por termoterapia "in vitro". Permite eliminar ciertas
virosis, como el Entrenudo Corto Infeccioso, Enrollado y Jaspeado,
aplicándolo simultáneamente a gran cantidad de plantas.

b) Por otra parte y debido a la "casi" ausencia de virus y patógenos afines
en las zonas meristemáticas, el cultivo "in vitro" de meristemos, ápices
meristemáticos y el microinjerto, han dado resultados positivos en la
eliminación de muchos de estos patógenos, por lo que puede constituir
una solución en la lucha contra ciertos virus y viroides (Duran-Vila et al,
1988) difíciles de eliminar por termoterapia. De hecho el cultivo de ápi-
ces caulinares de pequeño tamaño, se ha descrito y empleado para la
obtención de plantas libres de virus de numerosas especies y variedades
incluyendo la vid (Bini, 1976; Mur, 1979; Bass y Legin, 1981; Barlass et
al, 1982; Jakó, 1986; Casal, 1990).

c) El cultivo de fragmentos de ápices de vid, es utilizado para regenerar
plantas libres de virus; esta técnica fue puesta a punto por Barlass et al
en 1982, quienes consiguieron eliminar los virus del Entrenudo Corto
Infeccioso, Enrollado y Jaspeado, al combinar dicha técnica con la
terapia de calor (35 ºC).

2.4.2.1. Microinjerto

La técnica del microinjerto de meristemos la pusieron a punto Murashige
et al (1972) con resultados positivos en la eliminación de varios virus de
Citrus. El microinjerto resulta de gran importancia, en el caso de aquellas
especies leñosas en las cuales el cultivo de meristemos sea difícil o un brote
obtenido por cultivo de meristemos no sea capaz de formar raíces; entonces
es posible injertar el meristemo o ápice meristemático, sobre un patrón libre
de virus cultivado “in vitro".

Ayuso y Peña-Iglesias, (1978) mediante microinjerto de ápices de vid de
2-3 mm de longitud, sobre indicadores enraizados en medio de cultivo,
obtuvieron síntomas de Enrollado y Jaspeado. En cambio, con meristemos
de 0,2-0,3 mm, no se observaron síntomas de estas enfermedades, después
de seis meses. Otra aplicación del microinjerto es como método de diagnós-
tico virológico. Tanne et al (1993), detectaron Madera Rizada y Enrollado
por medio del microinjerto.

El método consiste en injertar de forma aséptica un ápice (de 0,5 a 1 mm
de longitud) sobre plantas de semilla de 10 ó 12 días, desarrolladas “in vitro”
y preferentemente en la oscuridad. Después del microinjerto las plantas se
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cultivan en un medio líquido aséptico, de esta forma se obtiene un 45-70%
de prendimientos. Al cabo de 3 a 5 semanas se trasplanta a suelo con una
supervivencia del 60-70%. Entre los principales investigadores que han rea-
lizado el microinjerto en vid cabe destacar: Bass y Vuittenez (1976); Bass
et al (1978); Engelbrecht y Schwerdtfeger (1979). Posteriormente Peña-Igle-
sias y Ayuso (1980) propusieron una modificación del método realizando el
injerto lateral del meristemo sobre un brote del portainjerto con función de
indicador, para verificar la ausencia del virus. También D’Khili y Grenan
(1995), utilizaron la técnica del microinjerto para el diagnóstico rápido de la
Necrosis de Nervios.

El proceso de selección sanitaria de la vid, iniciado a nivel oficial en
España en 1986, incluye también el desarrollo de estas técnicas, en los
aspectos citados de regeneración de material enfermo y multiplicación clonal
de plantas madres sanas (Borgo et al, 1998).

2.4.2.2. Cultivo de meristemos y ápices caulinares

En las últimas décadas el cultivo de meristemos ha sido utilizado en
propagación agámica en vista de la rapidez con que se consigue la multipli-
cación de diversos vegetales (Bini, 1976; Aldwinckle y Buturac, 1980; Corte
y Mendoça, 1985; Barlass y Skene, 1978). Además, como ya hemos indica-
do, la posibilidad de regenerar una planta a partir de un meristemo presenta
una alta probabilidad de obtener plantas libres de virus, especialmente al
asociar el cultivo "in vitro" con termoterapia (Stace-Smith, 1968; Sward y
Hallam, 1976; Grenan, 1984; Valat, 1986; Lê et al, 1991).

El saneamiento de plantas infectadas mediante cultivo "in vitro" de me-
ristemos, se basa en la distribución no uniforme de los patógenos, en el
cuerpo de la planta huésped. White (1934) demostró que el virus del Mosai-
co del Tabaco (TMV) se distribuía de forma desigual por las diferentes
zonas de la raíz del tabaco, encontrándose una baja concentración en su
extremo y estando el meristemo libre de virus. Limasset y Cornuet (1949)
propusieron la existencia de un gradiente de virus semejante en los vástagos
de las plantas de tabaco. En 1952, Morel y Martín aislaron y cultivaron "in
vitro" meristemos apicales de dalias infectadas con virus, obteniendo a partir
de aquellos plantas libres de virus.

Se ha comprobado que los ápices caulinar y radicular, de la mayoría de
las especies de plantas infectadas, frecuentemente contienen títulos virales
muy bajos, no habiéndose encontrado virus en el domo meristemático (Whi-
te, 1934). En algunas especies, por el contrario, se han encontrado partículas
víricas en los meristemos.
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Actualmente se aceptan diferentes hipótesis que intentan explicar esta
distribución:

a) Ausencia de un sistema vascular (Meshi y Okada, 1986) que dificultaría
en gran medida el transporte de las partículas víricas. Cuando se extien-
den de una célula a otra, han de hacerlo más lentamente a través de
plasmodesmos. Por ello, es relativamente difícil para ellos infectar com-
pletamente el tejido meristemático, donde el tejido vascular no se ha
diferenciado.

b) La alta actividad mitótica de las células meristemáticas (Hu y Wang,
1983) podría suponer un importante impedimento para la síntesis del
RNA necesario para la replicación viral, estableciéndose de este modo
una competición entre la división celular y la multiplicación vírica (Wu
et al, 1960). En tejidos en división activa la síntesis de nucleoproteínas
normales requeridas para la división celular predominaría sobre la síntesis
de proteínas víricas que se producen más tarde cuando la actividad mi-
tótica celular decrece (Quak, 1965). Aunque determinadas observaciones
sostienen esta hipótesis (Crowley y Hanson, 1960) otras indican un claro
efecto del medio o de las condiciones de cultivo en la inactivación y
eliminación de virus por cultivo de ápices meristemáticos (Hollings y
Stone, 1964; Walkey y Webb, 1968).

c) Si se admite la existencia de un sistema de inactivación viral, la actividad
en la región apical puede ser más elevada que en otras regiones, pudiendo
así proteger las células de la región meristemática de ser infectadas. Otros
autores propusieron que la baja concentración de los virus en los meris-
temos se debe a la presencia de inhibidores naturales; estos inhibidores
explicarían por que las semillas, frecuentemente se encuentran libres de
virus (Hollings y Stone, 1964).

Entre los patógenos que han sido eliminados en vid mediante cultivo de
meristemos, citaremos a título de ejemplo: Agrogacterium tumefaciens (Al-
tmayer, 1990; Thies et al, 1992) y los viroides Grapevine Yellow Speckle
(GYSVd, 1; GYSVd, 2) (Duran-Vila, 1988). En el caso particular de la
eliminación de virus, citar los trabajos realizados en vid por diversos autores
como Gifford y Hewitt (1961), Hoeffer y Gifford (1964), Galzy y Compan
(1968), Barlass y Skene (1978), Valat et al (1981), Altmayer (1989, 1990),
Casal (1990), Savino (1990), Staudt (1990), Koruza y Jelaska (1993), Staudt
y Kassemeyer (1994).

Como ya hemos indicado el meristemo no siempre está libre de infección
viral. Sheffield (1942) y Lackey (1946) [citados por Pierik (1990)] describie-
ron la presencia del virus del Mosaico del Tabaco (TMV) en meristemos
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caulinares de tabaco y tomate. Appiano y Penazio, (1972) detectaron partí-
culas del virus X en los meristemos de patata.

Teniendo en cuento lo anterior, resulta lógico pensar que un aumento en
el tamaño del explanto inicial llevará consigo una disminución de la eficacia
de erradicación vírica. De hecho, Borgo (1992), cultivando “in vitro” ápices
meristemáticos (de 1 a 1.5 mm de longitud) de dos variedades de vid, San-
giovese y Torbato, afectadas por el virus del Enrollado, sólo logró un por-
centaje de saneamiento del 23% para la variedad Torbato y del 29% para
Sangiovese. Arancibia (1988), cultivando “in vitro” ápices del cultivar Black
seedless, infectados por el virus del Enrollado (GLRaV, 2), concluyó que
dicha técnica no era efectiva para eliminar dicho serotipo. Sin embargo, Fanizza
et al (1983), efectuaron 4 subcultivos consecutivos de ápices de Vitis vinifera
cv. Primitivo, afectados por el virus del Enrollado; el microscopio electró-
nico reveló la ausencia de closterovirus al final del segundo subcultivo.

También hay que considerar que, así como el cultivo de meristemos se
utiliza por ejemplo de forma rutinaria en el saneamiento de la fresa, es difícil
de aplicar en especies leñosas, ya que la posibilidad de que un meristemo
sobreviva sin primordios foliares es muy pequeña (Stace-Smith, y Mellor,
1968; Navarro, 1983) y además no siempre es conocida la composición
óptima del medio de cultivo. Por otra parte, en algunos casos a partir de los
meristemos se forman callos indiferenciados de los que puede o no produ-
cirse la posterior diferenciación y regeneración de plantas, algunas de las
cuales pueden ser variantes somaclonales o mutantes genéticos.

2.4.3. Técnicas combinadas de cultivo “in vitro” y termoterapia

2.4.3.1. Cultivo de ápices caulinares y termoterapia “in vitro”

Se utiliza para sanear plantas que son muy sensibles a las temperaturas
elevadas, de este modo pueden recibir un tratamiento por calor más largo a
temperatura alta-moderada (34-38 ºC). Entre los autores que han realizado
termoterapia “in vitro” en vid, cabe destacar los trabajos llevados a cabo por:

Galzy (1961, 62, 64, 66, 69a), quien puso a punto una metodología de
saneamiento de plantas afectadas por el Entrenudo Corto Infeccioso y
otros virus, consistente en aplicar termoterapia a plantas axénicas de vid. La
planta es cultivada “in vitro” sobre un medio de cultivo pobre en sales
minerales y sin fitoreguladores. Para efectuar este tipo de tratamiento utilizó
una estufa apropiada. Simultáneamente, Galzy (1969b) profundizó en la
investigación del medio de cultivo para realizar la micropropagación me-



49

diante cultivo de segmentos uninodales de la vid sana, posibilitando la com-
paración entre el comportamiento “in vitro” de vid sana y virosada.

Monette (1986) también eliminó el virus del Entrenudo Corto Infeccio-
so y del Mosaico del Arabis, realizando un tratamiento de termoterapia “in
vitro” durante 40 días (39 °C durante 6 horas, seguido por 18 horas a 22 ºC).

Mur et al (1979), aplicando la metodología de Galzy, obtuvieron la cu-
ración del virus del Enrollado, después de 70 días a 38ºC, observando que
temperaturas más elevadas pueden conllevar una mayor mortalidad de las
plantas. El método de termoterapia “in vitro” fue también empleado por
Valat y Mur (1976), sobre el cultivar Cardinal rouge, por Peña-Iglesias y
Ayuso (1973) y Sasahara et al (1981), sobre cultivares españoles.

También destacar los trabajos de Ferro (1989) y Cantos et al (1993) que
lograron eliminar el virus del Entrenudo Corto Infeccioso, realizando téc-
nicas combinadas de cultivo de ápices caulinares y termoterapia “in vitro” a
38 ºC, durante 18-40 días. Así como los trabajos llevados a cabo por Barba
et al (1992) y Hatzinicolakis y Roubelakiset al (1993), quienes eliminaron el
virus del Entrenudo Corto Infeccioso, manteniendo los cultivos a 37-38 °C,
durante 30-70 días, logrando un 57% de supervivencia en los explantos.

En las plantas obtenidas por Cantos et al (1993) se observaron signos
relacionados con la inducción de caracteres juveniles. De hecho ya en 1979,
Mur señaló que el tratamiento de termoterapia “in vitro” provoca un rejuve-
necimiento del material tratado, pero que las características de rendimiento
y riqueza de los frutos no se ven desfavorablemente afectados. Otros autores
que destacan variaciones inducidas durante el tratamiento de termoterapia
“in vitro” son: Bovey et al (1973), Valat y Rives (1973) y Valat (1986).

Valat et al (1981) realizaron observaciones sobre las aptitudes de algunas
variedades de portainjertos y de Vitis vinifera, tratados por termoterapia “in
vitro”. Con respecto al estado sanitario encontraron que habían eliminado los
virus: Entrenudo Corto Infeccioso, Jaspeado y Enrollado lo que demues-
tra la gran eficacia de este método. Respecto a las características de produc-
ción encontraron que la termoterapia produce un incremento de vigor en los
portainjertos, mientras que en las variedades de V. vinifera las características
ampelográficas estaban muy modificadas, siendo las de producción variables
según las cepas. En la bibliografía consultada encontramos que ciertos au-
tores muestran que el material tratado es más productivo y más vigoroso
(Bovey et al, 1980; Schoffling, 1981; Woodham et al, 1984; McCarthy et al,
1989), siendo el aumento de vigor proporcional al número de períodos de
termoterapia que la planta ha recibido (Mur y Markovih, 1978). Otros cons-
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tataron, por el contrario, una menor producción en los clones tratados que sin
tratar (Grenan, 1982).

2.4.3.2. Termoterapia “in vivo” y cultivo de ápices caulinares

La utilización conjunta del cultivo de ápices y el tratamiento térmico "in
vivo" tiene la doble finalidad de poder incrementar, por un lado, el enraiza-
miento y desarrollo de los ápices distales de los brotes en condiciones de
invernadero y, por otro, aumentar el tamaño del explanto utilizado para el
establecimiento de los cultivos "in vitro" –de modo que en vez de trabajar
a nivel de meristemo, lo hagamos a nivel de ápice–. Así la aplicación previa
de termoterapia "in vivo" constituiría una modificación o mejora del cultivo
de meristemos que, al permitir trabajar con ápices de 0,5 a 1 cm de longitud
en lugar del simple domo meristemático, más uno o dos primordios de hoja
y una longitud total entre 0,1 y 0,5 mm, aumenta notablemente la facilidad
de manejo y el porcentaje de éxitos (Llacer, 1974).

Gifford y Hewitt (1961) fueron los primeros investigadores que aplicaron
la termoterapia combinada con el posterior cultivo “in vitro” de ápices para
la erradicación del virus del Entrenudo Corto Infeccioso a partir de cepas
infectadas de V. rupestris cv. St. George y V. vinifera cv. Mission; el pro-
blema fue el bajo porcentaje de enraizamiento de los ápices obtenido, 2%.

Credi y Babini (1997) realizaron termoterapia “in vivo” (37 ºC, durante
20-60 días) seguida por el posterior cultivo de ápices “in vitro” para eliminar
diversos virus, a saber: Enrollado, Jaspeado y Acanalado del Kober 5BB
(KSG) en diferentes cultivares de V. vinifera, obteniéndose una eficacia de
eliminación del virus del 65%.

También Guidoni et al (1997) eliminaron los virus del Enrollado y de la
Madera rizada en el clon Nebbiolo, mediante termoterapia "in vivo" (37 ºC,
durante 140 días) seguida por la excisión de los ápices que fueron cultivados
“in vitro”, obteniéndose una descendencia libre de dichos virus.

Vemos así que esta combinación de técnicas resulta altamente eficaz para
la limpieza y mantenimiento de la planta exenta de virus. Por los buenos
resultados que proporciona es la más utilizada hoy en día para la eliminación
de determinados virus. De hecho, Arancibia (1990) no logró obtener plantas
libres del virus del Enrollado, al realizar solamente el cultivo “in vitro” de
ápices meristemáticos procedentes de plantas infectadas del cv. Black see-
dless y, sin embargo, si que lo logró al realizar un tratamiento previo de
termoterapia.
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Comparación de técnicas

Para comparar el tratamiento termoterápico “in vivo” frente al realizado
“in vitro”, podemos comentar los trabajos llevados a cabo por Doazan et al
(1979), quienes realizaron ensayos de termoterapia en maceta e “in vitro”
para eliminar los virus del Jaspeado, Enrollado, Corky bark y Necrosis de
Nervios, en 4 cultivares de vid. Dichos autores observaron que las plantas
establecidas en maceta soportaban mayor temperatura (39 ºC) que “in vitro”
(37 ºC), necesitando menos tiempo para su saneamiento.

La eficacia de la termoterapia tradicional "in vivo" frente a su combina-
ción con el posterior cultivo “in vitro” de los extremos apicales es sensible-
mente inferior. Ello queda demostrado en los trabajos de Goheen y Luhn
(1973) que, al enraizar bajo condiciones de invernadero los extremos apica-
les (de 1 a 5 cm) de planta madre de vid, sólo obtuvieron un 11% de planta
libre de virus (Enrollado, Jaspeado y Madera Rizada), mientras que al
realizar el cultivo “in vitro” de ápices caulinares, obtuvieron un mayor por-
centaje de planta libre de virus. También Savino (1990), al realizar el enrai-
zamiento de extremos apicales bajo "mist", sólo logro un 20% de elimina-
ción del virus de Enrollado, sin embargo al utilizar el cultivo “in vitro” de
ápices dicho porcentaje se elevó hasta el 100%.

Comparación del material vegetal infectado y saneado

Diversos investigadores han comparado el material vegetal infectado y
saneado después de sufrir termoterapia tradicional "in vivo" o combinada
con el cultivo de ápices caulinares "in vitro". Algunos han encontrado una
notable mejoría en diversos parámetros, por ejemplo, Bass y Legin (1981),
al eliminar el Enrollado mediante termoterapia, observaron un mayor vigor
y rendimiento que en las cepas infectadas por dicho virus (cuatro veces
mayor). También Schoffling (1981), Conradie (1989), McCarthy (1989) y
Guidoni et al (1997), después de realizar termoterapia para eliminar diversos
virus: Jaspeado, Enrollado, y Madera Rizada, encontraron una mayor
producción, vitalidad y crecimiento vegetativo, en los clones tratados.

Mannini (1993), al regenerar plantas de tres cultivares de vid infectados
por los virus del Entrenudo Corto Infeccioso y Enrollado, sometidos a
termoterapia, observó un incremento del vigor y de la producción en las
plantas regeneradas, que era mucho mayor al eliminar el virus del Entrenu-
do Corto Infeccioso que con la eliminación del Enrollado, resultando en
este caso los cambios menos evidentes.
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Sin embargo, otros investigadores como Basler (1981) y Woodham (1984)
no encontraron diferencias significativas de rendimiento y calidad entre los
clones tratados y no tratados por calor, al menos en los parámetros analiza-
dos: producción, crecimiento anual y composición de la uva.

3. MULTIPLICACIÓN DEL MATERIAL VEGETAL LIBRE DE
VIRUS EN CONDICIONES QUE IMPIDAN SU REINFECCIÓN

3.1. Medidas preventivas y de control del estado sanitario del material

Los resultados de las pruebas de detección de virus, nos permite certificar
la no presencia de los virus analizados, pero podría haber otros. En conse-
cuencia no existe en el mercado ningún material vegetal con certificación de
sanidad total, ya que esta sólo se hace en relación a determinadas virosis
(Walter y Martelli, 1996).

Ahora bien, el que una planta haya sido saneada de una determinada
enfermedad no significa que esta planta no pueda reinfectarse de nuevo si se
dan los requisitos epidemiológicos necesarios. En otras palabras, saneamien-
to es distinto a resistencia. Una planta es resistente a una enfermedad, cuan-
do posee unas características tales que le permiten no ser susceptible de
contraer aquella enfermedad (Pierik, 1990).

Como el material libre de virus, puede ser reinfectado se deben tomar
medidas preventivas como son:

1) Las plantas se deben cultivar en invernadero libre de infecciones y de
vectores. Las macetas y substratos deberán estar igualmente exentos de
parásitos

2) Se requieren unas mínimas normas higiénicas: desinfección de manos,
ropa, zapatos, así como de los instrumentos utilizados para las diversas
labores culturales, impidiendo cualquier transferencia mecánica durante
el cultivo.

3) Se deberá controlar a los vectores, sobre todo insectos y nematodos,
eliminando de forma continua cualquier foco de infección, manteniendo
el suelo desnudo y con tratamientos insecticidas preventivos.

4) Control visual y analítico de todos los árboles mediante las mejores téc-
nicas de detección de virus disponibles en cada momento. La frecuencia
de realización de análisis, dependerá de las virosis implicadas, su modo
y velocidad de difusión, las medidas de aislamiento y otras precauciones
tomadas para asegurar la ausencia de infección.
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5) Para tener una mayor seguridad, se recomienda que el material vegetal
libre de enfermedades se conserve “in vitro”

3.2. Técnicas de multiplicación vegetativa

3.2.1. Injerto sobre patrón en condiciones sanitarias idóneas

Los ápices de los brotes desarrollados durante el tratamiento térmico,
constituyen un material tierno y delicado que dificulta el éxito de la multi-
plicación. Son varios los factores a tener en cuenta para tratar de aumentar
el porcentaje de prendimientos:

– Estado de desarrollo del ápice y del portainjerto. Deben estar en el mismo
estado y, puesto que el del ápice es herbáceo y turgescente, ese deberá ser
también el estado del portainjerto (Maroquin, 1970).

– Edad del portainjerto. Según lo anterior, los mejores resultados deberían
obtenerse con los patrones jóvenes de semilla. Sin embargo, no es la edad
del patrón lo que influye, sino la del brote sobre el que se injerta (Nau-
mann, 1970). Así pues, los patrones no tienen que ser necesariamente
jóvenes, siempre que se rebajen adecuadamente. Lo importante, según
Marenaud (1970), es injertar cerca del sistema radicular para obtener el
mejor crecimiento.

– Época en la que se realiza el injerto. Viene determinada por la época en
que se realiza el tratamiento y como ya dijimos los mejores y mayor
número de ápices injertables se obtenían en los tratamientos que se rea-
lizaban a primeros de año. Estos ápices se encuentran luego, tras el cre-
cimiento de todo el verano, en las condiciones óptimas para pasar el
invierno (Maroquin, 1970).

– Cuidados posteriores al injerto. Es imprescindible proteger los ápices
recién injertados contra la desecación. Para ello hay que colocar las plan-
tas en nebulización (Campell, 1970) o en su defecto, recubrir los ápices
injertados con pequeñas bolsas de plástico transparente, que serán luego
retiradas progresivamente a partir de las tres semanas (Maroquin, 1970).
La atmósfera del interior de las bolsitas puede favorecer los ataques crip-
togámicos, por lo que antes de colocarla conviene tratar los ápices con
fungicidas. Este tratamiento puede repetirse, si es necesario, retirando
momentáneamente las bolsitas. Una vez retiradas definitivamente, hay
que seguir protegiendo los ápices en crecimiento de una insolación exce-
siva (Naumann, 1970).

Aparte de estos factores controlables, hay que tener en cuenta que no
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todas las especies tienen la misma facilidad para multiplicarse por injerto
apical.

3.2.2. Estaquillado herbáceo en camas calientes bajo nebulización

El estaquillado de los ápices es una práctica cuya utilización se limita al
caso de algunos portainjertos, ya que la mayoría de especies enraízan muy
mal en estas condiciones (Campbell, 1970).

De entre los diversos factores que influyen en el éxito del estaquillado en
general, algunos son favorables al material procedente de termoterapia y
otros no. Así por ejemplo:

– El estado de crecimiento del pámpano utilizado; a un crecimiento más
activo corresponde un mayor rendimiento de estaquillado.

– La edad de la planta madre, cuanto más joven, mayor porcentaje de
estaquillas válidas.

– La posición de la estaquilla en el pámpano madre; al principio del perío-
do de crecimiento, las mejores estaquillas son las de la base del pámpano
(tejidos más diferenciados).

Los dos primeros factores son favorables a un buen enraizamiento del
material procedente de termoterapia, ya que este material es joven y se halla
en una fase de crecimiento activo. El último factor por el contrario es des-
favorable, dado el carácter indiferenciado de los ápices. Por lo tanto, incluso
si los otros factores son muy favorables, no deben esperarse tampoco rendi-
mientos muy elevados, en la multiplicación de los ápices por estaquillado
herbáceo (Monin, 1970).

Los problemas de la multiplicación de los ápices no terminan una vez
prendidos por injerto o enraizados. Pueden producirse todavía algunos he-
chos que lleven al fracaso toda la operación. Por ejemplo:

– La transformación de las yemas vegetativas en botones de flor, como
resultado de una interrupción demasiado prolongada del crecimiento.

– La falta de rusticidad de las plantas de cara al invierno siguiente.

3.2.3. Propagación clonal “in vitro”

Durante los últimos años se está utilizando la técnica de cultivo “in vitro”
como una medida alternativa de la propagación asexual para plantas con
interés económico.

El principio de este método consiste en inducir la brotación de yemas
axilares durmientes, por la inclusión de citoquininas en el medio de cultivo;
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posteriormente la eliminación de dichas citoquininas permitirá el desarrollo
de raíces y, con ello, la obtención de una planta entera. La propagación por
cultivo “in vitro” representa la gran ventaja frente a la propagación vegeta-
tiva clásica: injerto, acodo, esquejes, etc., de poder aumentar la tasa de
propagación de especies de gran valor comercial –como podría ser una plan-
ta libre de virus.

Para ello se hace necesario una serie de requisitos como son:

a) El mantenimiento de unas condiciones de esterilidad, esenciales para evitar
que puedan desarrollarse microorganismos que ocasionarían la muerte del
material vegetal.

b) La formulación de un medio nutritivo adecuado que aporte los requeri-
mientos nutritivos necesarios para el crecimiento y desarrollo de los te-
jidos.
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MICROPROPAGACIÓN DE LA VID
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1. EL CULTIVO “IN VITRO” DE MATERIAL VEGETAL

1.1. Fundamentos

Fundamentalmente, las técnicas «in vitro» se basan en una característica
esencial de las especies vegetales; la totipotencialidad de sus células (Mar-
gara, 1988), es decir, no solamente una parte de la planta, por ejemplo un
esqueje puede originar una planta entera, sino que una sola célula tiene
también esta capacidad.

El cultivo de tejidos, así como sus aplicaciones prácticas, ha contribuido
también de forma importante a nuestro conocimiento básico de la célula. La
teoría celular de Schwann y Schleiden (1838-39), en la cual la célula se
describe como la unidad biológica más pequeña -a la que se puede conside-
rar totipotente- ha sido respaldada por el cultivo de tejidos: una célula ais-
lada es capaz de dar lugar a una planta completa.

Los objetivos de los cultivos de tejidos varían desde estudios sobre pa-
tología, bioquímicos, fisiológicos, morfogenéticos (que intervienen en la
diferenciación de partes aisladas de la planta), metabólicos y de desarrollo
de las plantas. Entre ellos podríamos citar:

1. La micropropagación de determinadas especies (Soulle et al, 1993; For-
neck et al, 1996; Liuni et al, 1998).

2. Obtención de plantas libres de algún patógeno determinado: bacterias,
virus o nematodos (Dai et al, 1995; Rodríguez et al, 1997). Asimismo el
cultivo de tejidos es de gran interés para comprender las relaciones hués-
ped-parásito (Trillas et al, 1997) e investigación de posibles resistencias.
También para el estudio de la forma u origen de la desorganización
celular, como pueden ser los tumores, su bioquímica, y la acción de
diversas sustancias inhibidoras sobre los mismos (Gribaudo, 1985).

3. Asimismo el cultivo de tejidos vegetales ha sido de gran utilidad en el
estudio de reguladores del crecimiento vegetal, nutrición celular, meca-
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nismos de histogénesis y diferenciación, fenómenos de polaridad e induc-
ción y efectos de diferentes sustancias sobre la respuesta celular (Casa-
nova et al, 1997; Feucht et al, 1996).

4. En los últimos años, estas técnicas se están aplicando con fines de selec-
ción y mejora genética (González-Nebauer et al., 1997; Sales et al., 1997;
Benelli et al., 1999). Así, algunas técnicas como el cultivo de embriones,
óvulos y ovarios, permiten mejorar el rendimiento y eficiencia de los
programas de mejora tradicional, al igual que los cultivos de células
aisladas, anteras y microesporas (Murashige, 1977).

5. Después del aislamiento con éxito de protoplastos viables de vid, a partir
de los cuales se pueden regenerar plantas completas, se ha creado una
alternativa, la hibridación somática, a las técnicas de propagación con-
vencionales (hibridación sexual o cruzamiento). La posibilidad de poder
formar individuos por fusión de protoplastos supone que, en principio, es
posible salvar las barreras genéticas naturales. La hibridación somática
hace posible también la creación de híbridos citoplásmicos (cíbridos)
(Olivares et al, 1997).

6. Técnicas como el trasplante de núcleos (o partes de), cromosomas y
orgánulos han sido investigados por genetistas, mejoradores y biólogos
moleculares (Harst, 1995).

7. También se están llevando a cabo estudios de transformación genética en
vid, en concreto Martinelli, (1995) regeneró plantas transgénicas de V.
rupestris Scheele, realizando embriogénesis somática a partir de callo de
peciolo: el cocultivo de embriones individuales con Agrobacterium tume-
faciens, durante la inducción de embriogénesis secundaria, produjo los
clones celulares deseados. También Gribaudo (1995) realizó investigacio-
nes genéticas similares utilizando Agrobacterium rhizogenes como vector
génico.

Vemos pues, que el cultivo «in vitro» ha facilitado considerablemente el
progreso en varios campos, tales como: producción en horticultura, erradica-
ción de enfermedades originadas por virus, selección y mejora genética de
plantas, conservación de fuentes genéticas, etc. (Galzy, 1990; Kitto, 1997;
Liuni et al, 1998). En general, el cultivo de tejidos permite al investigador
utilizar una serie de técnicas controladas y fácilmente reproducibles, ya que
la composición del medio de cultivo y las condiciones de incubación son
conocidas y reproducibles.

Actualmente se propagan “in vitro” alrededor de 1000 especies, sin
embargo no todas pueden ser micropropagadas a escala comercial (Kitto,
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1997); las investigaciones continúan pues es necesario lograr un aumento en
la velocidad de propagación, así como una producción de calidad y un precio
competitivo.

Desde 1975, el cultivo «in vitro» de las plantas superiores ha experimen-
tado un espectacular desarrollo. En los laboratorios de investigación se han
desarrollado los métodos para el cultivo de plantas, semillas, embriones,
ápices, meristemos, tejidos, células y protoplastos sobre medios nutritivos
estériles, con el resultado de la producción y regeneración de individuos
viables de muchas especies de plantas. Desde 1980, ha habido una explosión
en el desarrollo de la manipulación genética mediante técnicas “in vitro”
(Pierik, 1990).

Hoy en día, se tiende a la automatización, para reducir el costo del pro-
ceso y disminuir la mano de obra. Se han realizado progresos significativos
con biorreactores, varias formas de semiautomatización y robótica (Kitto,
1997; Roig et al, 1997). Sin embargo, existe escaso desarrollo en automati-
zación para uso comercial, puesto que existen diversos problemas que re-
quieren solución a la hora de automatizar, estos son: hiperhidricidad en
medio de cultivo líquido, contaminación microbiana, repetitividad, costo
efectivo, elección de materiales, sincronización de crecimiento, eliminación
de tejido no deseable, estabilidad genética, rendimiento de plantas y selec-
ción de métodos (Aitken-Christie, 1995; Scordo, 1998).

En vid las finalidades de investigación están dirigidas a encontrar una
respuesta adecuada en términos de calidad y cantidad a los problemas de
premultiplicación del material vitícola y estudios de mejora genética y sani-
taria. Asimismo, la planta producida «in vitro» puede representar un seguro
y rápido método para el intercambio y la difusión de nuevas variedades, así
como una técnica válida de conservación para el mantenimiento del germo-
plasma (Moukadiri et al, 1997; Tanne, 1997).

De acuerdo con Pierik (1990), estas técnicas se caracterizan porque:

1. Ocurren a microescala, por ejemplo, sobre una superficie relativamente
pequeña. La miniaturización supone un menor tamaño del material vege-
tal con el que se inicia el proceso. Asimismo, las plantas cultivadas «in
vitro» tienen un tamaño reducido, por lo que pueden cultivarse a gran
densidad: centenares de plantas por metro cuadrado de estantería, lo que
supone un ahorro de espacio, de superficie de viveros, de coste de man-
tenimiento y de labores.

2. Se optimizan las condiciones ambientales en lo que se refiere a los fac-
tores físicos, nutricionales y de reguladores de crecimiento.
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3. Se excluye la presencia de microorganismos (bacterias y hongos, princi-
palmente), así como también de plagas (insectos y nematodos), lo que
supone un mantenimiento del cultivo en condiciones asépticas y con
garantía de mantenimiento del estado sanitario de las plantas durante su
cultivo «in vitro».

4. Generalmente, no se reproduce el patrón normal 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, formación
de órganos, embriogénesis somática, etc.).

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

6. El nombre de cultivo «in vitro» (que literalmente quiere decir «en vi-
drio») se utilizó porque, al menos inicialmente, se emplearon recipientes
de vidrio para el cultivo.

1.2. Historia

La historia del cultivo de tejidos comenzó en 1838-1839, cuando Schlei-
den (1838) y Schwann (1839), independientemente enunciaron la teoría celular
básica, postularon que la célula tiene autonomía y formularon la teoría de la
totipotencialidad; la cual establece que las células son autosuficientes, y que
en principio son capaces de regenerar una planta completa. Su teoría fue de
hecho el núcleo del que nació el cultivo de tejidos y células. Esto es obvio
en el caso de huevos y esporas que son capaces de transformarse ellos
mismos en organismos completos. Fueron necesarios, alrededor de 130 años,
para demostrar la totipotencialidad celular, después de una larga y tortuosa
investigación.

Trécul (1853), describió un proceso de cicatrización de heridas y forma-
ción de callo que afectaba a numerosas especies vegetales. Vöchting (1878)
observó algunos casos de desarrollo de callo, algunos de los cuales eran de
gran tamaño. Dos años después Sachs (1880-1882), aunando los resultados
obtenidos en callos y cicatrización de heridas, sugirió que las plantas conte-
nían órganos que formaban sustancias, que eran polarmente distribuidas.

Una aproximación importante al cultivo de tejidos, la realizó Rechinger
(1893), quién determinó experimentalmente el limite de la divisibilidad de
las plantas, que permiten la proliferación de tejidos. Rechinger utilizó yemas,
secciones de raíces, tallos, etc. Colocó los explantos sobre superficie de
arena humedecida con agua, y concluyó que las piezas de mayor grosor, de
1,5 mm podían desarrollarse, pero dicho investigador no utilizó nutrientes ni
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condiciones asépticas, por lo que sus cultivos apenas podían ser llamados
cultivos de tejidos, sin embargo fue un verdadero pionero en los principios
de los cultivos de tejidos.

El primero en realizar el cultivo «in vitro» de tejidos vegetales fue Ha-
berlandt en 1902, quien eligió para sus investigaciones, células aisladas y
como base la solución nutritiva de Knop, adicionada con sacarosa, asparra-
gina y peptona. Desgraciadamente, sus investigaciones fracasaron al no poder
mantener vivos los tejidos que estudió; pues no logró obtener división celu-
lar, las células sólo se mantuvieron vivas durante 20 a 27 días, y exhibieron
en el mejor de los casos, un incremento en el volumen original, pero no en
la división. Posteriormente, Simon (1908) observó el desarrollo de segmen-
tos de tallo de álamo, que produjeron callos, raíces y yemas. La base del
cultivo de callos, e incluso la micropropagación, se había establecido, pero
estos cultivos no eran asépticos; de ahí que su resultado fuera ignorado.

Después de 30 años, el investigador americano White (1934) consiguió
cultivar con éxito «in vitro», ápices radiculares de tomate y posteriormente,
en 1938, tejidos tumorales de tabaco. White inicialmente utilizó un medio de
cultivo, con extracto de levadura y sacarosa, pero más tarde reemplazó el
extracto de levadura por tres vitaminas; piridoxina, tiamina y ácido nicotí-
nico. El cultivo de tejidos vegetales había quedado un poco rezagado, con
respecto al cultivo de tejidos animales y humanos, debido al tardío descubri-
miento de los fitorreguladores vegetales. El primer regulador descubierto, la
auxina AIA (ácido indolacético), produjo grandes oportunidades para el cultivo
de tejidos vegetales. El descubrimiento en 1955 del fitoregulador, kinetina,
constituyó un nuevo estímulo.

En Francia, Gautheret (1939) realizó el cultivo «in vitro» de fragmentos
de cambium de diferentes especies y obtuvo proliferación de tejidos, al es-
timular la multiplicación celular por medio de diferentes factores de creci-
miento: clorhidrato de cisteina, vitamina B

1
 y AIA. De este modo, obtuvo un

cultivo indefinido de tejidos vegetales (utilizando raíces de zanahoria), que
supuso el primer cultivo de tejidos autentico. Simultáneamente, Nobecourt
(1939) obtuvo resultados comparables utilizando raíces de zanahorias y tu-
bérculos de chufa, mientras que en 1944 Morell realizó con éxito el cultivo
«in vitro» de tejidos de cambium de vid.

En la segunda mitad del siglo XX, las investigaciones se aceleraron con-
siderablemente. En 1957, Skoog y Miller, pusieron en evidencia el equilibrio
auxina/citoquinina, sobre la orientación de la organogénesis en los tejidos
cultivados «in vitro». Las experiencias de Skoog y Miller, dieron lugar al
concepto de reguladores del crecimiento; demostrando que la diferenciación
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de brotes o raíces en cultivos de callo, estaban en función de la relación
auxina/citoquinina y que la diferenciación de órganos se podía regular cam-
biando las concentraciones de dichas sustancias en el medio de cultivo. Así,
altas dosis de auxina promueven el enraizamiento, mientras que altos niveles
de citoquinina inducen la formación de brotes. En el caso de concentraciones
iguales, se tiende a un crecimiento desorganizado. Vemos pues que las bases
teóricas: científico-técnicas del cultivo «in vitro», pertenecen a dos temáticas
complementarias: el descubrimiento de los fitorreguladores del crecimiento
vegetal y los estudios de diferenciación celular (Martínez y Cañameras, 1989).

En 1958, Steward y sus colaboradores obtuvieron la formación de em-
briones somáticos en suspensiones celulares de zanahoria; logrando la dife-
renciación de plantas completas. Vasil y Hildebrandt demostraron, en 1965,
el fenómeno de la totipotencialidad celular, a la hora de regenerar plantas
enteras a partir de células aisladas de tabaco.

El cultivo «in vitro», permite realizar aproximaciones nuevas, de temas ya
abordados de un modo clásico. Abre campos de investigación nuevos, que
implican un aumento exponencial de nuestros conocimientos en biología
vegetal como; aportar respuestas a numerosas cuestiones sobre la nutrición,
el metabolismo, la diferenciación celular, los procesos de histogénesis y de
organogénesis, las relaciones huesped-parásito, etc. Pero también las técnicas
de cultivo «in vitro» tienen una importancia económica considerable: una de
sus primeras aplicaciones agronómicas fue la curación de plantas viróticas.
En 1952, Morel y Martín observaron que, las plantas de dalia obtenidas por
cultivo «in vitro» a partir de meristemos primarios extraídos de brotes infec-
tados por varios virus, estaban exentas de dichos virus. Estos trabajos, han
permitido la expansión de los cultivos libres de virus de un amplio número
de especies de importancia hortícola y agronómica. En 1960, Morel mostró
que el cultivo «in vitro» permite no solamente eliminar los virus en ciertas
orquídeas, sino también igualmente multiplicar masivamente los explantos,
abriendo así la vía a la micropropagación industrial. Las primeras aplicacio-
nes, se realizaron sobre planta herbácea ornamental, pero rápidamente se
extendieron a especies leguminosas, frutales y especies forestales.

En 1962, Murashige y Skoog presentaron una nueva formulación con
altos niveles de sales, que ha sido y es muy utilizada para una amplia gama
de plantas, tanto monocotiledóneas, como dicotiledóneas. Murashige ha tra-
bajado de forma extensiva para popularizar las técnicas de multiplicación
clonal, desarrollando métodos estándard para la propagación de varias espe-
cies, desde helechos ornamentales a arboles frutales (Casas, 1987).
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De todo lo dicho anteriormente, vemos que el cultivo “in vitro” es en
efecto una herramienta puesta al servicio de productores de plantas. En la
actualidad, se estima que se producen anualmente en el mundo más de 400
millones de “vitroplantas”, principalmente en lo referente a especies hortíco-
las. El hecho de que el número de especies de plantas herbáceas micropro-
pagadas sea superior al de las plantas leñosas, es debido a una dominancia
apical menos marcada, lo que facilita el desarrollo «in vitro» de yemas
laterales de multiplicación (Damiano et al 1991).

A nivel agronómico, el cultivo «in vitro» permite la puesta a punto de
técnicas de mejora genética más sofisticadas. Así, en 1964, Guha y Mahe-
swari cultivaron «in vitro» anteras de Datura, obteniendo plantas haploides
de origen polínico y abrieron las vías a las técnicas de haploidización, uti-
lizadas actualmente para la selección de líneas puras en numerosas especies
cultivadas (arroz, trigo, etc.).

En 1971, Takebe y sus colaboradores obtuvieron plantas de tabaco a
partir de protoplastos. La fusión de protoplastos o hibridación somática, es
aplicable a un número creciente de especies, y permite no solamente elimi-
nar las barreras a la hibridación sexual entre especies genéticamente muy
alejadas, sino igualmente manipular genomas de orgánulos citoplásmicos:
cloroplastos y mitocondrias. La aptitud que poseen numerosas especies para
poder regenerar una planta entera a partir de una célula, ha permitido la
obtención de plantas transgénicas, es decir, plantas que han integrado en sus
propios cromosomas genes extraños, que provienen de organismos muy di-
versos (virus, bacterias, vegetales, animales). Las secuencias génicas selec-
cionadas, son transferidas según técnicas punteras, a saber: el cocultivo de
células vegetales susceptibles de infección con vectores biológicos, la trans-
formación directa de protoplastos ya sea mediante tratamiento químico (po-
lietilenglicol, fosfato cálcico, policationes tipo «polibrene»), electroporación,
microinyección intranuclear, sonicación o la formación de liposomas (micro-
vesículas de fosfolípidos que encapsulan el ADN a transferir) y, por último,
el bombardeo de células o tejidos vegetales con «microproyectiles» metáli-
cos. Quizá el método más utilizado consiste en la utilización de vectores
bacterianos de transformación: Agrobacterium tumefaciens y A. rhizogenes.

A partir de los años 50, el desarrollo de este campo ha sido muy rápido
y se han publicado numerosos resultados, de gran importancia para la agri-
cultura, silvicultura y horticultura (Pierik, 1990). El aumento sustancial del
número de investigadores en esta área, en los últimos años, queda justificado
por la utilidad que el cultivo de tejidos vegetales brinda a los agrónomos,
mejoradores, botánicos, biólogos moleculares, bioquímicos, fitopatólogos, etc.
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1.3. Aplicaciones relacionadas con la Agricultura

Como ya vimos en párrafos anteriores, el término de cultivo «in vitro» es
muy amplio, abarca desde el cultivo de suspensiones celulares, cultivo de
protoplastos, callos, embriogénesis somática, micropropagación, etc. Tam-
bién comentamos que los cultivos de tejidos son un arma importante en
numerosos campos científicos: estudios metabólicos y fisiológicos, genética,
morfogénesis y desarrollo, mejora de plantas, patología, técnicas de transfor-
mación, etc. Constituyen además una gran ayuda técnica para la conserva-
ción del material vegetal en espacio reducido, la propagación clonal de
material, especialmente en especies leñosas y la obtención de material libre
de virus (Dagnin y Letouzé, 1997).

En concreto en la vid, las investigaciones involucran varios campos, tales
como: eliminación de virus (Galzy, 1964, 1971; Ayuso y Peña-Iglesias, 1978;
Bass et al, 1976; Engelbrecht y Schwerdtfeger, 1979), mejora genética (Ske-
ne,1974; Hirabayashi et al 1976; Krull y Worley, 1977; Rajasekaran y Mullins,
1979), preservación de germoplasma (Blaich, 1985; Galzy, 1985), propaga-
ción vegetativa (Barlass y Skenne, 1978, 1980; Jona y Webb, 1978; Bini,
1979; Aldwinckle y Buturac, 1980; 1980; Goussard, 1981; Silvestroni, 1981;
Harris y Stevenson, 1982) y selección de clones resistentes a enfermedades
y estrés (Hazel, 1994).

El cultivo «in vitro» es considerado como una eficaz herramienta biotec-
nológica y, según las orientaciones de un grupo de científicos del INRA de
Versalles (Torregrosa y Bouquet, 1993), debe servir para:

1) modificar un genotipo,

2) fijar los caracteres o multiplicar un genotipo preexistente.

Además de tales aplicaciones, también se adapta para hacer posible o
para mejorar los procesos reproductivos: fecundación «in vitro» y cultivo de
embriones (Damiano et al 1991). Entre las diversas aplicaciones del cultivo
«in vitro» de la vid destacan (Galzy, 1985):

1) Obtención de plantas libres de patógenos.

2) Programas de selección y mejora genética.

3) Conservación de material vegetal.

4) Multiplicación vegetativa de especies y variedades con interés agrícola.
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1.3.1. Obtención de plantas libres de patógenos

Programas de saneamiento vegetal

Desde comienzos de los años 60, los ensayos de eliminación del virus del
Entrenudo Corto Infeccioso se realizaron aplicando tratamientos térmicos
de larga duración, sobre las microplantas cultivadas «in vitro» (Galzy, 1961),
o bien asociando la termoterapia sobre la planta entera y el posterior cultivo
«in vitro» de sus extremos apicales (Gifford y Hewitt, 1961). Al asociar el
tratamiento por calor; con la utilización del cultivo «in vitro» de órganos o
tejidos las probabilidades de obtener plantas libres de virus son mucho más
elevadas.

Estas técnicas demostraron ser eficaces para eliminar los virus del Entre-
nudo Corto, Mosaico del Arabis, Jaspeado y Enrollado. Sin embargo,
ciertos virus de la vid son más resistentes que otros a los tratamientos tér-
micos. Este es el caso del complejo vírico de la Madera Rizada, del virus
del Mosaico de los Nervios y de los viroides (moléculas circulares de ARNmc
de bajo peso molecular, desprovistas de envoltura proteica), que son insen-
sibles al calor, es más el calor parece favorecer su multiplicación.

El aislamiento de ápices caulinares (formados por células meristemáticas,
presumiblemente indemnes de virus o de viroides) y su cultivo directo sobre
medios nutritivos enriquecidos con auxinas y citoquininas (Galzy, 1972) da
resultados aleatorios en cuanto a la tasa de supervivencia de los explantos.
Sin embargo, Barlass et al (1982) lograron eliminar un cierto número de
virus (Entrenudo Corto Infeccioso, Enrollado, Jaspeado) y un viroide
(Punteado Amarillo), utilizando la técnica del cultivo «in vitro» de frag-
mentos de ápices. Asimismo, Duran-Vila et al (1988) obtuvieron tasas de
respuesta muy elevadas cultivando directamente «in vitro» ápices de V. vi-
nifera cv. Cabernet sauvignon, con vistas a eliminar los diferentes viroides
que infectan la variedad.

Otra técnica utilizada para garantizar una tasa de supervivencia elevada
de los ápices extraídos de plantas tratadas por calor, es el microinjerto de
ápices sobre brotes de plantas exentas de virus (Ayuso y Peña-Iglesias, 1978)
o sobre los hipocotilos obtenidos a partir de semillas de variedades exentas
de virus (Benin y Grenan, 1984).

Hay que destacar también que Goussard et al (1991) consiguieron elimi-
nar el Enrollado, pero no el Entrenudo Corto Infeccioso en las plantas
obtenidas por embriogénesis somática a partir de cultivos de ovarios y de
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LÁMINA 5

anteras de variedades viróticas. A pesar de todo, este método tiene limitacio-
nes (variabilidad de respuesta de genotipos) e inconvenientes (riesgo de
reproducción no conforme).
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1.3.2. Programas de selección y mejora genética de los cultivos

Selección «in vitro»

Todo método de mejora se apoya en la selección de los genotipos más
interesantes en función de los objetivos definidos. La selección «in vitro»
puede sino reemplazar a los métodos de selección clásica, al menos jugar un
papel complementario, no desdeñable, pues ofrece numerosas ventajas. El
investigador puede integrar el cultivo «in vitro» con el proceso de selección
a diferentes niveles, lo que puede ser aplicado en la puesta a punto de
ensayos de sensibilidad a parásitos, enfermedades o estrés abiótico, permi-
tiendo así al seleccionador apreciar generalmente sobre las “vitroplantas”,
una variabilidad preexistente o artificialmente creada y efectuar posterior-
mente una selección, según los criterios definidos. Con esta finalidad, se han
realizado numerosos trabajos en el campo de la patología y fisiología, por
ejemplo, podemos citar la sensibilidad a la eutipiosis (Fallot et al, 1990), al
mildiu (Barlass et al 1986), al oídio (Klempka et al, 1984), a botritis (Vannel
et al , 1991), al virus del Entrenudo Corto Infeccioso (Walker y Meredith,
1990), a los nematodos (Palys y Meredith, 1984) y a la filoxera (Askani y
Beiderbeck, 1991). También podemos citar la sensibilidad al cloruro de sodio
(Barlass y Skenne, 1981; Troncoso et al., 1999), a la carencia de magnesio
(Bouquet, et al 1990), a la clorosis férrica (Chiadmi, 1986), la resistencia al
frío (Muniz et al, 1991), así como a la incompatibilidad al injerto (Hassani
y Boubals, 1991).

El cultivo «in vitro», ofrece igualmente al seleccionador la posibilidad de
eliminar directamente y rápidamente los genotipos sin interés, aplicando una
presión de selección, de acuerdo con el estado elegido. De este modo, el
seleccionador puede combinar la obtención de la característica deseada con
la selección. Este es el caso, por ejemplo, cuando la investigación de una
variación somaclonal o una mutagénesis se efectúa sobre un medio selectivo.

Los trabajos en este campo son todavía limitados. Se pueden citar las
investigaciones de embriones somáticos resistentes al cloruro de sodio (Le-
brun et al 1985), a la caliza (Netzer et al 1991), a la carencia de magnesio
(Bouquet et al 1990) o a la toxina eutipina producida por el hongo Eutypa
lata (Fallot et al 1990).

El éxito está condicionado por un factor principal, ya que el programa
genético desarrollado por una vitroplanta es en muchos aspectos diferente al
que desarrolla una planta adulta y, por tanto, su metabolismo celular puede
ser fundamentalmente distinto. En consecuencia, una característica expresa-
da por una planta cultivada «in vitro» puede no expresarse en la misma
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planta una vez que se cultiva en condiciones naturales. Como ejemplo pue-
den servir los resultados engañosos obtenidos por los investigadores austra-
lianos (Skenne y Barlass, 1988) para la tolerancia al cloruro de sodio, lo que
aconseja prudencia y rigor en este campo.

Por otra parte, ciertas características (marcadores bioquímicos o fisioló-
gicos) que se expresan sólo en planta adulta, facilitando el trabajo al selec-
cionador, pueden no ser identificables sobre planta cultivada «in vitro». Así,
la irradiación por ultravioleta que estimula la síntesis de revastrol sobre las
plantas adultas y permite discriminar las especies o variedades sensibles y
resistentes a ciertos parásitos (botritis, oídio), no puede ser utilizada sobre las
“vitroplantas” por su alta fitotoxicidad (Barlass et al, 1987). Los isoenzimas
correspondientes a ciertas funciones fisiológicas, observados sobre plantas
adultas, pueden estar modificados cualitativa y cuantitativamente en plantas
cultivadas «in vitro» (Benin, 1989; Botta et al, 1990).

Es probable que la utilización en la selección de marcadores genéticos del
tipo RFLP (Restricted Fragment Lenght Polymorphism) o RAPD (Random
Amplified Polymorphism DNA), basados directamente en el análisis del
DNA genómico, no estén sujetos al azar en el empleo de plantas cultivadas
«in vitro».

Mejora genética de la vid

La mejora genética de una especie cultivada como la vid tiene por obje-
tivos modificar su comportamiento en campos muy variados, como son:
mejora del equilibrio rendimiento/calidad, adaptación a las nuevas condicio-
nes climáticas, resistencia a enfermedades, etc. No siendo necesaria sí el
seleccionador tiene a su disposición una variabilidad natural suficientemente
amplia y explotable en función de las características deseadas.

Esta variabilidad genética, es más o menos grande, según el nivel taxo-
nómico en el que uno se sitúa (variedad o cepa/especie/género). Teniendo en
cuenta esta variabilidad, se ofrecen dos posibilidades al mejorador:

a) una consiste en recombinar la información genética existente en los dife-
rentes genotipos.

b) la otra, en introducir una información genética nueva en un genotipo
existente.

En el curso de estas dos aproximaciones, el cultivo «in vitro», puede ser
complementario de los métodos clásicos constituyendo la base misma de los
procesos de mejora genética (Bouquet, 1989a; Verdisson et al, 1999).

 En todos los casos, la diversidad genética así creada constituye un cam-
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po de selección en el que será necesario individualizar, por medio de méto-
dos apropiados, el futuro prototipo de una variedad nueva; a este nivel, el
cultivo «in vitro» puede jugar un papel considerable.

La recombinación genética

Los métodos de mejora practicados convencionalmente son: la hibrida-
ción o cruzamiento intraespecífico (por ejemplo: Vitis vinifera cv. Cabernet
sauvignon x V. vinifera cv. Grenache noir), la hibridación interespecífica
(por ejemplo: V. riparia x V. berlandieri) y la hibridación intergenérica (V.
vinifera x Muscadina rotundifolia); todos ellos basados en la estrategia de
recombinación de genes existentes.

La aportación del cultivo «in vitro» en este campo, la podemos referir a
los programas que necesitan realizar el «rescate» de embriones abortivos,
procedentes de cruzamientos interespecíficos e intraespecíficos (Spiegel- Roy
y col. 1985; Liuni et al, 1998; Yamashita et al, 1998) y los trabajos de
creación de variedades de uva de mesa sin pepita (Cain et al., 1983; Spiegel-
Roy et al 1985; Bouquet y Davis, 1989b; Burger y Goussard, 1996).

En cuanto a la consecución de plantas haploides por cultivo de anteras
(androgénesis «in vitro») son de destacar los resultados publicados por Gres-
shof y Doy (1974), Zou y Li (1981) y Liuni et al (1998); aún cuando en la
vid no ha dado los resultados esperados. Los callos obtenidos están formados
principalmente por células diploides (2n=38) o tetraploides (4n=76), que
provienen de la pared de la antera o del filamento del estambre, y una
pequeña parte de células haploides (n=19), resultantes de la proliferación de
los granos de polen (Pérez- Ruiz, 1990). Unicamente se ha conseguido ob-
tener plántulas (vía embriogénesis somática) a partir de células diploides,
siendo las plantas genéticamente idénticas a la planta madre (Rajasekaran y
Mullins, 1981). Por lo que en la vid el estado haploide parece ser incompa-
tible con el proceso morfogenético normal (Bouquet, 1982).

La producción de líneas homocigóticas, a partir de cultivos de anteras
puede ser especialmente útil en especies como la mayoría de arboles frutales
con largas generaciones, que hacen que los métodos tradicionales de mejora
sean impracticables (Bueno et al, 1997). La producción de haploides se usa
en los programas actuales de mejora, puesto que facilitan el rescate de
mutaciones recesivas y recombinaciones únicas (Dolcet-Sanjuan, 1997).
Además la duplicación cromosómica de los haploides permite la producción
de líneas homocigóticas diploides que pueden utilizarse directamente para la
producción de híbridos.
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También hay que señalar, que recientemente se ha conseguido la regene-
ración de la vid, a partir de protoplastos (Reustle et al 1994; Schneider et al,
1996). La hibridación somática por fusión de protoplastos, permite traspasar
las barreras genéticas que impiden la fecundación y la puesta en común del
material genético entre dos especies o géneros muy alejados ( Barcelo-Muñoz,
1997; Olivares et al, 1997), de modo que se podrá ampliar considerablemen-
te el campo de investigación en relación a la mejora de la vid, mediante la
creación de nuevas variedades que ofrezcan resistencia al frío, estrés hídrico
o salino y enfermedades. No obstante, la obtención de protoplastos en leño-
sas presenta dificultades adicionales debido a la diversidad de resultados
(Farré et al, 1997).

Variación somaclonal, mutagénesis y transformación genética

Si la mejora de portainjertos y de variedades de uva de mesa, por hibri-
dación se puede tildar de exitosa, no se puede decir lo mismo para las
variedades de uva de vino, quizá debido a la mentalidad y conservacionismo
de los productores.

Sin embargo, existe la necesidad de disponer de técnicas, que permitan
generar información genética nueva, como es la técnica de la embriogénesis
somática (Compton y Gray, 1996) o la neoformación de ápices caulinares
(Martinelli et al, 1996; Torregrosa y Bouquet, 1996). Parece ser, que este
tipo de modificaciones se efectúa gracias a ciertas desregulaciones inducidas
por el cultivo «in vitro», que conducen a variaciones que pueden ser explo-
tables, desde una óptica de mejora genética (Mullins, 1985). Se conocen
como variaciones somaclonales (Larkin y Scowcroft, 1981) y su origen to-
davía es controvertido, a saber: variación del nivel de ploidia de las células;
mutaciones puntuales a nivel del ADN nuclear o del citoplásmico; variacio-
nes epigenéticas.

El concepto de variación somaclonal permite considerar la creación de
tipos, que presentan características nuevas o mejoradas que pueden perma-
necer en la variedad, caracterizadas por su tipicidad morfológica y cualita-
tiva. Sin embargo, si la existencia de variaciones somaclonales inducidas por
cultivo «in vitro» parece real (Bouquet, 1989b; Kuksova et al, 1997), y si las
condiciones que permiten la aparición de este fenómeno son conocidas, sólo
queda demostrar el interés de este tipo de variaciones para la mejora de la
vid. No se puede ser demasiado optimista, pero ya se han obtenido, siguien-
do estos métodos, algunas plantas de vid con características agronómicas
deseables, como tolerancia a enfermedades o a condiciones adversas de estrés
(Bouquet, 1989a). No obstante, todavía es necesario confirmar la estabilidad
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de estos variantes y, además, debemos tener en cuenta que la regeneración
de plántulas vía embriogénesis asexual, está en vid fuertemente condiciona-
da al genotipo (Pérez-Ruiz, 1990).

Por lo que respecta a la mutagénesis, la aplicación de tratamientos físicos
(rayos X ; ultravioleta, gamma) o químicos (Kikkert et al, 1996; Silva y
Doazan, 1995) sobre cultivos «in vitro» provoca efectos que no afectan a un
gen concreto. De momento, las investigaciones en este campo son muy
limitadas (Kim et al, 1986). Si la mutagénesis puede conducir a la aparición
de nuevas características, por modificación «ciega» de los genes existentes,
la ingeniería genética lucha por introducir en una célula vegetal e insertar en
su genoma una secuencia de ADN conocida, respetando en lo posible la
integridad de los genes preexistentes (Le Gall et al, 1994; Krastanova et al,
1995). Existen diferentes métodos de practicar esta intervención, entre los
cuales el más utilizado por el momento, al menos sobre plantas dicotiledó-
neas, consiste en la utilización de vectores bacterianos de transformación (
Kikkert et al, 1996; Scorza et al, 1995). Sin embargo, los resultados positi-
vos están restringidos a unos pocos genotipos que muestran un elevado
potencial regenerativo (Martinelli et al, 1996).

Estos vectores biológicos son bien conocidos, se trata de Agrobacterium
rhizogenes, que provoca la aparición de raíces en cabellera muy densa o
«hairy-root» y de Agrobacterium tumefaciens, agente responsable de la co-
rona de agallas o crown-gall (Scorza et al, 1995; González-Nebauer, 1997;
Roig et al, 1997; Mozsár et al, 1998). Ambas enfermedades están relaciona-
das con la presencia en estas bacterias fitopatógenas de plásmidos Ri o Ti,
inductores de raíces o tumores, respectivamente. Estos plásmidos tienen la
capacidad de transferir una parte de los mismos, la conocida como T-DNA,
al genoma de la célula vegetal infectada. Dicho fragmento de ADN bacte-
riano redirige las actividades metabólicas del huésped y la producción de
reguladores del crecimiento vegetal (auxinas y citoquininas) y sustancias
metabólicas características, las opinas. Gracias a esta manipulación genética
natural, la bacteria es capaz de desviar el metabolismo de la planta hacia la
búsqueda de un nicho ecológico favorable: masificación de células con es-
pacios intercelulares numerosos y una multiplicación rápida.

Todos estos fenómenos fueron estudiados a partir de l970, desarrollando
los investigadores T-DNAs quiméricos y técnicas de cocultivo de bacterias
y células vegetales para manipular genéticamente en su provecho las plantas
(Tempe y Schell, 1987). La manipulación consiste en reemplazar sobre el
plásmido bacteriano los genes inductores de enfermedad por uno o más
genes funcionales extraños, que deben contener los segmentos codificadores
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de información genética deseada y las apropiadas regiones reguladoras re-
queridas para su correcta expresión fenotípica; principio simple en teoría,
pero extremadamente complejo en su realización. En 1986, se obtuvieron las
primeras plantas transgénicas y después se realizaron importantes progresos,
obteniéndose plantas de distintas especies resistentes a herbicidas, insectos o
virus (Tepfer et al, 1988). La aptitud morfogenética y de transformación
depende de la variedad utilizada y del estado fisiológico del material vegetal
(Estopá et al, 1997).

En vid, las investigaciones encaminadas a poner a punto metodologías
eficaces de transformación genética fueron iniciadas en numerosos laborato-
rios, empleándose explantos primarios de muy distinta naturaleza (“vitro-
plantas”, ápices fragmentados, peciolos, limbos foliares, embriones somáti-
cos, etc.), así como los dos vectores biológicos ya citados (Mullins et al,
1990) o métodos «biolísticos» de transformación directa (Torregrosa y
Bouquet, 1993; Scorza et al, 1995; Alfonso et al, 1997). En general, los
trabajos mostraron que la transformación genética de la vid, no es algo
sencillo. La selección de las células transformadas y la combinación trans-
formación-regeneración son difíciles, formándose en la mayoría de los casos
tejidos quiméricos constituidos por células transformadas y no transforma-
das. No obstante, Mullins et al (1990) lograron la obtención de una planta
trasformada de V. rupestris que expresa el gen marcador GVS de la B-
glucuronidasa de origen bacteriano. Actualmente, las investigaciones van
encaminadas a introducir en la vid la secuencia génica que codifica para la
envoltura proteica del virus del Entrenudo Corto Infeccioso (GFLV) (Serg-
hini et al 1990; Barbier et al, 1997; Cámara Machado et al, 1997; Torregrosa
y Bouquet, 1997), con el fin de inducir en la planta una resistencia a dicho
virus. Se han obtenido ya plantas transgénicas que producen la proteína
capsidal del virus Grape Chrome Mosaic (GCMV) (Torregrosa y
Bouquet,1995), de modo que muestran cierta resistencia a la infección viral
tanto para GCMV, como para GFLV. Experimentos similares han sido rea-
lizados por Ling et al (1997), obteniendo plantas transgénicas que expresan
las proteínas de la cápsida del virus del Enrollado.

Otras vías de investigación en materia de transformación genética de la
vid van encaminadas a crear resistencia contra insectos fitófagos (Walter,
1991), por la introducción de un gen que codifica la toxina específica de
Bacillus thuringiensis, y resistencia a las enfermedades criptogámicas, por la
introducción de genes que codifican enzimas con efecto antifúngico (quiti-
nasas). Sin embargo, la vía más prometedora consiste en integrar en el ge-
noma de la planta, la secuencia genética inversa (antisentido), del oncogén
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de Agrobacterium tumefaciens. La expresión de esta secuencia, impedirá la
expresión del gen correspondiente, y dará lugar a una vid transformada menos
sensible, resistente a la enfermedad (Huss et al, 1988).

1.3.3. Conservación de material vegetal de interés. Programas de mante-
nimiento de la diversidad genética

El genetista o mejorador, necesita contar con una fuente de variabilidad.
Esta fuente, está representada por la variabilidad genética natural existente
a nivel de una especie. Por lo que respecta a la vid, los esfuerzos principales
en materia de conservación de fuentes genéticas, se refieren principalmente
a variedades y clones de Vitis vinifera.

Sin embargo, la mayor parte de otras especies también son importantes
bien porque en el área geográfica en donde se encuentran juegan un papel
de reserva natural de diversidad genética, o bien porque sus hábitats natura-
les se encuentran perturbados por el hombre (urbanización, deforestación).
Las formas primitivas silvestres de vid, han ido perdiendo su diversidad a lo
largo del tiempo, debido especialmente a la acción humana sobre sus áreas
naturales de supervivencia. A esta pérdida, se añade otra referente a los
cultivares y clones que van desapareciendo en beneficio de grupos cada vez
más restringidos, pero con mejores características agronómicas para su ex-
plotación actual (Boursiquot, 1998). Para atajar esta importante erosión ge-
nética, organismos como la FAO y la OIV, han reconocido la necesidad de
crear colecciones o bancos de genes de vides cultivadas y silvestres (Pérez
Ruiz, 1990).

Si la conservación durante largo tiempo, en forma de semilla, puede ser
utilizada para mantener la diversidad genética en muchas especies cultiva-
das, esto no puede aplicarse a V. vinifera debido a la fuerte heterocigosidad.
En consecuencia, si queremos conservar clones y cepas sin ninguna modi-
ficación de sus caracteres morfológicos, culturales o de calidad, estos no
pueden multiplicarse más que por vía vegetativa.

Actualmente los reservorios genéticos de la vid, se presentan bajo la forma
de colecciones en las cuales cada clon o variedad está representado por nu-
merosas cepas. La puesta en cultivo y el seguimiento de estas colecciones
debe realizarse en condiciones extremadamente rigurosas, lo que representa
un gran costo y responsabilidad para los centros de investigación y los orga-
nismos implicados. Además, estas colecciones «in situ» están expuestas a
numerosos factores climáticos (frío, calor) o bióticos: contaminación por virus,
bacterias, enfermedades criptogámicas, parásitos, animales, etc.
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Para paliar estos inconvenientes y para garantizar un perfecto estado
sanitario, de las variedades o los clones salidos de selección genética o
sanitaria, numerosos laboratorios investigan las condiciones idóneas que
permitan el establecimiento de colecciones «in vitro». Para ello pueden
emplearse distintos métodos, siendo los más utilizados:

1) El cultivo con limitación química y/o física del crecimiento vegetal; y

2) La crioconservación de ápices o líneas celulares embriogénicas.

Cultivo con limitación del crecimiento

El objetivo es buscar el modo de espaciar los subcultivos, ya que la
conservación «in vitro», por microestaquillado de segmentos uninodales de
cientos o de miles de variedades representa un trabajo y un costo prohibitivo,
cuando los ciclos de cultivo son cortos (8 a 12 semanas). Se puede realizar
de diferentes modos o combinaciones de ellos, a saber: por inclusión en el
medio de cultivo de agentes retardantes o inhibidores del crecimiento, utili-
zación de medios nutricionales mínimos, incubación a bajas temperaturas e
iluminación reducida, etc.

En vid, caben citar los trabajos de: Galzy (1969, 1972, 1985), quien
conservó clones de V. rupestris a 9 °C y en oscuridad, durante 250 días, sin
necesidad de subcultivar; sin embargo, varios cultivares de V. vinifera, no
soportaron estas condiciones. Los resultados de Barlass y Skene (1983) son
contrarios a los de Galzy, ya que fue precisamente V. rupestris la especie que
peor soportó la conservación a 9,5 °C. Para Barlass y Skene (1983), las
temperaturas óptimas de almacenamiento son características de cada clon.

Blaich (1985) conservó plántulas de vid a temperaturas próximas a los 7
°C. El crecimiento se redujo drásticamente, pero se recuperó al transferir el
cultivo a las condiciones normales.

Pérez-Ruiz (1990) conservó plántulas de vid a 5 °C y en oscuridad,
subcultivando cada año. En estas condiciones, fue posible mantener viables
casi un 90% de los explantos.

Harst-Langenbucher y Alleweldt (1989) utilizaron inhibidores del creci-
miento tipo CCC, cloruro de clorocolina.

Desgraciadamente, parece ser que estos métodos son difíciles de poder
llevarlos a la práctica, por los resultados aleatorios a nivel de tasas de super-
vivencia de las plantas, que depende mucho de la variedad utilizada. Para
otros investigadores, este tipo de conservación a largo tiempo puede conlle-
var el riesgo de multiplicar plantas que hayan sufrido variaciones morfoló-
gicas u otras no detectables «in vitro», sin hablar de los riesgos y errores de
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manipulación en el curso de los sucesivos subcultivos. No obstante, Skene
et al (1988) mostraron que el nivel de ploidia de las plantas no es modificado
por una conservación a largo plazo, sino por los sucesivos subcultivos.

Crioconservación de ápices o líneas celulares embriogénicas

Estudios recientes realizan la conservación en frío de ápices (Plessis et al,
1991) o líneas celulares embriogénicas (Moukadiri al, 1997), capaces de
volver a dar lugar a plantas enteras. En los dos casos, se trata de bajar la
temperatura del material vegetal, hasta alcanzar los -196ºC, después de pre-
tratamientos adecuados. La conservación es entonces teóricamente ilimitada
y sin el menor riesgo de alteraciones genéticas, por estar completamente
detenidos los procesos metabólicos. Los porcentajes de respuesta, después de
la crioconservación, varían entre el 20-30%, lo que permite poder utilizar
estas técnicas para las colecciones genéticas. La crioconservación de ápices
parece ser actualmente la técnica más prometedora y probablemente se de-
sarrollará en los próximos años. Por el contrario, con la aplicación de la
crioconservación de líneas celulares embriogénicas es más difícil de obtener
una reproducción conforme y además, por el momento, sólo es aplicable a
variedades que responden perfectamente a la embriogénesis somática. De
hecho, su principal finalidad, es la de poder conservar las suspensiones ce-
lulares difíciles de obtener, sin perder su capacidad embriogénica.

1.3.4. Multiplicación vegetativa de especies y variedades de interés agríco-
la. Programas de micropropagación

Todas las técnicas de multiplicación vegetativa se basan en la división
mitótica, es decir, el proceso que permite obtener dos células genéticamente
idénticas a la célula madre. Este hecho posibilita que la descendencia por vía
vegetativa comporte mantenimiento de las características específicas o varie-
tales. La primera aplicación industrial del cultivo “in vitro” en micropropa-
gación fue hecha por Morel (1965) quien multiplicó orquídeas tropicales a
partir del cultivo de ápices. Tras este primer éxito se inició el desarrollo de
laboratorios comerciales, principalmente en EEUU. Actualmente Europa ocupa
un papel importante en la micropropagación industrial, destacando el norte
de Italia, Holanda, Bélgica, España, Alemania, Francia, etc. En España los
laboratorios comerciales más importantes se encuentran en Valencia, Cana-
rias, Cataluña, Aragón, etc. (Martínez y Cañameras, 1989).

La elección de las especies a micropropagar viene condicionada por diver-
sos factores como son: la dificultad de la propagación tradicional, la atención
de una elevada demanda de nuevos cultivares, la economía del sistema, etc.
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(Damiano et al, 1991). Actualmente es posible regenerar plantas de vid vía
organogénesis y embriogénesis, partiendo de distintos tipos de explantos
(Galzy, 1961; Barlass y Skenne, 1978; Silvestroni, 1981; Cheng y Reich,
1989). Sin embargo, pese a todos estos logros no parece posible a corto y
medio plazo aplicar en la vid técnicas de micropropagación a gran escala con
fines comerciales, debido a la obligación de injertar por causa de la filoxera.
La micropropagación podría ser útil para producir portainjertos o multiplicar
rápidamente material seleccionado para injertar (Pérez-Ruiz, 1990).

También es de destacar que algunas plantas obtenidas “in vitro” no
muestran conformidad morfológica y/o fisiológica con la planta madre, re-
tornando en ocasiones a características juveniles, aunque estas modificacio-
nes no parecen ser definitivas (Grenan, 1984). Con todo, aquellos métodos
que parten de ápices o yemas como explanto inicial para a continuación
forzar el desarrollo de este muestra una gran estabilidad genética. Pero cuan-
do existe formación intermedia de callo o la tasa de multiplicación y el
número total de regenerantes obtenidos sobrepasa los límites específicos
aumenta el riesgo de generar variación somaclonal. La micropropagación
mediante embriogénesis asexual parece difícil que pueda ser útil a corto
plazo para multiplicar la vid a gran escala (Pérez-Ruiz, 1990). Trabajos
como el de Gray (1991) muestran que la proporción de embriones anormales
formados “in vitro” es muy elevada.

Estado actual de la micropropagación en España y Europa

Los grupos más importantes de planta micropropagada son: ornamentales
de maceta, flor cortada y árboles frutales, mientras que el resto lo forman las
bulbosas ornamentales, pequeños frutos, orquídeas, especies hortícolas, etc.

– Ornamentales de maceta

El principal productor europeo es Holanda. En muchos géneros, por ejem-
plo Syngonium, Spathyphillum, Philodendron, etc., el producto final es la
planta micropropagada, mientras que en otros como Ficus, el material proce-
dente de laboratorio se utiliza como planta madre para abaratar el costo del
producto final (Capellades et al, 1991).

– Flor cortada

También destaca Holanda como el primer productor, la mayor parte de la
producción corresponde a gerbera. En otras especies, crisantemo y clavel, la
planta micropropagada se utiliza como planta madre que después se enraiza
mediante técnicas convencionales (Stimart, 1986).
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– Árboles frutales

El principal productor es Italia, la mayoría de las cuales corresponden al
híbrido melocotonero x almendro, GF-677 (Rosati y Paoli, 1992). Las varie-
dades autoenraizadas de melocotonero han mostrado un buen comportamien-
to en campo (Cobianchi et al, 1992).

En peral, las variedades autoenraizadas suelen mostrar un retraso de dos
años en la entrada en producción, en relación con el material obtenido mediante
técnicas convencionales, aunque después de 5 años la producción acumulada
es similar.

En Malus, no se encontraron diferencias en producción acumulada a los
6 años entre variedades autoenraizadas e injertadas, aunque el material mi-
cropropagado era más vigoroso; en Prunus cerasus, por el contrario, el material
micropropagado mostró un claro descenso en producción respecto a los
controles injertados (Rosati y Gagioli, 1989). En España la producción de
árboles frutales se sitúa alrededor de 2,5 millones correspondiendo también
la mayor parte al portainjerto GF-677.

– Pequeños frutos

En España se producen en la actualidad 500.000 plantas, fundamental-
mente de fresa. En las condiciones de cultivo de la zona de Huelva, el
material micropropagado del cv. Chandler ha mostrado un excelente com-
portamiento en campo (López-Aranda et al. 1994).

– Cultivos hortícolas

En cultivos hortícolas como la patata, la micropropagación se usa para el
establecimiento de stocks de plantas libres de virus y para la producción de
microtubérculos “in vitro”, lo que ha supuesto considerables incrementos de
producción (Seckinger, 1991). En otros casos la micropropagación se utiliza
en programas de mejora para mantenimiento de genótipos libres de patóge-
nos, multiplicación de nuevos cultivares híbridos o para clonar de forma
rápida cultivares élite (Doré, 1987).

Los problemas que pueden aparecer en el proceso son de índole econó-
mica, comerciales y técnicos. En cuanto a la economía la principal desven-
taja de la planta micropropagada respecto a la obtenida por técnicas conven-
cionales es su elevado precio, de aquí los esfuerzos en automatizar algunas
fases del proceso. En cuanto a la comercialización, en la actualidad existe un
exceso de producción en cultivos «clásicos» (Barnhill y Sluis, 1991), por lo
que es necesario diversificar la oferta. Esto es difícil ya que aunque hay
muchas plantas que se pueden multiplicar “in vitro”, la tecnología actual no
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permite su propagación a escala comercial. Los principales problemas técni-
cos que conlleva el uso de la técnica de micropropagación son: las excesivas
pérdidas durante la fase de aclimatación, las infecciones internas y la ines-
tabilidad genética (Pliego y Barceló, 1995).

1.4. Ventajas, limitaciones y viabilidad de la micropropagación

1.4.1. Ventajas

1) Permite obtener un elevado número de plantas en poco tiempo, a partir
de una planta madre, lo que facilita el lanzamiento de nuevas variedades.
Asimismo permite obtener una producción durante todo el año, al tener
controladas las condiciones ambientales; aunque es necesario ajustar el
trasplante a vivero desde el invernadero en la época adecuada.

2) Algunas variedades difíciles y lentas de multiplicar (por ejemplo, orquí-
deas) pueden ser propagadas con relativa facilidad por cultivo «in vitro».
También se mejora el enraizamiento de plantas difíciles de enraizar por
los métodos tradicionales.

3) Se puede utilizar todo el año, en contraste con las técnicas convenciona-
les de propagación.

4) Constituye una forma eficaz para el intercambio internacional de material
vegetal en adecuadas condiciones sanitarias, ya que a veces las coleccio-
nes vegetales al aire libre pueden ser vulnerables a factores bióticos y
abióticos, tales como agentes patógenos, estrés climático o contaminación
del aire. El intercambio a través de las fronteras es facilitado por la
miniaturización, y el control de las condiciones sanitarias.

5) Conservación de material vegetal de interés genético, creación de bancos
de germoplasma. Las técnicas de cultivo de tejidos para conservación
genética han sido propuestas como una alternativa a los métodos tradicio-
nales, por ejemplo; estudios llevados a cabo por Galzy (1965), demostra-
ron que los cultivos de vid (V. rupestris Scheele) podían ser almacenados
durante 290 días a 9 °C.

6) Posibilidad de controlar adecuadamente las condiciones en las que se
realiza el proceso.

7) Obtención de plantas de alta calidad, partiendo de planta madre bien
seleccionada. Asimismo, puede utilizarse para el lanzamiento rápido de
nuevas variedades.

8) Desarrollo de programas de genética y mejora de los cultivos, encamina-
dos a conseguir plantas resistentes a determinadas enfermedades o bien
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a condiciones ambientales extremas como salinidad, sequía, frío, calor,
etc. Actualmente, estos programas se están aplicando con cierto éxito en
la remolacha azucarera, tomate, clavel, patata y vid.

9) Obtención de metabolitos secundarios y productos naturales de utilidad
farmacológica o industrial, tales como: aromas, esencias, pigmentos, fár-
macos, etc., los cuales no se pueden sintetizar químicamente, o bien el
coste es muy elevado; además se aprecia una preferencia creciente de los
productos naturales sobre los sintéticos. En la actualidad, el cultivo de
células es de gran importancia en biotecnología; los investigadores luchan
por conseguir cultivar células vegetales como si fueran microorganismos
para obtener metabolitos secundarios de forma industrial.

1.4.2. Limitaciones

1) En algunos sistemas de propagación «in vitro», la estabilidad genética es
débil.

2) Las plantas producidas «in vitro», pueden mostrar características poco
convencionales «in vivo»: excesiva producción de ramas laterales y re-
gresión a la fase juvenil.

3) En el caso de las plantas leñosas, la inducción de raíces, es con frecuencia
difícil. En otras ocasiones, las raíces formadas «in vitro» pueden resultar
no funcionales y necesitan ser reemplazadas «in vivo» por nuevas raíces
adaptadas al suelo.

4) En algunas especies, la transferencia de las plantas desde el tubo de
ensayo al suelo es difícil de conseguir.

5) Se puede perder la capacidad de regeneración de los cultivos de callos o
de células en suspensión, mantenidos mediante subcultivos sucesivos.

6) En algunos casos, el aislamiento estéril es extremadamente difícil de
realizar debido a la aparición de contaminaciones de origen endógeno.
Algunas plantas sanas en apariencia, pueden tener contaminantes internos
(endógenos) como bacterias u hongos, que no se manifiestan hasta un
determinado momento del proceso de micropropagación.

7) El clonado «in vitro» exige una aportación de mano de obra importante,
coste de las instalaciones y sofisticación de las técnicas, lo que redunda en
precios relativamente altos para las plantas que se producen de este modo.

8) Oscurecimiento de los medios de cultivo. Determinados materiales vege-
tales «in vitro» exudan sustancias fenólicas, las cuales se polimerizan y
se oxidan en el medio y en la misma planta. Estos polifenoles oxidados,
son de alta toxicidad y pueden provocar la muerte del material vegetal.
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9) Vitrificación o alteración fisiológica que se presenta con relativa frecuen-
cia en la micropropagación «in vitro»; los tallos y las hojas presentan
hipertrofia y la lignificación de los vasos es deficiente. Este fenómeno
comporta la inviabilidad del material vegetal y puede ser el responsable
de unas pérdidas en la producción del 20 al 50% en la micropropagación
de leñosas.

1.4.3. Viabilidad comercial

Para Negueroles (1978) la viabilidad comercial de la micropropagación
estará en función de los siguientes factores:

1. Valor económico del material vegetal considerado.

2. Ritmo de proliferación de los brotes cultivados «in vitro».

3. Porcentajes de enraizamiento obtenidos por los métodos tradicionales de
propagación.

4. Volumen de producción esperado y capacidad de la empresa.

2. PROPAGACIÓN “IN VITRO” DE LA VID

El uso de los cultivos de tejidos, para la propagación clonal de algunas
especies con interés agrícola de plantas leñosas y herbáceas, es una práctica
bien establecida en la industria viverística comercial.

Se denominan técnicas de micropropagación a aquellas que bajo condicio-
nes de laboratorio, asépticas, nutritivas y de crecimiento, permiten la multi-
plicación de las especies vegetales. En otras palabras, la obtención de descen-
dencia de una planta madre a partir de cultivos en medios nutritivos sintéticos
de tejidos u órganos, los cuales mediante un proceso regenerativo-morfoge-
nético terminan constituyéndose en plantas completas, capaces de sobrevivir
en un ambiente externo (Silvestroni, 1981; Skenne y Barlass, 1980). Inicial-
mente se desarrolló sobre planta herbácea, siendo aplicada con posterioridad
a especies arbóreas (Barlass y Skene, 1980), principalmente frutales.

El buen resultado de la multiplicación «in vitro», depende de cuatro fac-
tores, que se deben controlar y afinar al máximo, a saber: estado óptimo de
la planta madre, desinfección del material de partida; asepsia en las instala-
ciones y finalmente establecimiento de un correcto equilibrio entre los dis-
tintos componentes del medio de cultivo. El tipo de fitoregulador empleado,
la concentración de este y las proporciones relativas entre estas condicionan
y dirigen la evolución del explanto (Royo et al, 1991).
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En algunas especies vegetales (manzano, melocotonero, cerezo, portain-
jertos, fresa, actinidia, orquídeas, etc.) la propagación vegetativa «in vitro»
(o micropropagación) ha producido resultados de enorme importancia para
la agricultura, horticultura y silvicultura, pues el ciclo de multiplicación es
muy corto (algunas semanas) y el número de plantas que se puede obtener
en un tiempo dado es casi ilimitado (Barlass y Skenne, 1978). Si nos refe-
rimos al material vitivinícola, hemos de señalar que se obtiene una óptima
respuesta en términos de calidad y cantidad (Silvestroni, 1981), siendo eco-
nómicamente rentable cuando la demanda para especies, o cultivares es lo
suficientemente grande como para justificar el costo de la producción (Gray
y Fisher, 1985).

La elección de las especies para micropropagar viene condicionada por
diversos factores, tales como: la dificultad para la propagación tradicional, la
atención de una elevada demanda de nuevos cultivares, la economía del
sistema, etc. (Damiano et al 1991). Aunque debemos tener en cuenta que el
genotipo es uno de los factores más importantes en la respuesta y en la
proliferación «in vitro», lo cual ha sido distintamente mostrado en algunas
especies de Vitis (Rajasekaran y Mullins, 1981; Chée y Pool, 1983).

El objetivo de la micropropagación no es sólo el de una multiplicación
masiva, sino también multiplicar cultivares libres de virus y nuevos clones,
así como portainjertos tales como Vitis berlandieri, poco utilizado por su
pobre capacidad de enraizamiento, con las técnicas tradicionales (Pastena,
1972, citado por Morini et al, 1985). Como ya comentábamos anteriormente,
el logro de buenos resultados depende de la tasa de multiplicación de los
brotes subcultivados, así como del porcentaje de enraizamiento.

Las características esenciales del método son (Marín, 1993):

1) Es una propagación vegetativa, es decir, sin participación de los órganos
reproductores de la planta. Se lleva a cabo por medio de la estimulación
de las yemas axilares preexistentes que darán lugar a nuevos brotes que,
una vez enraizados, formarán nuevas plantas.

2) Es una propagación masiva, ya que la formación de nuevas yemas puede
ser estimulada en gran número y en corto espacio de tiempo.

3) Es una propagación clonal, ya que la utilización de yemas axilares pre-
formadas asegura la producción de plantas conformes genéticamente al
tipo original.

4) Es una propagación «in vitro», porque tiene lugar en frascos de cultivo
(originalmente de vidrio, aunque actualmente también se emplea el plás-
tico) y con medios de cultivo definidos, en los que se controla la com-
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posición y la concentración de sus componentes. Tiene lugar fuera del
ambiente natural en cámaras de cultivo, donde se controlan las condicio-
nes ambientales (luz, temperatura y humedad relativa), manteniéndolas
a unos niveles óptimos para el crecimiento.

En vid, se han realizado diferentes experiencias (Ciccotti, 1982; Harris y
Stevenson, 1982; Chée et al, 1984; Heloir et al, 1997) con la intención de
desarrollar un protocolo para una rápida propagación de clones selecciona-
dos. Aproximadamente se han propagado “in vitro” unos 60 cultivares de
Vitis ( Jona y Webb, 1978; Goussard, 1981;Ciccotti, 1982; Chée y Pool,
1982,83, Chée et al, 1984; Harris y Stevenson, 1982; Barlass y Skenne,
1983; Rosu, 1983; Fanizza et al, 1984; Li y Eaton 1984). Aunque la gran
mayoría han sido cultivares derivados de V. vinifera, otros cultivares que se
han ensayado para la propagación «in vitro» incluyen: V. argentifolia, V.
cinerea, V. labrusca y V. riparia.

Sin embargo, todavía hay varias especies de vid, principalmente del gé-
nero Muscadinia (Gray y Benton, 1991), con las que no siempre se ha
obtenido éxito a causa de la dificultad existente en diversas fases de la
obtención de la planta, bien sea durante la proliferación de los explantos
(Galzy, 1971, 72,77; Bini, 1979), o porque no se dispone de un medio de
cultivo apropiado (Chée y Pool, 1982).

En definitiva, es fácilmente intuible que la técnica de la micropropaga-
ción puede resultar interesante para la vid, sobre todo cuando se exige dis-
poner rápidamente de material de multiplicación y, especialmente, cuando se
trata de material seleccionado y saneado. Ahora bien, para la realización
práctica de este objetivo se impone una experimentación, ya que el mayor
impedimento puede ser la formación de plantas con modificaciones genéti-
cas y/o somáticas. En este último caso, las divergencias morfológicas pueden
ser en algunos casos de corta duración, desapareciendo después de transferir
las plantas al invernadero (Mullins et al 1979; Barlass y Skenne, 1980); en
otros casos, las modificaciones son más estables permaneciendo durante una
o más estaciones (Morini et al, 1985).

2.1. Etapas del proceso

2.1.1. Selección y preparación de la planta madre (Fase-0)

Dos son las principales razones que justifican la existencia de esta etapa
o fase: fisiológicas y patológicas (Negueroles, 1978). El estado fisiológico
de la planta madre, y por tanto del explanto, dependerá del nivel nutricional,
intensidad lumínica, grado de desarrollo, tratamientos con fitorreguladores
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de crecimiento y otros productos químicos, fotoperíodo, poda, riego, época
del año, etc. Es evidente, que estos condicionantes pueden ser optimizados
en relación con el objetivo primordial: asegurar la viabilidad y el desarrollo
del explanto «in vitro». Por otro lado, el estado sanitario de la planta madre
será el factor básico en la obtención de un cultivo aséptico.

Debergh y Maenne (1981-1985) postularon que las plantas madres, antes
de ser utilizadas como fuente de explantos, han de mantenerse durante un
período más o menos largo de tiempo (de semanas a meses) en un inverna-
dero de preparación. En este invernadero será necesario establecer adecuadas
condiciones higiénicas, de nutrición, irradiación y fotoperíodo controlado; en
los casos en que sea necesario se realizarán podas y tratamientos con fito-
rreguladores o productos químicos que mejorarán el posterior comporta-
miento «in vitro». Todos estos tratamientos posibilitarán obtener explantos
con mejor y más homogénea respuesta en el establecimiento del cultivo. Este
es el motivo de que muchos investigadores (Debergh et al, 1986; Damiano,
1991) incluyan una etapa 0 de preparación de la planta madre, en las etapas
o fases fundamentales de la micropropagación.

2.1.2. Establecimiento de cultivos iniciales en condiciones asépticas (Fase-I)

Desinfección superficial del material vegetal

La obtención de un número considerable de explantos no contaminados
es indispensable para el establecimiento normal de cultivos «in vitro» de una
especie determinada (Surga, 1992). En principio existen 4 fuentes de infec-
ción: la planta madre (tanto en la superficie exterior como en su interior), el
medio nutritivo (insuficientemente esterilizado), el aire y el operador (traba-
jo poco preciso). De ellas la más importante es sin duda la planta misma, de
forma que el material vegetal deberá ser bien desinfectando antes de su
aislamiento y puesta «in vitro» (Pierik, 1990). La desinfección deberá ser
suave pero efectiva, ya que una desinfección drástica puede favorecer tanto
la aparición de vitrificación como la oxidación (Thomas y Ravindra, 1997),
causando la muerte del explanto y provocando el pardeamiento del medio de
cultivo (Damiano et al., 1991).

Otro factor a tener en cuenta es la elección del agente desinfectante, su
concentración y el tiempo de desinfección, de acuerdo con las circunstancias
particulares de cada caso. En algunas semillas pueden ser necesarios hasta 30
minutos de permanencia en hipoclorito sódico (NaClO) al 2%, para conseguir
una buena desinfección superficial de las mismas (Pierik, 1990). A veces, la
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superficie de las heridas producidas al trocear la planta puede ser cubiertas
con parafina para impedir la penetración del líquido desinfectante en el tallo
y/o el «sangrado» de este, como ocurre por ejemplo en Euforbiáceas.

En el caso de que existan infecciones internas (hongos o bacterias presen-
tes en vasos conductores o espacios intercelulares), estas constituyen un
problema importante, ya que no pueden ser eliminadas por desinfección
externa (Samson, 1996). Hemos de tener en cuenta, que las necesidades
nutritivas de los microorganismos son similares a las de las células de los
tejidos vegetales cultivados «in vitro», lo cual crea una fuerte competencia,
siendo las células de los tejidos vegetales normalmente menos eficientes en
el aprovechamiento de los nutrientes (Murashige, 1974). Es posible que
microorganismos no patógenos “in vivo” produzcan enfermedades “in vitro”
o que patógenos “in vivo”, permanezcan latentes “in vitro”; las especies
saprófitas pueden ver favorecido su desarrollo por la alta concentración de
nutrientes y azúcares que se utilizan en los medios de cultivo, así como
también por la elevada humedad en la que estos se desarrollan (Chueca et
al, 1997). Tanto las especies patógenas como las saprófitas pueden afectar de
forma más o menos importante a los cultivos, reduciendo su capacidad de
crecimiento y de morfogénesis, así como el enraizamiento y vigor de las
plantas. Esta presencia de microorganismos es una de las causas más impor-
tantes de pérdidas en los cultivos “in vitro” de plantas, siendo una gran carga
para las casas comerciales dedicadas a la propagación de material vegetal
(Chueca et al, 1997).

En principio, la forma de combatir este problema de contaminación sería
adicionando fungicidas y/o antibióticos (según la naturaleza de la infección)
al medio de cultivo; aunque no siempre se resuelve ya que su adición gene-
ralmente conduce a fenómenos fitotóxicos. Además como se necesitan unas
concentraciones muy altas, éstas inhiben también el crecimiento y desarrollo
de la planta, en la mayoría de los casos. La utilización de antibióticos puede
también conducir a la selección de microorganismos resistentes. Por todo
ello y siempre que sea posible se deben utilizar plantas que no presenten
problemas de infección (Pierik, 1990). Algunas plantas, parecen estar más
predispuestas que otras a albergar bacterias latentes en el interior de los
tejidos, por ejemplo los ápices caulinares de hortensia.

El tamaño del explanto está muy relacionado con el porcentaje de éxito
obtenido en la desinfección; pues se observa que a medida que disminuye el
tamaño del explanto existe una menor tasa de contaminación, sobre todo de
tipo endógeno (Surga y Guevara, 1992).
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Establecimiento de cultivos iniciales en condiciones asépticas

El inicio del cultivo es una fase muy delicada, ya que la porción de tejido
vegetal que sirve de inóculo (explanto) debe sobrevivir al aislamiento del
resto de la planta original, al proceso de desinfección y, tras su inoculación
en medios de cultivo apropiados, comenzar el crecimiento «in vitro». La
capacidad de regeneración viene determinada por la biología del cultivar
(Pérez 1990), las condiciones de incubación, el suministro de nutrientes y
reguladores; así como del estado de desarrollo y la fase vegetativa de la
planta (Botti et al, 1993), la cual a su vez está relacionada con la época del
año (Pandeliev, 1990).

El medio de cultivo debe proporcionar al explanto todo lo que este ne-
cesita para sobrevivir y desarrollarse (agua, sales minerales y compuestos
orgánicos, como azúcares y vitaminas), así como reguladores de crecimiento
que estimulen su desarrollo (Marín, 1993). De aquí la importancia en el
estudio y la selección de un medio de cultivo adecuado. De hecho Barlass
y Skenne (1980) demostraron que la proliferación de cultivos de vid era
dependiente de la nutrición, resultando el medio de cultivo MS, mejor que
cuando se utilizaba el mismo medio con las macrosales diluidas a la mitad
(MS/2).

Otro factor a tener en cuenta en esta fase de establecimiento, es la in-
fluencia de la época del año sobre la respuesta de los explantos (Yu y
Meredith, 1986). El ambiente de la planta madre, así como la época del año
en la cual se extrae el explanto, el régimen de luz bajo el que crece y el
«status» de agua y nutrientes son muy importantes (Thomas y Ravindra,
1997). Wei (1992) destacó que los factores estacionales afectan mucho a la
división celular «in vitro» y a la regeneración.

Krul y Mowbray (1984) señaló que algunos cultivares de vid son sensi-
bles al fotoperíodo, y muestran una reducción en su tasa de crecimiento
como respuesta a la disminución de la longitud del día; destacando también
la influencia de la temperatura sobre el crecimiento y desarrollo de las cé-
lulas. Dicho autor sugiere que el género Vitis contiene genes sensibles a la
temperatura, que regulan el crecimiento y desarrollo.

La condición fisiológica de la planta madre tiene una marcada influencia
sobre la respuesta obtenida «in vitro», probablemente como resultado de su
interacción con los nutrientes disponibles y niveles endógenos de regulado-
res de crecimiento (Vasil y Vasil, 1986). De ahí que los resultados sean muy
variables, cuando se comparan explantos cultivados en distintas estaciones
del año (Vasil y Vasil, 1986).
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El material vegetal es otro factor muy importante a tener en cuenta; así
cada especie, variedad o clon, se comporta de manera diferente (Botti et al,
1993). Otro factor a considerar es el efecto de la posición del explanto en la
planta (topofisis), teniendo una muy importante influencia sobre su posterior
crecimiento y desarrollo «in vitro» (Pierik, 1990). En general, la producción
de brotes se incrementa con la distancia al ápice (Novak y Juvova, 1980; Yu
y Meredith, 1986; Norton 1986), probablemente debido a la relación con el
alto contenido de fenoles existentes en las yemas terminales (Fanizza et al,
1984). El mayor grado de proliferación de los explantos basales podría atri-
buirse también a la eliminación física de la dominancia apical y al mayor
número de yemas preformadas (Sudarsono y Goldy, 1991). Díaz-Sala (1989)
sugiere que el factor determinante de la respuesta proporcional a la longitud
del tallo son las citoquininas; sin embargo, para otros investigadores se podría
explicar por un acúmulo basipétalo de auxinas en el tallo.

Botti et al (1993), trabajando con vid, observó que el potencial morfoge-
nético de la región axilar variaba de un explanto a otro, dentro de un mismo
cultivar. Algunos explantos tenían un destacable potencial morfogenético,
siendo capaces de desarrollar más de 20 brotes y grupos compactos de ye-
mas, en un intervalo de 3 meses. Igualmente son de destacar los resultados
obtenidos por Nicolau (1991), quien encontró que las yemas derivadas de la
posición media o basal de los brotes crecieron mejor «in vitro», que las
obtenidas de la posición apical. También Pandeliev et al (1990) observó el
mayor poder de regeneración en los sectores 5º a 8º yema, seguidos de la 8º
a 10º posición. Del mismo modo, Sudarsono y Goldy (1991) observaron que
las yemas basales mostraban mejor proliferación que los explantos origina-
dos de las yemas más distales. Sin embargo, estos resultados contrastan con
los obtenidos por Cholvadova (1989), quien obtuvo los peores resultados con
las yemas de 5º a 6º orden, ya que formaron más masa de callo y mostraran
menor capacidad para formar brotes que las yemas de 2º a 4º orden.

En otras especies se ha visto que las tasas de multiplicación son depen-
dientes del tamaño inicial del explanto (Murashige, 1977; Thomas y Ravin-
dra, 1997), esto puede reflejar un incremento en el número de sitios activos
para la iniciación de los brotes. Para Pierik (1990), el volumen del explanto
puede tener importantes consecuencias, como por ejemplo una mayor can-
tidad de reservas nutritivas y reguladores endógenos, un porcentaje inferior
de superficie cortada productora de etileno, etc.; todas ellas posiblemente
condicionantes de la respuesta en cultivo «in vitro». Al mismo tiempo las
heridas o lesiones, pueden romper barreras de tipo anatómico en los explan-
tos (por ejemplo una capa de fibras de esclerénquima), facilitando la forma-
ción de raíces adventicias (Pierik, 1990).
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La edad fisiológica del explanto tiene influencia en la dirección y exten-
sión de la organogénesis, ya que frecuentemente se observa una disminución
en el transporte de auxina en tejidos viejos. En árboles y arbustos son tam-
bién comunes los efectos perifísicos (la misma edad y posición, pero dife-
rente exposición, por ejemplo, al sol o a la sombra) y los efectos ciclofísicos
(la misma edad pero diferente posición. Welander (1988) destacó un mayor
crecimiento «in vitro» de yemas en reposo y de las más cercanas a la base
de plantas en crecimiento activo, lo cual podría ser atribuido a la acumula-
ción de almidón y carbohidratos solubles en estas yemas.

2.1.3. Mantenimiento y multiplicación de los cultivos (Fase-II)

Esta fase es de gran importancia, pues supone el mayor potencial para la
propagación clonal a gran escala de Vitis; sin embargo la producción de
rutina de un gran número de cultivares no ha sido todavía descrita (Lewan-
dowsky, 1991).

Las técnicas utilizadas «in vitro» para la propagación de varias especies
y cultivares de Vitis, se pueden clasificar en tres grandes grupos:

1) Cultivo de segmentos nodales.

2) Cultivo de masas proliferantes de brotes miniaturizados.

3) Embriogénesis somática

Cultivo de segmentos nodales

Fue Galzy (1961) quién por vez primera logró poner a punto esta técnica,
con el fin de estudiar la diferencia en el desarrollo y organogénesis entre vid
sana e infectada por el virus del Entrenudo Corto Infeccioso; así como para
profundizar en los requerimientos nutricionales de la vid. Consiste en sem-
brar fragmentos de tallo, que portan yemas funcionales sobre un medio de
cultivo estéril que contiene sacarosa, macroelementos, oligoelementos, vita-
minas y agar -para solidificar el substrato-, pero sin reguladores del creci-
miento. Se trata de un microestaquillado de segmentos uninodales en condi-
ciones asépticas. Si las condiciones de cultivo (temperatura, iluminación y
humedad) son óptimas, la yema dará lugar en dos meses a un tallo, del cual
podrán obtenerse de 6 a 10 explantos útiles para realizar un nuevo ciclo de
multiplicación, pudiendo llegar a una producción teórica anual de 104 a 105

plantas, según las variedades utilizadas. Este método presenta una alta esta-
bilidad genética, sin embargo, no va destinado a estimular la múltiple forma-
ción de brotes (Barlass y Skenne, 1980) a partir de las yemas axilares pre-
existentes.
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Cultivo de masas proliferantes de brotes miniaturizados

Es posible aumentar este rendimiento, adicionando reguladores de creci-
miento al medio de cultivo que estimulan la proliferación de brotes laterales
a partir de las yemas preexistentes en la axila de la hoja (Silvestroni, 1981;
Goussard, 1981; Harris y Stevenson, 1982; Novak y Juvova, 1982/83; Rosu
et al, 1983; Chée y Pool, 1985; Heloir et al, 1997). Este método, aplicado
a la vid más recientemente, utiliza la aptitud que tienen las citoquininas para
inhibir la dominancia apical y estimular el crecimiento y desarrollo de las
yemas axilares (Dunstan y Thorpe, 1986).

En algunas especies arbóreas se han obtenido tasas de multiplicación
(número de propágulos producidos a partir de un sólo explanto en cada
subcultivo) de 8 a 10, lo que permite obtener millones de plantas anualmente
(Boxus, 1974; Murashige, 1974). El ritmo de proliferación de los brotes
depende fundamentalmente de la especie estudiada, concentración de cito-
quinina y tiempo de permanencia en el cultivo. También se han dedicado
muchos esfuerzos e investigaciones para conocer el nivel óptimo de sales
minerales inorgánicas, vitaminas, reguladores de crecimiento y otros reque-
rimientos, para obtener la máxima proliferación de brotes (Monette, 1983).
Asimismo se ha demostrado que la concentración de agar en el medio de
cultivo influye en la tasa de proliferación «in vitro» de Malus spp. Otros
investigadores como Gribaudo et al, (1995), también han estudiado la in-
fluencia de la concentración de sacarosa en la proliferación de yemas axila-
res. En trabajos con diferentes cultivares de V. vinifera, Harris y Stevenson
(1982) comprobaron que la utilización de medio de cultivo líquido resulta en
un incremento del crecimiento y proliferación, al comparar con el medio
solidificado que limita la disponibilidad de citoquininas (Debergh et al, 1986).
La utilización de medio de cultivo líquido tiene, sin embargo, el inconve-
niente de presentar un mayor porcentaje de vitrificación.

La producción teórica puede sobrepasar las 106 plantas al año. En reali-
dad el rendimiento es sensiblemente menor por diversas razones, a saber:
vitrificación de plantas; nutrición mineral o hídrica defectuosa; acumulación
de polifenoles en el medio (Torregrosa y Bouquet, 1993); así como el con-
tinuo subcultivo de explantos de vid, que conlleva el envejecimiento de los
cultivos (Koruza y Jelaska, 1993) y la obtención de brotes de longitud redu-
cida, lo que ocasiona gran dificultad para la fragmentación (Silvestroni, 1981).
Krul y Mowbray (1984) destacan que el prolongado cultivo «in vitro» puede
originar un cambio fenotípico en las vides regeneradas; las citoquininas pueden
acelerar la formación de yemas juveniles debido al aumento en la producción
de brotes adventicios (Mullins et al, 1979). El estado juvenil puede ser
inducido por repetidos subcultivos de brotes (Mur, 1979).
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Con dosis relativamente altas de citoquininas y subcultivos intensivos y
sucesivos se dan las mayores probabilidades de variaciones y mutaciones, por
ello hay que manejar con cuidado el número total de individuos. En estas
condiciones es frecuente la obtención de plantas que no muestran conformidad
morfológica y/o fisiológica con la planta madre, retornando en ocasiones a
caracteres juveniles. Para algunos autores, si bien las citoquininas permiten el
desarrollo de las yemas axilares, al mismo tiempo frenan el crecimiento de los
brotes y, sobre todo, inhiben la formación de raíces, lo que obliga a realizar
posteriormente una etapa suplementaria de enraizamiento o rizogénesis.

Embriogénesis somática

Puede definirse como una embriogénesis asexual en la que células diploi-
des somáticas dan lugar a la formación de estructuras bipolares, con presen-
cia de un polo caulinar y otro radicular, comparables a los embriones cigó-
ticos salidos de la fusión de gametos haploides. Estos embriones somáticos
son llamados embrioides, para distinguirlos de los verdaderos embriones
sexuales. En este caso, la totipotencialidad de la célula vegetal se expresa
totalmente: una célula integrada en un tejido diferenciado debe ser capaz,
después de la desdiferenciación celular, de seguir un programa de desarrollo
comparable al seguido por el cigoto y dar lugar a una planta entera. En la
naturaleza, este proceso ocurre en algunas familias, especialmente en las
Rutáceas y en muchas especies de Citrus (Sefc et al, 1997).

En la vid, la embriogénesis somática puede obtenerse a partir de explantos
de naturaleza y de origen diverso, por ejemplo: limbos foliares (Hirabayashi,
1985; Stamp y Meredith, 1988; Torregrosa y Bouquet, 1995), fragmentos de
inflorescencias (Krul y Worley, 1977), óvulos (Mullins y Srinivasan, 1976),
anteras (Rajasekaran y Mullins, 1979; Bouquet et al, 1982; Faure et al, 1996;
Popescu, 1996; Torregrosa al, 1998) y embriones cigóticos (Stamp y Mere-
dith, 1988). Los tejidos florales o los reproductores (óvulos, anteras) son los
más favorables para la inducción de una embriogénesis somática.

La embriogénesis somática puede suponer un importante rendimiento
potencial, pero en la actualidad sólo puede ser utilizada para unas pocas
especies o variedades (Mozsar y Súle, 1994), siendo muy importante el
efecto del genotipo (Mozsár y Viczian, 1996). En la mayoría de los casos la
frecuencia de regeneración de plantas a partir de los embriones es general-
mente baja (Mozsár y Viczián, 1996), pero puede ser mejorada, optimizando
las técnicas de cultivo. De hecho se han desarrollado varios protocolos para
incrementar la tasa de regeneración, tales como: enfriamiento de los embrio-



93

nes a 4 °C (Rajasekaran y Mullins, 1979; Martinelli et al, 1993), subcultivo
de los embriones en medio fresco (Coutos-Thevenot et al, 1992), elimina-
ción de los cotiledones de los embriones (Mauro et al, 1986), aplicación de
reguladores de crecimiento (Gray y Klein, 1989) y germinación en medio
líquido (Mozsár y Süle, 1994).

Los embrioides se obtienen normalmente en suspensiones celulares o
bien a partir de cultivos de callos (Quesada et al, 1997). En cualquier caso,
el proceso embriogénico implica una etapa más o menos larga, en el curso
de la cual las células indiferenciadas y en proliferación activa ven modifica-
das sus interacciones, experimentando una reorientación de su programa
celular. Los medios de inducción a menudo llevan altas dosis de auxinas
exógenas, generalmente 2,4-D (ácido 2,4-dichlorofenoxiacético). Una vez
inducido el embrioide será necesario transferirlo a un medio de maduración
exento de auxina (Sala et al, 1997). Los embrioides, de hecho, son como
semillas artificiales y cada una de ellas puede originar una planta entera
(Martínez y Cañameras, 1989; Micheli et al, 1998). En estas condiciones,
parece ser, que pueden producirse y expresarse modificaciones genéticas y/
o epigenéticas, de modo que existe el riesgo de que algunas de las plantas
obtenidas no sean conformes al tipo de partida. Pero no por ello deja de ser
una herramienta importante en la micropropagación.

En vid cabe destacar los trabajos de Harst (1995), quien indujo la forma-
ción de embriones en el 80% de los cultivos originados a partir de discos de
hojas, con una capacidad de regeneración permanente durante al menos 2
años. Publicaciones recientes han demostrado la posibilidad de que ciertos
cultivares de vid (Vitis spp), manifiesten aptitud para la regeneración de
plantas por organogénesis (Stamp et al 1990) o embriogénesis somática
(Martinelli, 1993; Robacker, 1993), a partir de diferentes tipos de tejidos
(tallos, peciolos, zarcillos, inflorescencias y bayas). Otros autores que tam-
bién han utilizado la embriogénesis somática en vid han sido: Hawker et al,
1973; Krul y Worley, 1977; Torregrosa y Bouquet, 1995; Yahyaovi et al.,
1998; Passos et al., 1999.

También son de destacar los trabajos de Goussard et al (1991), quién
eliminó el virus del Enrollado mediante la embriogénesis somática, realiza-
da a partir de tejido de ovario y antera; para poder eliminar el virus del
Entrenudo Corto Infeccioso necesitó someter el cultivo a termoterapia.
Martinelli y Mandolino (1995) y Scorza et al (1995) cultivaron embriones
somáticos con Agrobacterium como vector de transferencia de genes, lo-
grando de este modo plantas transgénicas vía embriogénesis.
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2.1.4. Enraizamiento y elongación de los brotes (Fase III)

La fase de enraizamiento «in vitro», parece limitante para la micropropa-
gación de algunas especies leñosas. En la mayoría de los casos se desconoce
todavía la causa de los bajos porcentajes de enraizamiento. El complejo
metabolismo de la auxina, la existencia de una fase sensitiva y otra inhibi-
dora y la interacción con el estado fisiológico del explanto pueden tener un
papel importante (Marín, 1993).

A pesar de esta dificultad, son cada vez más numerosas las especies
leñosas en las que se logran importantes niveles de respuesta en esta etapa
imprescindible para completar el proceso de propagación «in vitro». En
coníferas, son más de 20 especies en las que se ha logrado aumentar el
porcentaje de enraizamiento (Ferro, 1989). En vid, la rizogénesis es relati-
vamente fácil de inducir en cultivos de tejidos “in vitro” (Gribaudo 1985;
Ferro, 1989). De hecho ya en el primer cultivo de fragmentos de brotes
jóvenes de vid, efectuado por Morel (1944, 1948), se diferenciaron raíces.
En algunos cultivares, no obstante, el enraizamiento puede ser un problema;
así Gifford y Hewitt (1961) enraizaron sólo el 2% de los brotes, y Galzy
(1972) enraizó el 40% de los brotes, pero sólo tuvo éxito en producir plantas
normales en el 21% de los casos. La formación de raíces en vid, parece estar
muy ligada al genotipo, tal como indicaron (Jona y Webb, 1978; Chée y
Pool, 1983; Martínez y Tizio, 1990; Damiano, 1991; Roubelakis, 1991).
Dichos investigadores señalaron que la producción de raíces, calidad y vigor
del brote están generalmente relacionados con el genotipo.

A veces, existe gran discrepancia entre los porcentajes de enraizamiento
obtenidos por los distintos investigadores, lo que puede ser debido además
de a la diversidad genética, a que la dosis óptima del regulador utilizado
parece depender de la fase de crecimiento, pero seguramente también de
otros factores desconocidos relacionados con el estado fisiológico (Puente y
Marín, 1994).

A continuación citaremos algunos factores con influencia sobre el enrai-
zamiento. Puente y Marín (1994) clasifican los factores que influyen en el
enraizamiento “in vitro” en:

1) Factores genéticos; normalmente las especies que enraízan más fácilmen-
te en campo, también lo hacen “in vitro”.

2) Factores fisiológicos, como pueden ser: el estado fisiológico del brote, la
procedencia de las plantas jóvenes o adultas, el número de subcultivos,
etiolación, vitrificación, época del año, longitud del brote, número de
hojas, etc.
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3) Factores del medio de cultivo: concentración de sales minerales, fuente
de carbono, suplementos orgánicos, poliaminas, floroglucinol, coumarín,
vitaminas, agente solidificante, pH, reguladores de crecimiento, tempera-
tura de incubación de los cultivos, iluminación, humedad, etc.

 Seguidamente, comentaremos con más detalle algunos de dichos facto-
res, dedicando especial atención a la influencia de los reguladores de creci-
miento.

Composición y estado físico del medio de cultivo

a) Reguladores de crecimiento

La supresión de las citoquininas produce un bloqueo en la fase de pro-
liferación (Silvestroni, 1981) e induce la formación de raíces en la base del
explanto (Jona y Webb, 1978), que junto con la inclusión de auxinas (sólo
si es necesario), constituyen la operación fundamental de esta etapa (Negue-
roles, 1978). Aunque se considera que las citoquininas inhiben el enraiza-
miento, dichos efectos inhibidores desaparecen y el desarrollo de los primor-
dios radiculares parece depender de ellas [Eriksen (1974); citado por Németh
(1986)]. En la bibliografía se describen interferencias del regulador de cre-
cimiento y dosis utilizada en la fase de multiplicación, sobre la posterior fase
de enraizamiento; en ocasiones la citoquinina residual es suficiente para
suprimir la formación de raíces (Díaz Sala, 1989; Royo et al, 1991; Blazina
y Koruza, 1991; Kanakis y Demetriou, 1993; Encina, 1993). De hecho Harris
y Stevenson (1979) encontraron que dosis de citoquininas mayores de 20mM
provocaban una reducción de la longitud de los brotes de vid y subsiguiente
dificultad en el enraizamiento de los mismos. Sin embargo, Neves, (1995)
estudió los efectos de niveles de reguladores de crecimiento diferentes en el
medio de multiplicación sobre el enraizamiento «in vitro» e “in vivo” de
brotes de vid y observó que no existían diferencias significativas entre ellos.

En algunos casos, la rizogénesis es inducida añadiendo una o más auxinas
al medio de cultivo. El tipo de auxina utilizable para conseguir un óptimo
enraizamiento depende del genotipo; así por ejemplo, los porcentajes de
enraizamiento de algunos cultivares de V. vinifera (Grenan, 1979) fueron
aceptables con 0,1mM de AIA o AIB (ácido indolbutírico) y menos acepta-
bles con ANA (ácido naftalenacético). En contraste, explantos de V. rupes-
tris mostraron mayor porcentaje de enraizamiento con ANA a 0,1mM (Gal-
zy, 1972; Grenan, 1979; Chée y Pool, 1983, 1987); concentraciones de auxi-
na mayores de 0,1mM causaron formación de callo basal y reducido creci-
miento del brote (Galzy, 1972). Según Barlass y Skene, (1980), sólo los
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cultivares Cabernet sauvignon y Cabernet franc enraizaron en ausencia de
auxina, mientras que otros cultivares como, Sultana, Muscat y Doradillo
requieren la presencia de auxinas para desarrollar raíces.

Grenan (1979) ensayó el efecto de diversas auxinas, concluyendo que la
más idónea, por rapidez y eficacia, es el AIA a la dosis de 10mM. El AIA,
es también utilizada por otros investigadores (Jako y Nitsch, 1980; Cong-Linh,
1987; Blazina y Koruza, 1991; Thies et al, 1992; Koruza y Jelaska, 1993).

Otros autores prefieren el empleo de AIB (Novak y Juvova, 1982/83; Li
y Eaton, 1984; Morini et al, 1985; Lee et al, 1989). Casal (1990) obtuvo una
elevada respuesta de enraizamiento mediante pretratamiento por inmersión,
de brotes apicales de los cultivares Marecharal, Foch y Cascade, en una
solución con alta concentración de AIB; sin embargo, cuando los brotes
fueron cultivados sin pretratamiento alguno, el desarrollo de las raíces fue
insatisfactorio y la mayoría de los brotes presentó una sola raíz.

También el ANA ha sido utilizado para inducir rizogénesis (Bini, 1979;
Cossio, 1981; Chée y Pool, 1982; Ferro, 1989; Martínez y Cañameras, 1989;
Gray y Benton, 1991). Algunos autores han obtenido peores resultados fren-
te a las otras auxinas, frecuentemente por la aparición de abundante callo
(Martínez-Pullido, 1990; Puente y Marín, 1994), mientras que otros lo han
encontrado favorable (Ferro, 1989).

El 2,4-D prácticamente no se utiliza para conseguir el enraizamiento.
Novak y Juvova (1982/83) mencionaron que la adición de 2,4-D no resultó
útil para la inducción de rizogénesis, pero Rajasekaran y Mullins (1981) lo
utilizaron para enraizar segmentos nodales de vid.

Algunos autores combinan 2 auxinas para tener así un efecto aditivo, así
por ejemplo, Novak y Juvova (1982/83) y Lewandowski (1991) realizaron
combinaciones de ANA + AIB.

Es conocido que las auxinas inducen la formación de raíces, pero también
inhiben su posterior crecimiento (Maene y Debergh, 1983; Gribaudo et al
1985) y pueden provocar la formación de callo. La elongación de las raíces
ocurre más rápidamente en un medio libre de auxinas (Galzy, 1972; Grenan,
1979); por ello, algunos autores inducen la rizogénesis en un medio de
cultivo adicionado con auxina para, posteriormente, transferir los brotes a un
medio sin regulador y permitir así un crecimiento radicular más completo
(Jona y Valania, 1980; Jona et al, 1984; Ferro, 1989). Galzy (1972) señaló
que la velocidad de crecimiento del tallo, disminuye regularmente cuando se
prolonga el cultivo en presencia de ANA, por lo que aconseja que una vez
inducido el enraizamiento se transfiera a un medio de cultivo sin ANA,
durante 20 días.
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b) Sales minerales

La reducción de la concentración de sales minerales utilizadas en el medio
de cultivo es un factor favorable para facilitar el enraizamiento “in vitro”
(Chée y Pool, 1988). La necesidad de macro y microelementos, depende en
gran medida de la cantidad de “reservas alimenticias” disponibles en el
explanto. Las plantas leñosas y especialmente las gimnospermas prefieren
una concentración salina baja para la formación de raíces adventicias. Por
este motivo, la mayoría de los investigadores que trabajan con vid, disminu-
yen la concentración de sales (normalmente sólo las macrosales), empleadas
en la fase de proliferación al 25% o 50% (Goussard, 1981; Skene y Barlass,
1981; Harris y Stevenson, 1982; Novak y Juvova, 1982/83; Li y Eaton,
1984; Yamakawa et al, 1986). Para algunos autores los cambios en la con-
centración de sales, no tuvieron efecto sobre el porcentaje de enraizamiento,
pero sí sobre el número de raíces que fue mayor cuando las sales se redu-
jeron al 50% (Harris y Stevenson, 1979; Skene y Barlass, 1981; Li y Eaton,
1984). Una dilución demasiado drástica de las sales, puede dar lugar a un
temprano desarrollo de síntomas cloróticos, con áreas amarillas en las hojas
y brotes de color pálido y sin vigor (Roubelakis y Zivanovitc, 1991) que
muestran una reducida capacidad de enraizamiento (Puente y Marín, 1994).

Para otros investigadores, el efecto favorable de la dilución de sales ra-
dica no en la iniciación de raíces, sino en su posterior crecimiento (Skene y
Barlass, 1981; Novak y Juvova, 1982/83; Goussard, 1991). Sin embargo, el
genotipo del cultivar también parece jugar un papel importante; de hecho,
Choi (1992), trabajando con el cultivar S9110, no encontró ningún efecto
positivo en el enraizamiento al diluir 1/10 las sales del medio de cultivo,
mientras que en iguales condiciones la inducción de raíces fue excelente con
el cultivar Kyoho. Martínez (1990) ensayó distintos medios para inducir el
enraizamiento, resultando ser el medio MS/2 el mejor adaptado a todos los
genotipos ensayados, en lo concerniente al porcentaje de plantas obtenidas.
Especial mención merece los trabajos llevados a cabo por Galzy (1969a,b),
quién profundizó su investigación sobre los factores físicos (temperatura) y
químicos (potasio e ión amonio) que favorecen la rizogénesis referida al
porcentaje de enraizamiento, velocidad de crecimiento del brote y velocidad
de emisión de las raíces.

c) Compuestos orgánicos

Corte (1980) mencionó que la rizogénesis es favorecida por la presencia
de vitamina D; sin embargo, Novak y Juvova (1982/83) no encontraron
influencia favorable de dicha vitamina en el enraizamiento de distintos cul-
tivares de vid.



98

La utilización de ácido cítrico en el medio de cultivo no favoreció el
enraizamiento, al contrario resultó ser perjudicial (Roubelakis y Zivanovitc,
1991).

Novak y Juvova (1982/83) probaron el efecto del ácido ferúlico sobre el
enraizamiento de brotes de vid, concluyendo que tenía un efecto inhibitorio
en la formación de raíces.

Para Ferro (1989) la sacarosa favorece la rizogénesis. La sacarosa y la luz
son factores muy importantes por su influencia en los niveles endógenos de
hidratos de carbono, los cuales tienen una intervención directa en la inicia-
ción del proceso de enraizamiento «in vitro». Chée y Pool (1983) redujeron
la concentración de sacarosa en el medio de cultivo del 3 al 1% para lograr
el enraizamiento de brotes de vid; dicha reducción redundó en un incremento
del porcentaje de enraizamiento, así como del vigor y calidad de los brotes.
Sin embargo, para Choi et al (1992) un suplemento de sacarosa resultó en
un incremento del número de raíces principales. Harris y Stevenson (1979)
estudiaron el efecto de diferentes concentraciones de sacarosa, sobre la rizo-
génesis de V. vinifera y encontraron que 20 g/L resultó ser la mejor entre las
dosis por ellos ensayadas. Para Puente y Marín (1994) el efecto beneficioso
de la disminución de la concentración de sacarosa del medio quizá sea de-
bido a la disminución de la presión osmótica del medio.

La utilización en el enraizamiento de cofactores, como el floroglucinol,
ha dado buenos resultados en algunas especies (Damiano et al, 1991). En
ciertos casos la presencia de floroglucinol reduce el tiempo de iniciación de
las raíces, mientras que en algunos frutales aumenta el porcentaje de enrai-
zamiento (Wang, 1991). El floroglucinol muestra, no obstante, un compor-
tamiento variable, lo cual puede ser debido a la interacción con el estado
fisiológico de los explantos (Zimmerman, 1983).

Los fenoles muestran un efecto sinérgico con las auxinas que podría ser
debido a la inhibición de la enzima AIA-oxidasa y al incremento consecuen-
te del nivel endógeno de AIA (Damiano et al, 1991). La presencia de couma-
rín (monofenol) también parece aumentar el porcentaje de enraizamiento en
cultivares de manzano (Karhu, 1993).

También la utilización de otros suplementos orgánicos, como poliami-
nas, resulta especialmente beneficiosa en el enraizamiento del olivo (Rugini
et al, 1988).

d) Estado físico del medio de cultivo

En experiencias con medios de cultivo líquidos, utilizando la técnica de
puentes de papel de filtro, Harris y Stevenson (1979) consiguieron un au-
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mento del porcentaje de enraizamiento del híbrido Baco. Posteriormente
dicha metodología la aplicaron a veintiún genotipos, entre variedades de V.
vinifera L. e híbridos. El enraizamiento sobre medio líquido supone un mejor
suministro de oxígeno (Pierik, 1990). Puente y Marín (1994), al contrario
que Harris y Stevenson (1979), afirmaron que el uso de medio líquido, no
parece afectar consistentemente al porcentaje de enraizamiento. Además se
ha encontrado que disminuye la absorción de auxinas y las plantas resultan-
tes son más difíciles de aclimatar.

Para Conner y Thomas (1981) el enraizamiento disminuye al incrementar
la concentración de agar; en su caso la dosis óptima fue de 6 g/L, mayores
concentraciones reducían la humedad relativa y la mayoría de las raíces fue
dañada en el trasplante. Algunos investigadores para lograr el enraizamiento
utilizan el sistema de cultivo en doble fase (Debergh et al, 1986), a pesar de
que incrementa el porcentaje de vitrificación. El cambio o transferencia del
cultivo a un medio nutritivo nuevo permite un mejor enraizamiento de los
brotes, ya que de esta manera se eliminan las posibles sustancias inhibidoras
emitidas al medio (Favre, 1973).

Condiciones de incubación

a) Temperatura

Alleweldt (1962) constató que la rizogénesis tiene un óptimo de tempe-
ratura en torno a 25 °C, a diferencia de la callogénesis que se ve favorecida
por una temperatura más alta. La temperatura influye sobre el porcentaje de
enraizamiento y número de raíces emitidas por brote. Harris y Stevenson
(1982) encontraron que con una temperatura de 30 °C, 5 de cada 6 brotes
presentaban raíces a los 7 días de cultivo, siendo estas visibles a partir de los
5 días; a 40 °C no se produjo enraizamiento, mientras que a 20 °C sólo
enraizaron 4 de cada 6 brotes.

Favre (1979) realizó un amplio estudio sobre la influencia de la tempe-
ratura en la rizogénesis. Para ello ensayó el efecto de 3 temperaturas dife-
rentes (22, 32, y 39 °C) observando los siguientes resultados: a 32 °C, los
brotes enraizaron muy rápidamente, de modo que más del 95% habían en-
raizado ya a los 13 días; a 22 °C, el enraizamiento fue más lento y una
eficacia del 90%; por último, a 39 °C, el enraizamiento además de lento fue
infructuoso ya que sólo enraizó 1/4 de los brotes, la base de muchos de ellos
comenzó a dilatarse, debido a un funcionamiento periclinal anormal que
ocasionó abundante tejido secundario.

Galzy (1969a) realizó un estudio de temperaturas, entre 8 y 39 °C, con
Vitis rupestris, resultando que las temperaturas extremas de 39 °C, provoca-
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ban una disminución de la rizogénesis. La emisión de nuevas raíces tenía
lugar a velocidad máxima cuando la temperatura era de 33 °C; en contraste,
para el crecimiento del tallo y las raíces la temperatura óptima parece ser un
poco más baja, 30 °C. Sin embargo, algunas plantas leñosas precisan frío
para la formación de raíces (Pierik, 1990).

b) Iluminación

En la fase de enraizamiento, se han obtenido mejores resultados con
luminosidad baja y con luz de color rojo (Negueroles, 1978). La acción
fotomorfogénica de la luz (Cabaleiro y Economon, 1991) estaría relacionada
con la actividad peroxidasa, el nivel endógeno de auxina y el contenido
fenólico (Nemeth, 1986).

Las especies leñosas, parecen tener diferentes requerimientos de luz que
las especies herbáceas; bajas intensidades de luz, fueron favorables para el
enraizamiento de varias especies leñosas (Cabaleiro, 1991). En algunos ca-
sos es beneficioso un período de oscuridad. Jona y Barboglio (1981) repor-
taron una discreta rizogénesis en cultivos de vid, mantenidos en oscuridad,
durante 3 semanas. Sin embargo, Chée (1982), al mantener los brotes en
oscuridad, observaron que permanecían verdes hasta los 15 días, transcurrido
este tiempo no crecieron ni desarrollaron raíces y después se tornaron ma-
rrones. Posteriormente, Chée y Pool (1986), al estudiar la influencia de la
calidad de la luz, encontraron que, a altas concentraciones de SO

4
Mn, no

existían diferencias en el número de raíces por brote entre la luz roja y la
azul; por el contrario, a bajas concentraciones de SO

4
Mn, con luz azul se

produjeron más raíces. Chée y Pool (1989) obtuvieron un mayor porcentaje
de brotes enraizados en días largos y con luz roja, que con luz blanca ó azul.
El número de raíces producidas por brote y la longitud total, fueron también
mayor con luz roja.

Material vegetal

Se han descrito importantes diferencias en la aptitud frente al enraiza-
miento (Vieitez et al, 1983) entre material vegetal juvenil y adulto, mostrán-
dose más apto el juvenil. Douglas (1984), trabajando con brotes de Rhodo-
dendron, encontró que la facilidad para el enraizamiento de estos brotes
podría estar relacionada con su fisiología juvenil y su capacidad para absor-
ber nutrientes y auxina, durante el pretratamiento. A veces las diferencias en
la capacidad regenerativa se pueden explicar por la presencia de alguna
barrera de tipo anatómico; en estos casos las lesiones o heridas pueden jugar
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un papel importante en el enraizamiento, como ocurre en algunos patrones
de manzano.

También se pueden establecer diferencias entre especies vegetales y cul-
tivares. Más aún, se ha demostrado que en algunas especies vegetales, por
ejemplo Actinidia chinensis, las plantas femeninas tienen una mayor capaci-
dad regenerativa, que las plantas masculinas.

Otro factor a tener en cuenta es la condición de brote producido «in
vitro». Debergh (1988) destacó que el uso de la citoquinina BA, durante la
etapa de multiplicación, produce dificultades en la inducción de raíces, pero
probablemente esta disminución del porcentaje de enraizamiento no sólo es
debida a la dosis de fitoregulador presente en el medio de cultivo, sino
también al número de subcultivos realizados. Es conocido que este número
interfiere en el nivel de fitorreguladores endógenos de las plantas, interfirien-
do la fisiología de las mismas. De hecho la formación de raíces adventicias
disminuyó en las especies de la familia Rosáceas, al realizar subcultivos
sucesivos. En contraste, en cultivos de manzano cv. Jonathan se ha demos-
trado que, con un número creciente de repicados, el porcentaje de enraiza-
miento aumenta. Esto puede ser explicado quizá por el proceso de rejuvene-
cimiento que tiene lugar, principalmente en plantas leñosas, al realizar repi-
cados sucesivos.

La longitud del brote puede tener influencia sobre su capacidad rizogé-
nica. Novak y Juvova (1982/83) enunciaron que brotes de vid con longitud
comprendida entre 2 y 2,5 cm y 3 a 5 hojas, fueron los más aptos para el
enraizamiento; la eliminación de las hojas tuvo un efecto negativo en el
enraizamiento de los brotes. Lee y Wetzstein(1990), por el contrario, no
encontró influencia de la longitud del brote en el enraizamiento en vid.
Németh (1986), enraizando brotes de manzano, observó que el tamaño de los
brotes y el número de hojas, no tuvieron influencia sobre el enraizamiento.
Morini et al (1985), trabajando en vid, señalaron que cuando los brotes
presentaban vitrificación, los porcentajes de enraizamiento disminuyeron.
Marín (1993) y Puente y Marín (1994) afirmaron que el estado fisiológico
del brote es muy importante en la respuesta al enraizamiento.

Destacar la contribución que para algunos investigadores tiene la lámina
de la hoja a la hora de realizar el enraizamiento. Thomas (1998) describió
los efectos significativos de la presencia de la lámina de la hoja a la hora de
lograr un temprano y mayor porcentaje de enraizamiento, número de raíces
y vigor de estas. Estos factores nos permitirían explicar las fluctuaciones que
existen en los porcentajes de enraizamiento y que no constituyen diferencias
significativas.
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El hecho de que la vid no continúe proliferando brotes en medio de
enraizamiento, es importante y positivo para algunos cultivares de Vitis, que
se utilizan como portainjertos (Conner y Thomas, 1981).

2.1.5. Aclimatación en condiciones “extra vitrum” (Fase IV)

Hemos visto que las vides pueden ser propagadas «in vitro» a partir de
ápices y yemas axilares. Las plantas micropropagadas son susceptibles de
sufrir una rápida desecación después de su transferencia a suelo, por lo que
requieren una fase ó etapa de aclimatación «extra vitrum» (Harris y Steven-
son, 1982). La transpiración después del trasplante es frecuentemente exce-
siva, lo cual da lugar a severos déficits de agua en la planta que son una de
las principales causas de mortalidad. Como resultado de la aclimatación
tiene lugar una reducción en la conductancia estomatal de la hoja que, junto
con otros factores condiciona el grado de apertura estomatal, contribuyendo
a reducir la transpiración. El objetivo principal de la aclimatación es conse-
guir una elevada supervivencia al trasplante, la adquisición de resistencia a
las condiciones ambientales naturales y la recuperación de todas las activi-
dades fisiológicas (During y Stoll, 1996).

La aclimatación supone transferir las plantas enraizadas “in vitro” desde
un ambiente aséptico a maceta o suelo para su adaptación a las condiciones
ambientales «in vivo». Las plantas han de superar con éxito dicha fase, ase-
gurando así su supervivencia y posterior crecimiento y, consecuentemente, la
viabilidad económica del cultivo (Gribaudo y Fronda, 1993). Sin embargo,
constituye una de las etapas menos estudiadas de las técnicas de micropropa-
gación, ya que algunos investigadores no la consideran al desarrollarse «fue-
ra» del laboratorio. La mayor limitación para la aplicación comercial del
cultivo de tejidos en la producción de plantas frutales son los cuidados que
deben hacerse en las plantas micropropagadas al trasplantarlas a condiciones
ambientales naturales (Villegas, 1990). De hecho esta fase, es todavía un paso
problemático en la micropropagación a gran escala de algunos cultivos (Gri-
baudo et al, 1995; Kitto, 1997). También otros investigadores (De Fossard,
1976; Murashige, 1977; Anderson, 1980) afirman que esta fase todavía pre-
senta problemas, que pueden implicar grandes pérdidas (marchitamiento,
desecación, podredumbre de raíces) y en definitiva una disminución de la
supervivencia. Como consecuencia de esta baja supervivencia se origina
pérdidas económicas elevadas y el consiguiente encarecimiento del material
aclimatado (Martínez y Cañameras, 1989). El éxito del cultivo de tejidos
vegetales, como un mecanismo comercial de propagación de plantas, depende
de la capacidad de transferir plantas «extra vitrum» a gran escala, bajo coste
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y con una alta tasa de supervivencia (Conner y Thomas, 1981).

Las condiciones particulares en las que se desarrollan las plantas, durante
el período de cultivo sobre medios artificiales «in vitro», a saber: en asepsia,
con una humedad relativa del 90-100%, iluminación poco intensa, intercambio
gaseoso limitado, temperatura y fotoperíodo estrictamente controlado, etc.,
inducen importantes alteraciones morfológicas y fisiológicas (De Fossard, 1976;
Conner y Thomas 1981; Aguirreola, 1995; Debergh, 1995), responsables de su
baja supervivencia al ser transferidas al ambiente natural. Así,

1) La elevada humedad relativa de cultivo provoca un desarrollo cuticular
ausente o incompleto en la superficie de las hojas (Iacono y Martinelli,
1998) y una lenta respuesta estomatal (Lewandowski, 1991), lo que ori-
gina un escaso control del intercambio hídrico. Las plantas propagadas
«in vitro» pueden presentar una anatomía de las hojas muy modificada,
así como también mostrar alteraciones estructurales en la raíz, una pobre
conexión vascular entre brotes y raíces o un funcionamiento inadecuado
«in vivo» de estas últimas (no tienen o tienen pocos pelos radicales), lo
que reduciría la capacidad de la planta para tomar agua. Estas modifica-
ciones de las hojas y raíces sugieren que durante el período de aclimata-
ción tendrán que ocurrir una serie de cambios que permitan el equilibrio
entre el crecimiento del tallo y de la raíz.

2) Las condiciones de iluminación y nutricionales, con un medio de cultivo
provisto de todos los elementos necesarios para el desarrollo de las plan-
tas, propician un escaso desarrollo del sistema fotosintético (Gribaudo,
1993) y una nutrición fundamentalmente heterótrofa. Las hojas de una
planta producida «in vitro» son frecuentemente finas, blandas y fotosin-
téticamente poco activas, ya que tienen las células en empalizada más
pequeñas y en menor cantidad.

3) El ambiente aséptico elimina, por otra parte, la natural competencia-lucha
con otros agentes biológicos, fitopatógenos o no, y con ello las posibles
respuestas adaptativas.

La transferencia de las plantas a condiciones naturales supone, por tanto,
su ubicación en un lugar menos favorable (Zuccherelli, 1979; Zinnerman,
1988) y el paso de una nutrición heterótrofa a otra autótrofa.

Para Cazet et al (1993) y Bourrain y Ctifl (1995) los principales factores
que inciden en el éxito de la aclimatación son:

1. El ambiente ó clima del invernadero (temperatura, H.R., iluminación,
aireación, etc.). Durante las primeras 72 horas de aclimatación se debe
controlar estrictamente la humedad ambiental y la temperatura.
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2. El tipo de contenedor y substrato más adecuado, el grado de humedad de
este, su pH, nivel de fertilización, porosidad, textura y grado de desin-
fección.

3. La calidad del material vegetal producido «in vitro» que está estrecha-
mente relacionada con el protocolo de manipulación y medios de cultivo
utilizados durante la micropropagación. Las plantas obtenidas deben estar
bien desarrolladas y tener un buen sistema radicular.

2.1.5.1. Acondicionamiento previo

Consiste en llevar a cabo diferentes técnicas para reducir el estrés de la
planta durante el trasplante a condiciones «extra vitrum». Normalmente se
interviene durante la fase de enraizamiento, con la finalidad de habituar a la
planta a diversas condiciones ambientales más parecidas a las naturales.

Entre los diferentes procedimientos, que pueden ser útiles y favorables
para la subsiguiente aclimatación, cabe destacar: disminuir la H.R., aumentar
la intensidad luminosa, favorecer el intercambio gaseoso con el exterior,
aumentar la presión osmótica del medio de cultivo, disminuir la concentra-
ción de azúcar en el medio de cultivo, aumentar la concentración de CO

2
,

etc. (During y Harst, 1996; Silva, 1996; Thomas, 1999). De esta manera las
plantas quedan «endurecidas» para afrontar el nuevo ambiente, incrementan-
do así la tasa de supervivencia.

El colocar los recipientes de cultivo en un invernadero, durante unos 10
días antes del trasplante, es una práctica recomendable para la adaptación a
los regímenes de luz y temperatura del invernadero (Morini et al, 1985). Un
problema potencial de tal procedimiento es la acumulación de calor dentro
de los tubos cerrados, debido a un doble efecto invernadero; esto se puede
paliar quitando los tapones y aportando la humedad suficiente para prevenir
el marchitamiento, siendo la contaminación poco importante (Conner y
Thomas, 1981). Otro modo de realizar dicho pretratamiento consiste en dejar
el tubo o matraz abierto en un ambiente estéril durante algunos días, con el
fin de ajustarse a las condiciones “in vivo”.

Pruebas realizadas en el Centro de mejora genética de la vid, en Torino,
han demostrado que la vid puede crecer “in vitro” en ausencia de sacarosa y
que es capaz de fotosintetizar “in vitro” (Gribaudo y Fronda, 1993). Frente a
esta opción existe la posibilidad de cultivar los brotes con una fuente de
carbohidratos; en este caso se produce un incremento de las reservas de los
cloroplastos al aumentar la concentración de sacarosa en el medio de cultivo.
Las reservas de almidón actuarían como el endospermo de una semilla, ayu-
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dando a sobrellevar el período de transición durante el cual la planta no es
realmente fotoautotrófica. También hemos de tener en cuenta que la adición
de sacarosa al medio de cultivo modifica su potencial osmótico y capacidad
de retención de agua, interfiriendo sobre el desarrollo de las plantas y su
preparación para la aclimatación (Debergh y Maene, 1981). Un valor suficien-
temente elevado de esta fuerza favorece la respuesta posterior de las plantas
en invernadero. Un aumento de la concentración de agar del medio de cultivo
resulta igualmente adecuado para conseguir dicho objetivo (Coudret, 1992).

Otro tipo de pretratamiento, que se puede realizar en la fase de enraiza-
miento y que mejora la adaptación a las condiciones “in vivo”, consiste en
un incremento de la intensidad luminosa (de 35 a 100mEm-2s-1) acompañado
normalmente de un enfriamiento de la base de los recipientes de cultivo. Bajo
estas condiciones disminuye la H.R. en el interior del recipiente, por conden-
sación sobre el medio frío. Todo ello activa el movimiento estomático, esti-
mula la formación de ceras epidérmicas y tiene un efecto positivo sobre la
actividad fotosintética (Martínez y Cañameras, 1989; During y Harst, 1996).

También se consigue un endurecimiento de las plantas en la fase de enrai-
zamiento reduciendo el nivel de nutrientes en el medio de cultivo (Ziv, 1986).

Con la finalidad de proporcionar, durante el cultivo “in vitro”, unas con-
diciones ambientales más parecidas a las naturales y facilitar por tanto un
balance hídrico óptimo para el desarrollo de las plantas, se han diseñado
nuevos recipientes de cultivo que permiten modificar su atmósfera interna,
jugando con diferentes tasas de ventilación. Dichos recipientes utilizan tapa-
deras que poseen una pequeña membrana que permite el intercambio gaseo-
so con una atmósfera de menor humedad relativa, que la que existe en el
interior del recipiente. Los resultados obtenidos por Fal et al (1995), traba-
jando con plantas de clavel, ponen de manifiesto que el control del ambiente
“in vitro” incide en las características anatómicas y en la calidad de las
plantas producidas. El cultivo de plantas en recipientes con elevada tasa de
ventilación favorece la aparición de fenotipos intermedios entre las plantas
aclimatadas y las plantas obtenidas en recipientes no ventilados. El efecto de
la ventilación se refleja en un mayor desarrollo de los tejidos analizados de
la cutícula, del sistema plastidial, así como una menor frecuencia estomática.
También Kozai et al (1995) destaca la importancia del control del ambiente
“in vitro” para mejorar el crecimiento, desarrollo y morfología de la planta
producida, o lo que es lo mismo, su calidad.

Recientes investigaciones han revelado que las plantas “in vitro” tienen
una capacidad fotosintética importante y en ambientes controlados para la
fotosíntesis algunas veces crecen mejor bajo condiciones fotoautotróficas que
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heterotróficas o mixotróficas (Serret et al, 1997). Los brotes “in vitro” no
pueden fotosintetizar debido principalmente a la baja concentración de CO

2

en el vaso de cultivo y a una insuficiente intensidad luminosa (Gribaudo y
Fronda, 1993); no debido a una reducida capacidad fotosintética. La tasa neta
fotosintética disminuye con la presencia de azúcar en el medio de cultivo.

Los trabajos “in vitro” realizados por Fournioux (1993) y Lackyo et al
(1996) manifiestan que el crecimiento de los brotes de vid fue mayor en
atmósferas enriquecidas con CO

2
; las plantas fueron más homogéneas, el

tamaño de la hoja incrementó y se promovió la formación de zarcillos y
raíces, teniendo como principal efecto la expresión de la morfología adulta.
También Faulky y Mudse (1988) realizaron pretratamientos con CO

2
 en

cámaras de ambiente controlado para aumentar el crecimiento y enraiza-
miento del brote de vid, a la hora de realizar la aclimatación. Sin embargo,
para Lewandowsky (1991) el enriquecimiento con CO

2 
en la aclimatación de

vid no es necesario para mejorar el crecimiento de la planta.

Inclusión de retardantes del crecimiento en el medio de cultivo reduce el
desarrollo del brote y de las hojas y pueden minimizar problemas de hiper-
hidricidad (Debergh et al, 1991). Smith et al (1992) obtuvo los mejores
resultados en la aclimatación de plantas de V. vinifera L. cv. Moscato Bian-
co, combinando la inclusión de un triazol (paclobutrazol 1 mg/L) en el
medio de enraizamiento y el cultivo en vasos que reducían la H.R. del 100%
al 94%. Las plantas presentaban una mayor resistencia al marchitamiento
después del trasplante, pequeña apertura estomatal, reducida área foliar y
raíces más gruesas. Asimismo, Dami y Hughes (1997) incluyeron polietilen-
glicol en el medio de cultivo para enraizamiento, mejorando de este modo
la supervivencia obtenida al aclimatar las plantas en invernadero. También
Murali y Duncan (1995) obtuvieron buenos resultados en la aclimatación de
banana, incluyendo otro triazol (tridimefon 2 mg/L) en el medio de cultivo,
como agente condicionante.

Otro modo de facilitar la posterior aclimatación consiste en transferir las
plantas, durante un corto período de tiempo, a recipientes conteniendo una
mezcla de substrato saturada con las sales inorgánicas del medio de cultivo,
realizando todo ello bajo condiciones asépticas. También se pueden transfe-
rir directamente brotes o plántulas para que enraícen en dichos recipientes.
Goussard y Wiid (1989) transfirieron vides producidas “in vitro” a otros
tubos de menor longitud, de manera que el sistema radicular quedara inmer-
so en una solución estándard de nutrientes inorgánicos. Tuvo lugar un rápido
crecimiento bajo condiciones controladas y después de que emergieran sobre
los tubos las primeras hojas bien desarrolladas, las vides fueron trasplantadas
definitivamente a suelo; la supervivencia osciló entre el 95-100%.
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2.1.5.2. Aclimatación

Consiste básicamente en mantener una H.R. alta, durante los primeros
días tras el trasplante, y paulatinamente ir disminuyéndola, manteniendo una
temperatura moderada entre 22-25 °C y una iluminación de 55mEm-2s-1 aproxi-
madamente. Para ello se utilizan cubiertas individuales de plástico sobre las
plantas, mantos de entretela humedecida, túneles de plástico ó sistemas de
nebulización («mist», «fog system», etc.). La disminución gradual de la H.R.
permite la recuperación de las plantas, estimulando las adaptaciones fisioló-
gicas y anatómicas necesarias para controlar la pérdida de agua e incremen-
tar la tasa fotosintética. A las 2-3 semanas las plantas alcanzan su actividad
fotosintética normal y ya pueden crecer sin protección en el invernadero.

La elección del método vendrá dada por consideraciones económicas,
tipo de especie, cultivar, etc. También es importante tener en cuenta las
condiciones de las que procede la planta trasplantada. Hoy en día comienza
a ser frecuente, para los productores que poseen instalaciones adecuadas, la
compra a los laboratorios de planta sin aclimatar, realizando esta operación
en la misma explotación. Esta vía disminuye el coste del material vegetal,
aunque no siempre es rentable (Martínez y Cañameras, 1989).

El procedimiento de aclimatación se puede complementar con diferentes
tratamientos. Así:

1) Se han realizado tratamientos pulverizando las plantas con un antitrans-
pirante. Su aplicación suele tener un efecto contradictorio o incluso ne-
gativo (Pierik, 1990), ya que las sustancias utilizadas son fitotóxicas a las
dosis recomendadas y escasamente eficaces a dosis más bajas. Morini et
al (1985) señala que los antitranspirantes pueden ocasionar clorosis foliar,
quizá debido al escaso depósito de ceras epicuticulares; asimismo indica
que pueden obstaculizar la actividad fotosintética, que todavía no está
completamente restablecida. Sin embargo, en algunas especies si pueden
tener resultados interesantes, por ejemplo: la aplicación de folicote sobre
plantas de manzano producidas «in vitro» mejoró los resultados obtenidos
con el uso exclusivo de «mist» (Gribaudo y Fronda, 1993). Conner y
Thomas (1981) citan que el uso de antitranspirantes disminuye el marchi-
tamiento y aumenta la supervivencia.

2) En ocasiones se aplican reguladores de crecimiento. En nogal, por ejem-
plo, se han realizado tratamientos con Promalin (19 g/L BA más 19 g/L
de giberelina) y Dormex (520 g/L de cianamida de hidrógeno), logrando
una buena respuesta de las plantas bloqueadas en estado leñoso. Dormex
puede ocasionar fitotoxicidad en el momento de su aplicación (Bourrain
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y Ctifl, 1995), especialmente si la planta está escasamente lignificada.
Pulverizando con 200 mg/L de GA

3 
se mejora la elongación de las plantas

y se elimina el estado de roseta en ciruela (Németh, 1986).

3) A veces es necesario un tratamiento de frío (4-8 semanas a 5 °C), bien
sea todavía como planta «in vitro» o inmediatamente después de su tras-
plante «extra vitrum» para romper la dormición. La ruptura del estado de
reposo es generalmente necesaria en microbulbos formados «in vitro» y
a veces en arboles y arbustos. En remolacha, Casas (1987) realizó el
tratamiento de frío durante la aclimatación (10º/4 °C, día/noche) con el
fin de disminuir indirectamente la pérdida de agua producida por la trans-
piración, obteniendo una supervivencia mayor que cuando se realizaba
dicha aclimatación en un invernadero con calefacción.

2.1.6. Endurecimiento y trasplante definitivo a campo (Fase-V)

Una vez finalizada la aclimatación -normalmente llevada a cabo en cáma-
ra climática o bien bajo condiciones controladas- se procede al endureci-
miento de la planta en umbráculo, con la finalidad de que esta adquiera
resistencia a las condiciones ambientales naturales y recupere todas las ac-
tividades fisiológicas. Posteriormente será necesario realizar el trasplante a
una maceta de mayor tamaño, en este momento es necesario observar:

a) Si existe un razonable equilibrio entre raíces y brotes, de modo que cada
uno sea capaz de sostener al otro, pues una situación desequilibrada del
sistema brote-raíz puede conducir a formas de crecimiento anómalas (Som-
mer y Caldas, 1981).

b) Los recipientes en los que las plantas enraizan y crecen deben seleccio-
narse cuidadosamente ya que algunas macetas no permiten el crecimiento
de las raíces y dan lugar a malformaciones (Thorpe, 1984).

c) Puede ser conveniente cortar el extremo radical, para que tenga lugar el
crecimiento de las raíces laterales, dando lugar a una planta con mayor
área de superficie radicular (Aitken-Christie y Thorpe, 1984).

Sin embargo, la etapa de endurecimiento y comportamiento de las plantas
al aire libre es a menudo obviado en las descripciones de las metodologías
del cultivo “in vitro”. Pero como es lógico suponer resulta esencial para
cualquier sistema práctico de cultivo “in vitro” no sólo lograr elevadas tasas
de multiplicación de plantas sino también obtener elevadas tasas de super-
vivencia durante el período de aclimatación y posterior traslado al campo.

De aquí la importancia de realizar un seguimiento durante un período de
al menos 1-2 años de estas plantas, bien sea en invernadero, umbráculo y
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posteriormente en condiciones de campo para observar detalladamente su
comportamiento y tipología comparativa, pues como citábamos en capítulos
anteriores, en vid se han descrito fenómenos de regresión al estado juvenil,
y como es sabido, cualquier sistema de propagación es útil sí las plantas
regeneradas son copias fieles del clon parental. La estabilidad fenotípica es
esencial y la forma en que ésta puede medirse es a través de una evaluación
del comportamiento en el campo de las plantas regeneradas (Martínez Puli-
do, 1990).
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LÁMINA 7.
DISTINTOS ESTADIOS DE LA ACLIMATACIÓN
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