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PRODUCCION DE PLANTA MADRE DE VARIEDADES MEXICANAS DE FRESA A
PARTIR DE UN SISTEMA DE BIORREACTOR DE INMERSION TEMPORAL
Adonai Jonés Aradillas Tovar, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2015
México es el quinto productor de fresa a nivel mundial (FAO, 2013). Sin embargo, las
principales variedades utilizados provienen del extranjero. El Colegio de Postgraduados registrd
dos variedades mexicanas de fresa ante el SNICS con potencial para cubrir la demanda tanto
nacional como internacional. Con la propagacion y difusion de estas nuevas variedades se
pretende mitigar la dependencia de planta madre del extranjero. La micropropagacion se ha
utilizado para propagar con éxito plantas de esta especie. El presente trabajo tuvo como objetivo
mejorar la multiplicacion de plantas de dos variedades mexicanas de fresa utilizando la técnica
de inmersién temporal (SIT), comparando los resultados con los que se obtienen en sistema
tradicional con medios semisolidos (ST). Se utilizaron brotes generados y multiplicados a partir
de meristemos de las variedades CP Jacona y CP Zamorana. En la etapa de multiplicacion en
medio semisélido se utilizé un medio MS (1962) con 6 g L™ de agar y se evaluaron nueve
tratamientos con ocho repeticiones con diferentes relaciones hormonales. La mejor relacion fue
1.0 mg L™ Benciladenina BA + 0.1 mg L™ de Acido indol butirico AIB. Este tratamiento se
utilizé como base para evaluar la tasa de proliferacion en el sistema de inmersién temporal SIT.
Para ello se utilizaron biorreactores RITA® de 1 L de capacidad, el medio de cultivo fue similar
al utilizado en el sistema tradicional sin agar y se evalué un minuto de inmersion a diferentes
intervalos de tiempo (4, y 6 h) y dos minutos (12 h), en seis tratamientos con TRIA y BR. Por
RITA® se utilizaron diez brotes con 150 mL de medio liquido complementado con 30 g L de
sacarosa y cada tratamiento tuvo tres repeticiones. Para ambos sistemas las condiciones de
incubacion fueron 25 + 2 °C, con 16 h luz. Después de 30 dias se evalud el numero total de
brotes, tamafio de brotes, el diametro en la base y brotes sobre hidratados y oxidados. EI SIT
obtuvo el triple de brotes en comparacion con el ST. La concentracion de 10 pg-L™ de TRIA y
0.02 mg-L™" de BR, ambos suplementados con 1.0 mg-L™* de Benciladenina y 0.1 mg-L™ Acido
indol butirico obtuvieron el mayor nimero de brotes por explante. Se redujeron la oxidacién 22
% y la sobrehidratacion 6.66 % con la adicion de BR en el SIT el mayor tamafio del brote se

reportd en el ST con una media de 2.14 cm para ambas variedades.

Palabras clave: biorreactores, micropropagacion, reguladores del crecimiento, variedades de
fresa.
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Mexico is the fifth largest producer of strawberries worldwide (FAO, 2013). However, the main
varieties used are from abroad. Colegio de Postgraduados recently registered two Mexican
strawberry varieties with potential to meet both domestic and international demand. Spreading
and promoting these new varieties is intended to alleviate dependence on foreign mother plant.
Micropropagation methods have been used to multiply plants of this species successfully in other
countries. This study aimed to improve growth of plants in two Mexican strawberry varieties
using the temporary immersion technique (SIT), comparing the results with those obtained in
semisolid media with traditional system (ST). Generated and multiplied shoots were used from
meristems from field plants of varieties CP Jacona and CP Zamorana. For the multiplication
stage MS semisolid medium (1962) was used with 6 g L™ agar and nine treatments with eight
replications with different hormonal relations were evaluated. The best treatment was 1.0 mg L™
Benzyladenine BA + 0.1 mg L™ Indol butyric acid IB. This treatment was used as a basis for
assessing the proliferation rate in the temporary immersion system, SIT. RITA® bioreactors 1 L
of capacity were used; the culture medium was similar to that used in the traditional system
without agar and one minute immersion was evaluated at different time intervals (4, and 6 h) and
two minutes (12 h) six treatments TRIA and BR. Ten shoots per RITA® were used in 150 mL of
liquid medium supplemented with 30 g L sucrose and each treatment had three replicates. For
both systems the incubation conditions were 25 + 2 ° C with 16 h light. After 30 days, total
number of shoots, shoot size, diameter at the base and oxidized and overhydrated shootswere
evaluated. The SIT won the triple outbreaks compared to ST. The concentration of 10 mg-L™
TRIA and 0.02 mg-L™* BR, both supplemented with 1.0 mg-L™* Benzyl adenine and 0.1 mg'L™
indole butyric acid obtained the highest number of shoots per explant. Oxidation were reduced
22 % hyperhydration and 6.66 %, with the addition of BR in the SIT. The largest outbreak was

reported in ST with an average of 2.14 cm for both varieties.

Keywords: bioreactors, growth regulators, micropropagation, strawberry varieties.
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L-1) + TRIA (2 pg L-1), b) CPJ acona BA (1.0 mg L-1) + AIB (0.1 mg L-1) + TRIA (5 pg L-1),
c) CP Jacona BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L™) + TRIA (10 pg L), d) CP Zamorana BA (1.0

mg L) + AIB (0.1 mg L™) + TRIA (2 pg L™), e) CPJ Zamorana BA (1.0 mg L) + AIB (0.1 mg
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L) + TRIA (5 ug L) y f) CP Zamorana BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L™) + TRIA (10 pug L’
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1. INTRODUCCION

La fresa en la actualidad es considerada un cultivo comercial con areas de siembra cada vez
mayores a nivel mundial y su consumo va en aumento en todo el mundo (Keutgen y Pawelzik,
2008). En afios anteriores, en México las plantas madre certificadas provenian principalmente de
las Universidades de California y Florida en Estados Unidos de Norteamérica, lo que representa
gran dependencia de nuestro pais por este concepto; sin mencionar las dificultades para la
adquisicion de este material asi como el cobro de regalias. Con base en la problemética anterior,
el Colegio de Posgraduados ha generado nuevas variedades de fresa, entre las que destacan CP
Zamorana y CP Jacona, como nuevas variedades mexicanas ya registradas en el catdlogo del
Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS). En el cultivo de fresa
existen diversos tipos de propagacion como lo son por division de coronas, estolones, semillas y
por micropropagacion in vitro que hoy en dia es una alternativa viable y es de gran importancia
para la produccién en masa y en menor tiempo de diversas especies frutales como la fresa,
ademéas de obtener plantas libres de cualquier agente patégeno. El cultivo in vitro o
micropropagacion se define basicamente como la propagacion clonal de plantas mediante cultivo
de tejidos, explantes, etc; en medios de cultivo de composicién definida, en condiciones
ambientales estériles y controladas (George, 1993). Por otra parte, existe la micropropagacion en
medio liquido que con el uso de Biorreactores de inmersion temporal tipo RITA® han dado
buenos resultados como proporcionar un sistema de propagacion de plantas rapida y eficaz para
muchas especies agricolas y forestales, la utilizacion de medios liquidos ayuda a disminuir la
manipulacion manual intensiva (Ziv, 2005). Por otra parte, aumenta la eficacia en la
proliferacion de nuevos brotes, como también la calidad del material vegetal entre muchas

ventajas mas (Etienne y Berthouly, 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Generales

a) Evaluar la multiplicacion en dos sistemas de micropropagacion, el sistema
tradicional y el de inmersion temporal, en dos variedades mexicanas de fresa
incorporando diferentes tipos y concentraciones de reguladores de crecimiento en

el medio.

b) Establecer un sistema eficiente de propagacion in vitro de fresa basado en el
Sistema de Inmersion Temporal (SIT) logrando el enraizamiento y la

aclimatizacion de las plantas para la produccion de planta basica

2.2 Objetivos Especificos

a) Implementar un sistemas de inmersion temporal automatizado con biorreactores

tipo RITA®y comparar su eficiencia con el sistema tradicional en semisélido.

b) Analizar el efecto de los reguladores de crecimiento en la multiplicacion in vitro
tanto de uso comin como de los llamados de nueva generacion en los dos

sistemas (liquido y semiso6lido).

c) Disminuir el porcentaje de sobrehidratacion de los brotes propagados en SIT,

mediante el uso apropiado de los nitratos.
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3. HIPOTESIS

Al utilizar el sistema de inmersion temporal se incrementard la tasa de multiplicacion in vitro y
se reducira el tiempo de cultivo en comparacion con el método tradicional con agar, ademas de

ser un método que permite ahorro de mano de obra.
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4. REVISION DE BIBLIOGRAFIA

4.1 La fresa: su produccion mundial y nacional

A nivel mundial la fresa se cultiva en mas de 60 paises, siendo el principal productor Estados
Unidos con un millén 115 mil ton al afio; seguido por Rusia con 324 mil ton al afio y Espafia con
263 mil 900 ton anuales. Encabezando las lista de paises exportadores de fresa en el mundo
encontramos en primer lugar a Espafia con 207 mil 974 ton, el siguiente lugar lo ocupa Estados

Unidos con 103 mil 953 ton (Santoyo y Martinez., 2010).

México hoy en dia se ubica en el quinto lugar a nivel mundial (FAO, 2013) con un rendimiento
cercano a 41.60 toneladas por hectarea (SIAP, 2012) destacando por su participacion en el
volumen los estados de Michoacan, Baja California y Guanajuato. Siendo el estado de
Michoacan el principal productor de la republica con una produccién de 114 784 .00 ton, con un
rendimiento promedio de 32.23 t ha™ generando empleos y divisas muy importantes ya que la
fresa ocupa el segundo lugar en importancia entre los frutales que ahi se cultivan (SEDAGRO,
2005), seguido por Baja California que se ubicé en el segundo sitio con una produccion de 82
087.60 t, con un rendimiento promedio de 53.20 t ha™ y Guanajuato con 20 527.30 t, con un

rendimiento promedio de 19.99 t ha*.
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4.2  Propiedades nutrimentales y Fisiologia de la fresa asi como sus métodos de

propagacion.

4.2.1 Propiedades nutrimentales de la fresa

La fresa (Fragaria x ananassa Duch.) es una planta perteneciente a la familia de las Roséceas,
subfamilia Rosoidea, tribu Potentilla y género Fragaria y es una planta herbacea, también
considerada como una fruta de alto placer por excelencia para el gusto del ser humano (Bello y
Santos, 1990). Resaltando sus cualidades tanto en el color, aroma y acidez, ademas de su aporte
de vitaminas y minerales (Agencia de Servicios Agropecuarios Poas, 2007). La fresa es un fruto
muy importante por sus amplias caracteristicas nutracéuticas, sobresaliente por su composicion
de vitamina A y C, asi como taninos, flavonoides, antocianinas, catequina, quercetina,
kaempferol y &cidos organicos (citrico, malico, oxalico) por nombrar los mas importantes
(Hannum,, 2004). Por otra parte, en otros estudios realizados con animales han demostrado que
al hacer dietas, primordialmente ricas en fresas, también pueden tener un excelente potencial
para proporcionar acidos salicilico y elagico, y minerales importantes como P, K, Ca, Na y Fe;
ademas de pigmentos y aceite esencial (Ozcan, y Haciseferogullar, 2007). Es asi que estos
compuestos presentes en la fresa actuarian como un potente poder antioxidante que para el ser
humano ayudaria a disminuir el riesgo de eventos cardiovasculares y para disminuir la trombosis
(Beattie, et al., 2005) y por otro lado, estudios realizados han demostrado en varios sistemas y
métodos experimentales la actividad anticancerigena de extractos de fresas (Hannum, 2004;

Olsson, 2004).
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4.2.2 Aspectos fisiologicos de la fresa

La fresa esta caracterizada como una especie de tipo fotosintético Cs. Al ser plantas que utilizan
esta via fotosintética absorben el didxido de carbono por medio de estomas durante el dia y lo
utilizan para formacion de la glucosa. Las plantas con este tipo de metabolismo de fotosintesis se
desarrollan mejor bajo condiciones frescas, dado que la temperatura Optima para la fotosintesis
es relativamente baja (Gliessman, 2002). La tasa de asimilacion de CO, en Fragaria x ananassa

Duch. es de 15 a 25 pmol s m™ en campo (Hancock, et al., 1989).

La fresa es un fruto no climatérico y es por eso que debe ser cosechada en plena madurez para
lograr la méxima calidad en relacién con el sabor y color (Cordenunsi et al., 2003). Las
antocianinas por su parte son los principales compuestos que contribuyen al color rojo brillante
de la fresa (Bodeldn, et al., 2010). Los azUcares principales en el fruto de fresa son la sacarosa,
glucosa y fructuosa, que representan mas del 99% del total de los azlcares de las frutas maduras
(Strum et al., 2003). El &cido citrico es el acido organico principal en el fruto de la fresa y el
acido ascorbico es la forma predominante de la vitamina C (Lee y Kader, 2000). La
disponibilidad de agua, las temperaturas nocturnas y diurnas, y la intensidad de la luz del dia

estan relacionadas con el tamafio del fruto de la fresa (Avigdori - Avidov, 1986).

4.2.3 Métodos de propagacion en planta de fresa

En la fresa existen diversos tipos de propagacion como lo son:
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Por division de coronas: Este método no es muy utilizado ya que particularmente se
emplea en variedades que estolonizan escasamente, pero que generalmente producen
coronas secundarias. Para esto se es posible utilizar plantas madre de mas de un afio de
edad y es asi cuando se han enraizado las coronas secundarias dan origen a nuevas
plantulas o hijuelos bien formados con buenas raices que se utilizaran en nuevas

plantaciones.

Por estolones, siendo el método mas utilizado, y consiste en que las plantas madre
emitan estolones o guias, mismos que son un tallo delgado, largo, rastrero que se forma a
partir de las yemas axilares de las hojas situadas en la base de la corona. Se desarrollan en
gran cantidad en épocas de alta temperatura, en el extremo del estolén se forma una
roseta de hojas que en contacto con el suelo himedo emite raices, lo que origina una
nueva planta con idénticos caracteres que la planta madre. Los estolones constituyen el
método mas facil de propagacion de plantas (Lépez, 2000). Una planta madre puede dar
hasta 50 hijas de calidad Optima para ser una nueva planta. Se recomienda con este
método dar un méximo desarrollo a las plantas madre para estimular la formacion de un

mayor nimero de estolones.

Micropropagacion: La propagacion in vitro en la actualidad esta sustituyendo a los otros
métodos, puesto que las plantas son producidas en laboratorios, bajo condiciones
especiales, de tal manera que retnen las mejores condiciones de sanidad, vigor y
caracteristicas genéticas similares a las plantas madre (Ingenieria Agricola, 2008). En

otra parte es importante mencionar que el cultivo in vitro se basa en el principio de la
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“totipotencia celular”, que nos indica la capacidad de una célula vegetal que puede

originar y dar lugar al desarrollo de una planta completa (Pierik, 1990).

La fresa es una planta noble que puede vivir por mucho tiempo, pero su tiempo de produccion
econdmicamente rentable se obtiene durante los primeros dos afios. En plantaciones de mayor
edad, se observa que las plantas se muestran débiles, con bajo rendimiento y frutos de menor
calidad, debido a una mayor vulnerabilidad a incidencia de plagas y enfermedades (Agrocadena

de fresa, 2007).

4.3  Biotecnologia (cultivo in vitro en fresa)

El cultivo in vitro o micropropagacion se define basicamente como la propagacion clonal de
plantas mediante cultivo de tejidos (explantes) en medios de cultivo de composicion definida, en
condiciones ambientales estériles y controladas (George, 1993). En la micropropagacion es
importante conocer los pasos que se deben realizar para que este método de propagacion sea
exitoso como son: Desinfeccion, multiplicacion, enraizamiento y aclimatacion. Siendo el
primero y ultimo paso los mas importantes. La micropropagacion en la actualidad tiene un gran
potencial comercial, debido a la velocidad con la que se realiza la propagacién de plantas
geneticamente homogeéneas, y que ofrecen una alta calidad productiva, ya que presentan

vigorosidad y se encuentran libres de enfermedades (Amhed et al., 2001).

4.3.1 Desinfestacion
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Este proceso es de los mas importantes y criticos ya que en cultivo in vitro es de vital
importancia obtener un material vegetal libre de cualquier agente contaminante. Existen variadas
técnicas que son utilizadas para el control de la contaminacion in vitro, tales como el uso de
fungicidas y antibioticos en la planta madre, el explante y el medio de cultivo; sin embargo, no
se recomienda la adicién de antibidticos al medio para controlar la contaminacion bacteriana
porque no son efectivos en la mayoria de los casos (Pierik, 1987). Pero en si, algunos autores
sefialan que su adicion es necesaria cuando el tejido tiene infecciones sistémicas y que el
material vegetal sufra debilitamiento (Phillips et al., 1981). Ocasionalmente ocurre el
ennegrecimiento del tejido, con posterior necrosis del explante. Para evitarlo, se sugiere
disminuir la intensidad de la luz, agregar antioxidantes al medio y el explante, subcultivar con
frecuencia, incrementar las sales de calcio, reducir el nivel de nitrato en el medio y sumergir el

explante en medio liquido por un dia (Swartz y Lindstrom, 1986).

4.3.1.1 Desinfestacion en explantes de fresa

Para el cultivo de tejidos en fresa se utilizan explantes que pueden provenir de la corona o de los
estolones, aungue es mas recomendable la extraccién y la desinfeccion de los estolones
(Villegas, 1990). Usando la técnica de estolones permite una produccion de alta calidad
fitosanitaria, ya que es de gran importancia en la obtencidon y extraccién para el cultivo de
meristemos. El uso de meristemos ofrece una alta probabilidad de que la produccion de plantulas

in vitro esté libre de patdégenos (Manosh et al., 2007).

Diversos protocolos ayudan a tener un mayor control, como es el de desinfectar
superficialmente los estolones sumergiéndolos en una solucién de alcohol al 70% durante pocos
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segundos, y el de cloro comercial al 10% por 10 minutos, para después enjuagar en repetidas
ocasiones con agua destilada esterilizada, esto para no dafiar el explante. La diseccién de los
estolones consta de extraer con la ayuda de un microscopio estereoscopico e instrumental de
diseccion a los meristemos de 0.2-0.5 mm y aislarlos en un ambiente aséptico, con el auxilio de
una campana de flujo laminar. Es importante a cada momento prevenir y cuidar la desecacion o
cualquier dafios fisico al meristemo (Ldpez e Inoue, 2001). Por otro lado, otros investigadores
evaluaron diferentes procedimientos de desinfeccion en explantes de fresa, empleando tres
concentraciones de hipoclorito de sodio (10, 20 y 30 %) en diferentes tiempos de exposicion (10,
20 y 30 minutos) y tres tipos de antioxidantes (cisteina 4 g L™; 4cido ascérbico 150 mg L™; 4cido
citrico 150 mg L™) para controlar la contaminacién y la oxidacién fenélica en los explantes

utilizados (Sanchez y Salaverria, 2004).

Estas investigaciones recomendaron y optaron que con la inmersion de los explantes en una

solucién de cloro para controlar efectos de contaminacion por hongos y bacterias.

4.3.2 Establecimiento en Semisolidos

Al hablar de cultivo in vitro, se dice que basicamente consiste en el cultivo sobre un medio
nutritivo artificial en condiciones asépticas idoneas para establecer, multiplicar y enraizar
cualquier explante que genere una nueva planta. Es asi que, las plantas completas o algunas
partes de ella (explantes), como pueden ser: semillas, embriones, drganos, tejidos, células y

protoplastos, pertenecientes a diversas especies vegetales, son cultivados via cultivo in vitro.
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Es de gran importancia mencionar que aparte de los explantes antes indicados, también existe el
cultivo de meristemos y es de resaltar que los primeros experimentos que utilizaron meristemos,
se realizaron con el objeto de eliminar virus en plantas (Morel y Martin, 1952, 1955). Este
sistema funciond en diferentes especies como el caso de propagar varios tipos de orquideas
(Morel, 1964). En el caso de fresa, el cultivo de meristemos también es una gran alternativa.
Dichas técnicas nos permiten tener un control en los procesos fisiologicos de crecimiento y
desarrollo de la planta, como son: division celular, germinacion, brotacion, enraizamiento,
floracion y fructificacion (Encina et al., 2002). Ademéas de que el cultivo in vitro se puede
desempefiar como un método importante en el suministro y produccién adecuada de vitroplantas

a gran escala como material de plantacion.

El punto de partida en cultivo in vitro es el establecimiento de la especie y una forma de lograr
que nuestro explante sobreviva y se mantenga latente, es el uso de agar y altas concentraciones
de sacarosa en el medio de cultivo, para que esto pueda permitir el almacenamiento y desarrollo

durante varias semanas del explante (Tyagi et al., 2007).

Un aspecto importante dentro del establecimiento es el volumen del recipiente de cultivo ya que
puede ser determinante para definir la frecuencia de subcultivos posteriores y el almacenamiento
optimo de los explantes (Engelmann. 1991, Keller et al., 2006). En si, esto permite la
optimizacion en el almacenamiento de diversas especies al utilizar eficientemente al volumen del
recipiente segun las necesidades de crecimiento del explante (Cousins y Adelberg 2008). En el

caso de la fresa se utilizaron tubos de ensaye para que el meristemo sembrado se elongara y
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desarrollara en forma adecuada en un lapso de un mes para ser llevada a la etapa de

multiplicacion.

Es importante indicar que la reduccion del crecimiento en cultivo in vitro se puede lograr
también al disminuir el nivel de oxigeno disponible para los explantes. Sin embargo, bajo esas
condiciones de almacenamiento, a menudo aparecen otros problemas donde se desarrollan
tejidos hiperhidricos, necréticos y con crecimiento méas lento (Engelmann, 1991). La
hiperhidricidad o sobrehidratacién es un desorden fisioldgico en el explante que se caracteriza
por la apariencia vidriosa e hinchada en los tejidos, tallos turgentes, acuosos e hipolignificados y
6rganos translucidos, verdes, quebradizos y con deformaciones en la cuticula y epidermis

(Debergh et al., 1992, Chakrabarty et al., 2003, 2005).

Otro aspecto que también es de importancia, es la contaminacién microbiana que es uno de los
problemas méas graves en la micropropagacion de especies vegetales a nivel mundial, ya que esto
produce cuantiosas pérdidas de material, tanto en los trabajos de investigacion como en la
micropropagacion comercial. Y puede ser derivada en cuestién a dos origenes como lo son:
microorganismos que colonizan la superficie o el interior del explante (endéfitos) y
microorganismos introducidos durante la manipulacion en el laboratorio (Debergh, vy
Zimmerman., 1991). Los contaminantes méas frecuentes en condiciones in vitro son los hongos,
las bacterias y levaduras (George, 1993, Leifert, et al., 1994). Es por eso que al hablar de cultivo
in vitro 0 micropropacion en etapa de establecimiento, es un trabajo que comprende como punto

principal la completa asepsia.
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4.4  Multiplicacién en medios Semisolidos

El objetivo principal de esta etapa es mantener y aumentar la cantidad de brotes para los
préximos ciclos y periodos de multiplicacion. En esta etapa es conveniente evitar la formacién
de callo para disminuir los riesgos de la variacion somaclonal en los nuevos brotes. Es asi que en
esta etapa, el medio de cultivo, los reguladores del crecimiento (fitohormonas) como auxinas,
giberelinas y citoquininas, etc., asi como las condiciones de crecimiento juegan un papel muy
importante la multiplicacion clonal de los explantes, elongacion, produccién de brotes y
enraizamiento, ademas para esta etapa de multiplicacién el aumento en las concentraciones de
citoquinina es muy conveniente (Hartmann y Kester, 1995). Por otra parte, se dice que las
auxinas en bajas concentraciones favorecen el crecimiento primario de la planta, ademas de que
estimulan los procesos de multiplicacién celular y la formacion de raices adventicias mientras
que inhiben el desarrollo de las yemas axilares es por eso el uso de fitohormonas (Salisbury y

Ross, 2000).

4.4.1 El uso de fitohormonas en etapa de multiplicacion

En si las fitohormonas son compuestos organicos que en pequefias cantidades, fomentan, inhiben
o modifican de alguna forma cualquier proceso fisioldgico vegetal en la planta (Wever, 1990).
Las fitohormonas vegetales tiene como caracteristica principal que se sintetizan en una parte de
la planta y se translocan a otra parte, en donde con concentraciones bajas causan alguna
respuesta fisiologica. Es por eso que al hablar de fitohormonas existen interrelaciones
hormonales tipicas entre los diferentes 6rganos de la planta como pueden ser las auxinas (AUX)

que regulan la diferenciacion, las citoquininas (CQ) que son producidas por los frutos jovenes y
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son necesarias para el crecimiento, el &cido giberélico (AG) que controla la division celular en la
region subapical, el &cido abscisico (ABA) que se produce en la hojas en respuesta al déficit
hidrico cierra los estomas y asi reduce la perdida de agua por la planta, el etileno se acumula en
los frutos maduros para inducir la maduracion y las auxinas se desplaza hacia la raiz. Ya en su
relacion directa las auxinas y el acido giberélico son sintetizas por las hojas y yemas jovenes
desplazandose por el tallo para controlar la elongacion, el &cido giberélico y las citoquininas
sintetizadas en las raices se desplazan hacia las hojas y el tallo para mantener en equilibrio el
crecimiento de las raices y la parte aérea. Es por eso que existe una coordinacion hormonal del

crecimiento en diferentes partes de una planta (Rost et al., 1979).

El uso de fitohormonas en diferentes especies puede ser de gran ayuda para la propagacién como
en el caso de agave, que en concentraciones del BA con 1.5y 1 mg L™ que donde se registraron la
maxima produccion de brotes entre 10.5 y 6.1 brotes por explante (Dominguez et al., 2008). En
trabajos realizados en frutillas como la frambuesa y con el uso de fitohormonas en un medio de
multiplicacion MS al 100%, complementado con 2 mg L™ de 6-bencilaminopurina (BAP), 1 mg
L™ de 4cido giberélico (AG3), estimula la micropropagacién de nuevos brotes del material

vegetal (Fiorella y Flores, 2007).

En las primeras investigaciones con fresa se han recomendado concentraciones en un medio
Optimo para obtener la mayor tasa de multiplicacion en esta etapa, en (Fragaria chiloensis var.
Huachi) que consiste en un medio de sales minerales de Boxus (1962), suplementados con 30 g
L™ sacarosa, 7.5 g L™ agar, 0.5 mg AIB + 0.8 mg de GA3 y 2.0 mg de BAP (Coba, 2009). Es asf

que el ndmero de brotes aumenta a medida que al medio de cultivo se le aumentaba la
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concentracion del regulador de crecimiento BAP (citoquinina). Las altas concentraciones de
citoquininas actian sobre la elongacion de los brotes (Pérez, 1998). El uso adecuado de
fitohormonas en cultivo de tejidos, brinda grandes ventajas por mencionar algunos, tanto en el
aspecto fenotipico y genético del nuevo brote asi como la produccion a gran escala que se

obtiene entre otros.

4.4.2 El uso de fitohormonas de nueva generacion en etapa de multiplicacion.

El uso de compuestos que han sido clasificados como fitohormonas recientemente, por ejemplo
los Brasinoesteroides (BR), acido salicilico, jasmonatos, poliaminas, y otros que a pesar de haber
demostrado sus efectos estimuladores del crecimiento, ain no son considerados como
fitohormonas como el Triacontanol (TRIA) que ha aportado excelentes resultados, en diferentes

cultivos de importancia econémica (Naeem et al., 2011).

Los Brasinoesteroides se caracterizan por estimular el crecimiento vegetal, aumentar el
rendimiento de la produccion de biomasa, acelerar la maduracion de frutos ademas promueve y
estimula el alargamiento y la division celular (Sakurai y Fujioka, 1993). Por otra parte los
Brasinoesteroides son compuestos de estructura esteroidal esto hace que tengan una marcada
actividad biorreguladora por lo tanto el modo de accion es similar al de las auxinas, citoquininas
y giberelinas (Arteca, 1995). Ademas fortalecen la resistencia de las plantas a las plagas y a
factores de estrés abiotico como la salinidad, la sequia y los cambios bruscos de temperatura, asi
como a agentes quimicos agresivos como plaguicidas y herbicidas, (Mandava, 1988; Sasse,
1992; Fujioka y Sakurai 1997). En varios sistemas, los Brasinoesteroides interactuan en forma
sinérgica con las auxinas y promueve la division celular ademas de que actta de forma aditiva
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con las giberelinas (Mandava, 1988). Es por eso que los Brasinoesteroides son metabolitos
vegetales que tienen la capacidad de estimular el crecimiento de las plantas (Salgado, et al.,
2008). En trabajos realizados con Brasinoesteroides en frutales como el platano en fase de
multiplicacion combinado con BA presenté indicadores superiores en el crecimiento de las
plantas in vitro (Jiménez, 2002) en hortalizas como la lechuga estimulo la brotacion (Nufiez, et
al., 2005). Respecto al uso del Triacontanol podemos decir que es un componente natural de las
ceras epicuticulares, que aumenta el crecimiento vegetativo (Ries, 1985), por otra parte y de
forma individual el uso del Triacontanol favorece mucho en la induccion de nuevas
ramificaciones en las plantas en diversas especies (Khan et al., 2007) y en el uso para trabajos
referentes al cultivos de tejidos son utilizados para estimular la multiplicacion y el
mejoramientos de las raices en diversas especies de cultivos como la manzana, cerezas, etc que
con la ayuda de agentes hormonales como el AIB mejora los efectos de Triacontanol (Tantos et
al., 2001). Como también en diversas investigaciones el uso del Triacontanol en conjunto con
ANA acelerar eficazmente el crecimiento de las raices en plantas rastreras como la Begonia
heracleifolia (Xiao, 1992). Es importante mencionar que el uso de Triacontanol también ayuda
en los procesos fisiol6gicos en las plantas como en el arroz que regula los procesos de la

fotosintesis (Chen, 2002).

45  Uso de Biorreactores de Inmersion Temporal en la multiplicacién

Al hablar del Sistema de Inmersion Temporal es trabajar bajo el empleo de medios de cultivo
liquidos en cultivo in vitro, siendo un aspecto tanto primordial como Optimo en la
automatizacion de la micropropagacion de diversas especies (Debergh, 1988; Tisserat, 1991;

Aitken-Christie, et al., 1995), también favorece el desarrollo de técnicas para la produccion a
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gran escala. En la actualidad, favorece al desarrollo de métodos para la micropropagacion en
etapa de multiplicacion que utilizan medios liquidos, ya que permiten el escalonamiento de la
micropropagacion (Eide et al., 2003). Por otra parte, Alvard et al., (1993) dicen que el uso
adecuado del medio de cultivo liquido tiene varias ventajas y es considerado una técnica ideal
para la produccién a gran escala porque reduce las manipulaciones y simplifica el cambio de
medio de cultivo. Es por eso que las nuevas alternativas en micropropagacion como el SIT
también puede generar algunas desventajas como el efecto de sobrehidratacion en los explantes y
nuevos brotes generados pero con la ayuda de fitohormonas como la Zeatina que esta implicada
como inductor en la division celular, ruptura de la dominancia apical, nueva formacion de
érganos en cultivo in vitro, floracion y desarrollo de cloroplastos, se puede utilizar para bajar la
presencia de sobrehidratacion de explantes generados en SIT en un medio gelificado (Debnath,
2008). Otro método para resolver ese tipo de problematica ya dentro del sistema es el disefiar
nuevos modelos de biorreactores sofisticados y sistemas automatizados, que sigan empleando
medios de cultivo liquidos (Tisserat y Vandercook, 1985; Alvard et al., 1993; Akita y Takayama,
1994; Ziv y Shemesh, 1996; Jiménez et al., 1997) esto para disminuir cualquier problema y siga

siendo un excelente sistema de micropropagacion.

Por eso es importante decir que en diversos trabajos e investigaciones realizadas, se afirma que la
calidad de las plantas en diferentes especies frutales in vitro, y producidos en sistemas semi-
automatizados en inmersion temporal de los nuevos brotes es superior a los obtenidos con el

empleo de métodos convencionales (Jiménez et al., 1999).
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En el caso de especies similares a la fresa como lo es la frambuesa se probaron los dos sistemas
para la micropropagacion, el medio semisélido y el medio liquido en inmersién temporal, y los
resultados obtenidos para ambos sistemas fueron estadisticamente similares. Los dos presentaron
buena brotacién y crecimiento, sin embargo las vitroplantas en inmersidn temporal se observaron
mas vigorosas y esto podria presentar ventajas en la etapa de aclimatacion. (Fiorella y Flores,
2007). Los tiempos de inmersidn en (SIT) pueden ser variados porque depende de la especie y su
tiempo de contacto con el medio liquido ya que algunas suelen ser muy turgentes y no es

conveniente un contacto repetitivo.

En la actualidad los protocolos propuestos en SIT aumentan la productividad del material
propagado en diversas especies, en comparacion con los desarrollados en medios de cultivo
semisdlidos, lo que representa una reduccion en los costos de produccion al introducir la

multiplicacién del cultivo en laboratorios de propagacion (Santos et al., 2011).

4.5.1 El uso de fitohormonas de nueva generacién en etapa de multiplicacion SIT.

El uso de fitohormonas de nueva generacion como Brasinoesteroides (BR) han generado buenos
resultados en la brotacion de vitroplantulas en un periodo de 30 dias, como es el caso de

embriones somaticos de papaya (Posada et al., 2003).

4.6 Enraizamiento de vitroplantulas provenientes de STy SIT

Esta es la etapa final del cultivo in vitro, en donde se emplean medios esenciales de

enraizamiento con el fin de formar un sistema radical adecuado que alimente y ayude a la planta
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en condiciones in vivo, aspecto que depende de esta etapa objetivamente de acuerdo a las
necesidades de la especie vegetal empleada que le brinde un mejor resultado (Roca y Mroginski.,

1993).

En algunas especies no es necesaria esta etapa puesto que en la fase de multiplicacion ya
desarrollan raices de buen tamafio debido a una concentracion adecuada de auxinas tanto
exogenas como enddgenas de la planta (Castillo, 2004). Muchas de las veces las raices generadas
en la etapa de multiplicacion no son de buena calidad para el momento de ser llevadas a

condiciones ex vitro.

4.7 Establecimiento en suelo

La etapa del establecimiento de la micropropagacion comercial como industria tiene sus
comienzos en las décadas de los 70 y 80 y desde entonces se han logrado significativos avances
en el cultivo de plantas y células in vitro (Jones y Sluis., 1991). La aclimatizacion es la etapa
final de un protocolo de micropropagacion. Durante esta etapa las plantas deben adaptarse a
nuevas condiciones ambientales que tienen los invernaderos y por altimo al campo. El mal
funcionamiento de las relaciones hidricas, asi como el deficiente desarrollo del sistema
fotosintético son las principales causas de la poca supervivencia alcanzada en esta fase (Preeces
y Sutter., 1991). Pero con un cuidado gradual de las plantas y material adecuado se pueden lograr
buenos resultados de sobrevivencia. Arellano y Gonzalez (1985), sefialan que en la etapa de
establecimiento de fresa, es necesaria una fase de microambiente, que proporcione una alta
humedad relativa para lograr la aclimatizacion adecuada y asi asegurar un mayor porcentaje de
sobrevivencia y el mejor microambiente fue el formado con la cubierta de polietileno
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transparente, que fue el que proporciono una mayor sobrevivencia del 89 % y la mejor calidad de

la planta.

Las plantas enraizadas o sin enraizar, se sacan del recipiente de cultivo, se lavan para retirar
cualquier residuo como el de agar, y se trasplantan a una mezcla de tierra esterilizada, en macetas
pequefias. Inicialmente se debe proteger las plantas colocandolas en sombra, con alta humedad
relativa o bajo niebla. Pueden necesitarse varios dias para que se formen nuevas raices
(Hartmann y Kester, 1995). Boutherin y Bron (1994) sefialan que las raices nacidas in vitro son
extremadamente fragiles y colocadas en contacto con un sustrato, mueren. Es necesario esperar

la formacion y el crecimiento de nuevas raices para que la planta se nutra.

Al hablar de vitroplantas generadas en SIT se pueden mencionar a las bromelias, plantas
ornamentales que con el uso de Brasinoesteroide MH5 aumentan la supervivencia y calidad de
los brotes en la etapa de aclimatacion, ademas de promover la calidad morfolégica de las
mismas, lo cual se tradujo en un mayor nimero de raices y nimero de hojas (Capote, et al.,
2009). Los Brasinoesteroides se caracterizan por producir la estimulacion del crecimiento
vegetal, el aumento de los rendimientos y la produccién de biomasa en diferentes cultivos y el
aceleramiento de la maduracion de la cosecha, ademas de atenuar los efectos del estres ambiental
(Nufiez, 1999; Gonzalez, et al., 2005). Otro factor importante de vitroplantulas de diversas
especies provenientes del SIT es un porcentaje alto de masa fresca, para ser empleados como
material vegetal de plantacion directo en campo, ya que le brinda una mayor resistencia al brote
como en plantas de name (Dioscorea alata L.) obtenidas de los microtubérculos formados en

Sistema de Inmersion Temporal (Cabrera, et al., 2010).
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Al hablar de la aclimatacién en la fresa podemos mencionar que las plantulas de fresa
provenientes de in vitro o ST, necesitan un periodo de entre tres a cuatro semanas para adaptarse
a las condiciones ambientales de un invernadero y reanudar su crecimiento (Oliveira, et al.,
2000). Para plantas de ocumo blanco generadas en SIT provenientes del décimo subcultivo, que
fueron llevadas a invernadero con una altura de 5y 6 cm, sembradas en bandejas de germinacion
plasticas bajo condiciones de camara himeda con una temperatura de 25 °C, 75 % de humedad
relativa y con un sustrato de harina lavada y abono de rio (2:1), bajo estas condiciones no es
necesario el uso de auxinas para promover la formacion de raices adventicias en esta especie
(Vilchez, et al., 2011). Por otro lado, en vitroplantulas, el contenido de clorofilas totales
garantiza un buen resultado a la exposicion de la luz solar, y por su parte, hace que el
crecimiento de las plantulas sea menos dependiente de las actividades agrotécnicas en esta fase
de aclimatacion (Rodriguez, et al., 2000). En general, las plantas in vitro presentan un contenido
total de clorofilas comparable al de las plantas cultivadas en condiciones ex vitro en condiciones

similares de luz (Donnelly, et al., 1998).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material vegetal

El material vegetal utilizado para esta investigacion fueron estolones de fresa de las variedades
mexicanas CP Jacona y CP Zamorana, proporcionadas por el area de Fruticultura del Colegio de

Postgraduados. La descripcion de las variedades es como sigue:

CP-Zamorana: altamente productiva de frutos grandes, de calidad y firmeza superior;
produccion precoz, con altos porcentajes de fruta con calidad de exportacion; adecuada para

consumo en fresco por su gran balance en sabor (Calderon et al., 2009).

CP-Jacona: fruto grande y firme de excelente sabor, adecuado para consumo en fresco;
altamente productiva con altos porcentajes de fruto con calidad de exportacion; produccién
precoz (Calderon et al., 2009).

5.2 Area de trabajo

La primera parte de la investigacion se realizo en el laboratorio de cultivo in vitro de frutales,
ubicado en el edificio de Genética “Dr. Jos¢é D. Molina Galan”. La segunda parte de la
investigacion fue realizada en el edificio de laboratorios generales en el laboratorio de inmersién
temporal, y la tercera parte se realizd en el area de invernaderos de cristal en la seccidon de
Fruticultura, dentro de las instalaciones del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,

Estado de México.
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5.3 Desinfestacion in vitro en ST

En este trabajo, se utilizaron plantas madre de fresa de las variedades mexicanas CP Jacona y CP
Zamorana, provenientes del &rea de invernaderos, asi como de campo donde se extrajeron 50
estolones por variedad para ser llevados a la etapa de desinfestacion, la cual consistié en someter
los estolones en un proceso de lavado y agitacion por 10 min. a 250 revoluciones por minuto con
jaboén liquido. Después fueron tratados con fungicida (Captan®) y bactericida (Agry — gent plus
806®) 1 g L™ por un tiempo de 15 min a 250 revoluciones por minuto para ambos productos,
sumergiéndolos después en una solucién de alcohol al 70 % durante 5 segundos y de cloro
comercial al 20 % por 10 minutos en agitacion a 250 revoluciones, y por ultimo enjuagar los
estolones cuatro veces con agua destilada esterilizada, esto ya dentro de la campana de flujo

laminar para la disminucion de efectos contaminantes.

5.4 Establecimiento in vitro

Para la etapa de establecimiento, se procedio a realizar la diseccion de los estolones para poder
obtener y aislar los meristemos aproximadamente de 0.2-0.5 mm de longitud en un ambiente de
completa asepsia, dentro de una campana de flujo laminar y con la ayuda de un estereoscopio
marca Zeizz® (Lopez e Inoue, 2001), que fueron sembrados en un medio de cultivo Murashige y
Skoog (1962) modificado (Cuadro 1) con agar. Se sembraron 50 meristemos por variedad, uno
por tubo de ensaye de 15 x 100 mm vy para estimular el desarrollo del tejido el medio fue
suplementado con diferentes reguladores de crecimiento (Cuadro 2). Las condiciones de
incubacion fueron 25 + 2°C, con 16 horas luz por 8 horas de oscuridad y una intensidad luminosa

de 47.3 pmol m™2s™. Después de 30 dias se evalué el porcentaje de oxidacion y la sobrevivencia.

38



Cuadro 1. Medio de cultivo para etapa de establecimiento in vitro en ST

Nutriente Concentracion

Macronutrientes mM
Nitrato de amonio 20
Nitrato potasio 18
Nitrato de calcio 1.5
Sulfato de magnesio 1.5

Fosfato de potasio 1.2

Micronutrientes UM
H3BO3 100
MnSQO, 4H,0 100
ZnS0O4 7H,0 30
Na,MoO, 2H,0 1
CuS0O,4 5H,0 0.1
CoCl; 6H,0 0.1
Quelatos UM
FeSO4 7TH20 2.72
EDTA 1
Vitaminas mg L™
Inositol 100
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina HCI 0.5
Tiamina HCI 0.1
Acido ascorbico 100
Sacarosa 30gL*?
Agar 7 gLt
pH 5.7
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Cuadro 2. Reguladores de crecimiento utilizados para etapa de establecimiento en ST

Tratamientos Concentracion
1 BA (0.05mg L™ y AIB (0.05 mg L™)+ Acido citrico (AC) (1 g L™
2 BA (0.05mg L) y AIB (0.05 mg L)

5.5 Etapa uno de multiplicacion in vitro

Para iniciar la etapa de multiplicacién se tomaron los brotes generados a partir de los meristemos
de cada variedad que tuvieran un tamafio aproximado de 1.5 cm y con buena apariencia o vigor y

fueron sembrados en un medio Murashige y Skoog (1962) modificado en agar (Cuadro 3).

Cuadro 3. Medio de cultivo para multiplicacién in vitro en ST

Nutriente Concentracion

Macronutrientes mM
Nitrato de amonio 15
Nitrato potasio 15
Nitrato de calcio 3
Sulfato de magnesio 15
Fosfato de potasio 1.2
Micronutrientes UM
H3803 100
MnSO, 4H,0 100
ZnS0O, 7H,0 30
Na,MoO, 2H,0 1
CuS0, 5H,0 0.1
CoCl, 6H,0 0.1
Vitaminas mg L™
Inositol 100
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina HCI 0.5
Tiamina HCI 0.1
Acido ascorbico 100
Quelatos UM
FeSO4 7TH20 2.72
EDTA 1
Agar 30gL*?
azlcar 7 gL?!
pH 5.7
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Durante esta primera etapa de multiplicacion se utilizé BA (1.0 mg L) + ANA (0.1 mg L),
para estimular la brotacion e incrementar el nimero suficiente con el proposito de evaluar
diferentes tratamientos de reguladores. Las condiciones de incubacién fueron 25 + 2° C, con 16
horas luz por 8 horas de oscuridad y una intensidad luminosa de 47.3 pmol m?s™. Después de
30 dias se evalud el numero de brotes, tamafio de brotes, didmetro en la base del brote,
porcentaje de oxidacion y la sobrevivencia con 50 unidades experimentales por tratamiento y

variedad.

5.6 Etapa de multiplicacién subcultivos

Para el segundo subcultivo en etapa de multiplicacién se utilizaron 216 brotes del tratamiento
multiplicacién etapa uno, para ser sembrados en nueve diferentes tratamientos (Cuadro 4). Para
el ST multiplicacion etapa subcultivos las condiciones de incubacion fueron 25 + 2°C, con 16
horas luz por 8 horas de oscuridad y una intensidad luminosa de 47.3 pmol m?s™. Después de
30 dias se evalud el nimero de brotes, tamafio de brotes, el diametro en la base, porcentaje de
oxidacion y el porcentaje de sobrehidratacion.

Cuadro 4. Tratamientos utilizados para evaluar la multiplicacion in vitro de brotes de dos
variedades mexicanas de fresa establecidos a partir de meristemos

Tratamientos Concentracion

BA (0.5 mg L™) y AIB (0.25 mg L™), (Acosta-Rodriguez, 1993)
BA (1.0 mg L™), (Abrego-Aranda, 1988)

BA (0.25 mg L™), (Propuesto)

BA (0.5 mg L™) y AIB (0.5 mg L™), (Mejia-Mufios, 1984)

BA (1.0 mg L™) y AIB (0.1 mg L™), (Propuesto)

MS sin hormonas (modificado), (Propuesto)

BA (1.0 mg L™) y ANA (0.1 mg L), (Propuesto)

KIN (0.5 mg L) y BA (0.25 mg L), (Propuesto)

BA (0.5 mg L™) y AIB (0.01 mg L™), (Propuesto)

[EEN
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La evaluacién de cada etapa y subcultivo se hizo mensual cada tratamiento consto de 12
repeticiones cada uno, dando un total de 108 unidades experimentales por variedad. La unidad
experimental estuvo compuesta por un explante en un tubo de ensaye. El experimento se repitid

siete veces en el tiempo.

5.7 Etapa de multiplicaciéon in vitro en el sistema de inmersion temporal SIT

Una vez lograda la estabilidad de los cultivos se procedio a seleccionar el mejor tratamiento
segun los resultados obtenidos en las variables evaluadas en multiplicacion para ST, que sirvio
para establecer los cultivos de la variedades mexicanas de fresa CP Jacona y CP Zamorana en
medio liquido utilizando biorreactores de inmersién temporal, y como punto de partida el
tratamiento, que consistio en un medio de cultivo MS (1962) modificado al 100 %, sin agar con
un pH de 5.7 adicionado con hormonas BA (1.0 mg L) y AIB (0.1 mg L™ para ambas
variedades, ya que fue el que mejor nimero de brotes y apariencia fenotipica se obtuvieron en
repetidas evaluaciones en agar. Este tratamiento se utiliz6 como base para evaluar la tasa de
proliferacion en el SIT y asi realizar la comparacion. La siembra de los explantes se realizé en
camaras de flujo laminar por condiciones de completa asepsia. Para ello se utilizaron
biorreactores tipo RITA® de 1 L de capacidad, donde fueron sembrados diez brotes de
aproximadamente 1.5 cm por variedad con 150 mL de medio liquido complementado con 30 g L
! de sacarosa donde posteriormente fueron llevados a una camara de incubacién y la evaluacion
consistio en obtener el mejor tiempo entre intervalos de inmersion de un minuto cada (4, y 6
horas) y dos minutos cada (12 horas) regulados y controlados por un TIMER. Por cada intervalo
de tiempo se sembraron dos RITAS® por variedad realizandose tres replicas en el tiempo. Para
este sistema las condiciones de incubacion fueron 25 + 2°C, con 16 horas luz por 8 de oscuridad
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y una intensidad luminosa de 47.3 umol m™?s™. Después de 30 dias se evalud el niimero total de
brotes, tamafio de brotes, el diametro en la base, porcentaje de la oxidacion y brotes

sobrehidratados.

5.8 Disminucion de nitratos para el control de la sobrehidratacion en SIT

Una vez que se logro obtener el mejor tratamiento de multiplicacion se procedié a realizar el
experimento con la disminucion de nitratos en el medio de cultivo MS donde se utilizaron
explantes de fresa de las variedades CP Jacona y CP Zamorana, para la etapa de multiplicacion
en SIT se utilizd6 un medio de cultivo Murashige y Skoog, (1962) modificado, en la
concentracion de nitrato de amonio (NH4; NO3) nitrato de potasio (KNO3) y se sustituyd el
cloruro de calcio (CaCl,) por nitrato de calcio (Ca (NOgs),) al 70%, comparandolo con la
concentracion normal de sales al 100%. Se usé un solo tratamiento complementado con las
hormonas de crecimiento BA (1.0 mg L™?) y AIB (0.1 mg L™). Utilizando el sistema de
inmersion temporal SIT, se sembraron dos RITAS® con diez explantes cada uno y un tamafio de
1.5 cm por variedad, con intervalos de tiempo de un minuto cada (4 y 6 horas) y dos minutos
cada (12 horas). Las condiciones de incubacién fueron 25 + 2°C, con 16 horas luz por 8 horas de
oscuridad y una intensidad luminosa de 47.3 pmol m2s™, para registrar y observar efectos de
sobrehidratacion y demas evaluaciones antes mencionadas en los brotes sembrados en un periodo

de 30 dias, realizandose tres replicas en el tiempo.

Una vez identificado los resultados obtenidos en cuanto a los tiempos de inmersion evaluados y
el efecto de la concentracion de los nitratos en el SIT se escogid el que mostré mejores efectos en

cuanto a las variables evaluadas y se recomendo el tiempo de inmersién de 2 minutos cada 12
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horas y la concentracién de nitratos al 70% en el medio de cultivo MS (1962), complementado

con las hormonas BA (1.0 mg L) y AIB (0.1 mg L™).

5.9 Uso del 1-Triacontanol (TRIA) y Epibrassinolide® (BR) para la multiplicacién in vitro
de fresaen SITy ST

Comparacién de las hormonas de nueva generacion para observar la eficiencia de cada una de
ellas en la etapa de multiplicacion in vitro en SIT y ST. Los tratamientos evaluados fueron dos
. . . o . . . L ®
tipos de reguladores de crecimiento de nueva generacion: 1-Triacontanol y el Epibrassinolide

en diferentes concentraciones (Cuadro 5).

Cuadro 5. Tratamientos utilizados en la comparacion de sistemas.

Tratamientos

1-Triacontanol

1.-2pg L de TRIA + BA (1.0 mg L) + AIB (0.1 mg L)
2-5ugL'de TRIA+BA (1.0mgL™") +AIB (0.1 mgL™)
3-10 pug L™ de TRIA +BA (1.0mg L™) + AIB (0.1 mg L™)
Epibrassinolide®

1.-BA (1.0mgL™Y) +AIB (0.1 mg LY

2-BA (1.0mgL™") +AIB (0.1mgL™") +BR (0.02mg L™
3.-BR(0.02mg L™

Cada tratamiento fue realizado un medio de cultivo MS (1962) modificado al 70 % en la
concentracién de nitratos, sin agar, utilizandose dos RITAS® de 1 L de capacidad por variedad
CP Jacona y CP Zamorana, con diez explantes de aproximadamente 1.5 cm, con 150 mL de

medio liquido complementado con 30 g L™ de sacarosa, en condiciones de incubacién en SIT
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fueron 25 £ 2°C, con 16 h luz por 8 de oscuridad, para una etapa de evaluacion mensual. Para
realizar una comparacion se sembraron brotes de fresa en medio con agar utilizando los mismos
tratamientos en el sistema tradicional, se utilizé un medio de cultivo MS (1962) modificado, con
agar 7 g L™ complementado con 30 g L™ de sacarosa, donde se sembraron 20 explantes en cuatro
frascos Gerber por cada variedad y tratamiento con hormonas TRIA y BR. En cada evaluacion
por tratamiento se anexo un testigo que solo consistia en un tratamiento con hormonas BA (1.0
mg L) y AIB (0.1 mg L™) para ambos sistemas de micropropagacion. Las condiciones de
incubacién fueron también de 25 + 2°C, con 16 horas luz por 8 de oscuridad y una intensidad
luminosa de 47.3 pmol m?s™. Después de 30 dias se evalué el nimero de brotes, tamafio de
brotes, el didmetro en la base, porcentaje de oxidacion asi como el porcentaje de
sobrehidratacién. Se aplicaron seis tratamientos con dos repeticiones cada uno, dando un total de
12 unidades experimentales por variedad. La unidad experimental const6 de diez explantes por

RITA®. El experimento se repitio tres veces en el tiempo.

5.10 Proceso de enraizamiento in vitro de los brotes generados en SIT

De acuerdo a la etapa de enraizamiento de los brotes generados en SIT se utiliz6 solo un
tratamiento que consistié en un medio semisélido Murashige y Skoog, (1962) modificado con un
100 % de sus macrosales adicionado con agar, con un pH 5.7 suplementado con 1-Triacontanol
con una concentracion de 2 p L™ para la regeneracion de raices en brotes generados en sistema
de inmersion temporal. Las condiciones de incubacion fueron 25 + 2°C con 16 horas luz por 8

horas de oscuridad por un periodo de 15 dias.
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5.11 Establecimiento in vivo de los brotes de fresa variedad CP Jacona y CP Zamorana

provenientes de los sistemas SITy ST

Para esta etapa se procedio a la utilizacion de nuevos brotes de fresa generadas en cultivo in vitro
variedad CP Jacona y CP Zamorana generadas en los sistemas de micropropagacion SIT y ST
para ser llevadas a el area de invernaderos donde fueron sembradas en charolas de 49 tubetes de
I1.5 centimetros de largo por tres centimetros de ancho. Previamente el sustrato correspondio a
una mezcla que consistio en 2:1 v/v agrolita y peat moss, para obtener una buena oxigenacion y
distribucion del agua. Posteriormente la mezcla del sustrato se procedié a humedecerlo con

Captan® (2.0 g L™ para después ser llenado cada tubete.

Una vez preparadas las charolas y los tubetes con su respectivo sustrato se llevo acabo la siembra
de las nuevas plantas, que con la ayuda de unas pinzas se realiz6 un orificio adecuado en el
sustrato para que la planta no sufriera de dafios al momento de ser sembrada en el tubete y fueron
sembradas diez por variedad y tratamiento con una tamafio de entre 3 a 4 centimetros cada una,
provenientes de los sistemas SIT y ST. Después fueron regadas con una solucién nutritiva
compuesta con macronutrientes y micronutrientes con la ayuda de un atomizador para no dafar
el brote, en un periodo de los primeros 15 dias para después ser regadas con agua corriente tres
veces por semana Y aplicacion de fertilizante una vez al mes. Al cabo de tres meses se procedio a
evaluar el porcentaje de sobrevivencia de las plantas sembradas por cada tratamiento en

condiciones de invernadero.
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5.11.1 Etapa de aclimatizacion

El proceso de la aclimatizacion, de las plantas provenientes de los sistemas SIT y ST sembradas
en tubetes, fue realizada cubriendo la planta con un vaso de plastico transparente de siete
centimetros de largo y 4.5 centimetros de ancho esto para evitar y controlar efectos de
deshidratacion o contaminacién de la planta, y en forma gradual en de un periodo de 15 dias se
procedi6 a realizarle orificios al vaso de plastico en la parte superior y al paso de un mes se le
hicieron orificios casi en la totalidad al vaso de plastico trasparente ya en el tiempo de un mes y
medio se retird por completo el vaso de plastico. Esto fue con la finalidad de que las plantas

entraran en contacto con el medio ambiente en forma gradual.

Una vez aclimatadas las plantas se dejaron en los tubetes por un periodo de 30 dias, para después
ser transferidas a vasos de unicel de mayor tamafio y diametro esto para que las plantas
obtuvieran un mayor desarrollo, asi como una mayor distribucion de sus raices en el sustrato. Se
hicieron dos riegos por semana después del trasplante a los vasos con un flujo abundante, esto

para evitar la deshidratacion de las plantas ademas de suministrar fertilizantes cada mes.

5.12 Variables de estudio

5.12.1 NUmero de brotes

Consistid en evaluar el namero de brotes por explante y por tratamiento de cada uno de los

experimentos realizados, tomando en cuenta principalmente el tamafio del brote.
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5.12.2 Sobrehidratacion

Consistio en observar la turgencia de los explantes por tratamientos tomando en cuenta el

pardmetro por presencia o ausencia.

5.12.3 Oxidacion

Consistio en la observacion de los explantes enfocado en la parte basal con un pardmetro por

presencia o ausencia de oxidacion.

5.12.4 Tamafo de la hoja

En esta variable se midio el tamafio de la hoja de la parte basal a la hoja mas grande con un
parametro de 1.5, 2.0 y 2.5 cm. Rango adecuando y de calidad del explante para su desarrollo in

vitro.

5.12.5 Diametro de la base del brote

En esta variable se midio el diametro de la parte basal de los brotes con la ayuda de una hoja
milimétrica y se tomo un parametro de 0.3, 0.4 y 0.5 cm. Rango adecuando y de calidad del

explante para su desarrollo in vitro.
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5.13 Andlisis estadistico

Para el estudio estadistico de esta investigacion se utiliz6 un disefio factorial completamente al

azar, utilizando el paquete SAS (The SAS System for Windows 9.0.)

5.13.1 Etapa establecimiento in vitro en ST

Se aplicaron dos tratamientos con 25 repeticiones cada uno dando un total de 50 unidades
experimentales por variedad. La unidad experimental estuvo compuesta de un explante. Para
analizar las variables porcentaje sobrevivencia y porcentaje de oxidacion, se utiliz6 un ANOVA
con una prueba de medias de Tukey con un nivel de significancia de (P < 0.05). Los porcentajes

fueron previamente transformados con la funcién arcosenX*?.

5.13.2 Etapa de multiplicacion

5.13.2.1 Multiplicacion uno en ST

Se aplico un tratamiento con 50 repeticiones, tomando 50 explantes provenientes de la etapa de
establecimiento, dando un total de 50 unidades experimentales por variedad. La unidad
experimental estuvo compuesta por un explante. Para analizar las variables, se utilizd un

ANOVA con una prueba de medias de Tukey con un nivel de significancia de (P < 0.05).
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5.13.2.2 Multiplicacién por subcultivos en ST

Se aplicaron nueve tratamientos con 12 repeticiones cada uno, dando un total de 108 unidades
experimentales por variedad. La unidad experimental estuvo compuesta por un explante. El
experimento se repitid siete veces en el tiempo. Para analizar las variables nimero de brotes,
tamario del brote, diametro de la base del brote, porcentaje de oxidacion y sobrehidratacion, se
utiliz6 un ANOVA con una prueba de medias de Tukey con un nivel de significancia de (P <

0.05). Los porcentajes fueron previamente transformados con la funcion arcosenX.

5.13.3 Multiplicacion Disminucion de nitratos para el control de la sobrehidratacion
enSIT

Se aplicaron dos tratamientos con una repeticion cada uno, dando un total de cuatro unidades
experimentales por variedad. La unidad experimental consto de diez explantes por RITA®. El
experimento se repitio tres veces en el tiempo. Para analizar las variables nimero de brotes,
tamario del brote, diametro de la base del brote, porcentaje de oxidacion y sobrehidratacién, se
utiliz6 un ANOVA con una prueba de medias de Tukey con un nivel de significancia de (P <

0.05). Los porcentajes fueron previamente transformados con la funcién arcosenX.

5.13.4 Multiplicacion y el uso de reguladores de nueva generacién en SIT y ST

Para el andlisis estadistico del SIT se utilizé un disefio completamente al azar. Se aplicaron tres
tratamientos, con dos repeticiones cada uno por variedad y regulador de crecimiento. La unidad

experimental consto de 10 explantes por RITA®. Para el ST se aplicaron tres tratamientos con
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cuatro repeticiones cada uno por variedad y tratamiento. Se utiliz6 un ANOVA para analizar las
variables nimero de brotes, tamafio del brote, diametro de la base del brote, porcentaje de
oxidacion y sobrehidratacion y cuando hubo significancia se utilizé la prueba de Tukey para la
separacion de medias (P <0.05). Las variables expresadas en porcentajes, para su analisis fueron
previamente transformados con la funcién arcosenXY2. Se utilizé el paquete SAS System for

Windows 9.0.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Establecimiento in vitro en ST

6.1.1 Porcentaje de sobrevivencia y oxidacion

En la etapa de establecimiento se realizd una diseccion de meristemos como se muestra en la
Figura 1, donde se encontré que su porcentaje de sobrevivencia de los meristemos en las dos
variedades de fresa mexicana CP Jacona y CP Zamorana (Figura 2) fue del 96 %. No se encontrd
diferencia significativa (P < 0.05) con relacion a la aplicacion del acido citrico asi como con el
porcentaje de sobrevivencia entre variedades, ni entre tratamientos (Cuadro 6). Encina et al.,
(2002), indicaron que el cultivo de meristemos en plantas de fresa es una gran alternativa, ya que
nos permiten tener un control en los procesos fisiologicos de crecimiento y desarrollo de la
planta, como son: division celular, brotacion, etc. Boxus (1974) menciona que actualmente la
técnica de cultivo de meristemos in vitro, estd siendo utilizada por la mayor parte de los paises
productores en fresa, uno de los principales motivos es para la obtencion de plantas libres de
virus. Morel (1964) menciona que la siembra de meristemos también funciona exitosamente en

diferentes especies para la propagacion de varios tipos de orquideas.
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Figura 1. Obtencion del material vegetal de dos variedades mexicanas de fresa. a) Planta madre de fresa
variedad CP Jacona y CP Zamorana, b) Estolones de fresa, C) Desinfestacion y diseccion del material vegetal
y d) Siembra de los meristemos de fresa en medio semisolido en etapa de establecimiento.

Figura 2. Brote de fresa variedad CP Zamorana obtenido a partir de un meristemo con tiempo de 30 dias de
ser sembrado en un medio MS semisolido.

En cuanto a la variable porcentaje de oxidacién se observd que para la variedad CP Zamorana no
existid diferencia significativa (P < 0.05) para la presencia o ausencia del acido citrico (AC), en

comparacion con la variedad CP Jacona, donde se aprecia que con AC tiene mayor porcentaje de
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oxidacion con un 84 % (Cuadro 6), segun los resultados obtenidos el AC aumenta la presencia de
oxidacion en plantas de la fresa, resaltando que produce mayor vigor que las que no estuvieron
expuestas al &cido. S&nchez y Salaverria (2004) utilizaron AC para contrarrestar efectos de
oxidacion complementada con &acido ascorbico (AA) para la etapa de establecimiento y
obteniendo resultados del 50% de sobrevivencia en cultivo in vitro de fresa. Por otra parte
Sanchez et al., (2001) mencionan que otra alternativa para lograr buenos resultados de
sobrevivencia y libres de oxidacién en especies como el pimentero en etapa de establecimiento,
es con la adicion de diferentes agentes antioxidantes como el Polivinil pirrolidona (PVP) al 0,5y
1,0 g L™ en presencia de luz. George (1996) indic6 que en la etapa de establecimiento in vitro de
tejidos vegetales de algunas especies de plantas, se ven afectadas en gran medida, por la
ocurrencia de oscurecimientos letales en los explantes y en el medio de cultivo. Esto constituye
uno de los problemas mas serios y frecuentes, desde el inicio y durante el mantenimiento de un
tejido cultivado in vitro. Murillo et al., (1985) sefialan que el utilizar un antioxidante como el AC
en la etapa de desinfestacion del material, es el mas indicado para lograr un buen establecimiento

de meristemos y yemas intermedias de estolones en fresa.

Cuadro 6. Porcentaje de sobrevivencia y oxidacion de los meristemos de dos variedades
mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias del establecimiento in vitro en medio de
agar

o _ Sobrevivencia (%) Oxidacion (%)
Acido citrico
CP Jacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana
Con? 96.00+20.00a 96.00+20.00a 84.00+ 37.41a 80.00+40.82a
Sin” 92.00+27.68a 96.00+20.00a 52.00+50.99b 68.00+47.60a

“BA (0.05 mg L™) y AIB (0.05 mg L™)+ Acido citrico (AC) (1 gr L"), Y BA (0.05 mg L™) y AIB (0.05 mg L™). Los
valores son medias de una réplica de 100 explantes. Medias con letras distintas en columnas son significativamente
diferentes (Tukey, P <0.05).
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6.2 Multiplicacion in vitroen ST

6.2.1 NUumero, tamafio y didmetro del brote de dos variedades mexicanas evaluadas

por subcultivos y tratamientos

Durante la etapa de multiplicacién por subcultivos en la variable nimero de brotes, se observo
que durante los primeros cuatro subcultivos hubo una fluctuacion del nimero de brotes por
explante en ambas variedades, que oscilaron entre 4 y 7 brotes; sin embargo, a partir del
subcultivo cinco se observd que el nimero de brotes por explante se estabilizo, ya que en los
subcultivos posteriores estuvieron entre 4 y 5 brotes por explante, encontrandose una diferencia
significativa (P < 0.05) (Cuadro 7). Esto se puede deber a que al principio en los subcultivos los
explantes sembrados aprovechan al maximo la absorcion de los nutrientes y eso provoco un
mayor nimero de brotes, y una vez adaptados los explantes en el medio de cultivo y a los
tratamientos ocurrié una estabilizacion del nimero de los brotes. Hartmann y Kester (1995)
sefialan que en la etapa de multiplicacion el aumento en las concentraciones de citoquinina es
muy conveniente para poder lograr el mayor nimero de brotes y mayor numero de sobrevivencia
en diversas especies. Por otra parte, Mejia (1984) menciona que el uso de tubos de ensaye en
etapa de multiplicacion de alguna manera afecta la proliferacion de las yemas axilares en
explantes de fresa, ya que conforme se incrementa la densidad de brotes, el espacio va siendo

limitado.

Con base en la etapa de multiplicacion por tratamientos podemos observar un aspecto diferente
entre tratamientos en cada una de las imagenes de las Figuras 3, 4 y 5, en la variable nimero de

brotes se observa que los tratamientos uno y dos tienen el mayor nimero de brotes con valores
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que van para CP Jacona de 6.18 a 6.88 brotes por explante y para CP Zamorana de 6.01 a 5.84
brotes por explante (Cuadro 8). Esto se puede deber a que los tratamientos con BA en
concentraciones que van de 0.5 y 1.0 mg L™ inducen un mayor nimero de brotes en los explantes
de fresa. Abrego (1988) indico que en etapa de multiplicacion en explantes de fresa variedad
“Fresno” el tratamiento con BA (0.5 mg L™) y AIB (0.5 mg L™) reporto un mayor niimero de
brotes. Vieitez y Vieitez (1980) también mencionaron que en algunas especies principalmente
forestales a concentraciones de 1 6 2 mg L™ de BA se obtiene el maximo niimero de brotes en
material juvenil, pero concluyeron que la concentracion éptima para la proliferacion se encuentra
entre 0.1 - 0.5 mg L. Por otra parte, Mogollén et al., (2004) sefialaron que se logré una alta tasa
de multiplicacién clonal in vitro de Ananas comosus ‘Queen Australia’, con la combinacion de
BA 1.0 mg L™ + ANA 0.01 mg L™ adicionada en medio liquido con agitacion en cultivo in vitro.
Villegas (1990) sefiala que encontrdé una respuesta diferencial en el nimero de brotes por

explante, entre portainjertos de vid, al evaluar diferentes concentraciones de Ca (NOj3),.
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Figura 3. Multiplicacion in vitro en agar de la variedad CP Jacona en 9 diferentes tratamientos en el tercer
subcultivo. a) BA (0.5 mg L™) + AIB (0.25 mg L™), b) BA (1.0 mg L™), ¢) BA (0.25 mg L™), d) BA (0.5 mg L) +
AIB (0.5 mg L™), e) BA (1.0 mg L) + AIB (0.1 mg L™), f) MS sin hormonas (modificado), g) BA (1.0 mg L™) +

ANA (0.1 mg L™ y h) KIN (0.5 mg L™) + BA (0.25 mg L™).
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Figura 4. Multiplicacion in vitro en agar de la variedad CP Zamorana en 9 diferentes tratamientos en el tercer subcultivo.
a) BA (0.5mg L™ + AIB (0.25 mg L™), b) BA (1.0 mg L), ¢) BA (0.25 mg L™), d) BA (0.5 mg L) + AIB (0.5 mg L™), e) BA
(1.0 mg L™ + AIB (0.1 mg L™, f) MS sin hormonas (modificado), g) BA (1.0 mg L) + ANA (0.1 mg L™ y h) KIN (0.5 mg
LY +BA (0.25 mg L™).
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Figura 5. Multiplicacion in vitro en agar de las variedades mexicanas CP Jacona y CP Zamorana en 9
diferentes tratamientos en el tercer subcultivo. a) CP Jacona tratamiento BA (0.5 mg L™) y AIB (0.01 mg L™)
y b) CP Zamorana tratamiento BA (0.5 mg L™) y AIB (0.01 mg LY.

Para la variable tamafio del brote por subcultivos se observé que los brotes de mayor tamafio se
encontraron en el subcultivo cuatro y cinco para CP Jacona de 1.94 y 1.97 cm y CP Zamorana
mostré tamafos de 2.02 y 1.98 cm con una diferencia significativa (P < 0.05) (Cuadro 7). Como
se menciond anteriormente, esto se puede deber a que en los subcultivos cuatro y cinco los
explantes y brotes generados aprovechaban en su totalidad los nutrientes del medio de cultivo y
esto generd un mayor desarrollo en los brotes, asi como ocurrié con la variable numero de brotes.
Mejia (1984) comentd que el uso de tubos de ensaye afecta el desarrollo de los brotes en etapa de
multiplicacién in vitro de explantes de fresa. Por otra parte, Vieitez y Vieitez (1980) indicaron
que en etapa de multiplicacién el BA a concentraciones de 1 0 2 mg L™ afecta la elongacién de
los explantes y ocasiona el arrosetamiento de los explantes en algunas especies, principalmente
en forestales. Contrastando en especies como la fresa, que es una herbacea, en la que la cantidad
de BA a 1.0 mg L™ no afecta al tamafio de los nuevos brotes en esta etapa. Uribe y Cifuentes
(2004) sefialan que la elongacién o tamafio de los explantes en cultivo in vitro, se ve fuertemente

afectado por el tiempo de permanencia o exposicién en el mismo medio de cultivo.
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De acuerdo a los resultados de la variable tamafio del brote por tratamiento, se observd una
diferencia significativa (P < 0.05) en el tratamiento seis que consistio en un MS sin hormonas
(modificado), ya que para ambas variedades se obtuvo el mayor tamafio por brote que fue de
2.19 cm para CP Jacona y de 2.24 cm en CP Zamorana (Cuadro 8). Esto se puede deber a que los
explantes estuvieron expuestos a un tratamiento en un medio de cultivo MS al 100 % sin
fitorreguladores, que promovieran brotes y asi los explantes sélo tendieron a desarrollarse como
se observa mas adelante en el Cuadro 16 en el tratamiento con BR (0.02 mg L™) donde se
observa que a menor nimero de brotes, mayor es el tamafio de ellos. Uribe (2010) menciona que
al modificar las sales minerales en el medio de cultivo de fresa de las variedades Camarosa y
Camino Real in vitro puede repercutir en el tamafio de los brotes, este mismo efecto observaron
con la variacién de la cantidad de sacarosa para la etapa de multiplicacion. George (1996), sefiala
que una proporcion auxina-citoquinina balanceada mantiene las células en un estado
indiferenciado, mientras que una proporcién alta de citoquinina a auxina promueve un aumento
en el desarrollo de brotes y una proporcion baja de la misma promueve el desarrollo de raices.
Arredondo (2000) sefiala que para obtener una mayor longitud en cultivo in vitro, es necesario
que el medio de cultivo sea suplementado con una menor concentracion de citoquininas, ya que
con esto se logra disminuir la division celular y favorecer la elongacién del tejido por la accion
de las auxinas, lo que concuerda con Kyte y Kleyn (1996) quienes indicaron que al usar una
mayor concentracion de citoquininas en el medio de cultivo, se induce la formacion de brotes
mas pequefios. Calderon y Rotella (1998) determinaron en trabajos realizados in vitro, que con
una baja concentracion de citoquininas o0 en ausencia de éstas en el medio de cultivo, se consigue

una mayor elongacion. Villegas (1990) sefiala que el tamarfio del brote en portainjertos de vid no
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se modifica significativamente al afadir Ca (NOg3),, pero mencioné que puede suceder que a

mayores concentraciones haya mayor longitud.

Con base en los resultados obtenidos en la variable didmetro de la base del brote por subcultivos,
se observa que el mayor didmetro se encontro en el subcultivo dos para las variedades CP Jacona
y CP Zamorana con valores de 0.39 y 0.41 cm, respectivamente, con una diferencia significativa
(P < 0.05) (Cuadro 7). Lo anterior se puede deber a que los explantes sembrados y brotes
generados obtuvieron un mayor didmetro al principio de los subcultivos, debido a que puedo

ocurrir una mayor absorcion de nutrientes al iniciar el contacto del medio con los explantes.

En el Cuadro 8 referente al diametro de la base del brote por tratamiento los resultados
demostraron una diferencia significativa (P < 0.05) para el tratamiento uno ya que obtuvo los
valor mas altos en cuanto al didmetro de la base para las dos variedades de 0.38 cm. Esto se
puede deber a que estuvieron expuestos los explantes y nuevos brotes a un tratamiento con

hormonas de crecimiento como el BA que promueven el desarrollo de los brotes.
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Cuadro 7. Promedio del niumero, tamafio y diametro del brote de los explantes de dos
variedades mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias en siete subcultivos en

multiplicacién in vitro con medio de agar

N° de brotes

Tamarnio del brote (cm)

Diametro de la base del

Subcultivos brote (cm)
CPJacona  CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana CPJacona  CP Zamorana
2 5.09+3.16b  4.79+3.05b  1.86+0.45abc 1.86+0.44bc  0.39+0.09a  0.41+0.10a
3 5.40+3.67ab  4.75+2.86b  1.82+0.49abc 1.89+0.42bc  0.35+0.08c  0.36+0.06bc
4 6.04+4.05a  6.63+4.26a  1.94+0.38ab  2.02+0.26a  0.36+0.05bc  0.37+0.03bc
5 4.07+2.52c  4.87+2.98b 1.9740.29a  1.98+0.25ab  0.38+0.05ab  0.39+0.02b
6 4.11+2.93c  4.08+2.18b 1.74+0.44c 1.83£0.28c  0.34+0.07cd  0.36+0.04c
7 4.25+2.67c  4.03+2.16bc  1.80+0.49bc  1.79+0.50c  0.32+0.08d  0.32+0.08d
8 4.08£2.58c  3.74+2.13c  1.77+0.47bc  1.90+0.40bc 0.34+0.07cd 0.37+0.03bc

Los valores son medias de ocho réplicas de 216 explantes. Medias con letras distintas en columnas son
significativamente diferentes (Tukey, P <0.05).

Brotes por Explante

Estabilizacion en Etapa de Multiplicacion

Subcultivos

==@=—CP Jacona

==@=_CP Zamorana

Figura 6. Periodo de estabilizacion in vitro de los cultivos a partir del subcultivo cinco de dos variedades de
mexicanas de fresa

62



Hartmann et al., (1990) indicaron que por lo general lleva de cinco a seis meses lograr una
estabilizacion en el cultivo in vitro. En el caso del cultivo in vitro de fresa de las dos variedades
mexicanas (CP Jacona y CP Zamorana), el periodo de la etapa de estabilizacion se llevo a partir
del quinto subcultivo mensual (Figura 6) con un promedio de 4 brotes por explante. Corredoira et
al., (2011) sefialan que en investigaciones realizadas con aliso, la estabilizacion de los cultivos
tuvo lugar entre 5 y 12 meses del inicio del experimento, teniendo un crecimiento uniforme y
altamente predecible. Gonzéalez et al., (2007) mencionaron que una vez observada la
estabilizacion in vitro de los cultivos de arboles de castafio, a partir del sexto mes con elevadas
tasas de multiplicacion (caracterizada por brotes abundantes y crecimiento normal del callo), los
explantes fueron trasplantados a frascos de mayor tamafio. Por otro lado, McCown y McCown,
(1987) mencionan que el cultivo de brotes estabilizados son una excelente fuente de células,
tejidos y 6rganos, que pueden ser utilizados en otros procedimientos complejos, ademas una vez
estabilizada la tasa de crecimiento y la multiplicacion de los brotes en el cultivo in vitro puede
ser optimizada la fase de produccion. Martinez y Arena (1997) sefialan que en Nothofagus
pumilio el periodo de estabilizacion se encontrd entre el cuarto y sexto mes del cultivo y se
mantuvieron en un tratamiento compuesto de BTM (10 y 20 uM) 2iP de BA (0.05 uM) en
cultivo in vitro. Ortiz et al. (2006) indicaron que en investigaciones realizadas en Lenga, se
mantuvieron los brotes en un medio de cultivo L&D adicionado con caseina y putrescina en el
medio de cultivo. La utilizacion de esta formulacion logro iniciar y estabilizar los cultivos in

vitro de 40 clones de Lenga. El proceso tuvo una duracion aproximada de cuatro a cinco meses.
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Cuadro 8. Promedio del niumero, tamafio y diametro del brote de los explantes de dos
variedades mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias en nueve tratamientos en

multiplicacién in vitro con medio de agar

N° de brotes

Tamario del brote (cm)

Diametro de la base del

Tratamiento brote (cm)
CPJacona CP CP Jacona CP CP Jacona CP
Zamorana Zamorana Zamorana
17 6.18+3.17a  6.01+3.30a 1.96+0.22b 1.9240.20bc ~ 0.38+0.04a  0.38+0.03a
2Y 6.88+4.75a  5.84+3.65a  1.7240.37de  1.83%£0.19bcd 0.36+0.07abc  0.38+0.05a
3% 455+293b  6.23+3.42a 1.79+0.55bcde  1.97+0.25b  0.34+0.10bc  0.37+0.04a
4w 4.43+2.95b  3.86+2.87cd  1.91+0.38bcd 1.83+0.52bcd 0.37+0.07ab  0.36+0.10ab
5Y 4.65+2.78b 5.26+3.12ab  1.74+0.18cde 1.78+0.18cd 0.37+0.04ab  0.37+0.03ab
6" 1.55+1.54d 1.40+1.20e 2.19+0.65a 2.24+0.54a 0.33+£0.10c 0.34+0.08b
77 3.83+2.48bc  3.41+2.53d 1.70+0.35e 1.70£0.47d  0.35+0.07abc  0.37+0.10ab
8° 4.63+2.83b 4.15+2.34bcd  1.94+0.21bc  1.93+0.26bc  0.37+0.07ab  0.39+0.05a
oR 3.13+2.75¢  4.59+2.61bc  1.73£0.50de  1.84+0.30bcd 0.34+0.09bc  0.37+0.06ab

BA(0.5mgLY)yAIB(0.25mgL"), "BA(1.0mgL"),*BA(0.25mgL"), VBA (0.5 mgL") yAIB (0.5 mg L
Y, VBA (1.0 mg L™ y AIB (0.1 mg L"), Y MS sin hormonas (modificado), " BA (1.0 mg L) y ANA (0.1 mg L%, ®
KIN (0.5 mg L") y BA (0.25 mg L™ y R BA (0.5 mg L™ y AIB (0.01 mg L™). Los valores son medias de siete
réplicas de 1296 explantes. Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, P <

0.05).

6.2.2 Porcentajes de oxidacion y sobrehidratacion de dos variedades mexicanas de

fresa por subcultivos y tratamientos

En los resultados en etapa de multiplicacion por subcultivos se puede ver que en la variable

porcentaje de oxidacién se observa una diferencia significativa (P < 0.05), ya que el subcultivo

siete presenta el mayor porcentaje de brotes oxidados con valores para CP Jacona de 68.85 % y

para CP Zamorana de 65.74 % (Cuadro 9). George (1996) menciona que con frecuencia para
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erradicar los efectos de la oxidacion es necesario subcultivar al inicio de la siembra, a intervalos
de uno a siete dias, requiriéndose, normalmente, entre cinco y seis subcultivos en especies que

sufren severos efectos de oxidacion.

Con base en los resultados obtenidos en etapa de multiplicacion por tratamiento podemos
observar que en la variable porcentaje de oxidacion se observa una diferencia significativa (P <
0.05) ya que el tratamiento cuatro compuesto por BA (0.5 mg L) y AIB (0.5 mg L™) presentd el
mayor porcentaje de brotes oxidados para ambas variedades con valores para CP Jacona de 76.38
% y para CP Zamorana de 66.66 % (Cuadro 10). Sugimura y Salvafia (1988) mencionan que en
cultivo in vitro existe el problema de oxidacion y proponen la inclusién de agentes antioxidantes
como por ejemplo el Carbén Activado (CA) al medio de cultivo tiene un papel preponderante en
la disminucion de este problema. Las concentraciones de carbdn activado que se han ocupado
durante la proliferacién van de entre 0.5y 10 g L™, siendo mas frecuentes las dosis de 2.0 y 3.0 g

L™ dependiendo la necesidad de la especie.

Los resultados observados para la etapa de multiplicacion por subcultivos para el porcentaje de
sobrehidrataciéon donde los brotes presentaban caracteristicas como hojas vidriosas y
transparentes como un exceso de turgencia, se observo una diferencia significativa (P < 0.05)
para el subcultivo tres ya que presento el valor mas alto en la variedad CP Jacona con un
porcentaje del 16.66 % Yy el subcultivo dos para la variedad CP Zamorana con un porcentaje del
15.74 % (Cuadro 9). Esto se puede deber a que los explantes sembrados en los primeros
subcultivos absorben una mayor cantidad de nutrientes que les ofrece el medio. Arellano (1994)

sefiala que la sobrehidratacion es un desorden fisiologico y puede involucrar al calcio y potasio,
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ademés del amonio durante la proliferacion in vitro de vid. Por otra parte, Ziv et al., (1987)
aseguran que al incrementar el calcio en el medio de cultivo y disminuir el amonio, han podido

resolver la sobrehidratacion de los tejidos.

De acuerdo a los resultados obtenidos para la etapa de multiplicacion por tratamientos para
porcentaje de sobrehidratacion se observa una diferencia significativa (P < 0.05) para el
tratamiento siete ya que presento el valor més alto en la variedad CP Jacona con un porcentaje
del 25 % vy el tratamiento nueve para la variedad CP Zamorana con un porcentaje del 19.44 %
(Cuadro 10). Pedroza et al. (1997) sefialaron que en experimentos realizados en estatice
(Limonium sinuatum Mill.), la presencia de sobrehidratacion se eliminé completamente al
utilizar concentraciones de agar en un 0.7 % en el medio de cultivo MS. Harazy et al. (1985)
mencionan que la aparicion de sintomas anormales como oxidacion y vitrificacion ha sido
controlada parcialmente al subcultivar los explantes a un medio basico segun la formulacion MS
(1962) y suplementado con 0.6 y 1.2 mg L™ de BA. Gaspar (1995) sefiala que existe una

deficiente diferenciacion celular que acompafia la vitrificacion.
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Cuadro 9. Porcentajes de oxidacion y sobrehidratacién de los explantes de dos variedades
mexicanas de fresa, evaluadas despues de 30 dias en siete subcultivos en multiplicacion in
vitro con medio de agar

Oxidacion (%) Sobrehidratacion (%o)
Subcultivos  CP Jacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana
2 44.44+49.92bc 49.07+50.22abc  6.48+24.73bc 15.74+36.58a

3 37.96+48.75c  38.88+48.97c  16.66+37.44a  14.81+35.69ab
4 50.00+50.23bc  57.40+49.67ab  13.88+34.74ab  5.55+23.01bc
5 57.40+49.67ab  47.22+50.15bc  5.55+23.01bc  6.48+24.73abc
6 49.07+£50.22bc  48.14+50.19abc  6.48+24.73bc 2.77+16.51c

7 68.85+46.66a  65.74+47.67a 0.92+9.62c 14.81+35.69ab
8 63.34+48.87ab  60.98+50.03ab  4.99+15.68bc  5.29+25.12bc

Los valores son medias de ocho réplicas de 216 explantes. Medias con letras distintas en columnas son
significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Cuadro 10. Porcentaje de oxidacion y sobrehidratacion de los explantes de dos variedades
mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias en nueve tratamientos en multiplicacion
in vitro con medio de agar

Oxidacion (%) Sobrehidratacion (%)
Tratamiento CP Jacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana
1° 56.94+49.86a 61.11+49.09ab  5.55+23.06b 6.94+25.59ab
2" 31.94+46.95b 44.44+50.03abc 13.88+34.82ab  15.27+36.22ab
3% 30.55+46.38b  36.11+48.36c  9.72+29.83b 9.72+29.83ab
4" 76.38+42.76a  66.66+47.47a  8.33+27.83b 4.16+20.12b
5Y 65.27+47.94a 58.33+49.64abc  6.94+25.59b  11.11+31.64ab
6" 56.94+49.86a 40.27+49.38bc  1.38+11.78b 2.77+16.54b
7" 58.33+49.64a 61.11+49.09ab  25.00+43.60a 12.50+33.30ab
8° 25.00+43.60b  38.88+49.09bc  2.77+16.54b 8.33+27.83ab
R 59.72+49.38a 52.774+50.27abc  1.38+11.78b 19.44+39.85a

“BA(0.5mgL")yAIB (0.25mgL™"), YBA(1.0mgL™), *BA (0.25mg L"), "BA(0.5mgL™") yAIB (0.5 mg L
Y,V BA (1.0 mg L") y AIB (0.1 mg L™), Y MS sin hormonas (modificado), " BA (1.0 mg L") y ANA (0.1 mg L™), ®
KIN (0.5 mg L") y BA (0.25 mg L™ y R BA (0.5 mg L™) y AIB (0.01 mg L™). Los valores son medias de siete
réplicas de 1296 explantes. Medias con letras distintas en columnas son significativamente diferentes (Tukey, P <
0.05).
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6.3 Multiplicacién in vitro en SIT

Con base al experimento en multiplicacion in vitro en SIT que se realizo utilizando tres tiempos
de inmersion temporal que fueron 1 min/ 4 horas, 1 min/ 6 horas y 2 min / 12 horas (Figura 7),
todos en un medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) modificado al 100% suplementado con
el tratamiento de BA (1.0 mg L) y AIB (0.1 mg L™), para los explantes de fresa CP Jacona y
CP Zamorana, se evaluaron el nimero de brotes y porcentaje de sobrehidratacion. Los resultados
obtenidos para el tiempo de inmersién de 1 min/ 4 horas en la variable respuesta nimero de
brotes oscilaron en un promedio de 1 brote por explante para CP Jacona y 2 brotes por explante
para CP Zamorana, mientras que para el porcentaje de sobrehidratacion los valores obtenidos
fueron 65 % para CP Jaconay 88 % para CP Zamorana. Para el tiempo de inmersién de 1 min /
6 horas en la variable nimero de brotes los valores fueron de 2.4 brotes por explante para CP
Jacona y 3 brotes por explante para CP Zamorana y el porcentaje de sobrehidratacion fue de 40
% para CP Jacona y un 45 % para CP Zamorana. En cuanto al tiempo de inmersion de 2 min / 12
horas para la variable nimero de brotes, los valores fueron de 4.3 brotes por explante para CP
Jacona y 3.5 brotes por explante para CP Zamorana y el porcentaje de sobrehidratacion fue de 58
% para CP Jacona y 63 % para CP Zamorana. Con base en estos resultados se opté por tomar
para la siguiente fase del experimento los tiempos de inmersion de 1 min / 6 horas 'y 2 min / 12
horas , porque se registraron los valores mas bajos para el porcentaje de sobrehidratacion en el
tiempo de 1 min/ 6 horas y el mayor nimero de brotes por explante para el tiempo de 2 min / 12
horas y se descarté el tiempo de 1 min/ 4 horas ya que fue en ese tiempo donde se obtuvieron el
menor namero de brotes por explante y el mayor porcentaje de sobrehidratacion. Fiorella y
Flores (2007), sefialan que en pruebas preliminares realizadas en medio liquido se observaron

principios de sobrehidratacion y oxidacion leve en algunas vitroplantas en frambuesa, factores
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que pueden haber influido en el porcentaje de brote por individuo, e indican que esos sintomas

pueden sugerir que el periodo y frecuencia de inmersion fue mayor al requerido por la especie.

Figura 7. Cuarto de incubacién SIT comparando tres tiempos de inmersién de 1 min/ 4 horas, 1 min/ 6 horas
y 2 min/ 12 horas, etiquetados en la parte frontal del RITA®, sembrados con explantes de fresa mexicana CP
Jacona y CP Zamorana.

Para el establecimiento del experimento se determind la reduccion de los nitratos para evitar los
niveles de sobrehidratacion en los explantes de fresa, ya que como menciono Reyes (1992)
menciono que para Malus robusta la adicion de nitrato de amonio (NH4; NOg), favorecid la
formacion del numero de brotes, asi como el tamafio, de igual manera observé que al
incrementar la concentracion de amonio en el medio de cultivo MS se aument6 el contenido de

agua en los tejidos, lo que ocasiono dafio a los brotes.
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6.4 Disminucion de Nitratos en el medio MS en etapa de multiplicacion en SIT

6.4.1 Numero, tamafio y diametro del brote de dos variedades mexicanas de fresa en
dos tiempos de inmersion y dos tratamientos en la concentracioén de nitratos en el
medio MS

Con base a la etapa de multiplicacion evaluando los dos mejores tiempos de inmersion temporal,
en la disminucion de nitratos en el medio Murashige y Skoog, (1962) modificado en la
concentracion de nitrato de amonio NH4 NO3_ nitrato de potasio KNO3 y nitrato de calcio Ca
(NO3); al 70 %, comparandolo con la concentracion normal de sales al 100 %, se observo que
para la variable nimero de brotes en el tiempo de inmersion de 2 min/ 12 horas se obtuvo una
diferencia significativa (P < 0.05), ya que fue el que obtuvo el mayor nimero de brotes para las
dos variedades, CP Jacona de 5.95 y CP Zamorana de 6.60 brotes por explante, y para el tiempo
de inmersién de 1 min/ 6 horas se obtuvieron también con diferencia significativa pero con
menor numero de brotes con valores para CP Jacona 3.88 y CP Zamorana 4.70 brotes por
explante (Cuadro 11). Existié un tercer tiempo de inmersion de 1 min/ 4horas donde se observé
entre 1 y 2 brotes por explante y se descart6 casi de inmediato por la poca brotacién, cuando los
explantes tienen un mayor contacto con el medio durante el trascurso del dia, menor sera el
namero de brotes y mayor seré el tamafio y la sobrehidratacion. Eide et al. (2003) sefialaron que
el SIT favorece el desarrollo de técnicas para la produccion a gran escala y en la actualidad,
favorece al desarrollo de métodos para micropropagar especies que utilizan medios liquidos, ya
que permiten el escalonamiento del proceso. Vilchez (2011), menciona que la variacion de los
intervalos de tiempos de inmersion cortos o distantes depende de las necesidades de la especie,
en el caso de la raiz comestible ocumo blanco, el tiempo de inmersion de 5 min/ 4 horas y 10

min/ 4 horas produjo el mayor nimero de brotes para esta especie. Alvard et al., (1993),
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indicaron que la duracion o tiempo de la inmersion del explante es probablemente el factor que
merece mayor atencion en el disefio de sistemas de cultivo basado en la inmersion temporal.
Berthouly y Etienne (2005) sefialan la existencia de un periodo de adaptacion de las especies que
se trabajan en SIT cuando se emplean bajas frecuencias de inmersién, debido a un estrés causado
por la desecacion de los brotes entre cada inmersion, que posteriormente es recuperado ya que
cada especie responde de manera diferente. Fiorella y Flores (2007) mencionan que el uso del
medio liquido también ha obtenido buenos resultados en mora de castilla Rubus glaucus y otras

especies de mora, elevando la tasa de multiplicacion.

Durante la etapa de multiplicacion en SIT se decidi6 disminuir la concentracion de los nitratos al
70 % para disminuir los efectos del nitrégeno en la sobrehidratacion y asi aumentar el niamero de
brotes, en los resultados obtenidos se observa que en la variable nimero de brotes con el
tratamiento al 70 % de nitratos (Figura 8 b) se obtuvo el mayor nimero de brotes con valores que
van para CP Jacona de 5.53 y 7.95 brotes por explante, y para el tratamiento al 100 % de nitratos
(Figura 8a), se obtuvieron valores de 4 brotes por explante, respectivamente (Cuadro 12). Esto
puede ser debido a la concentracion de los nitratos en un medio de cultivo MS al 100 % provoca
una mayor sobrehidratacion en los brotes y eso produce una menor brotacion. Reyes (1992)
encontré que la mejor fuente para la multiplicacion de brotes y tamafio de Malus robusta fue el
nitrato de amonio (NH4 NO3) y también observo que al incrementar la concentracion de amonio
en el medio de cultivo MS se aument6 el contenido de agua en los tejidos, 1o que ocasioné dafio
a los brotes. Por otra parte, Parada y Villegas (2009), sefialan que para la etapa de multiplicacion
de brotes en la especie Hibrido Almendro x Durazno H1 con el medio WPM que tiene niveles

bajos de nitrato de amonio (NH; NO3) mas la adicién de BA produjo el maximo numero de
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brotes y el mayor tamafio sin problemas de sobrehidratacion. Por otro lado, Singha et al. (1990)
mencionaron que se observd una reduccion en el nimero de brotes proliferados de Cydonia
oblonga cultivada in vitro, a medida que se aumentaban las concentraciones de calcio en el
medio de cultivo. Margara (1988) menciona que probablemente con una mayor concentracion de
algunos elementos en el medio de cultivo MS, como, por ejemplo el nitrégeno y el potasio,
tienden a inducir una accion estimulante sobre la formacion de yemas y vitrificacion. Sin
embargo, Pierik (1990) sefiala que es importante sefialar que el efecto de las sales minerales

depende exclusivamente de la especie utilizada.

Figura 8. Evaluacion del nimero de brotes de fresa mexicana utilizando dos tratamientos con reduccion de
nitratos en el medio de cultivo MS en SIT. a) Nitratos al 100 % y b) Nitratos al 70 %.

Con base en la variable respuesta tamarfio del brote evaluando, dos tiempos de inmersién en SIT
con reduccion de los nitratos en el medio de cultivo MS al 70 %, se observo una diferencia
significativa (P < 0.05) para ambas variedades, pero el tiempo de inmersion de 2 min/ 12 horas
obtuvo el mayor tamafio por brote con valores para CP Jacona de 2.00 cm y CP Zamorana de
2.06 cm (Cuadro 11). Salazar y Hoyos (2007) sefialan que una densidad de siembra baja en SIT
seria inadecuada porque se subutilizarian los recipientes de cultivo y se ocasionaria pérdida de
medio de cultivo, por otro lado si se opta por una alta densidad de siembra se podria generar un

crecimiento limitado de los brotes y una baja en su proliferaciéon. Fiorella y Flores (2007)
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mencionan que la densidad de siembra por RITA® es otro factor por considerar, ya que en
trabajos realizados con frambuesa utilizaron diez explantes por recipiente; sin embargo comentan
desconocer estudios previos de la aplicacion del sistema de inmersién temporal en frambuesa,
que aporten informacion al respecto y concluyen que el tamafio alcanzado por las hojas y los ejes
sugiere que una densidad muy alta podria causar problemas de autosombreo entre las
vitroplantas, lo que dificultaria su desarrollo. Es por eso que en este experimento se utilizd un
numero razonable que constd de 10 explantes de fresa por recipiente, para obtener un buen
rendimiento en la generacion de nuevos brotes, asi como un buen desarrollo y no influir un estrés
por competencia de nutrientes en los explantes, esto para no generar una perdida en los medios
de cultivo y reguladores de crecimiento utilizados. Vilchez (2011) sefiala que con la densidad de
9 brotes por recipiente en ocumo se obtuvo el maximo valor de brotes totales, y una densidad de
entre 6 y 12 brotes por recipiente se obtuvieron el mayor tamario de brotes. Esto sugiere que con
dicha densidad se logré6 mayor eficiencia para la multiplicacion in vitro de Ocumo en SIT tipo

RITA®.

De acuerdo a los resultados obtenidos para la variable tamafio del brote por tratamiento con la
diminucion de nitratos, se observé una diferencia significativa (P < 0.05) para ambas variedades,
el tratamiento con la reduccion al 70 % de nitratos en el medio de cultivo MS, obtuvo el mayor
tamafo por brote con valores para CP Jacona de 1.89 cm y CP Zamorana de 1.99 cm (Cuadro
12). Fiorella y Flores (2007) mencionan que en el caso de especies similares a la fresa, como lo
es la frambuesa, se utilizé el medio liquido en sistema de inmersion temporal, con una frecuencia
de inmersion utilizada de 12 horas por un periodo de 2 minutos en un medio de cultivo MS

completo, complementado con BA (2.0 mg L™) + &cido giberélico (AGs) (1 mg L™ + &cido
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ascorbico (100 mg L™) y 30 g L™ de sacarosa, con un pH de 5.5 y los brotes generados en este
sistema y en ese tiempo de inmersion se observaron con mayor vigor y esto podria presentar
ventajas en la etapa de aclimatacién. Por otra parte, Burch y McGaw (1993) sefialan que el
incremento enddgeno de citoquininas produce cambios en el incremento del crecimiento del

brote o en el desarrollo de la senescencia de las hojas.

Con base en los resultados obtenidos en la variable didmetro de la base del brote, obtenidos por
tiempos de inmersion y con la disminucion de nitratos, se observo una diferencia significativa (P
< 0.05) para ambas variedades, pero el tiempo de inmersién de 2 min/ 12 horas obtuvo el mayor

diametro de la base con valores de 0.37 cm para ambas variedades (Cuadro 11).

De acuerdo con el Cuadro 12, los resultados obtenidos para el diametro de la base del brote por
tratamiento en la disminucion de nitratos en el MS en SIT, los resultados demostraron una
diferencia significativa (P < 0.05) para la variedad CP Zamorana, ya que obtuvo los valores mas
altos en cuanto al diametro de la base para los dos tratamientos con valores de 0.36 cm al 70 % y
0.34 cm al 100 % y para la variedad CP Jacona el diametro fue de 0.33 cm para ambos
tratamientos.

Cuadro 11. Numero, tamafio y diametro del brote de los explantes de dos variedades

mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias en dos tiempos de inmersion en
multiplicacion in vitro con medio liquido

Tiempos de N° de brotes Tamarno del brote (cm) Diametro de la base del

inmersion brote (cm)

CP Jacona CP Zamorana CPJacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana

1min/6horas 3.88+2.70b  4.70+3.24b 1.60+0.70b 1.71+0.67b 0.28+0.13b 0.33+0.12b
2min/12horas 5.95+2.34a 6.60+4.22a 2.00+0.22a 2.06+0.35a 0.37+0.05a 0.37+0.07a

Los valores son medias de tres replicas con 120 explantes cada una. Medias con letras distintas en columnas son
significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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Cuadro 12. Numero, tamafio y diametro del brote de los explantes de dos variedades
mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias en dos tratamientos con disminucion de
nitratos en multiplicacién in vitro con medio liquido

N° de brotes Tamario del brote (cm) Diametro de la base del

Tratamientos brote (cm)

CP Jacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana

70 % 5.53+2.28a 7.95%3.64a 1.89+0.16a 1.99+0.19a 0.33+0.04a 0.36+0.05a
100 % 4.30+2.99b  3.35%+2.39b 1.71+0.76b 1.78+0.76b 0.33+0.14a 0.34+0.14a

Los valores son medias de tres replicas con 120 explantes cada una. Medias con letras distintas en columnas son
significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

6.4.2 Porcentajes de oxidacion y sobrehidratacion de dos variedades mexicanas de

fresa en dos tiempos de inmersidn y dos tratamientos en la concentracidn de nitratos

Los resultados obtenidos durante la etapa de multiplicacion con la disminucion de nitratos y en
dos tiempos de inmersion, podemos observar que la variable porcentaje de oxidacion mostro una
diferencia significativa (P < 0.05), ya que la variedad CP Zamora presenta el mayor nivel de
brotes oxidados para los dos tiempos de inmersién, con valores que van para el tiempo de 1 min/

6 horas con un 50 % y para el tiempo de 2 min/ 12 horas con un 68.33 % (Figura 10).

Los resultados obtenidos en la de multiplicacion y con disminucién de nitratos por tratamientos,
se puede observar que en la variable porcentaje de oxidacion existio una diferencia significativa
(P < 0.05) para la variedad CP Zamorana, ya que con los dos tratamientos se presentaron los
mayores valores de oxidacion, de 48.33 % para el tratamiento al 70 % y del 70 % para el
tratamiento al 100 %, en cuanto a la concentracion de nitratos en el medio MS se refiere (Figura
11). Autores como Anderson (1975) indica que los altos niveles de potasio (K) en el medio de

cultivo MS acentud la oxidacion en los brotes de Rhododendron. El oscurecimiento no fue
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evidente cuando se redujo el KNO3 a la mitad de su concentracion normal. También, Hohtola
(1988), menciona que los explantes de Pinus sylvestris se oscurecieron y necrosaron cuando se
cultivaron en un MS normal al 100%. George (1996) y Cassells y Curry (2001) determinan que
la oxidacidn de los tejidos con frecuencia es mas pronunciado en un tipo de medio de cultivo que
en otro, lo que implica que el mismo puede ser causado por el uso inapropiado de alguno de los
nutrimentos empleados en el medio de cultivo. Con frecuencia la oxidacion es menor en un

medio diluido que en uno alto en sales, como el MS.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la etapa de multiplicacion con dos tiempos de
inmersiéon y disminucién de nitratos en SIT, para la variable porcentaje de sobrehidratacion
(Figura 9), se observé una diferencia significativa (P < 0.05), para la variedad CP Zamorana, ya
que presentd los valores mas altos en los dos tiempos de inmersién con un porcentaje del 38.33
% para el tiempo de 1 min/6 horas y 53.33 % en el tiempo de 2 min/12 horas, y para la variedad

CP Jacona se obtuvo un porcentaje del 33.33 % para los dos tiempos (Figura 10).

Figura 9. Porcentaje de sobrehidratacién evaluando dos tiempos de inmersion en medio liquido en SIT con
brotes de fresa mexicana. a) Tiempo de inmersién de 1 min/ 6 Horas y b) Tiempo de inmersion de 2 min/ 12
horas.
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Con base en los resultados obtenidos para la etapa de multiplicacion por tratamiento con
disminucion de nitratos en SIT, en la variable porcentaje de sobrehidratacion se observa una
diferencia significativa (P < 0.05), para ambas variedades respectivamente. El tratamiento al 100
% de nitratos en el medio de cultivo MS presentd los valores més altos de brotes sobre
hidratados, para CP Jacona con un porcentaje del 41.66 % y para la variedad CP Zamorana con
un porcentaje del 65 % (Figura 11), esto se puede deber a que los nitratos inducen el
engrosamiento y sobrehidratacion de los brotes en un medio de cultivo MS. Pérez y Burgos
(2000) mencionan que un factor importante es el medio de cultivo utilizado, ya que en especies
como Prunus son sensibles a altas concentraciones de nitratos de amonio en el medio de cultivo.
Debergh et al. (1988), Villegas (1990) y Debergh et al. (1992), sefialaron que la
sobrehidratacién, tiene diversas causas y los sintomas caracteristicos no son idénticos en todas
las plantas, estos pueden ser evitados si se controla la composicion del medio de cultivo, la
calidad del brote y las condiciones ambientales. Singha et al. (1990) indicaron que la
sobrehidratacién se puede reducir si se incrementan las concentraciones de calcio en el medio de
cultivo, sin embrago lo anterior puede ser un efecto directo y ocurrir un crecimiento del explante
que estd cambiando simultdneamente. Chu et al., (1993) evaluaron el efecto del medio liquido
sobre el crecimiento de rosa miniatura in vitro, obteniendo una reduccion en la sobrehidratacion,
al mantener en flote los explantes sobre el medio de cultivo, durante dos semanas, mejorando asi
la transpiracion y de esta manera disminuyd la sobrehidratacion de los tejidos. Kevers y Gaspar
(1986), Pasqualetto et al. (1988) y Zimmerman et al. (1988), sefialaron que se ha encontrado un
mayor contenido de potasio en tejidos sobrehidratados en especies como el clavel, manzano y
petunia, por otro lado el uso del calcio en una alta concentracion produjo sobrehidratacion en los

tejidos en manzano, y en bajas concentraciones de calcio provoco efectos de sobrehidratacion en
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especies como petunia y clavel. Arellano (1994), sefiala que un factor importante que puede
inducir el porcentaje de sobrehidratacion en vitroplantulas de vid, es el hecho de que la mayoria
de los brotes crecieron o se desarrollaron inmersos en medio liquido, ademéas que a mayor
concentracion de calcio en el medio de cultivo, se disminuye la sobrehidratacion en brotes de
vid, mostrando de esta manera que en los medios con calcio se presentd un 23 % de

sobrehidratacién en comparacion del tratamiento que no contenia al calcio con un 31 %.
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Figura 10. Porcentajes de oxidacion y sobrehidratacion de los explantes de dos variedades mexicanas de
fresa, evaluados después de 30 dias en dos tiempos de inmersion en multiplicacion in vitro con medio liquido.
Los valores son medias de tres replicas con 120 explantes cada una (Tukey, P < 0.05).
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Figura 11. Porcentajes de oxidacion y sobrehidratacion de los explantes de dos variedades mexicanas de
fresa, evaluados después de 30 dias en dos tratamientos, con disminucion de nitratos en multiplicacién in vitro
con medio liquido. Los valores son medias de tres replicas con 120 explantes cada una (Tukey, P < 0.05).

6.5 Uso de Reguladores de Nueva Generacion en etapa de multiplicacion en SIT vs ST

6.5.1 Efecto de los Epibrassinolide® (BR) sobre el nimero, tamafio y didmetro del

brote de dos variedades mexicanas de fresa

En esta etapa se utilizd el mejor tratamiento de multiplicacién en semisolidos, incorporando tres
tratamientos adicionados con BR para ST y para el SIT se evaluaron los mismos tratamientos
con la reduccion al 70 % de nitratos del MS (1962), con el mejor tiempo de inmersion evaluado
de 2 min/ 12 horas. Para la etapa de multiplicacion comparando los sistemas de
micropropagacion SIT y ST usando la hormona de crecimiento de nueva generacion BR, se
observd que en la variable nimero de brotes ambas variedades obtuvieron diferencia
significativa (P < 0.05), donde el sistema SIT fue el que obtuvo la mayor brotacion para CP

Jacona de 5.08 y CP Zamorana de 5.12 brotes por explante, mientras que para el sistema ST
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mostro un menor nimero de brotes con valores para CP Jacona 2.30 y CP Zamorana 2.28 brotes
por explante (Cuadro 13). Sakurai y Fujioka (1993) mencionan que en diferentes cultivos de
importancia econdmica, los Brasinoesteroides se caracterizan por estimular el crecimiento
vegetal, aumentar el rendimiento de la produccion de biomasa, acelerar la maduracion de frutos,
y ademas promueve y estimula el alargamiento, asi como inducir la division celular. Preil (2005),
sefiala que el uso de medios de cultivos liquidos es una buena alternativa para reducir los costos
en el material utilizado y optimiza la automatizacién de la micropropagacion en las especies. Por
otra parte, algunos investigadores como Pérez et al. (1998) y Adelberg et al. (2007) indican que
al utilizar el método de ST en un protocolo de micropropagacion, la fase de multiplicacién, de
cualquier especie, resulta ser la mas costosa debido al uso de agentes gelificantes y mano de obra
especializada. Pérez et al. (1998) sefialan que los resultados obtenidos en diversas
investigaciones favorecen la eleccién de medios de cultivo liquidos para el establecimiento de un
protocolo mas sencillo, eficiente y rentable en la fase de multiplicacion; ya que la exclusién del
agar o cualquier otro agente gelificante en los medios de cultivo puede disminuir hasta un 60%
los costos del medio. Por otra parte, el uso de medios liquidos abre la posibilidad de la

automatizacion de la micropropagacion.

Los resultados obtenidos para el tamafio del brote en ambos sistemas, demuestran que el sistema
ST fue el que obtuvo el mayor tamafio por brote para ambas variedades con valores que son para
CP Jacona de 2.14 cm y CP Zamorana de 2.11 cm, mientras que en el SIT se observaron valores
para CP Jacona de 2.07 cm y CP Zamorana de 2.08 cm. Ambos sistemas presentaron un tamafio
minimo de 2 cm (Cuadro 13), lo cual puede ser debido a que si hay menor nimero de brotes en

ST, mayor sera el desarrollo en los nuevos brotes. Albany et al. (2005) sefialaron que el cultivo
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en sistema de inmersion temporal promueve un mayor desarrollo de los brotes y son
homogéneos, que en algunos casos puede llegar a ser excesivo. Vilchez (2011), indica que la
mayor altura de los nuevos brotes en especies como en el ocumo fue en los SIT tipo RITA® esto
pudo ser producto de una mayor disponibilidad de los nutrientes. Por su lado, Smith y Spoomer,
(1995) mencionan que la absorcion de los nutrientes se encuentra reprimida en los medios de
cultivo semisolidos en un sistema tradicional. EIl tamafio de los nuevos brotes de fresa generados
en SIT desde el punto de vista practico la altura antes mencionadas es la recomendable, ya que
facilita su facil manejo y a que el nimero de brotes es mucho mayor y su tamafio es homogeéneo.
Asi mismo, Pérez et al. (1998) mencionaron que al existir un mayor nimero de brotes en los
recipientes de micropropagacién se genera un mayor estrés en el brote, debido a la competencia
por nutrientes y solo tiende a desarrollarse. Etienne y Berthouly (2002) destacaron que la
densidad de explantes como el tamafio del explante es un factor determinante en un protocolo de

micropropagacion, pero que ha sido poco estudiado en sistemas de inmersion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la variable diametro de la base del brote comparando
los dos sistemas de micropropagacion SIT y ST con el uso del BR, se observa una diferencia
significativa (P < 0.05) para la variedad CP Jacona, pero ambos sistemas mostraron los valores
maés altos para el didmetro de la base pero en diferente variedad, para el ST la variedad CP

Jacona con 0.38 cm y para el SIT la variedad CP Zamorana con 0.37 cm (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Numero, tamafio y diametro del brote de los explantes de dos variedades
mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias en dos sistemas de micropropagacion en
multiplicacién in vitro en medio liquido y agar con BR

. Diametro de la base del
N° de brotes Tamafio del brote (cm)
) brote (cm)
Sistema
CPJacona CP Zamorana CPJacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana

SIT 5.08+3.44a 5.12+3.40a 2.07+0.25b 2.08+0.23a 0.36+0.04b 0.37+0.04a
ST 2.30+1.29b 2.28+1.54b 2.14+0.30a 2.11+0.36a 0.38+0.05a 0.36+0.08a

Los valores son medias de tres replicas con 180 explantes cada una. Medias con letras distintas en columnas son
significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Para la etapa de multiplicacion por tratamientos, usando la hormona de crecimiento de nueva
generacion BR comparando los sistemas de micropropagacion SIT y ST, se puede observar que,
en la variable nimero de brotes con el tratamiento T2 BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L™) + BR
(0.02 mg L™ se observa que se tiene el mayor nimero de brotes con valores que van para CP
Jacona de 5.06 y para CP Zamorana de 5.35 brotes por explante y el menor nimero de brotes se
encontrd en el tratamiento T3 BR (0.02 mg L™) donde se obtuvieron valores de 1.36 brotes por
explante para ambas variedades, respectivamente, (Cuadro 14). Mandava (1988) indic6 que en
varios sistemas la utilizacion de los Brasinoesteroides interactian en forma sinérgica con las

auxinas, y promueve la division celular ademas de que actua de forma aditiva con las giberelinas.

De acuerdo con los resultados para la variable tamarfio del brote por tratamiento (Figura 12), el
tratamiento T3 BR (0.02 mg L), registré una diferencia en el mayor tamafio por brote con
valores para CP Jacona 2.34 cm y CP Zamorana 2.33 cm (Cuadro 14). Salgado et al. (2008)
sefialaron que los Brasinoesteroides son metabolitos vegetales que tienen la capacidad de
estimular el crecimiento de las plantas. Nufiez et al. (2005) mencionaron que en trabajos

realizados con Brasinoesteroides en frutales como el platano en fase de multiplicacion
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combinado con BA, present6 indicadores superiores en el crecimiento de las plantas in vitro.
Jiménez (2002) menciona que en hortalizas, como la lechuga, el uso de Brasinoesteroides

estimulo la brotacion.

-

Figura 12. Tamafio del brote evaluando tres tratamientos con BR en SIT utilizando vitroplantulas de fresa
mexicana. a) CP Zamorana BA (1.0 mg L) + AIB (0.1 mg L™, b) CP Zamorana BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1
mg L™) + BR (0.02 mg L™), ¢c) CP Zamorana BR (0.02 mg L™), d) CP Jacona BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L’
1), &) CP Jacona BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L™) + BR (0.02 mg L™) y f) CP Jacona BR (0.02 mg L™%).

Para el didmetro de la base del brote por tratamiento, los resultados demostraron que no existe

diferencia significativa (P < 0.05) para ambas variedades, como se muestra en la Figura 13,
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donde el tratamiento T1 BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L™) obtuvo el mayor valor para la

variedad CP Zamorana con 0.38 cm, los demas tratamientos con valores de entre 0.36 a 0.37 cm

(Cuadro 14).
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Figura 13. Diametro del brote evaluando tres tratamientos con BR en SIT utilizando vitroplantulas de fresa
mexicana. a) CP Zamorana BA (1.0 mg L-1) + AIB (0.1 mg L-1), b) CP Zamorana BA (1.0 mg L-1) + AIB (0.1
mg L-1) + BR (0.02 mg L-1), ¢c) CP Zamorana BR (0.02 mg L-1), d) CP Jacona BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg
L™), e) CP Jacona BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L™) + BR (0.02 mg L™) y f) CP Jacona BR (0.02 mg L™%).
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Cuadro 14. Numero, tamafio y diametro del brote de los explantes de dos variedades
mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias en tres tratamientos con BR en
multiplicacion in vitro

N° de brotes

Tamario del brote (cm)

Diametro de la base del

Tratamiento brote (cm)
CP Jacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana
T1* 4.65+2.82a 4.40£2.65b 1.99+0.23b 1.98+0.19b 0.37+0.05a 0.38+0.08a
T2Y 5.06+3.10a  5.35+3.32a 1.98+0.19b 1.98+0.33b 0.37+0.04a 0.36+0.06a
T3% 1.36+£0.60b  1.36+0.60c 2.34+0.24a 2.33+0.23a 0.37+0.04a 0.36+0.04a

ZBA(1.0mgLY +AIB(O0.1mgLY), YBA(LOmgLY) +AIB(0.1mgL")+BR(0.02mgLY)y*BR(0.02mgL
1. Los valores son medias de tres replicas con 180 explantes cada una. Medias con letras distintas en columnas son
significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

6.5.2 Efecto de BR en el porcentaje de oxidacion y sobrehidratacion de dos

variedades mexicanas de fresa

En los resultados para la variable porcentaje de oxidacion se observa una diferencia significativa

(P < 0.05), para ambas variedades. El sistema que presenta el mayor porcentaje de brotes

oxidados fue el ST donde la variedad CP Jacona presentd un 50 % y la variedad CP Zamorana un

51.11 % (Cuadro 15). Esto se puede deber al momento de disectar los explantes de la parte basal

y ser trasplantados en el medio semisélido, y estar en contacto permanente provoca un

oscurecimiento en el explante.

En los porcentajes de sobrehidratacion se observa una diferencia significativa (P < 0.05) para la

variedad CP Jacona, donde el sistema SIT fue el que presentdé mayor porcentaje de

sobrehidratacion con un 6.66 % para ambas variedades (Cuadro 15).
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Cuadro 15. Porcentajes de oxidacion y sobrehidratacion de los explantes de dos variedades
mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias en dos sistemas de micropropagacion en
multiplicacidn in vitro con medio liquido y de agar

Porcentaje de oxidacion Porcentaje de sobrehidratacion

Sistemas CPJacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana
SIT 23.33+42.53b 24.44+43.21b 6.66%+25.08? 6.66+25.08a
ST 50.00+£50.28a 51.11+52.45a  0.00+0.00b 2.22+14.82a

Los valores son medias de tres replicas con 180 explantes cada una. Medias con letras distintas en columnas son
significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Para los tratamientos utilizados con la hormona de nueva generacion BR, en ambos sistemas para
el caso de oxidacion, se observé que el tratamiento T1 BA (1.0 mg L) + AIB (0.1 mg L™) fue el
que reportdé mayores niveles de oxidacion para ambas variedades, con valores para CP Jacona de
55 % y CP Zamorana de 65 % Yy el que menor nivel de oxidacién se obtuvo para el tratamiento
T3 BR (0.02 mg L), con valores para CP Jacona de 21.66 % y CP Zamorana de 15 % (Cuadro
16). Esto puede ser debido a que el uso de Epibrassinolide® por si solo, y complementado, con
otras hormonas de crecimiento en el medio de cultivo reduce los niveles de oxidacién. Brisson et
al. (1988) mencionan que en el cultivo de Chrysosplenium americanum se produjo el
oscurecimiento de brotes cuando se utiliz6 Bencil-aminopurina (BA), para evitar el problema
estos investigadores sustituyeron la BA por su rib6sido (BAR) y este cambio redujo a la mitad el
nimero de explantes oscurecidos. Se puede decir que la aparicion de la oxidacion en plantas de
fresa se deba al uso del BA en cultivo in vitro. Por otra parte, Cafias y Benbadis (1988) evitaron
los problemas de oxidacion, en callos de olivo, al sustituir el 2,4-D por el Acido indol butirico
AIB. En este caso, al utilizar AIB con BR se observa notoriamente que los efectos de oxidacion

se reducen considerablemente en cada sistema de micropropagacion.
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De acuerdo a los resultados obtenidos para los tratamientos compuestos con BR en ambos
sistemas, para la variable porcentaje de sobrehidratacion no se observa diferencia significativa (P
< 0.05) para ninguna variedad, pero el tratamiento T2 fue el que registr6 un mayor porcentaje de
sobrehidratacion con valores para CP Jacona un 6.66 % y para CP Zamorana un 8.33 %. No
hubo diferencias significativas entre tratamientos en la variable porcentaje de sobrehidratacion

(Cuadro 16).

Cuadro 16. Porcentajes de oxidacion y sobrehidratacion de los explantes de dos variedades
mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias, en tres tratamientos con BR en
multiplicacion in vitro

Porcentaje de oxidacion Porcentaje de sobrehidratacion

Tratamientos CP Jacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana

T1” 55.00+50.16a  65.00+48.09a  0.00+0.00a 1.66+12.90a
T2Y 33.33+47.53b  33.33£50.97b  6.66+25.15a 8.33+27.87a
T3 21.66+41.54b  15.00+36.00b  3.33+18.10a 3.33+18.10a

“BA(1.0mgLY+AIB(0.1mgL"), YBA(1.0mgL™") +AIB(0.1mgL")+BR(0.02mgL™)y*(0.02mgL™.
Los valores son medias de tres replicas con 180 explantes cada una. Medias con letras distintas en columnas son
significativamente diferentes (Tukey, P <0.05).

6.5.3 Efecto del 1-Triacontanol (TRIA) sobre el niUmero, tamafio y didmetro del
brote de dos variedades mexicanas de fresa

Los resultados para la etapa de multiplicacion comparando dos sistemas de micropropagacion
SIT y ST usando la hormona de crecimiento de nueva generacion TRIA, se observo que en la
variable numero de brotes, ambas variedades obtuvieron diferencia significativa (P < 0.05),
donde el sistema SIT fue el que obtuvo el mayor nimero de brotes para CP Jacona de 7.12 y CP

Zamorana de 7.04 brotes por explante, y el sistema ST obtuvo el menor nimero de brotes con
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valores para CP Jacona 2.46 y CP Zamorana 2.53 brotes por explante (Cuadro 17). Esto se puede
deber a que el uso de 1-Triacontanol complementado con otras hormonas de crecimiento en el
medio de cultivo liquido, estimula la brotacion con inmersiones en intervalos de tiempo
adecuados como el de 2 min/ 12 horas. Vilchez (2011) sefiala que el cultivo en sistema de
inmersién temporal tipo RITA® en la fase de multiplicacién favorecié el crecimiento y la
proliferacion de los brotes en especies como el ocumo blanco. Por otra parte, Alvard et al. (1993)
mencionan que la micropropagacion en SIT implica una reduccién en los costos de produccion,
el coeficiente de multiplicacion se incrementan, se encuentra un mejor porcentaje de
enraizamiento y supervivencia de las plantas en la etapa de aclimatizacion, comparada con la
micropropagacién convencional. Sin embrago, Boxus et al. (1984) indicaron que al utilizar el ST
in vitro, la fresa demuestra que las plantas obtenidas son mas uniformes, presentan un mayor
nimero de estolones, tienen mayor sobrevivencia en campo y el rendimiento de frutos se
incrementa en un 24% respecto de las plantas propagadas por el método tradicional. Por otra
parte, Swartz y Lindstrom (1986) sefialan que las plantas de fresa generadas en

micropropagacion son fenotipicamente idéneas y sobreviven méas en el campo.

Durante el anélisis de los resultados para el tamafio del brote, no se observaron diferencias
significativas (P < 0.05) para las variedades, pero en el sistema SIT se obtuvo el mayor tamafio
por brote para ambas variedades con valores para CP Jacona de 2.02 cm y para CP Zamorana de
2.04 cm, presentando un tamafio homogeneo en los brotes generados en SIT y para el ST se
observaron valores para CP Jacona de 1.90 cm y CP Zamorana de 2.01 cm (Cuadro 17). Fiorella
y Flores (2007) sefialan que en trabajos realizados con frambuesa compararon ambos sistemas de

micropropagacion con las mismas condiciones, obteniendo como resultado que el sistema de
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inmersion temporal mostré un promedio de longitud por explante 2.15 cm mayor al sistema de

medio semisélido 1.90 cm.

Con base en la variable didmetro de la base del brote con el uso de TRIA, se observa una
diferencia significativa (P < 0.05) para la variedad CP Zamorana, donde el sistema SIT fue el que
presento los valores mas altos para el diametro de la base para ambas variedades, para CP Jacona

con 0.37 cm y para CP Zamorana con 0.38 cm (Cuadro 17).

Cuadro 17. Numero, tamafio y diametro del brote de los explantes de dos variedades
mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias en dos sistemas de micropropagacion en
multiplicacion in vitro con medio liquido y agar con TRIA

N° de brotes Tamario del brote (cm) Diametro de la base del

Sistema brote (cm)

CPJacona CP Zamorana CPJacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana

SIT 7.12+3.30a 7.04+2.64a 2.02+0.35a 2.04+0.16a 0.37+0.06a 0.38+0.04a
ST 2.46%1.23b 2.53+1.11b 1.90+0.52a 2.01+0.39a 0.35+0.08a 0.36+0.07b

Los valores son medias de tres replicas con 180 explantes cada una. Medias con letras distintas en columnas son
significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

El uso del TRIA en la multiplicacion no presentd diferencia en los tres tratamientos pero si entre
sistemas, sin embargo el tratamiento con 10 pg L™ fue el que tiene el mayor nimero de brotes
con valores que van para CP Jacona de 5.03 y para CP Zamorana de 4.81 brotes por explante, no
se observé diferencia significativa (P < 0.05) entre las dos variedades y tratamientos (Cuadro
18). Khan et al. (2007) menciona que el uso del Triacontanol favorece mucho en la induccién de
nuevas ramificaciones en las plantas en diversas especies. Tantos et al. (2001) indicaron que el
uso de Triacontanol en trabajos referentes al cultivo de tejidos, son utilizados para estimular la

multiplicacidn en diversas especies de cultivos como la manzana, cerezas, etc., que con la ayuda
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de agentes hormonales como el AIB mejora los efectos del Triacontanol. Fraternale et al. (2002)
sefialan que el uso del Triacontanol en varias concentraciones en etapa de multiplicacion in vitro
de Bupleurum fruticosum L. mostré buenos resultados en diversas variables evaluadas, pero la
concentracién de 2 pg L™ de Triacontanol en un medio de cultivo MS, fue el que obtuvo el
mayor nimero de brotes de esta especie. Tantos et al. (1999) mencionan que el tratamiento de
Triacontanol con una concentracién de 5 pg L™ fue el que mejor resultado obtuvo para la etapa
de multiplicacion en Melissa officinalis L. en cultivo in vitro. Fraternale et al. (2003) observaron
que en investigaciones realizadas en Thymus mastichina, utilizando la hormona de Triacontanol
en la fase de multiplicacion con una concentracién de 2 pg L™ resultd ser la concentracion

Optima para proliferar esta especie.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la variable tamafio del brote por tratamiento, no se
observo diferencia significativa (P < 0.05) para ambas variedades, como se aprecia en la Figura
14, pero el tratamiento de 10 pg L™ obtuvo el mayor tamafio por brote con valores para CP
Jacona 2.04 cm y CP Zamorana 2.10 cm (Cuadro 18). Ries (1985), menciona que la hormona de
Triacontanol es un componente natural de la cera epicuticular, que tiene la funcion de aumentar
el crecimiento vegetativo en los brotes. Por su parte, Chen (2002) menciona que es importante el
uso de Triacontanol, ya que también ayuda en los procesos fisioldgicos en las plantas como en el
arroz que regula los procesos de la fotosintesis. Houtz et al. (1985) sefialan que en
investigaciones realizadas en Chlamydomonas y con el tratamiento donde se usaba la hormona
de Triacontanol en una concentracién de 100 pg L™ fue el que mejores resultados mostré para el
estimulo en el aumento del crecimiento celular asi como también ayuda a la asimilacion

fotosintética de CO,. Khandaker et al. (2013) mencionaron que el uso del Triacontanol en
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concentraciones de 1.0 y 2.5 mg L™ estimula el crecimiento, mejora la floracién, y mejora la
calidad de las plantas de Bougainvillea glabra var. ‘‘Elizabeth Angus’” en macetas. Fraternale et
al., (2003), observaron que el uso del Triacontanol tuvo un efecto positivo sobre el crecimiento
de plantulas micropropagadas de Thymus mastichina, obteniendo los brotes més largos en una
concentracion de 20 pug L™ Triacontanol en el medio de cultivo. En otra investigacion Fraternale
et al. (2002) mencionan que el uso del Triacontanol con una concentracion de 10 ug L™ en el
medio de cultivo, para Bupleurum fruticosum, fue la concentracion éptima para obtener los
brotes con mayor tamafio. Por otro lado, Naeem et al., (2011), indicaron que el Triacontanol
también puede ser utilizado en aplicaciones foliares mejorando significativamente el crecimiento
y los valores del rendimiento global del cultivo, como también mejora la fotosintesis y otros
atributos fisiologicos con una concentracion de Triacontanol (10-6 M) en la especie Mentha
arvensis L. Confirmando lo antes mencionado, Naeem et al. (2011) mencionan que el
Triacontanol aplicado en concentraciones nanomolares mejora el crecimiento de la planta y las
actividades fisiologicas en diversos grupos de plantas, y una alternativa muy importante es la
aplicacion foliar del Triacontanol, porque ha demostrado ser una técnica adecuada para mejorar
el crecimiento, el rendimiento y la calidad de varios cultivos, incluyendo hortalizas, cultivos

horticolas, medicinales y plantas aromaticas.
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Figura 14. Tamafio del brote evaluando tres tratamientos con TRIA en SIT utilizando vitroplantulas de
variedades mexicanas de fresa. a) CP Jacona BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L) + TRIA (2 ug L), b) CPJ
acona BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L™) + TRIA (5 pug L™), ¢) CP Jacona BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L™)
+ TRIA (10 pug L™), d) CP Zamorana BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L™) + TRIA (2 ug L™), e) CPJ Zamorana
BA (1.0mg L™ + AIB (0.1 mg L™ + TRIA (5 ug L) y f) CP Zamorana BA (1.0 mg L™") + AIB (0.1 mg L™) +
TRIA (10 pg L™).

Los diametros basales presentes en las plantas de fresa sembradas en medios de cultivo con
diferentes concentraciones de TRIA, al igual que en el caso del BR, no se encontraron
diferencias significativas, para ambas variedades (Figura 15); sin embargo, el tratamiento de 2
ug L fue el que mayor valor tuvo para la variedad CP Zamorana con 0.38 cm; los demés

tratamientos oscilaron con valores de entre 0.35 a 0.37 cm respectivamente (Cuadro 18). Esto se
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puede deber a que los explantes en SIT se encuentran con un mayor intercambio gaseoso lo que

hace que la planta sea més autétrofa.

Figura 15. Didmetro del brote evaluando tres tratamientos con TRIA en SIT utilizando vitroplantulas de
variedades mexicanas de fresa. a) CP Jacona BA (1.0 mg L-1) + AIB (0.1 mg L-1) + TRIA (2 pg L-1), b) CPJ
acona BA (1.0 mg L-1) + AIB (0.1 mg L-1) + TRIA (5 pg L-1), ¢) CP Jacona BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L’
 + TRIA (10 pug L™), d) CP Zamorana BA (1.0 mg L™ + AIB (0.1 mg L™ + TRIA (2 ug L™), e) CPJ
Zamorana BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L™) + TRIA (5 ug L™) y f) CP Zamorana BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1
mg L™) + TRIA (10 pg L™).
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Cuadro 18. Numero, tamafio y diametro del brote de los explantes de dos variedades
mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias en tres tratamientos con TRIA en
multiplicacion in vitro

N° de brotes

Tamario del brote (cm)

Diametro de la base del

Tratamiento brote (cm)
CP Jacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana
2 Ug Lt 4.55%+3.92a 5.05+3.40a 1.89+0.54a 2.00+0.16a 0.37+0.08a 0.38+0.04a
5pug LY 4.80+3.32a  4.50+2.65a  1.95+0.42a  1.98+0.35a  0.37+0.07a  0.37+0.06a
10pug L**  503+2.95a  4.81+3.03a  2.04+0.34a  2.10%0.34a  0.35+0.06a  0.37+0.06a

“BA(1.0mgL")+AIB(0.1mgL")+TRIAQ2UgL™Y), "BA(L.OmgL™") +AIB (0.1 mgL™ + TRIA (5 ug L™
y *BA (1.0 mg L") + AIB (0.1 mg L™ + TRIA (10 g L™). Los valores son medias de tres replicas con 180
explantes cada una. Medias con letras distintas en columnas son significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

6.5.4 Efecto del (TRIA) en el porcentajes de oxidacion y sobrehidratacién de dos

variedades mexicanas de fresa.

En la variable porcentaje de oxidacion se observa una diferencia significativa (P < 0.05) para
ambas variedades y sistemas, donde el sistema que presenta el mayor porcentaje de brotes
oxidados con valores que van para CP Jacona de 70 % y para CP Zamorana de 75.55 % es el
sistema ST. En el caso del SIT el porcentaje de oxidacion se encuentra por debajo del 50 % para

ambas variedades (Cuadro 19).

De acuerdo a los resultados obtenidos para la etapa de multiplicacion, comparando los sistemas
de micropropagacion SIT y ST, suplementando la hormona de crecimiento TRIA en el medio de
cultivo, en la variable porcentaje de sobrehidratacion se observa una diferencia significativa (P <
0.05) para ambas variedades, donde el sistema SIT fue el que presento mayor porcentaje de

sobrehidratacion con un 34.44 % para CP Jacona y 24.44 % para CP Zamorana (Cuadro 19).
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Cuadro 19. Porcentajes de oxidacion y sobrehidratacion de los explantes de dos variedades
mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias en dos sistemas de micropropagacion en
multiplicacion in vitro con medio liquido y agar

Porcentaje de oxidacion Porcentaje de sobrehidratacion

Sistemas CPJacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana
SIT 40.00+49.26b 31.11+46.55b 34.44+47.782 24.44+43.21a
ST 70.00+46.08a 75.55+43.21a 0.00+0.00b 0.00+0.00b

Los valores son medias de tres replicas con 180 explantes cada una. Medias con letras distintas en columnas son
significativamente diferentes (Tukey, P <0.05).

Los tratamientos con TRIA utilizados demostraron que no existe diferencia significativa (P <
0.05) para ambas variedades, pero se observé que el tratamiento con 5 pug L™ fue el que reporto
mayores niveles de oxidacion para ambas variedades con valores para CP Jacona de 65 % Yy para
CP Zamorana de 63.33 % y el que menor nivel de oxidacion obtuvo fue el tratamiento con 10 pg

L con valores para CP Jacona de 48.33 % y CP Zamorana de 50 % (Cuadro 20).

Para la sobrehidratacion de las plantas usadas en los diferentes tratamientos, se observa una
diferencia significativa (P < 0.05) para ambas variedades, donde el tratamiento con 2 ug L™ fue
el que registro un mayor porcentaje de sobrehidratacion para la variedad CP Jacona un 31.66 % y
para CP Zamorana un 23.33 %, para los tres tratamientos el porcentaje de sobrehidratacion no se

obtuvieron resultados significativos (Cuadro 20).
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Cuadro 20. Porcentajes de oxidacion y sobrehidratacion de los explantes de dos variedades
mexicanas de fresa, evaluadas después de 30 dias, en tres tratamientos con TRIA en
multiplicacion in vitro

Porcentaje de oxidacion Porcentaje de sobrehidratacion

Tratamientos CP Jacona CP Zamorana CP Jacona CP Zamorana
2 Ug Lt 51.66+50.39a 46.66+50.30a 31.66%46.91a 23.33+42.65a
5 Ug Lt 65.00+48.09a 63.33+48.59a  10.00£30.25b 5.00£21.97b
10pug L™ 48.33#50.39a  50.00£50.42a  10.00+30.25b  8.33+27.87b

“BA(1.0mgL") +AIB (0.1mgL")+TRIAQ2ugL™Y), "BA(1.O0mgL™") +AIB (0.1 mg L™ + TRIA (5 ug L™
y *BA (1.0 mg L") + AIB (0.1 mg L™) + TRIA (10 g L™). Los valores son medias de tres replicas con 180
explantes cada una. Medias con letras distintas encolumnas son significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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7. CONCLUSIONES

El &cido citrico como antioxidante no tuvo efecto en disminuir la oxidacion en los tejidos
en la etapa de establecimiento, con resultados para el tratamiento con AC donde CP
Jacona obtuvo el 84 % y CP Zamorana el 80 % y sin AC el 52 % para CP Jacona y para

CP zamorana el 68 %, pero generd mayor vigor en los brotes en el ST.

El mejor tratamiento en el ST fue el que contenia un medio de cultivo MS modificado
con una concentracién hormonal de BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L™), ya que ofrecié
los mejores rendimientos en las variables evaluadas como numero, tamafio y diametro del
brote asi como en el porcentaje de sobrehidratacion en las dos variedades mexicanas de

fresa.

El sistema de inmersion temporal es mas eficiente para promover el niUmero de brotes

obteniendo hasta el triple de brotes en comparacion al sistema tradicional.

La reduccion de nitratos al 70 % en el medio de cultivo MS en el SIT tiene la ventaja de
aumentar el nimero de brotes por explante, disminuye el efecto de la sobrehidratacion
con un porcentaje de nitratos al 70 % para CP Jacona fue del 25 % y para CP Zamorana
del 26.66 % y con el 100 % CP Jacona obtuvo 41.66 y CP Zamorana 65 %, ademas

aumenta el tamafo y diametro de los brotes.

97



Los mejores tratamientos en SIT fueron el que contenia un medio de cultivo MS al 70%
en nitratos, con una concentracién hormonal de BA (1.0 mg L™) + AIB (0.1 mg L™) +
BR (0.02 mg L") y BA (1.0 mg L") + AIB (0.1 mg L") + TRIA (10 pg L) vya que
ofrecio lo mejores rendimientos en las variables evaluadas como el nimero, tamafio y
diametro del brote, asi como el porcentaje de la sobrehidratacion, en las dos variedades

mexicanas de fresa, en un tiempo de inmersion de 2 minutos cada 12 horas.

La adicion de BR en los tratamientos evaluados en el SIT redujeron los niveles de

oxidacion en los brotes.
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