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Resumen

La propagacion asexual por estacas de Vitis vinifera ha adquirido una gran
relevancia debido a su bajo costo y las disminucion del tiempo de espera en el
crecimiento de la planta. No obstante, también es un considerable foco de
diseminacion de plagas y enfermedades. El termotratamiento con agua caliente (TAC)
se presenta como una técnica desarrollada para la desinfeccion del material
propagativo, demostrando su eficacia contra hongos, insectos, fitoplasmas, bacterias
y nematodos. A pesar de sus beneficios, hay estudios que han sugerido que existe un
efecto negativo del termotratamiento sobre el desarrollo fisiologico de la vid. El objetivo
de este estudio fue evaluar el efecto de protocolos de TAC sobre la fisiologia de plantas
del cultivar de vid (Vitis vinifera L.) Mision, recolectadas en Baja California y
termotratadas a 50, 53 y 55 °C durante 30 y 45 minutos, para su posterior encallado,
enraizado y plantacion. Los resultados revelaron que el rango de 50 a 53 °C tuvo
efectos positivos al favorecer un mejor desarrollo en las etapas de callogénesis y
rizogénesis en comparacion con el grupo control. Sin embargo, el tratamiento de los
sarmientos a 55 °C resulté en una tasa de supervivencia de plantulas de menos del
10%, en cualquiera de los tiempos de exposicion ensayados, en contraste con el 100%
observado en el grupo control. En |la etapa de desarrollo vegetativo, no se observaron
diferencias significativas en la elongacién del pampano entre los TAC a 50 y 53 °C,
respecto al grupo control. La temperatura juega un papel decisivo en el desarrollo
fisiologico de las plantulas en comparacién con el factor tiempo, el cual no mostré un

impacto estadisticamente significativo.

Palabras clave: Termoterapia con Agua Caliente, Vitis vinifera, propagacion

asexual.



Abstract

Asexual propagation by cuttings of Vitis vinifera has gained great relevance due
to its low cost and the reduction of waiting time in plant growth. However, it is also a
significant source of pest and disease spread. Hot Water Treatment (HWT) emerges
as a technique developed for the disinfection of propagative material, demonstrating its
effectiveness against fungi, insects, phytoplasmas, bacteria, and nematodes. Despite
its benefits, there are documented studies that suggest that HWT have a negative
impact on the physiological development of the grapevine. The aim of this study was
to evaluate the effect of HWT protocols on the physiology of Mission grapevine (Vitis
vinifera L.) plants collected in Baja California and treated at 50, 53, and 55 °C for 30
and 45 minutes, followed by callogenesis, rhizogenesis, and planting. The results
revealed that the range of 50 to 53 °C had positive effects, promoting better
development in the callogenesis and rhizogenesis stages compared to the control
group. However, a temperature of 55 °C resulted in a survival rate of 10%, contrasting
with the 100% observed in the control group. In the final stage, no significant differences
were observed in shoot elongation between the HWT at 50 and 53 °C compared to the
control group. Temperature plays a decisive role in the physiological development of
seedlings compared to the time factor, which did not show a statistically significant
impact.

Key words: Hot Water Treatment, Vitis vinifera, asexual propagation.
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Introduccion

e La vid en México

La vid (Vitis vinifera L.) a nivel mundial, es el cultivo fruticola con la mayor
explotacion agricola e importancia economica (Bouquet et al., 2007). El fruto de esta
planta trepadora y lefiosa, puede ser utilizada como producto fresco, destinarse a su
pasificacion, o bien, ser utilizado para la produccidon de jugos o bebidas alcohdlicas,
por ejemplo, destilados y el vino (Alston & Sambucci, 2019).

Las condiciones de clima calido sin exceso de humedad y una latitud media
favorecen el crecimiento de la vid. Regiones con estos parametros se encuentran
localizados en el continente americano (California en Estados Unidos y Mendoza en
Argentina, mayoritariamente), europeo (Sur de Francia, norte de Espana e ltalia),
africano (Stellenbosch) y Oceania (Australia). Sin embargo, alrededor del mundo se
han desarrollado diversas técnicas vitivinicolas que permiten tener plantaciones de vid
en diferentes paises, adaptandose a las condiciones climaticas de la region (Khan et
al., 2020).

México también es productor de uva de mesa y para vinificacion con alrededor
de 36 000 hectareas con plantacién de viiedos productores de uva de mesa, uva pasa
y uva para produccion de bebidas alcohdlicas (Secretaria de Agricultura y Desarrollo
Rural, 2023). Estas zonas productoras se distribuyen en todo el pais, principalmente
en los estados de Sonora (61.42 %), Zacatecas (18.72 %), Baja California (11.97 %),
Jalisco (3.3 %) y Aguascalientes (2.6 %) (Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera, 2024). Sin embargo, de estos estados la produccién de uva para vinificacion
la lideran los estados de Zacatecas y Baja California, que aportan el 71 % de uva para
vinificacidén (Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, 2022), siendo Baja
California el mayor productor del vino mexicano con un 85 % de la produccion ( The
Food Tech, 2024). Dentro de este estado, Ensenada concentra el 70 % de la superficie
dedicada al cultivo de la vid, es decir, alrededor de 3 800 hectareas en el 2019

(Secretaria de Agricultura y Desarollo Rural Baja California, 2020)



Existen diversas regiones vitivinicolas en el estado de Baja California, desde el
norte cerca de la frontera con Tijuana, continuando hacia el sur por la costa oeste. Las
principales regiones ubicadas en el municipio de Ensenada son Valle de Guadalupe,
Santo Tomas, San Vicente, Ojos Negros y Piedras Gordas; mientras que en el
municipio de Tecate se encuentran Valle de Tanama y Valle de las Palmas (Secretaria

de Agricultura Baja California y Desarrollo Rural, 2023).
e Importancia histérica de la varietal Mision

El cultivo de la vid en México inicio junto con la evangelizacion en la época de
la conquista espafiola (Siglo XVI), ya que se requeria vino para las ceremonias
religiosas (Covarrubias & Thach, 2015). Debido a esta intervencion de Espana, los
primeros varietales establecidos fueron espanoles, entre la cuales se ha reportado la
varietal Listan Prieto, originaria especificamente de Castilla (Aliquo et al., 2017; Milla-
Tapia et al., 2007). El nombre de Listan Prieto es como se denomina en Espafia; sin
embargo, en Argentina es conocida como Criolla Chica; y en México como Mision
(Lacoste et al., 2019; Fig. 1). Esta variedad tiene no sélo una importancia historica, al
mismo tiempo, presenta grandes ventajas sobre otras varietales, debido a su amplia
tolerancia a climas calidos y sequia. Estas caracteristicas permitieron una buena

adaptacion en el territorio mexicano y asimismo, el comienzo de la industria vinicola.

A lo largo del tiempo esta variedad fue desplazada por otras mas comerciales y
solo hay pocos vifiedos en Baja California que aun cultivan Mision, lo cual la ha puesto
en peligro de extincion. Sin embargo, en los ultimos afios, Ensenada y areas contiguas
han enfrentado grandes sequias y han comenzado a ver la varietal Mision como una
posible alternativa, ya que ademas de su baja necesidad hidrica, también se considera
que tiene ligera tolerancia al hongo Oidio (Uncinula necator) y a la falsa arafa roja de
la vid (Brevipalpus chilensis) (Diaz & Morales, 2015). También los rendimientos del
jugo obtenido son aceptables; sin embargo, los mostos tienen una baja acidez y pH
elevados. Estas caracteristicas permiten obtener vinos alcohdlicos que pueden
destinarse a produccion de vinos de postre (Cabello et al., 2009).



Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de hoja adulta (a), baya (b) y racimos (c) de vid (Vitis
vinifera L.) cv. Listan Prieto. Imagen modificada de Cabello et al., 2009.

Ademas de los beneficios ya mencionados, investigaciones en Chile han
documentado que el varietal Misidn ha adquirido un nuevo valor al ser utilizado para la
produccion de vinos espumosos de calidad (Gutiérrez-Gamboa, 2020). Asimismo, la
implementacion de mejores técnicas de vinificacion; asi como tecnologia, pueden dar

como resultado vinos de mayor calidad (Carrasco-Begheli, 2014).

e Termoterapia con agua caliente
La vid (Vitis vinifera) es una especie que puede propagarse a través de
estrategias de reproduccion sexual y asexual. La primera estrategia consiste en la

fecundacion y polinizacion de los o6rganos sexuales de la planta, derivando en la



recombinacion del material genético y fomentando la diversidad de los individuos
(Fornecket al., 2009). Por su parte, en la reproduccion asexual, los especimenes
propagados son idénticos a la planta madre, lo cual permite seleccionar y multiplicar

plantas con caracteristica ventajosas a nivel agronomico y/o enologico.

En la vid, el material propagativo tradicionalmente empleado para la
reproduccion asexual es el sarmiento, es decir, el cual al estar en estado de dormancia
dificulta la identificacién de enfermedades y plagas (Waite et al., 2014). Para su uso,
éste debe seleccionarse detenidamente en funcion del grosor, numero de yemas y
estado sanitario. El material se somete a condiciones favorables de temperatura y
humedad que permiten su encallado y enraizado. Finalmente, la viabilidad de la
plantula dependera de la limpieza y calidad del material de propagacion,
almacenamiento del mismo, asi como los procesos dentro del vivero para evitar la
contaminacion de los sarmientos con enfermedades de la vid o generacion de heridas

durante su manipulacion (Morton & Waite, 2007).

Este tipo de estrategia de propagacion presenta varias ventajas a nivel
productivo, entre las que destaca su bajo costo y que implica la reduccidn del tiempo
de establecimiento de las plantaciones, ademas de que no requiere personal
cualificado. Sin embargo, plantea otras problematicas, como la reproduccion y
dispersion de material vegetal enfermo. La estrategia mas efectiva para prevenir
complicaciones en el viiiedo consiste en plantar vides que estén libres de patégenos
(Monis, 2010). El tener plantas enfermas se traduce en una mayor inversion en el uso
de agroquimicos y fertilizantes que permitan tener un buen desarrollo; sin embargo, el
uso excesivo de estos productos tiene un efecto negativo en el suelo, degradando la
tierra al promover la desertificacion y reduccion de la diversidad biologica. En este
sentido, la 6ptima alternativa para obtener plantas de vid con la maxima calidad
fitosanitaria en la actualidad implica la combinacion de diversas estrategias de control,
tales como la aplicacion de fungicidas y la termoterapia mediante agua caliente (TAC).
Este enfoque se complementa con el uso de material vegetal de partida, como las
plantas madre, que esté libre de estos patogenos (Agusti-Brisach et al., 2014).



La TAC es una técnica de desinfeccion de tejido vegetativo para propagacion,
donde por medio de exposicion a condiciones térmicas se busca la eliminacion de
patogenos. En Vitis vinifera, el material propagativo se sumerge en agua a una
temperatura que oscila entre los 50 y 53 °C, durante un periodo determinado (Lade et
al., 2022). Mediante este tratamiento es posible lograr la eliminacién de bacterias,
como Agrobacterium vitis (Soltekin & Ophel et al., 1990; Burr et al., 1996; Soltekin &
Altindigli, 2017). También ha demostrado ser eficiente en la disminuciéon de hongos
relacionados a las enfermedades de la madera (Edwards et al., 2004; Fourier &
Halleen, 2005; Eskalen et al., 2007; Halleen et al., 2007, Gramaje et al., 2009).

Incluso se ha reportado tener efecto en los fitoplasmas causantes de la
Flavescencia dorada, enfermedad de Pierce (Caudwell et al., 1997) y necrosis
bacteriana de la vid (Psallidas & Argyropoulou, 1994).

Debido a los resultados demostrados contra patégenos exdégenos tanto en
sarmientos como en barbados, se han desarrollado metodologias para usar esta
técnica para eliminacion de nematodos, acaros e insectos en el material propagativo
de la vid (Nicholas et al., 1992). En el grupo de los insectos se encuentran la filoxera y
el piojo harinoso de la vid (Planococcus ficus). Este ultimo puede generar
malformaciones y disminuir la calidad de la baya (Catania et al., 2007), asi como actuar
como vector del virus que provoca el enrollamiento de las hojas (Duarte, 2020). Este
insecto, detectado en México en el 2014, ha reportado pérdidas econdmicas entre el
30 y 100%, colocandose asi como una de las mayores amenazas en el cultivo de la
vid (CESVBC, 2020).

La TAC ha sido ampliamente empleado en viveros productores de vid como un
método de desinfeccion practico, eficaz y econdmico para disminuir la carga
fitopatologica del material vegetal (Goussard, 1977; Burr et al., 1989). Se ha
demostrado que sarmientos con baja calidad sanitaria presentan mas dificultades para
establecerse en campo y menor rendimiento en cuanto a produccion (Jordan,1997).
Sin embargo, diversas investigaciones han revelado que exponer los sarmientos o
barbados a estas condiciones de temperatura puede repercutir en el desarrollo
fisiologico de las futuras plantas (Lade et al., 2022). Aunado a ello, no hay suficientes



estudios que aborden el efecto de termoterapia en la fenologia de la vid (Soltekin &
Altindigli, 2017) a nivel mundial, ni tampoco investigaciones de referencia en México.
Por ello, es recomendable realizar investigaciones donde se evaluen los rangos de
temperatura y tiempo de exposicion ideales para la eliminacion de los patégenos, sin
perjudicar el desarrollo fisiolégico de la vid (Gramaje et al., 2008; Bertsch et al., 2013).

Justificacion

Actualmente en Baja California, no hay viveros viticolas publicos ni privados,
por lo tanto, no hay abastecimiento de plantas de vid libres de plagas y enfermedades.
Estos patogenos, tales como hongos, bacterias, virus y fitoplasmas, no soélo
disminuyen la calidad de la uva y del vino, sino que también puede provocar un
acortamiento de la esperanza de vida de las plantas, y por consecuencia, una pérdida
economica, al disminuir la rentabilidad del cultivo (Morton & Waite, 2007).

Numerosos organismos patdogenos que causan enfermedades en las vides
poseen la capacidad de propagarse y resultan dificiles de gestionar una vez que se
establecen en el vifiedo. A pesar de la eficacia de protocolos de TAC en el control de
patdogenos en sarmientos y barbados de vid, se recomienda la evaluacion de los
rangos de temperatura y tiempos de exposicién enfocado a los cultivares bajo estudio
y a las condiciones ambientales de las zonas vitivinicolas en los que éstos se

desarrollan (Gramaje & Armengol, 2009) .

Asimismo, este proyecto pionero en la regidn, sienta las bases para futuras
investigaciones sobre la sanidad vegetal con la aplicacion de TAC. Los resultados
obtenidos de este trabajo dan pauta a nuevas investigaciones del efecto de protocolos
de termoterapia con agua caliente, en cuanto al estado fitosanitario y fenologia de las
plantulas obtenidas. Lo cual no solo es befeneficioso en lineas de investigacion sino
que ademas, tiene un impacto directo a los viticultores y endlogos que deseen

propagar la variedad Mision para incluir sus caracteristicas en la elaboracion de vino.



Objetivos

Por todo lo anterior, en el presente proyecto de investigacion el principal
enfoque fue evaluar el efecto de los protocolos de termoterapia con agua caliente
sobre la fisiologia de las plantas de vid cultivar (Vitis vinifera L.) Mision, recolectados
en la region vitivinicola de Baja California.

Para lograr el objetivo principal, se establecieron los siguientes objetivos
especificos:

- Estudiar los parametros fisiologicos de porcentaje de encallado, enraizado y
brotacién de yemas en los sarmientos termotratados.

- Evaluar los diametros de callo formados por cada sarmiento, asi como la
longitud de las raices desarrolladas y pampanos brotados.

- Determinar el porcentaje de supervivencia de plantulas obtenidas para cada

tratamiento.

Materiales y métodos

e Recoleccion, selecciéon y TAC de material propagativo

La prospeccion del material propagativo para el presente estudio se realizo en
un vifiedo ecolégico dentro del municipio de Tecate, Baja California (Figura 2a),
durante la etapa fenoldgica de reposo. En esta localizacién, se recolectaron sarmientos
de vid (Vitis vinifera) cv. Misibn completamente agostados y con yemas latentes
visibles (Figura 2b). Este material fue trasladado al laboratorio de Bioquimica de la
Facultad de Enologia y Gastronomia de la Universidad Auténoma de Baja California y
resguardado en refrigeracion a 4 °C en bolsas de plastico negras con perlita, con el
objetivo de mantener su viabilidad hasta su tratamiento.



Figura 2. Recoleccion en campo (a) y seleccion de material propagativo de vid (Vitis

vinifera L.) Mision (b) empleado para el presente trabajo. Fuente: Autoria propia.

Tras la recoleccion, se seleccionaron sarmientos con un grosor minimo de 8
mm, una longitud de aproximadamente 45 cm y que presentaran entre 6 y 7 yemas
latentes (Figura 2b).

Para evaluar el efecto de la temperatura y el tiempo sobre el material
propagativo, se disefié un sistema de TAC basado en el uso de cuatro recipientes de
20 L de poliestireno expandido con agua purificada y termocirculadores de inmersion
de temperatura controlada (PolyScience MX-CA11B, EUA; Figura 3.). En el primer
recipiente se retird el exceso de perlita procedente de su almacenaje y otros residuos
presentes de manera superficial en el material propagativo con agua purificada a
temperatura ambiente (20 °C). Posteriormente, se sumergieron los sarmientos en el
segundo contenedor durante diez minutos a una temperatura de 25 °C, con el objetivo
de favorecer su aclimatacion, evitando el choque producido por temperaturas
superiores de la termoterapia, asi como permitir su hidratacion. A continuacion, en el
tercer recipiente, se aplicaron los tratamientos de termoterapia, ensayandose el efecto

de la exposicion de las estacas a temperaturas de 50, 53 y 55 °C durante 30 y 45



minutos, ademas de un tratamiento control. Finalmente, en el cuarto recipiente, los

sarmientos se enfriaron a temperatura ambiente (18 °C) durante 15 minutos.

Figura 3. Montaje de sistema para ejecucion de protocolo de Termoterapia con Agua
Caliente (TAC). Fuente: Autoria propia.

Enfriamiento
(18 °C

Tabla 1. Tratamientos de TAC. Fuente: Autoria propia.

e Evaluacion fisiolégica del material termotratado
Los sarmientos sometidos a los protocolos de TAC se encallaron durante 60
dias en recipientes de poliestireno expandido con perlita, manteniendo un alto grado
de humedad (< 90%) y condiciones de completa oscuridad (Figura 4). Se evaluo el
porcentaje de sarmientos que desarrollaron callo y el diametro del mismo formado en

la base, asi como el porcentaje de enraizado y la longitud de las raices desarrolladas.



Figura 4. Encallado de material propagativo de vid (Vitis vinifera L.) cv. Misién. Fuente:

Autoria propia.

Tras el encallado, las estacas que presentaron desarrollo de callo y/o raiz,
fueron plantadas de manera individual en macetas de polietileno de 7 L, con un
sustrato de una mezcla de composta comercial con perlita (1:1), dejando expuestas 3
yemas. Los sarmientos plantados se trasladaron a las instalaciones del vifiedo
experimental de la Facultad de Enologia y Gastronomia, donde se mantuvieron bajo
condiciones de malla sombra y riego controlado semanalmente durante 90 dias. A lo
largo de este periodo, se estudio el desarrollo de las plantulas, registrando los
porcentajes de brotacién y el crecimiento en longitud de los pampanos. Finalmente, se
registraron los porcentajes de supervivencia de las plantulas, considerando
unicamente aquellos individuos que presentaron tanto desarrollo del sistema radicular

como de la parte aérea.

e Analisis estadistico
Las estacas recolectadas para este proyecto se dividieron en subgrupos de diez
individuos para cada uno de los tratamientos y el experimento se repitid por duplicado.
Los datos de porcentaje de encallado, enraizamiento y brotacion de yemas se



calcularon, indicando su promedio y coeficiente de variacion entre muestras; y para
estudiar el diametro de callo, la longitud de raices y el desarrollo de pampanos se
empled un analisis de varianza (ANOVA) en conjunto con una prueba discriminatoria
Tukey (a=0.05). Todos los analisis fueron realizados con el Software estadistico JMP
version 17.2.0 para Microsoft Windows 11 Pro (JMP Inc., EUA) .

Resultados

Los resultados obtenidos en relacion a los porcentajes de encallado indicaron
que los sarmientos termotratados a 50 °C, tanto el tratamiento de 30 (90 %, Tabla 1)
como 45 minutos (75 %), presentaron valores mas elevados que los observados en

los tratamientos de 53, 55 °C y el grupo control (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje promedio (X) y desviacion estandar (o) de callogénesis, enraizado
y brotacion en sarmientos termotratados de vid (Vitis vinifera L.) cv Misiéon a 50, 53 y
55 °C durante 30 y 45 minutos.

% Encallado % Enraizado % Brotacion
Tiempo | Temperatur — — —

(min.) a(°C) X (o] X (o] X o
50 90.00 0.00 95.00 7.07 100.00 0.00
30 53 60.00 14.14 70.00 28.28 85.00 7.07
55 35.00 7.07 25.00 7.07 10.00 0.00
50 75.00 7.07 95.00 7.07 90.00 14.14
45 53 70.00 0.00 80.00 0.00 70.00 14.14
55 0.00 0.00 15.00 7.07 10.00 0.00
Control 60.00 14.14 65.00 21.21 95.00 7.07




El analisis de este parametro reveld una relacion inversamente proporcional
entre la temperatura y la formacion de callo, apreciandose un descenso en los
porcentajes de callogénesis conforme aumentaba la temperatura. Asi, los valores de
callogénesis en sarmientos termotratados a 53 y 55 °C durante 30 minutos se
redujeron un 22 y un 44 %, respectivamente, con respecto al tratamiento de 50 °C con
el mismo tiempo de exposicion (Tabla 1). Esta tendencia de reduccion en el nivel de
encallado se observd de forma mas marcada cuando se aplicd una exposicion de 45
minutos, detectandose incluso una ausencia del mismo en el tratamiento de 55 °C
(Tabla 2).

Al igual que en el porcentaje de encallado, los sarmientos termotratados a 50
°C presentaron los valores de diametro de callo mas elevados, registrandose una
media de 16 mm para el tiempo de exposicion de 45 minutos, seguido por el de 30
minutos, con 14 mm de diametro de callo (Grafica 1).

El material propagativo termotratado a 50 °C desarroll6 callo de tamarno
considerable en la base del sarmiento con coloracion cobriza (Figura 5a), mientras que
el tratamiento a 53 °C present6 un callo de menor tamano, el cual solo se formé en la
circunferencia de la base del sarmiento; sin embargo, presenta una coloracion
blanquecina, similar al grupo control (Figura 5b). Asi mismo, destaca la ausencia de
callogénesis en los sarmientos termotratados a 55 °C (Figura 5c).

En la etapa de enraizado, se evalué el porcentaje de sarmientos que
presentaron desarrollo de raices sanas (Tabla 1). Entre los tratamientos, el material
propagativo termotratado a 50 °C tuvo la mayor tasa de enraizamiento, con un valor
del 95 % para ambos tiempos de exposicidn. Aunque en el resto de tratamientos y en
el control se observo una disminucion en la intensidad de la rizogénesis, el tratamiento
de TAC a 53 °C durante 45 minutos presentd en promedio un valor de 80 %. Tanto en
los sarmientos termotratados a 53 °C durante 45 minutos como en los utilizados como
control, el porcentaje de rizogénesis fue muy similar, con valores cercanos al 60 %
(Tabla 1). Por ultimo, en los sarmientos termotratados a 55 °C, la respuesta de

rizogénesis se vio ampliamente afectada, con reducciones del 74 %, en los ensayos



de 30 minutos, y 84 % en el material propagativo termotratado durante 45 minutos con
respecto a los valores detectados en el TAC de 50 °C.

Gréafica 1. Diametro de callo (mm; media * error estandar) en sarmientos termotratados
de vid (Vitis vinifera L.) cv. Mision a 50, 53 y 55 °C y durante 30 y 45 min. Letras distintas

indican diferencias significativas dentro de cada tratamiento (Tukey, p = 0.05).
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Ademas de analizar el porcentaje de enraizamiento, se llevaron a cabo
mediciones de la longitud de las raices de cada sarmiento. Se observd que el
tratamiento que mostré mayores valores fue el de 50 °C, tanto para 30 (163 mm) como
45 minutos (184 mm), mostrando diferencias significativas con respecto a los demas
protocolos de TAC, tal y como se representa en la Grafica 2. Por otro lado, el grupo
control mostré una longitud promedio de 90 mm, siendo 50 % superior a los sarmientos
termotratados a 53 °C (44 mm, Grafica 2). El enraizamiento del TAC a 55 °C con una
exposicion de 30 minutos dio como resultado raices con una longitud media de 18
mm, que es 90% inferior al TAC a 50 ° durante 45 minutos. La raiz desarrollada en el



TAC a 55 °C durante 45 minutos, alcanzé una longitud media de 54.15 mm, la cual es
superior en comparacion con el TAC de la misma temperatura, pero con un menor

tiempo de exposicion.

Figura 5. Caracterizacion morfolégica de callo y raices en sarmientos de vid (Vitis
vinifera L.) cv. Mision sometidos a protocolos de TAC de 50 (A), 53 (B), 55 °C (C) y en
sarmientos control (D).
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Gréfica 2. Longitud de raices (mm; media * error estandar) en sarmientos termotratados
de vid (Vitis vinifera L.) cv. Mision a 50, 53 y 55 °C y durante 30 y 45 min. Letras distintas
indican diferencias significativas dentro de cada tratamiento (ANOVA contrastado con
test de Tukey, p= 0.05).
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En concordancia con los resultados obtenidos en relacidon a la rizogénesis y
longitud de raices, se observaron diferencias significativas en la morfologia de los
sarmientos termotratados con los diferentes protocolos. En este sentido, en la Figura
6 se muestra que la densidad radicular en el sarmiento termotratado a 50 °C es mayor
en comparacion a los otros grupos, incluyendo el control. También se observa que la
distribucion de la raiz es a lo largo del sarmiento, con coloracion cobriza. En el TAC a
53 °C, la raiz se observa con menor longitud y densidad. En su mayoria, se encuentra
en la base del sarmiento con coloracion blanquecina. El grupo control presenta
desarrollo radicular en la base del sarmiento al igual que el TAC a 53 °C, sin embargo
la densidad es mayor al igual que la longitud. La coloracion cobriza del grupo control



es semejante a la raiz obtenida en el sarmiento termotratado a 50 °C. El TAC a 55 °C
fue el unico tratamiento en el que los sarmientos no presentaron desarrollo de raiz, ni

en la base ni a lo largo de su estructura.

Figura 6. Caracterizacion morfologica de raices desarrolladas en sarmientos de vid
(Vitis vinifera L.) cv. Mision sometidos a protocolos de TAC de 50 (A), 53 (B), 55°C (C) y

en sarmientos control (D).

En relacién a la brotacién de yemas latentes en los sarmientos termotratados,
se observo una relacidén inversamente proporcional entre el aumento de temperatura
y la disminucion de la cantidad de yemas brotadas (Tabla 1). Asi, de todos los
tratamientos ensayados, la termoterapia con 50 °C durante 30 minutos arroj6 la
maxima tasa de brotacion (100 %) , superando incluso al grupo control, que presentd
95 %, mientras que una exposicién de 45 minutos a la misma temperatura, tuvo una
brotacion del 90 %. Los TAC a 53 °C tuvieron un comportamiento similar, respecto al
aumento del tiempo de exposicion, siendo que a los 30 minutos hubo un 85 % de
brotacion, mientras que a los 45 minutos hubo un decremento del 15 % respecto al

primer intervalo. Para el tratamiento a los 55 °C, no se observd una diferencia



significativa entre el aumento del tiempo, ya que tanto a los 30 como a los 45 minutos,

solo se obtuvo el 10 % de brotacion.

Por ultimo, se realizaron mediciones de los pampanos desarrollados en las
yemas brotadas. En los tratamientos a 55 °C, el crecimiento de pampanos fue muy
reducido para el periodo de exposicion de 30 min (4 mm, Grafica 3) e incluso nulo en
el caso del protocolo de 45 min, siendo ambos valores significativamente diferentes
con respecto al resto de los protocolos de TAC y el grupo control.

Grafica 3. Longitud de pampanos (mm; media * error estandar) en sarmientos
termotratados de vid (Vitis vinifera L.) cv. Misién a 50, 53 y 55 °C y durante 30 y 45 min.
Letras distintas indican diferencias significativas dentro de cada tratamiento

(contrastado con test de Tukey, p = 0.05).
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En el resto de los tratamientos, los pampanos del grupo control fueron los que
alcanzaron mayor desarrollo, con una longitud media de 28 cm (Grafica 3); seguido



por los sarmientos termotratados a 53 °C, los cuales mostraron para ambos tiempos
de exposicidon una disminucion del 11 %. Para esta temperatura, tanto el tratamiento a
30 minutos como el de 45 minutos registraron una longitud media de 25 cm. Los
resultados mas bajos en relacion al crecimiento de pampanos fueron los obtenidos en
el material propagativo termotratado a 50 °C, con longitudes de 22.25 cm para los
sarmientos expuestos a esta temperatura durante 30 min (Grafica 3); y 22.47 cm para

aquellos que se sometieron a esta misma condicion a lo largo de 45 minutos.

Cabe mencionar que ademas del efecto sobre el crecimiento de los pampanos,
la aplicacion de los protocolos de TAC de 55 °C provoco el progresivo decaimiento de
las plantulas obtenidas hasta que se observo su muerte (Figura 7).

Figura 7. Plantulas obtenidas a partir de sarmientos de vid (Vitis vinifera L.) cv. Mision

sometidos a protocolos de TAC de 50 (A), 53 (B) y a partir de sarmientos control (C).

vy ¢
O, O} A

Por el contrario, las plantulas obtenidas en los tratamientos de 50 y 53 °C
(Figura 7a y 7b), independientemente de su tiempo de exposicion, no presentaron
malformaciones visibles, deficiencias u otras patologias durante el periodo de

crecimiento. En estos grupos, las tasas de supervivencia de las plantulas fue muy



cercana al 100%, al igual que en las plantulas obtenidas de los sarmientos del

tratamiento control (Datos no mostrados, Figura 7c).

Discusién

La implementaciéon de diferentes protocolos de TAC para la propagacion
vegetativa del varietal Mision permite conocer el impacto de diferentes temperaturas y
tiempos de exposicion sobre el desarrollo fisiolégico de la planta, desde etapas
tempranas como la formacién de callo, raiz, cantidad de yemas brotadas y
posteriormente, en el desarrollo de pampanos. Aunque esta técnica es utilizada para
la desinfeccion del material propagativo, es posible evaluar el desarrollo de las
plantulas posterior a este tratamiento.

De acuerdo a los analisis estadisticos, es presumible que el aumento de
temperaturas y diferentes tiempos de exposicion tiene un efecto notable sobre las
primeras etapas de callogénesis y rizogénesis. La literatura indica que el TAC ha sido
un factor causante del fracaso del establecimiento de vifias jovenes, al someter el
sarmiento a altas temperaturas y debilitar el mismo material propagativo, por ejemplo,
retraso en el desarrollo o muerte de las yemas. (Lade et al., 2022). Sin embargo, hay
mas factores que pueden tener un efecto significativo en el éxito de esta metodologia,
como heridas provocadas en el sarmiento durante la poda, estado fitosanitario del
material recolectado, condiciones de almacenamiento y los procesos dentro del vivero
(Morton, & Waite, 2007).

En las etapas de callogénesis y rizogénesis, el protocolo de TAC a 50 °C
demostré tener resultados optimos, al presentar un callo de mayor diametro y una
densidad radicular superior al TAC a 53 °C. Sin embargo, al realizar una evaluacion
visual de la morfologia de los componentes desarrollados, la coloracién cobriza tanto
del callo como de la raiz, sugieren que los sarmientos termotratados a 50 °C, sufrieron
un estrés oxidativo durante su almacenamiento para el desarrollo de callo y raiz. El
estrés oxidativo puede generar una disminucion en la absorcion de agua y nutrientes,
que podria comprometer la futura vascularizacion de los tejidos, lo cual puede dar

como involucrar una disminucién en el crecimiento y rendimiento (Bhattarai et al., 2008;



Maestre & Martinez, 2010). Esta coloracion sugiere que ademas de que es posible un
debilitamiento en el desarrollo de la raiz, también predispone a la planta al ataque de
plagas y enfermedades. En este sentido, bajo las practicas recomendadas en viveros
viticolas para la aceptacion de material propagativo de la vid, las plantulas obtenidas
bajo el TAC a 50 °C podrian no cumplir con los estandares de calidad, por lo que
deberian ser sometidas a controles sanitarios y fisiolégicos posteriores con el fin de
determinar su aptitud comercial (Waite et al., 2014). Consecuentemente, este
fendmeno de oxidacidén y cambio de coloracion se observé de manera menos intensa

en el grupo control, tanto en callo como raiz.

El callo y raiz que se formaron en los sarmientos termotratados a 53 °C fueron
inferiores tanto en diametro del callo como en la longitud de la raiz. Sin embargo, al
realizar la observacion en la morfologia de ambas etapas de desarrollo, se aprecia una
estructura mas compacta del callo asi como una coloracion blanquecina en raiz, lo cual
sugiere una mejoria en el estado fitosanitario de la plantula, en comparacién con el
resto de tratamiento y el grupo control. De acuerdo a un estudio realizado por Gramaje
y colaboradores se demuestra que un protocolo TAC a una temperatura de 53 °C
puede disminuir drasticamente la enfermedad de Petri en el material propagativo de la
vid, aunque debido a la exposicién a esta temperatura se ha observado que hay una
ligera afectacion en el crecimiento de los brotes (Gramaje et al., 2009). Estos
resultados, junto con el impacto de los protocolos en el desarrollo de la plantula desde
etapas tempranas a la brotacidn, coinciden con los obtenidos en este estudio. El
retraso de la brotacion puede deberse a que hay cultivares mas susceptibles que otros
cuando se exponen a altas temperaturas (Morton & Waite, 2007). Este mismo
comportamiento se observo en un protocolo TAC a 53 °C durante 45 minutos, donde
el cultivar Italia y Kober 5BB, presentaron una disminucién en su vigorosidad del 37.3
y 46.7 % respectivamente (Akgul, 2016). Estos estudios concuerdan con los resultados
del presente estudio, ya que se comprueba que el incremento progresivo de la
temperatura podria tener un efecto negativo sobre la fisiologia del material

propagativo.



Realizando una comparacion entre los TAC a 50 y 53 °C, el efecto de la
temperatura es importante en las etapas de callogénesis y rizogénesis. Aunque las
plantulas a los 53 °C tuvieron un desarrollo inferior en las primeras etapas, lo cual
indica una afectacion de los tejidos por la alta temperatura, el tiempo de recuperacion
se iguala con los sarmientos tratados a 50 °C y grupo control, cuando se llega a la
brotacién y formacién de los pampanos. Cabe mencionar que al tener un mejor aspecto
la formacién de estas dos estructuras, el protocolo a 53 °C es conveniente para
aumentar la viabilidad de las plantulas, ya que se ha documentado que el TAC es una
técnica que reduce la carga de fitopatdgenos relacionados a las enfermedades de la
vid, tales como bacterias (Soltekin & Ophel et al., 1990; Burr et al., 1996; Soltekin &
Altindisli, 2017), hongos relacionados a las enfermedades de la madera (Edwards et
al., 2004; Fourier & Halleen, 2005; Eskalen et al., 2007; Halleen et al., 2007, Gramaje
et al., 2009), nematodos y fitoplasmas (Caudwell et al., 1997). Se ha reportado que el
TAC a 53 °C ha demostrado efectividad en la reduccion de carga bacteriana, hongos
relacionados a las enfermedades de la madera, nematodos y fitoplasmas (Edwards et
al., 2004; Fourier & Halleen, 2005; Eskalen et al., 2007 Halleen et al., 2007, Gramaje
et al., 2009).

Se ha reportado que los cultivos que han sido termotratados a temperaturas y
tiempos de exposicion optimos, tienen una disminucion significativa de enfermedades
y un aumento en la calidad del producto, en comparacién con los cultivos no
termotratados (Fallik, 2004). Esto apoya los resultados obtenidos en el
termotratamiento a 53 °C, donde a pesar de la afectacién en el desarrollo de callo y
raiz, las plantulas presentaron una viabilidad mayor, al no presentar estrés oxidativo
visible, en relacion con los otros tratamientos y grupo control. En el estudio realizado
por la Lade y colaboradores (2022), la implementacién del TAC a 53 °C con un tiempo
de exposicién de 30 minutos, reportd que el material termotratado presenté una
disminucién de la biomasa en comparacion con el grupo control; sin embargo, también
se comprobo que la carga de hongos causantes de enfermedades de la madera en la
vid disminuyo. Este tipo de investigacion apoya los resultados obtenidos, al obtener
plantulas con un estado fisiolégico mas favorable y que pudieran ser menos

susceptibles al ataque de plagas y enfermedades.



Los sarmientos termotratados a temperaturas de 55 °C mostraron una
disminucién o total ausencia de formacion de callo y/o raiz. Debido a que los
sarmientos no presentaron raiz, la nutricion hidrica y mineral se vio totalmente anulada,
lo cual derivo en la muerte de la planta. Aunado a lo anterior, los tejidos internos de la
yemas se vieron gravemente afectadas por la temperatura, ya que no se aprecio
desarrollo de brotes en ninguno de los tiempos de exposicion ensayados. De esta
manera, el termotratamiento a 55 °C para el cultivar Misiéon no presenté resultados
favorables en ninguna etapa del proceso, independientemente del tiempo de
exposicion a 30 o 45 minutos, por lo cual se considera una metodologia de TAC que
provoca el deterioro del material propagativo de forma irreversible.
Consecuentemente, a una temperatura superior a los 54 °C, se puede asegurar la
erradicacion de plagas y patdogenos sin embargo, la viabilidad del material propagativo
se ve comprometida (Lade et al., 2022). En este sentido, se ha observado que el uso
de temperaturas por encima de los 53 °C en protocolos de TAC disminuye el porcentaje
de brotacion en sarmiento de forma considerable (Gramaje et al., 2008).

Ademas de analizar el efecto de diferentes temperaturas sobre el desarrollo
fisiologico en el material propagativo de la vid, también se evalu6 el tiempo de
exposicidon a estos parametros. Al realizar el analisis de datos obtenidos a través de
las mediciones en las distintas etapas de crecimiento, los resultados demostraron que
el factor tiempo no fue estadisticamente significativo, en comparacién al efecto que
provocé la temperatura. Sin embargo, una exposicion de 45 minutos a altas
temperaturas llegé a ser mas letal en las etapas de encallado y enraizado. Este
comportamiento fue uniforme en todos las etapas a excepcion del termotratamiento a
53 °C a 45 minutos, donde se tuvo un mayor porcentaje de enraizamiento en
comparacion con el tiempo de exposicién a 45 minutos. Un estudio realizado con un
TAC a 52 °C durante 45 minutos, indicé que se obtuvo una mejora del 20 % después
de la plantacion, en comparacion con el grupo control que no fue sometido a
termotratamiento (Lerin et al., 2017). En el presente trabajo, el termotratamiento a 53
°C es una temperatura favorable y aunque la variable del tiempo no fue
estadisticamente significativa, un tiempo de exposicion a 45 minutos podria favorecer

el desarrollo de la plantula.



A pesar de la evidencias obtenidas en este trabajo y su concordancia con
respecto a la literatura, se debe tomar en cuenta que los cultivares de vid pueden
exhibir diferente respuesta fisiologica a los protocolos de TAC dependiendo de su
variedad, tolerancia al estrés y las condiciones climaticas de la region en la que se
cultivan. En el estudio realizado por Lerin y colaboradores (2017), se evaluo el efecto
de termoterapia en la fisiologia de las varietales Bordd, Cabernet Sauvignon, Moscato
Embrapa, Paulsen 1103, SO4 e IAC 572 y la prediccién de los resultados mediante un
modelo matematico, el cual sugiere que el aumento de la temperatura esta
directamente relacionado con el retraso en la fenologia de las plantulas, o incluso su
deterioro. Ademas de las diferencias entre varietales, también es importante
considerar las condiciones climatolégicas que las rodean asi, en las variedades
cultivadas en regiones de clima frio se reporta que protocolos de TAC de 48 °C durante
30 minutos es una metodologia aceptable para la eliminacidn de ciertos patégenos
(Graham, 2007). En Francia, un termotratamiento a 50 °C durante 45 minutos es
suficiente para eliminar fitoplasmas (Caudwell et al., 1997); mientras que para
varietales que son cultivadas en regiones de clima calido, estos parametros no tendran

el mismo efecto (Gramaje et al., 2009).

Por todo lo anterior, la investigacion realizada respalda la literatura, ya que los
resultados de los TAC a 50 °C, podrian sugerir un estado fisiologico mas deficiente
que las plantulas termotratados a 53 °C, especialmente durante las etapas de
callogénesis y rizogénesis. Sin embargo, esta afectacion, no se vio reflejada de forma
visible durante el desarrollo vegetativo de las plantulas, por lo que se requiere realizar
un seguimiento de la fisiologia en temporadas posteriores, asi como una evaluacion
sanitaria de este material para determinar el efecto a largo plazo de la aplicacién de
TAC. La literatura indica que un monitoreo visual es importante para la determinacion
del estado fitosanitario de las plantas debido a que hay enfermedades que no
presentan sintomas hasta que la plantula desarrolle follaje donde los sintomas son
mas notorios (Fiore, 2015).



Conclusiones

La termoterapia es un tratamiento eficaz que permite la desinfeccion del
material propagativo de la vid, al reducir la presencia de bacterias, insectos,
fitoplasmas, hongos y nematodos. En este proyecto se evalud el efecto de esta técnica
sobre el desarrollo fisiolégico de las plantas del cultivar vid (Vitis vinifera )y se
concluyo que el TAC a 55 °C ejerce un impacto adverso en el desarrollo fisiolégico de
la planta al reducir la tasa de supervivencia. Sin embargo, protocolos a 53 °C a pesar
de provocar un ligero deterioro en el desarrollo de la plantula en callogénesis y
rizogénesis, podrian promover el desarrollo de plantulas con un estado fisiolégico mas
adecuado, en comparacion con las obtenidas a 50 °C. En ultimo término, el material
propagativo sometido a los protocolos de 53 °C podria ser menos susceptible a plagas
y enfermedades y, por tanto, cumplir en mayor grado con los estandares de calidad

establecidos por los viveros comerciales.

Por otra parte, se determiné que el factor tiempo de aplicacién del TAC no tiene
una influencia estadisticamente significativa, y que la recuperacién de las plantulas se
iguala en las etapas de brotacion y desarrollo de pampanos. Por todo lo anterior, se
considera crucial continuar realizando un seguimiento del desarrollo fisioldgico de las
plantulas obtenidas, evaluando sus efectos en la fenologia durante al menos dos
ciclos. Ademas, se sugiere profundizar en la investigacion de los limites de
temperatura y tiempo de exposicion en el termotratamiento que el cultivar Mision puede
tolerar sin comprometer su viabilidad. De igual manera, un analisis fitopatolégico es
sugerido para evaluar la eficacia de la eliminacion de las enfermedades de la vid de
los TAC propuestos.
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