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Abstract

Micropropagation is a technique that allows producing disease-free plants, in large quantities and
in a short time. The aim of this study was to establish the protocol for disinfection and in vitro
multiplication of the grape (Vitis vinifera L.) of the Cabernet Franc variety using axillary buds as
a source of explant. The buds received the following three disinfection treatments: (T1) Captan and
Triadimefon for 10 min and 9% sodium hypochlorite (NaClO) for 10 min, (T2) 75% ethyl alcohol
for 5 min and 2% NaClO for 20 min and (T3) 75% ethyl alcohol for 10 min and 2% NaClO for 20
min. Then they were established in Murashige and Skoog (MS) culture medium with four
treatments for multiplication: (T1) 6-benzylaminopurine (6BAP) 1.0 mg L + Kinetin 0.5 mg L:;
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(T2) Kinetin 3.0 mg L™ + gibberellic acid (AG3) 1.0 mg L%; (T3) 6BAP 1.0 mg L + Kinetin 0.5
mg L + indole acetic acid (IAA) 0.2 mg L; and (T4) Kinetin 1.5 mg L + naphthalene acetic
acid (ANA) 0.5 mg L. The disinfection percentage, bud development (multiplication) and
multiplication coefficient were evaluated in five subcultures. The best response obtained in the
disinfection treatments was with T2 and T3, obtaining 100% of the buds free of pathogens. In the
multiplication phase, T4, obtained a vine bud multiplication frequency of 8.57 was obtained and
T1 amultiplication coefficient of 3.8. Finally, with this research, a protocol for the disinfection and
in vitro multiplication of vine buds of the “Cabernet Franc” variety was established.

Key words: Disinfection, In vitro multiplication, Plant growth regulators, Vitis vinifera L.

Resumen

La micropropagacion es una técnica que permite producir plantas libres de enfermedades, en
grandes cantidades y en corto tiempo. El objetivo de este estudio fue establecer el protocolo de
desinfeccion y multiplicacion in vitro de la uva (Vitis vinifera L.) de la variedad Cabernet Franc
utilizando yemas axilares como fuente de explante. Las yemas recibieron los siguientes tres
tratamientos de desinfeccion: (T1) Captan y Triadimefon por 10 min e hipoclorito de sodio
(NaClO) al 9% por 10 min, (T2) alcohol etilico al 75% por 5 min y NaClO al 2% por 20 min y
(T3) 75% alcohol etilico durante 10 min y NaClO al 2% durante 20 min. Luego se establecieron
en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) con cuatro tratamientos para la multiplicacion: (T1)
6-bencilaminopurina (6BAP) 1.0 mg L™ + Kinetina 0.5 mg L!; (T2) Kinetina 3.0 mg L + &cido
giberélico (AG3) 1.0 mg L%; (T3) 6BAP 1.0 mg L + Kinetina 0.5 mg L + acido indolacético
(AIA) 0.2 mg LY y (T4) Kinetina 1.5 mg L + &4cido naftalenacético (ANA) 0.5 mg L. Se
evaluaron el porcentaje de desinfeccion, desarrollo de los brotes (multiplicacion) y el coeficiente
de multiplicacién en cinco subcultivos. La mejor respuesta obtenida en los tratamientos de
desinfeccion fue con T2 y T3 obteniendo el 100% de las yemas libres de patdégenos. En la fase de
multiplicacion en el T4 se obtuvo una frecuencia de multiplicacion de las yemas de vid de 8.57 y
el T1 un coeficiente de multiplicacion de 3.8. Finalmente, con esta investigacion se establecié un
protocolo para la desinfeccion y la multiplicacion in vitro de yemas de vid variedad “Cabernet
Franc”.

Palabras clave: Desinfeccion, Multiplicacion in vitro, Reguladores del crecimiento vegetal, Vitis vinifera L.

1. Introduccién

La uva (Vitis vinifera L.) es uno de los
cultivos més antiguos y de mayor importancia
econdmica a nivel mundial (1) y su
produccién en México se compone de tres
sectores, para uso industrial, uva fruta y uva
pasa (2).

México cuenta con mas de 35,000 hectareas
sembradas y en el afio 2021 se obtuvo una
produccion mayor a las 450,000 toneladas
(3). Con los volimenes de exportacion,
México se ubica en el 26° lugar como
productor de uva fruta a nivel mundial (2),
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mientras que Chihuahua se encuentra dentro
de los 10 estados con mayor produccion de
uva industrial en 2022,

Las zonas de Bachiniva, Delicias,
Sacramento, Encinillas y Chihuahua capital,
son las mejores para cosechar uva, puesto que
son zonas que cuentan con la gran ventaja de
tener un clima semiarido frio con lluvias
escasas, suelos arcillosos y gravosos (4). El
cultivo se desarrolla entre los 22° y 23° latitud
norte (centro-norte del pais), donde el suelo
es arcilloso, mayormente de mediana a poca
profundidad (5).

La micropropagacion es una herramienta
esencial para la investigacion de plantas ya
que ofrece multiples ventajas en comparacion
con los métodos convencionales de
propagacion, como la siembra de semillas, el
uso de esquejes, injertos o acodos aéreos. Se
trata de un proceso mas rapido que facilita la
produccion y propagacion de material vegetal
geneticamente uniforme y sin enfermedades
(6). Esta es una técnica que se utiliza para
producir plantulas clonadas a partir de
pequefias secciones de tejidos vegetales en
medios de cultivo adecuados, bajo
condiciones asepticas controladas (7).

Hasta el momento existen pocas
investigaciones que abordan el tema de la
micropropagacion de la uva en México
principalmente por la inexistencia de
biofabricas que le proporcione al productor
las plantulas. Una de estas investigaciones
utilizod la embriogénesis somatica con acido
diclorofenoxiacético (2.4 D) (0.2 mg L) en
la variedad Cabernet Franc (8). En otro
estudio se analiz6 el comportamiento de los
brotes de los cultivares Red globe y Superior
en tres medios de cultivo diferentes
[Murashige y Skoog (MS), Chee y Pool
(C2D), y Medio para Plantas Lefiosas (WPM
por su traduccidon al Inglés Woody Plant
Medium] durante la fase de establecimiento y
la influencia de cuatro citoquininas [6BAP, 2-
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isopenteniladenina (2iP), kinetina (Kin) vy
thidiazuron (TDZ)] en la multiplicacion,
obteniéndose como resultado que en el medio
WPM se observaron los brotes de mayor
tamarfo y hojas de 4 a 5 cm y en los medios
C2D y WPM la media del tamafio de los
brotes y del niamero de hojas fue mayor. Asi
mismo, al utilizar 6BAP a 1 mg L* se
obtuvieron brotes de mayor tamafio y nimero
de hojas (9).

A pesar que se ha presentado informacion
sobre la micropropagacion en el cultivo de la
vid, persiste una falta de claridad de esta
técnica aplicada a ciertas variedades
adaptadas a la region centro-sur del Estado de
Chihuahua, con yemas como material vegetal
de propagacion. El objetivo de esta
investigacion fue establecer un protocolo de
desinfeccion y multiplicacién in vitro de la
uva (Vitis vinifera L.) de la variedad Cabernet
Franc utilizando yemas axilares como fuente
de explante.

2. Materiales y metodos

experimentales
2.1 Material vegetal
El material vegetal utilizado en esta
investigacion fueron yemas axilares de vid
recolectadas de plantas sembradas en la
Facultad de Ciencias Agricolas y Forestales
(FCAyYF) de la Universidad Auténoma de
Chihuahua (UACH), ubicado en Km. 2.5
carretera a Rosales, Poniente, 33000 Delicias,
Chih.

2.2 Métodos de desinfeccion

Para la desinfeccion de las yemas
seleccionadas se utilizaron tres tratamientos
(Tabla 1).
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Tabla 1. Tratamientos utilizados en la fase de
desinfeccion.
Tratamiento

Reactivos Tiempo

Captan 2.5¢g
1 Triadimefon 3g

10 min

Hipoclorito de sodio 9% 10 min

Alcohol etilico 75% 5 min
2 Hipoclorito de sodio 2% 20 min
3 Alcohol etilico 75% 10 min

Hipoclorito de sodio 2% 20 min

Las yemas axilares se lavaron muy bien con
agua corriente y detergente y se procedié a
colocarlas en los tratamientos de
desinfeccion. Para el T1 se preparé una
solucion de 2.5 g de Captan (fungicida) y 3 ¢
de Espectrum (Triadimefén + Azufre) en 200
ml de agua destilada mas dos gotas de Tween
80. Las yemas axilares con la solucién
preparada se colocaron en la placa agitadora
durante 10 min, después se enjuagaron tres
veces con agua destilada y se les agrego el
hipoclorito de sodio (NaClO) al 9% durante
10 min més. En el caso de los T2 y T3 al
colocar las yemas después de lavadas en el
alcohol etilico al 75% y unas gotas de Tween
80 se llevaron a la placa agitadora por 5y 10
min, respectivamente. Después se enjuagaron
tres veces con agua destilada y se afiadio el
NaClO 2% durante 20 min.
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Al final las yemas axilares procedente de los
tres tratamientos se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril dentro de la campana de
flujo laminar y se colocaron en cajas Petri con
papel filtro para dejarlas secar durante 20 min
para luego sembrarlas, 10 yemas por frasco,
en los medios de multiplicacion que se
detallan en el apartado 2.3. Finalmente, los
frascos se incubaron en condiciones
controladas con temperatura constante de 26
+ 2°C vy fotoperiodo de 16 horas de
iluminacion con ocho horas de oscuridad.

Semanalmente, durante el mes de la fase de
establecimiento, se evalud el porcentaje de
efectividad de los diferentes agentes
desinfectantes utilizados mediante analisis
visual, los frascos contaminados se
eliminaban del proceso.

2.3 Metodologia de multiplicacion in
vitro

El material vegetal, después de la
desinfeccion, se establecio en medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS) (10)
suplementado con 30 g L™ de sacarosa, 2.5 ¢
L de phytogel, 100 mg L de mioinositol,
2.5 g L' de carbdn activado y los reguladores
del crecimiento segun el tratamiento
correspondiente (Tabla 2). EI pH se regulo a
5.8.

Tabla 2. Tratamientos utilizados en la fase de multiplicacion in vitro.

Tratamiento Medio de cultivo Reguladores de crecimiento (mg L™)

6-BAP (1.0)

1 MS Kin (0.5)

Kin (3.0)

2 MS AG3 (L.0)
6-BAP (1.0)

3 MS Kin (0.5)

AIA (0.2)

Kin (1.5)

4 MS ANA (0.5)
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Los explantes fueron incubados en
condiciones controladas con temperatura
constante de 26 + 2° C y fotoperiodo de 16
horas de iluminacion con ocho horas de
oscuridad realizando subcultivos cada 21
dias. Se realizaron cinco subcultivos y las
variables evaluadas fueron desarrollo de los
brotes (multiplicacion) y el coeficiente de
multiplicacion.

2.4 Andlisis estadistico
El disefio experimental que se utiliz6 fue
completamente al azar. Los datos resultantes
fueron analizados para determinar si eran
normales mediante la prueba de normalidad
Shapiro-Wilk
(https://www.statskingdom.com/shapiro-
wilk-test-calculator.html).

Donde:

La prueba estadistica tiene la siguiente forma:
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(Z:r:l ﬂi'rii:l:lz
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W = estadistico de normalidad de Shapiro-
Wilk.

(aix(i))? es el valor del dato i del tratamiento i
elevado al cuadrado.

(xi —x)? la diferencia del dato xi respecto a la
media del tratamiento i, elevado al cuadrado.

W =

La prueba de hipotesis fue:

HO: los datos tienen distribucion
normal.

Ha: los datos tienen otra distribucion.
La prueba de homoscedasticidad de Bartlett
se utilizd para determinar si los datos entre
tratamientos  tienen  homogenidad de
varianza.

La prueba de hipotesis fue:
HO: s"2 1=s"2 2=---=5"2 n

(N—k)InYk ,

(2

Donde: N es la suma de todas las muestras.
K es el nimero de categorias o grupos.

La prueba B tiene distribucion asintdtica y2
con (k — 1) grados de libertad.

Donde: N es la suma de todas las muestras.
K es el nimero de categorias o grupos.

La prueba B tiene distribucion asintotica x2
con (k — 1) grados de libertad.

B=

Si los datos no tienen distribucién normal, se
hara la prueba no paramétrica de Kruskall-
Wallis, la cual es una prueba que determinasi
la diferencia entre los rangos de dos 0 mas
grupos es significativa, usando los datos de
las muestras.

(ni—-1)s2i
IV_

- Yk (ni —1)In(S52i)

1
i= 11 N—-k

La prueba de hipotesis es:

HO: La media de rangos entre grupos es igual
Ha: La media de rangos entre grupos es
diferente

El estadistico de prueba es:

n
.12 R_]2 _
H—n(nﬂ)g (nj) 3(n+1)
i=1

Donde:

Rj — la suma de rangos del grupo j.

nj — el tamario de muestra del grupo j.

n — el tamafio de muestra total entre todos los
grupos, n =nl +...+ nj.
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Posteriormente, se hizo la correccion de H':
o

- 1-(0.05)
(https://www.statskingdom.com/kruskal-
wallis-calculator.html)

Para establecer las comparaciones multiples
entre tratamientos se usé la prueba U de
Mann-Whitney con la correccién post hoc de
Bonferroni.

El estadistico U de Mann-Whitney se usa para
evaluar la probabilidad de que dos muestras
vengan de la misma poblacion comparando
sus medianas.

La prueba de hipdtesis es:

HO: pl =p2
entre grupos
independientes.

Ha: pl # p2
entre grupos
independientes

La prueba estadistica U de Mann Whitney es
el menor de dos valores: U1 y Uy, definidos
como:

ny(n, +1
U1=Tl1n2 +1(1—)_R1
ny(n, + 1)

U, =nyny >

R,
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Donde:

n1 = es el nimero de datos del grupo 1
n2 = es el nimero de datos del grupo 2
R1 = es la suma de rangos del grupo 1
R. = es la suma de rangos del grupo 2

Si los datos son normales se realizd un
analisis de varianza y las diferencias entre las
medias de los tratamientos se compararon
mediante la prueba de Tukey (p< 0.05)
utilizando el paquete estadistico Statistical
Analysis System (SAS) version 9.4,

En la fase de establecimiento el tamafio de la
muestra fue de diez yemas por tratamiento,
sembrandose diez yemas por cada frasco.
Para la fase de multiplicacion se colocaron
diez explantes por frasco y se realizaron tres
repeticiones en ambas fases.

3. Discusion de resultados

3.1 Métodos de desinfeccion
En la figura 1 se muestran los resultados de la
efectividad de los tratamientos utilizados en
la fase de desinfeccion después de 72 horas de
establecidas las yemas axilares in vitro. Para
esto se evaluaron yemas vivas y libres de
contaminacion.
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Efectividad de desinfeccion de las yemas
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Figura 1. Porcentajes de efectividad en los tratamientos de desinfeccién para las yemas de vid donde T1= Captany
Triadimefon por 10 min y NaClO 9% por 10 min; T2= Alcohol etilico 75% por 5 min y NaCIO 2% por 20 min; T3=
Alcohol etilico 75% por 10 min'y NaClO 2% por 20 min.

Los mejores tratamientos fueron el T2 y T3
sin diferencias significativas entre ambos,
obteniéndose un 83 y 80% de desinfeccion,
respectivamente. La micropropagacion, que
implica el cultivo de tejidos vegetales en
condiciones controladas, es especialmente
susceptible a la contaminacion debido a las
condiciones ideales para el crecimiento de
hongos y bacterias por lo que una falla en los
tratamientos de desinfeccidon puede implicar
que no se pueda establecer la metodologia in
vitro (11). Los contaminantes que trae el
material vegetal provenientes del ambiente
externo se eliminan normalmente con agua
corriente y agentes desinfectantes como lo es
el hipoclorito de sodio, ampliamente utilizado
con estos fines por su actividad
antimicrobiana (12, 13).

En un estudio previo los segmentos nodales
de V. vinifera var. Cabernet Franc se

desinfectaron utilizando agua con jabon por 5
min, alcohol 70% por 3 s e hipoclorito de
sodio 15% por 20 min y obtuvieron un 88%
de material limpio (8), coincidiendo con los
resultados informados en esta investigacion.
Otros autores también lograron reducir la
contaminacion al utilizar hipoclorito de sodio
y los enjuagues con agua destilada estéril (12,
14).

Respecto al crecimiento de las yemas, se
observo que, en el T1 la mayoria no presento
crecimiento, a diferencia de los otros dos
tratamientos y aunque algunas yemas se
observaron sanas y sin contaminacion, no
lograron pasar al proceso de multiplicacion,
posiblemente porque el captan y triadimefén
inhibieron el desarrollo del material vegetal
(Figura 2).
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Figura 2. Desarrollo de las yemas en cada uno de los tratamientos de desinfeccién utilizados donde: a) y b) T1=
Captan y Triadimefén por 10 min y NaClO 9% por 10 min; ¢) y d) T2= Alcohol etilico 75% por 5 min y NaClO 2%
por 20 min; e) y f) T3= Alcohol etilico 75% por 10 min y NaCIO 2% por 20 min.

El resultado obtenido es similar a lo
informado por (6), quien utiliz6 como medio
de desinfeccion en la variedad de vid
“Parvana”, hipoclorito de calcio (Ca(OCl)2) y
alcohol etilico al 70%, haciendo mencién que
a mayor concentracion de los reactivos y
tiempo en que se someten las yemas en los
tratamientos de desinfeccion, se observa
menos contaminacion; pero a su vez, no hay
crecimiento de los explantes. El impacto

negativo de la exposicion de los explantes por
largos periodos a los diferentes agentes de
desinfeccion también fue sefialado por (11).

3.2 Metodologia de multiplicacion in
vitro

Los datos de frecuencia de multiplicacién de
yemas en cada tratamiento se presentan en la
figura 3.
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Figura 3. Frecuencia de multiplicacion de las yemas de vid en cada uno de los medios de multiplicacion donde: T1=
6-BAP 1.0mgL?yKin0.5mgL?* T2=Kin3.0mgL?*y AGsmgL?*; T3=6-BAP1.0mgL?, Kin0.5mgL?y
AIA0.2mg LY T4=Kin1.5mgL?y ANA 0.5mg L.

El tratamiento con la mayor frecuencia de
multiplicacion de las yemas de vid fue el T4
con una frecuencia de 8.57, seguido por el T2
con frecuencia de 7,43, T1 con frecuencia de
6.43 y por ultimo el T3 con una frecuencia de
2.14. En los tratamientos T2 y T4 se utilizo

Kin complementada con AG3 y ANA,
respectivamente, obteniéndose frecuencia de
multiplicacién de las yemas mayores a 7 y
también, en estos tratamientos, se observo el
mayor crecimiento y desarrollo (Figura 4).

Figura 4. Desarrollo de las yemas en cada uno de los medios de multiplicacién donde: a) T1=6-BAP 1.0mg L'y
Kin0.5mgL?; b) T2=Kin3.0mg L'y AGsmgL*;c) T3=6-BAP 1.0mg L?, Kin0.5mg L*y AIA 0.2 mg L*; d)
T4=Kin1.5mgL?*y ANAO.5mgL™

El anélisis de normalidad de Shapiro-Wilk
mostré un valor W de 0.7591, el cual es
menor que el W esperado para una muestra de
n=40; p <0.001.

Este analisis indica que los datos no se ajustan
a una curva normal, por lo que el anélisis
estadistico fue el no paramétrico de Kruskall-
Wallis. El valor H” calculado fue de 6.9962,
y el valor H (corregido) fue de 7.8151, el cual
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esta fuera del valor esperado 7.82 (p = 0.05).
Este resultado indica que hay diferencias
significativas (p < 0.02) en los rangos entre
algunos grupos.

Tabla 3. Comparaciones multiples entre rangos de grupos.
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El anlisis U de Mann-Whitney se usé para
comparar los rangos entre grupos. Este
analisis encontré diferencias significativas
entre los rangos medios entre los grupos T2 -
T3y entre los grupos T3 - T4 (Tabla 3).

Grupos Diferencia Valor H Valor critico Valor p
T.-T2 2 0.5139 3.8415 0.4735
T1-Ts 6.5 2.4301 3.8415 0.119
T1-Ta 3.5 1.029 3.8415 0.3104
T2-Ts 8.5 5.3801 3.8415 0.02037
To-Ta 1.5 0.173 3.8415 0.6774
Ts-Ta 10, 6.0895 3.8415 0.0136

En los tratamientos T2 y T4 durante los
primeros 22 dias de establecimiento en los
medios de cultivo se observo més crecimiento
y desarrollo que en los otros dos tratamientos
(Figura 4). La utilizacion de citoquininas para
el desarrollo exitoso de explantes de vid se ha
utilizado en varias investigaciones. En un
estudio realizado por (16) utilizaron nédulos
como material vegetal en variedades de V.
vinifera, “Chenin blanc”, “Canonnanon” y
“Ugni blanc” y la multiplicacion se realiz6 en
medio MS y 6BAP obteniendo un buen
crecimiento en cuatro semanas. De forma
similar (9, 17) obtuvieron el mayor nimero de
brotes al utilizar 6BAP.

En el presente estudio, al utilizar el 6BAP se
obtuvieron buenos resultados, aunque el
mayor desarrollo de las yemas se observé con
Kin  combinada con  auxinas. El
establecimiento de explantes tiene una buena
respuesta con el uso de citoquininas en el
medio de cultivo (18), como se muestra en los
resultados de los tratamientos T1, T2y T4.

La utilizacién de auxinas en el medio de
cultivo para la multiplicacion en explantes de
vid no se ha informado, se han utilizado
mayormente para formar callos y raices. La

10

utilizacion de ANA para la multiplicacion in
vitro de vid cultivar “Shine Muscat” inhibid
la formacidn de brotes e indujo el desarrollo
de callos y el AIA se utiliz6 para formar
raices (19). En esta investigacion la
combinacion de Kin y ANA, estando en
mayor proporcion la citoquinina, favorecio la
multiplicacion de los explantes de vid
coincidiendo esto con la fisiologia de los
reguladores del crecimiento donde una mayor
proporcion de citoquinina en relacion con una
auxina promueve el desarrollo de brotes (20).
Las auxinas pueden inducir la formacion de
brotes y raices (21), razén por la cual se
combinaron  ambos  reguladores  del
crecimiento en este estudio.

En un estudio realizado por (14), se
emplearon brotes axilares y tejidos
meristematicos como materiales de partida
para la propagacién en cultivo in vitro de las
cepas Cabernet Sauvignon y Merlot. Estos
explantes se cultivaron en un medio MS
suplementado con fitohormonas, y se
observaron resultados méas favorables con una
concentracion de 1,0 mg L de 6BAP.

El nimero de brotes multiplicados obtenidos
en cada uno de los tratamientos, se muestra en
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lafigura 5. En ella, se observa que la cantidad
oscila entre 1.6 y 3.8 brotes multiplicados por
yema establecida en el medio de cultivo.
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Figura 5. Coeficiente de multiplicacion en cada uno de los medios donde: T1= 6-BAP 1.0 mg L *y Kin 0.5 mg L;
T2=Kin3.0mgL'y AGamgL?; T3=6-BAP 1.0mg L%, Kin0.5mgL 'y AIA0.2mgL?; T4=Kin1.5mgLty
ANA 0.5mg L.

Los resultados obtenidos por (8) difieren con
los de esta investigacion, ya que ellos
obtuvieron un mayor numero de brotes en
variedades de vid Ugni blanc (5.3 + 1.9),
Chenin blanc (5.0 £ 0.9) y Canonannon (5.6
+ 1.7), con 0.5 mg L de 6-BAP. En otra
investigacion realizada con uva (19)
obtuvieron 2.14 brotes por explante con 2.0
uM BA (Benciladenina) en medio MS, siendo
diferente a los resultados de este estudio
donde el mayor coeficiente de multiplicacién
(3.8 brotes por explante) se obtuvo al
combinar dos citoquininas (1.0 mg L* de
6BAP combinado con Kin 0.5 mg L%)
coincidiendo con investigaciones anteriores
donde emplearon citoquininas para la
proliferacion de brotes in vitro (22, 23).

En todos los medios de cultivo se adiciono el
carbén activado (CA) como suplemento
debido a que algunos investigadores plantean
que el CA puede liberar gradualmente ciertos
productos adsorbidos, como nutrientes y
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reguladores del crecimiento vegetal, ademas
de adsorber y eliminar compuestos no
deseados en el medio de cultivo como fenoles
(18). La adicion de CA a medios de cultivo en
general es una practica reconocida y su
influencia en el crecimiento y el desarrollo de
las plantulas puede atribuirse principalmente
a la adsorcion de sustancias inhibidoras en el
medio de cultivo (18), la disminucion del
estrés oxidativo (24), y el establecimiento de
un ambiente oscurecido en el medio (25).

4. Conclusiones

Para el protocolo de micropropagacion de la
uva variedad “Cabernet Franc se establece
como método de desinfeccién para yemas
axilares alcohol etilico al 75% durante 5 min,
e hipoclorito de sodio al 2% durante 20 min
(T2) y para la fase de multiplicacion el medio
Murashige y Skoog (MS) suplementado con
sacarosa 30 g L1, phytogel 2.5 g L%, carbon
activado 2.5 g L, 100 mg L de mioinositol,
Kin 1.5 mg Lty ANA 0.5 mg L (T4), esto
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para el desarrollo de los brotes durante los
primeros 21 dias de establecido el cultivo
(primer subcultivo) y para aumentar el
namero brotes (coeficiente de multiplicacion)
adicionar 6BAP 1.0 mg L* y Kin 0.5 mg L™
(T1) en los subcultivos siguientes.
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