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ACLIMATIZACION DE DOS VARIEDADES DE FRESA (Fragaria x ananassa
DUCH.) PROPAGADAS In Vitro, EN CONDICIONES DE INVERNADERO Y
CAMPO
Claudia Berenice Espitia Flores, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2015

En el CP se realiz6 la propagacion masiva a través del cultivo in vitro para la obtencion de
plantas de fresa de dos variedades mexicanas, con la finalidad de abastecer la demanda
nacional de planta madre. Una de las etapas criticas del cultivo in vitro es la aclimatizacion
de plantas obtenidas a través de este método, debido a que durante este proceso las plantas
Ilegan a sufrir cierto grado de estrés, antes de lograr su adaptacion al nuevo ambiente. La
mayor supervivencia de los individuos condiciona que la técnica llegue a ser rentable. Por
lo que en la presente investigacion se evalud el enraizamiento in vitro y ex vitro, asi como
la aclimatizacion de la fresa para la obtencidn de plantas. Con el objetivo de determinar las
condiciones ambientales O6ptimas para lograr el establecimiento/aclimatacion en
invernadero de dos variedades de fresa propagadas in vitro, para que sean utilizadas por los
productores de fresa, como planta madre, se evaluo el efecto de diferentes reguladores de
crecimiento de nueva generacion y un regulador convencional, para el enraizamiento in
vitro y ex vitro, ademas de evaluar la aclimatizacion en invernadero. Los resultados
muestran que el comportamiento de ambas variedades es diferente para el proceso de
enraizamiento ya que se utilizé 2 pg-L™* de Triacontanol para la CP. Zamorana y 0.1 mg-L"
! de Brasinoesteroides para la variedad CP. Jacona, para obtener la aparicion de la raiz, el
BR 0.1 mg-L™ obtuvo el mayor nimero de raices y en el enraizamiento in vivo el Radix®
1500, la actividad de la Catalasa, demostré que los dias clave para el cuidado de las plantas
son los primeros cinco dias.La mayor actividad CAT se presenté en los primeros cinco
dias del proceso y su actividad fue mayor en los brotes que se adaptaron en la mezcla con

Peat Moss, los que significa que hubo mayor estrés en su establecimiento.

Palabras Clave: Brasinoesteroides, Enzimas Redox, Fragaria X ananassa,

Micropropagacion, Triacontanol.



ACCLIMATIZATION TWO VARIETIES STRAWBERRY (Fragaria x ananassa
DUCH.) PROPAGATED In Vitro, IN GREENHOUSE AND FIELD CONDITIONS
Claudia Berenice Espitia Flores, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2015.

In the CP mass propagation through tissue culture for the production of plants from two
Mexican varieties, in order to meet domestic demand for mother plant was performed. One
of the critical stages of the crop is in vitro acclimatization of plants obtained by this
method because during this process the plants come to suffer some degree of stress, before
achieving their adaptation to the new environment. The increased survival of individuals
determines the technique becomes profitable. As in the present investigation in vitro
rooting and ex vitro acclimatization and strawberry plants for obtaining assessed. In order
to determine the optimum environmental conditions for the establishment / acclimatization
in greenhouse two strawberry varieties propagated in vitro, to be used by strawberry
growers, as the mother plant, the effect of different growth regulators were evaluated new
generation and a conventional controller, during the in vitro and ex vitro rooting, in
addition to evaluating greenhouse acclimatization. The results show that the behavior of
both varieties is different for the rooting process since the addition of 2 mg-L ™ Triacontanol
for CP. Zamorana and the variety CP. Jacona Brassinosteroids is 0.1 mg-L™ to have the
appearance of the root, showing the BR - 0.1 mg L-1 as many roots and rooting in vivo the
Radix® 1500, catalase activity, demonstrated the key to plant care days are the first five
days. Most CAT activity was presented in the first five days of the process and its activity
was higher in the shoots that were adapted into the mix with Peat Moss, which means that

there was more stress in their establishment.

Keywords: Brassinosteroids, Redox Enzyme, Fragaria x ananassa, Micropropagation,

Triacontanol.
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I.  INTRODUCCION

En el 2013, Estados Unidos fue el primer productor de fresa a nivel mundial, ocupando
México el quinto lugar con una superficie sembrada de 9 068 hectareas, con un volumen de 360
426 toneladas y el tercero en exportaciones, debido a que el mercado mundial reconoce la
calidad y sabor de la fresa mexicana; al afio se exportan dos terceras partes de la produccion
nacional (SIAP, 2013).

La fresa se cultiva en 12 estados del pais, de los cuales los que concentran la mayor
superficie son: Michoacan, Baja California Norte, Jalisco y Guanajuato los que representan el
96% tanto de la superficie sembrada como de la produccion, tiene un papel importante a nivel
regional en dos aspectos: a) el numero de empleos que genera en la época de cosecha,
considerando que el nimero de mano de obra alcanza los 1185 jornales-ha™, considerando las
etapas de vivero, plantacién comercial e industrializacion (Vega, 2007); b) las grandes
inversiones en insumos utilizados para la produccion. (CONAFRE, 2011).

Michoacan es el primer estado productor de fresa observado en el 2013, abarcando un 53.5 %

de la produccién correspondiente a 203 314 t.

El cultivo de fresa es de gran importancia socioeconoémica por su demanda de mano de obra
y porque genera una elevada proporcion de los ingresos por divisas que el pais obtiene a través
de las exportaciones (Sanchez, 2008 b).La produccién temprana y la exportacion de frutos de
buena calidad han significado un importante ingreso de divisas para México, mientras que en
invierno participa con la exportacion a la mitad del mercado estadounidense con fresa fresca y

con un 90% de fresas congeladas (Juarez, 1998).

Las Universidades de California y Florida han creado variedades con una amplia adaptacion
climatica, las cuales desafortunadamente proveen a México de planta madre certificada (Larson,
2000), lo que representa la dependencia de nuestro pais por este concepto; ademas para

establecerlas, es necesario pagar altos costos de regalias a la empresa concesionaria por el uso de



la planta y por lo tanto, hay una disminucion de la rentabilidad del cultivo para el productor
(Martinez-Bolarios et al., 2008).

Con base a la problematica anterior el Colegio de Posgraduados ha obtenido nuevas
variedades de fresa, entre las que destacan CP Zamorana (CP 02-01) y CP Jacona (CP 02-04), las
cuales ya se encuentran registradas como variedades mexicanas en el catadlogo del Servicio

Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS).



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Produccién de Fresa en México

En la produccién nacional de fresa, destacan por su participacion en el volumen los
estados de Michoacan, Baja California Norte y Guanajuato (SIAP, 2013). Este cultivo es
importante por su valor de la produccién y el nimero de empleos que genera. México, se ubico
en el segundo lugar con un rendimiento de 360 426 toneladas (FAOSTAT, 2012) y cercano a 42
toneladas por hectarea (SIAP, 2013). Este cultivo es considerado de gran importancia econémica
porque genera muchas divisas tanto por su produccién, como por la venta para consumo en

fresco en el interior y para exportacion (ASERCA, 1998; Barrera y Sanchez, 2003).

Los viveristas mexicanos utilizan plantas de fresa certificadas para establecer sus campos
en los meses de enero y febrero, y obtener plantas hijas, las cuales son cosechadas en agosto y
septiembre y las venden a los productores como plantas “verdes” (Davalos — Gonzalez, 2003) La
produccion Nacional de planta de Fresa representa una superficie sembrada de 508 hectarea con
un rendimiento de 337 056.10 (Toneladas/hectéarea) con un valor de $83 479.00, de los cuales el
estado de Michoacan es el principal productor, seguido por Jalisco y Zacatecas con una

superficie de 334, 170 y 4 hectareas respectivamente (SIAP, 2013).

2.2 Caracteristicas Generales del Cultivo de Fresa

La Fresa que conocemos fue introducida en Europa por los primeros colonos de Virginia
en el siglo XIX (Ayesha et al. 2011), pero las especies silvestres son nativas de casi todo el
mundo, con excepcion de Asia, Nueva Zelanda y Africa (CONAFRE, 2011). El cultivo de las
frutillas de fruto pequefio se extendid en Europa hasta el final del siglo X1X, momento en el que
comenzaron a surgir hibridos entre especies europeas y americanas, con frutos de mayor tamafo
conocidos como fresones (Kirschbaum y Hancock, 2000).

Las especies americanas Fragaria chiloensis, Duch. y Fragaria virginiana, Duch, han
dado origen a través de cruzamientos a cultivares de frutos grandes que se conocen como

Fragaria x ananassa Duch. (Maroto et al., 1986).



La fresa se desarrolla en una amplia gama de climas que van desde las regiones del Artico
hasta las areas tropicales, puede crecer en diferentes tipos de suelos y requiere una cantidad
adecuada de materia orgéanica para retener la humedad en el suelo (Ayesha et al.
2011).Actualmente se cuenta con hibridos o variedades que tienen una amplia adaptabilidad que
pueden ser cultivadas en climas tropicales y subtropicales (Aspuria et al., 1996; Larson y Shaw,
2000).

2.3 Descripcion Botanica de la Fresa

El géenero Fragaria, pertenece a la familia Rosaceae, el cual agrupa unas 3000 especies
de 107 géneros diferentes. Esta familia se trata de una de las de mayor importancia econdmica en
el mundo.

La clasificacién sistematica de la fresa es la siguiente:

Reino: Plantae
Subreino: Embryobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Suborden: Rosanae
Orden: Rosales

Familia: Rosaceae
Subfamilia: Rosoideae
Tribu: Potentilleae
Subtribu: Fragariinae
Género: Fragaria

Especie: Fragaria x ananassa.

A pesar de que existen diferentes variedades de fresa y que varian en forma, tamafio,

apariencia de la planta, existen ciertas caracteristicas presentes en todas las fresas. La aparicion



de patrones de desarrollo en el suelo, el clima y las enfermedades que se deben en gran parte a la

poliploidia altamente heterocigotica de la fresa (Darrow, 1966).

Es una planta rastrera (CONAFRE, 2011) denominada perenne considerada como
herbacea, el tallo sobresale del terreno y es comunmente llamado corona, siendo este un tallo
acortado que tiene tejidos vasculares y por encima de él se forman otras coronas secundarias
(Branzanti, 1989), la corona produce hojas a intervalos muy cercanos a lo largo del vastago, las
flores en la posicion terminal sobre el eje del vastago (es determinada), en los tallos florales no
presenta hojas, apareciendo las flores de cinco pétalos blancos, que pueden ser perfectas
(hermafroditas) o imperfectas (unisexuales) (Parker, 2000), y en la base de la corona se
encuentra la raiz. El estol6n es un tipo de tallo largo, y el de las flores y frutos es un tipo de tallo
corto, producidas por la fresa en dos tipos de ramificaciones (Figura 1) (Hancock, 1999), los
estolones crecen a lo largo del suelo, se forman del &pice apical de la planta y en su extremo final
se forma una roseta de hojas que en contacto con el suelo puede originar raices (Parker, 2000).
Su sistema radicular es de extensién moderada, el cual por lo regular no rebasa los 30 cm de
profundidad, teniendo un aspecto fibroso dividido en primarias y secundarias, siendo las
primarias las que hacen el papel de soporte y nacen de la base de las hojas, las secundarias salen
de las primarias y forman la masa radicular para la absorcion de nutrientes y almacenamiento de
sustancias de reserva (Sagfiay, 2009; CONAFRE, 2011).
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Figural. Morfologia general de la planta de fresa. Fuente: Bonet-Gigante, 2010

2.3.1 Calidad de la planta de fresa.

La planta es la base del cultivo, la calidad desde el punto genético y sanitario tienen un
impacto directo en la produccion (Sanchez- Sanchez, 2006). Stapleton et al. (2001) mencionan
que para establecer rapidamente en el terreno de cultivo, tener una produccién precoz y alto
rendimiento las plantas deben ser aceptables en cuanto a: raices abundantes, coronas multiples y

gruesas con muchas yemas diferenciadas y alto contenido de carbohidratos.

2.3.2 Formas de Propagacion

La fresa cuenta con una propagacion vegetativa rapida y segura debido a su sistema de
crecimiento y formacién de nuevas coronas y estolones. La forma mas utilizada de propagar este
cultivo es por medio de estolones mismos que son un brote 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 estolon se forma una roseta de hojas



que en cuanto hace contacto con el suelo emite raices, lo que origina una nueva planta con

caracteres idénticos que la planta madre (Lopez e Inoue, 2001).

También se puede propagar por semilla, la plantita originada por semilla emite una raiz
principal fina, blanca, que pronto se ramifica, después de formarse las primeras hojas y la corona
primaria, se inicia la formacion de raices adventicias en los costados de la base de las hojas
(Lbpez e Inoue, 2001)

2.4 Generalidades del Cultivo In Vitro

El cultivo de tejidos vegetales comprende un grupo heterogéneo de técnicas que permiten
al cultivo reproducirse en condiciones asépticas a nivel de 6rganos, tejidos o células mediante un
medio de composicidén quimica definida e incubado bajo condiciones ambientales controladas
(Pérez, 1998). Este consiste esencialmente en aislar una porcion de la planta y proporcionarle
artificialmente las condiciones apropiadas, para que las células expresen su potencial intrinseco o
inducido y de esta manera puedan producir un nimero mayor de plantas con relacidon al utilizado
(Hurtado y Merino, 1991). Con este sistema de propagacion masiva, se ha conseguido un gran
éxito para la obtencién de especies de alto valor econémico, como lo son las ornamentales,

algunos cultivos horticolas y frutales (Pérez-Molphe et al., 1999).

Existen diferentes razones que determinan que el cultivo in vitro constituya una
tecnologia interesante para la produccion de plantas de interés (Altman y Loberant, 1998):
1.- Produccion de plantas de sanidad controlada.
2.- Independencia del clima, suelo, distribucion geografica y problemas socio-politicos.
3.- En relacion a la demanda del mercado se puede establecer un sistema de produccién definida.
4.- Cultivo de especies no domesticadas y/o dificiles de cultivar en campo.
5.- Conservacion de germoplasma.
6.- La posibilidad de establecer programas de mejoramiento genético.
7.-La produccion de compuestos quimicos conocidos provenientes de plantas de crecimiento
lento o dificiles de obtener por extraccion.

8.-Sintesis de nuevos productos quimicos expresados unicamente en los cultivos in vitro.



9.-Obtencion de enzimas y sistemas de biotransformaciones para ser usados solos 0 combinados
con sintesis quimica.

10.- Produccion de plantas transgenicas.

La micropropagacion se compone de cuatro etapas secuenciales. Establecimiento,

proliferacion, enraizamiento y aclimatacion (Bouthern y Bron, 1994).

2.4.1 Medios de Cultivo.

Actualmente se cuenta con literatura detallada de técnicas de cultivos vegetales in vitro,
con protocolos correspondientes a muchas especies vegetales, también se tienen especies en las
cuales el establecimiento, multiplicacion y enraizamiento es dificultoso y se requiere de una

intensa investigacion para lograr su micropropagacion o para obtener callos.

El medio de cultivo consiste en una mezcla de determinadas sustancias sobre o dentro del
cual se establecen in vitro. Son necesarios los siguientes componentes nutrimentales dentro del
medio de cultivo: macronutrientes (carbono, nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, magnesio y
azufre), micronutrientes (Zinc, cobre, boro, cobalto, molibdeno, manganeso, hierro, etc),
vitaminas (tiamina, acido nicotinico, piridoxina y mioinositol, etc), aminoécidos (glicina o
caseina hidrolizada), reguladores de crecimiento (auxinas, citocininas y giberelinas,
principalmente), agente gelificante y agua (LOpez, 1990). Krikorian (1991) menciona que no
existe hasta el presente un disefio racional que tenga en cuenta la composicion centesimal de la
célula vegetal y el conjunto de condiciones que controlan el crecimiento y la diferenciacién. Sin
embargo, normalmente se puede utilizar un medio sencillo y complementarlo con diferentes
componentes o reguladores de crecimiento para llegar empiricamente a la formula que le brinde
al tejido las mejores condiciones.

El pH del medio de cultivo es importante y especifico para cada tipo de planta, las
especies vegetales responden de diferente manera por lo que es necesario ajustarlo dependiendo
del requerimiento de cada especie. El pH adecuado en un medio de cultivo estara en un rango de

4.5 -7, siendo el pH 5.7 el més generalizado (Abdeinour y Vicent, 1993).



2.4.2 Etapas del Cultivo In Vitro

24.2.1 Etapa 0. Preparacion y Seleccion de Plantas Madre

Esta etapa consiste en clasificar el material que se encuentra en condiciones fisioldgicas y

fitosanitarias adecuadas (Hartmann et al., 1995).

24.2.2 Etapa I. Establecimiento del Cultivo Aséptico

Las plantas donadoras de los explantes se someten a una desinfeccién superficial, con
productos quimicos que sean toxicos para los microorganismos, debido a que si no son
eliminados podrian competir con el crecimiento y desarrollo del explante (Debergh vy

Zimmerman, 1991).

Durante la etapa de establecimiento, el explante pasa por un periodo inicial, donde se
estabiliza después del estrés producido por el aislamiento de la planta donadora y por los
tratamientos de desinfeccién. De tal manera se espera la division y elongacion celular (Smith,
1992).

2.4.2.3 Etapa Il. Multiplicacion

Por lo general el medio de cultivo es similar al de la fase de establecimiento y es comun
utilizar citoquininas con el proposito de estimular la division celular e inhibir la dominancia
apical para lograr el crecimiento de brotes (Razdan, 2003). El nimero de subcultivos y la
composicién del medio pueden afectar la estabilidad genética y la tasa de multiplicacion de las

plantas obtenidas (Hartmann et al., 1995)

24.2.4 Etapa I11. Enraizamiento

Para este procedimiento se deben transferir por unos dias a un medio de cultivo sin

reguladores de crecimiento y posteriormente se subcultivan en medio para la induccion de raices



in vitro. Se recomienda que se disminuyan los niveles de citoquininas exdgenas y se aumenten
los de auxinas exdgenas. Adicionalmente, se debe disminuir la concentracion de las sales y de
fuente de carbono (Razdan, 2003). Por otra parte, para tener mejores resultados en la
aclimatacion es necesario que en la fase in vitro se tenga un desarrollo radicular (Pierik, 1990).
Se ha demostrado que las raices de las plantas propagadas por este metodo generalmente pierden
sus pelos radicales durante el proceso de aclimatizacion, pero ellas son importantes porque a

partir de estas se desarrollan las nuevas raices que son funcionales totalmente (\Végvari, 2001).

2.4.25 Etapa IV. Aclimatizacion

Esta etapa es conocida como endurecimiento, es el proceso mediante el cual las plantas
obtenidas en condiciones in vitro se transfieren gradualmente a un ambiente ex vitro, reduciendo
gradualmente la humedad relativa que rodea la planta con el objetivo de lograr que la planta
controle la transpiracion y pueda adaptarse a un sustrato en condiciones de campo (Hartmann et
al., 1995).

2.5  Factores que Influyen en el Cultivo In Vitro

2.5.1 Material Vegetal

El estado fisiologico de la planta que dona el explante, influye significativamente en su
capacidad morfogenética, por ejemplo, los requerimientos nutricionales y hormonales difieren
cuando los tejidos cultivados provienen de plantas en diferentes edades fisiologicas (Styer y Chin
1983). De la misma manera la edad fisiologica del explante tiene gran influencia en la
morfogénesis, mientras mas joven y menos diferenciado sea el explante, mejor sera la repuesta in
vitro (Villalobos et al., 1982). En el caso de especies propagadas vegetativamente, los brotes
jovenes y los apices meristematicos generalmente han sido la fuente del explante (Villalobos,
1980). El tamafio del explante no tiene aparentemente la mayor influencia, solo que sea el caso
de obtener plantas libres de virus, debido a que los meristemos son los que tienen una alta

probabilidad de diferenciar plantas libres de patdgenos (Villalobos et al., 1982).
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2.5.2 Factores Fisicos

Los factores fisicos juegan un papel determinante; la luz y la temperatura han sido los
factores mas estudiados. La temperatura de incubacion para la propagacion de la mayoria de las
familias fluctda entre los 24 y 28°C. Se ha variado los regimenes de temperatura en el dia y la
noche (Chee y Pool 1982).

La luz es un factor fundamental en la morfogénesis. ElI papel de la luz en la
diferenciacion involucra varios componentes como son la intensidad, el fotoperiodo y la calidad
(Villalobos et al., 1984).

2.5.3 Reguladores de Crecimiento

Son esenciales en los medios de cultivo ya que orientan al explante a la formacién de
nuevos brotes. Son sustancias extraidas de algun tejido vegetal o sustancia sintética, que tienen el
efecto de regular el crecimiento. Dando asi que los reguladores de crecimiento vegetal son
compuestos organicos distintos a los nutrientes que en cantidades pequefias pueden alterar el

proceso fisioldgico de las plantas (Hurtado y Merino, 1991).

El desarrollo de las plantas est4 influenciado por la interaccion de factores externos e
internos. Dentro de los internos se incluyen las hormonas o fitohormonas, las cuales se definen
como sefiales quimicas que facilitan la comunicacién entre las células y coordinan sus
actividades, el control hormonal lo realizan cinco grandes grupos principales: auxinas,
giberelinas, citoquininas, etileno y acido abscisico. En los ultimos afios también se han aislado
una serie de sustancias que también se pueden clasificar como hormonas vegetales. En este
nuevo grupo de hormonas se incluyen: jasmonatos, poliaminas, salicatos y brasinoesteroides
(Azcon-Bieto y Talon, 2001).

2531 Enraizadores
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Las auxinas son fitorreguladores que se encuentran en la mayoria de las plantas
superiores. Son compuestos que poseen como caracteristica principal un nucleo inddlico
sintetizado por la ruta metabdlica del acido shikimico a partir de triptéfano (Aleman, 2000).
Entre las principales funciones fisioldgicas que cumplen las auxinas estdn el provocan la
elongacion en las células, retardo en la abscision de hojas y frutos, diferenciacion vascular,
formacion de raices adventicias y laterales, entre otras (Jordan, 2006). Estas se sintetizan
principalmente en regiones meristematicas y se desplazan hacia otras zonas de la planta, esta se
transporta a traves del parénquima que rodea a los haces vasculares (Garcia, 2005).

El compuesto mas representativo es el acido 3-indolacético (AlA) es la auxina natural
méas comun (Pierik, 1990), la cual fue la primera auxina natural identificada, otras auxinas
naturales identificadas son el 4-CI-AlA y el acido indolbutirico (AIB). También existen auxinas
sintéticas como el acido 2,4-d clorofenoxi acético (2,4-D) y el &cido naftalenacético (ANA), las
cuales inducen efectos similares a las auxinas naturales, existiendo diferencias al usar diferentes

concentraciones en la sensibilidad a la hormona (Sitbon y Perrot, 1997).

2.5.3.2 Reguladores de Crecimiento de Nueva Generacion

Utilizados como Enraizadores

25321 Brasinoesteroides

Los Brasinoesteroides son reguladores muy potentes que incluso en bajas concentraciones
expresan un amplio efecto sobre los tejidos vegetales en cultivo in vitro. Son compuestos de
naturaleza esteroide, cuyo compuesto representativo constituye la brasinolida, aislada de
Brassica napus (Adams, 1998). Entre sus principales funciones estan el promover la elongacién

celular, incrementar la division celular, proliferacién de follaje y germinacion de la planta
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(Castillo, 2004). Las concentraciones en el medio de cultivo de este regulador fluctian entre 0.1
a 0.001 mg-L™* (Rossi, 2005).

25.3.2.2 Triacontanol

Es considerado como un potente regulador de crecimiento (Verma et al., 2011) ya que
puede actuar como un metabolito 0 mensajero secundario que se mueve rapidamente en el
interior de las plantas influyendo de manera significativa en la produccion de enzimas para el

metabolismo de carbohidratos (Ries et al., 1988)

2.6 Ventajasy Limitaciones del Cultivo In Vitro

Las principales ventajas residen en la posibilidad de utilizar una o pocas plantas madre
para con ello mantener el genotipo, obtener un gran nimero de plantas en un espacio restringido
y en un tiempo limitado, obtener plantas desvinculada con el ciclo vegetativo de ellas y obtener
plantas libres de virus si se trabaja con ciertas precauciones (meristemos), (Baldini, 1992).

Las principales limitaciones es que son necesarias instalaciones costosas y en algunas
especies no se justifica la inversion, el personal debe de tener adiestramiento especifico, en
algunos cultivares y en ciertos sistemas de cultivo, se pueden llegar a originar clases especificas
de modificaciones genéticas y epigenéticas que pueden alterar las plantas producidas, en los

frutales se ha observado juvenilidad (Bouthern y Bron, 1994).

2.7 Aclimatizacién

Es la dltima fase de la micropropagacion, donde existe la mayor pérdida de las plantulas,
debido a que el cultivo in vitro puede producir algunas modificaciones morfoldgicas, anatomicas
y fisioldgicas a las plantas propagadas por este método, que con llevana bajos porcentajes de
sobrevivencia durante el proceso de aclimatacion, es por ello que el paso a las condiciones ex
vitro, es un paso critico para muchas especies (Fila et al., 1998).Thomas (1998), menciona que

una de las causas de la pérdida de las plantulas es que generalmente son susceptibles a la rapida
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deshidratacion cuando se expone a una humedad relativa reducida, ademés de que deben pasar
de heterotroficas a completamente autotréficas, a través de la fotosintesis. Tienen que desarrollar
raices, brotes funcionales y aumentar su resistencia a la desecacion y al ataque de organismos

patdgenos (Hartmann y Kester, 1995).

Dichas dificultades durante la aclimatacion se deben a que el transplante es realizado
desde un ambiente en el que las plantas se mantienen en una atmoésfera con muy poco
intercambio gaseoso, una humedad relativa cercana al 100%, una fuente exdgena de
carbohidratos metabolizables, a un ambiente ex vitro donde las condiciones no son controladas
(Grout y Price, 1987). Al principio de esta etapa la plantula puede estar enraizada o no
(Hartmann y Kester, 1995). Otra dificultad es que las condiciones del cultivo convencionales en
el sistema in vitro son subdptimas para el desarrollo fotosintético. Generalmente presentan una
baja intensidad de luz, una concentracién de CO, menor a 100 ppm, durante el fotoperiodo (Neil
et al., 1987; Fujiwara et al., 1990; Kozai, 1990).

Durante esta etapa, cerca del 20-50 % de las plantas se pierden, principalmente a tres
grandes causas:
1.- La primera causa es una baja tasa fotosintética y un incompleto desarrollo autotréfico de las
plantas in vitro, lo que influye en el cambio de nutricion provocado al momento de la
transferencia, la hojas formadas in vitro son frecuentemente delgadas, blandas y poco activas
fotosintéticamente, presentando pocas y pequefias células de parénquima en empalizada, con

baja eficiencia en el uso de la luz y con grandes espacios en el mezéfilo (Kozai, 1990).
Aunque las hojas se encuentren verdes, en realidad no son capaces de efectuar
fotosintesis, lo que implica que la plantula debe iniciar nuevas hojas después de que ha sido

removida del ambiente del medio de cultivo (Hartmann y Kester, 1995).

2.- Las plantas in vitro tiene una alta tasa transpiratoria, lo que provoca una gran pérdida de agua,

debido a una delgada capa cuticular y un funcionamiento anormal del estoma (Kozai, 1990).
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Gravina et al. (1995), mencionan que la planta que ha crecido en condiciones in vitro,
presenta una cuticula poco desarrollada, debido a la alta humedad relativa presente en el tubo de
cultivo utilizado (90-100%), lo que provoca una excesiva perdida de agua postrasplante, ademas
de que los estomas no operan adecuadamente, siendo la causa de mayor pérdida de agua en las

primeras horas de la aclimatacion.

3.- Existe una reduccion en el ascenso del agua a través de las raices y sistema vascular. Las
raices formadas in vitro son poco funcionales, presentando epidermis no suberizada y pocos
pelos radicales (Kozai, 1990). Se puede observar claramente que las condiciones ambientales del
cultivo influencian profundamente las caracteristicas anatomicas y fisiologicas de las plantas in
vitro, y éstas pueden ser las principales razones de la baja supervivencia y baja tasa de
crecimiento en las plantas en el periodo de aclimatacion (Morales, 1992).

Después de transferirse las plantas a condiciones ex vitro, las plantas tienen que corregir
el bajo o nulo intercambio gaseoso, la produccidn de etileno y la baja densidad fotosintética, para
aclimatizarse al nuevo ambiente, ya sea en invernadero o en el campo (Kadlecek et al., 2001).
Las concentraciones de etileno en los frascos de cultivo pueden llegar a afectar el crecimiento in

vitro (Santamaria et al., 2000).

Cuando las plantas son transferidas a condiciones in vivo, con radiaciones mas altas,
puede llegar a ocurrir un estrés por luz, incluyendo la fotoinhibicion, sin embargo existen
algunas especies que toleran mayores radiaciones sin presentar mayor estrés. EI control de la luz,

es esencial para la aclimatizacion, aumentando la tasa de sobrevivencia (Amancio et al., 1999).

2.7.1 Influencia de la Anatomia de las Plantas Propagadas In Vitro en la

Aclimatizacion.

Ocasionalmente se llegan a producir modificaciones morfoldgicas, anatomicas y
fisiolégicas que llegan a afectar a las plantas propagadas in vitro, como lo mencionan Gribaudo
et al. (2001), estas plantas por lo general son mas susceptibles a una rapida deshidratacion

cuando se exponen a una baja humedad relativa. Por su parte Ritchie et al. (1991) y Brainerd y
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Bron (1994), coinciden en que las plantas micropropagadas presentan modificaciones
particularmente en el estoma y la cuticula, presentando células en empalizada méas pequefias y
mas espacios aéreos en el mesofilo, produciendo con ello un alto porcentaje de mortalidad en la

transferencia al invernadero.

2.7.1.1 Factores Morfologicos que Influyen en la Aclimatizacion.

La respuesta a la fotosintesis de las plantas in vitro, es similar a la de las plantas de
sombra, las cuales se encuentran caracterizadas por bajas tasas fotosintéticas y de igual manera
una baja compensacion de luz con puntos de saturacion bajos. La anatomia de las hojas es de
acuerdo a las caracteristicas fisiolégicas mencionadas, ya que el efecto de la luz en el desarrollo
del parénquima en empalizada, es ciertamente un factor determinante anatdémicamente. Sin
embargo las deficiencias en las estructuras de los cloroplastos como el desarrollo de la grana, el
nivel bioquimico y una baja actividad de la Rubisco, también contribuye a la limitacion

fotosintética (Amancio et al., 1999).

Cuando las plantas son transferidas a condiciones in vivo, a radiaciones mas altas, puede
ocurrir estrés de luz, incluyendo la fotoinhibicion y la fotooxidacion de la clorofila. El control y
la optimizacion de la luz son esenciales para la aclimatizacion satisfactoria (Amancio et al.,
1999). Los factores limitantes para la fotosintesis de las plantas in vitro, son la baja
concentracion de CO, y la baja intensidad de la luz, un aumento simultaneo de estos factores
generalmente hace posible mejorar la actividad de la fotosintesis in vitro (Slavtcheva y
Dimitrova 2000). Van y Debergh (1996), mencionan que lo importante en las plantas in vitro,

son las reservas de hidratos de carbono para superar el estres del transplante.

La pérdida de agua en las plantas micropropagadas durante la aclimatizacion se ha
atribuido al mal funcionamiento de los estomas y al poco contenido de cera epicuticular
(Gribaudo et al., 2001).Por otro lado, un porcentaje de humedad relativa demasiado alto implica
la falta de desarrollo de una cuticula cérea que proteja a la plantula de la perdida de agua
(Castillo, 2004).
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Gribaudo et al. (2001) observaron que la cantidad de cera de la hoja de las plantas in vitro
era baja, anormalmente estructurada y quimicamente diferente a la cera de las plantas crecidas en
el invernadero. Ademaés evaluaron la presencia de cera epiticular de la superficie adaxial de la
hoja, determinando que la mayoria del agua que se perdio a través de la superficie adaxial fue
debido a un cierre estomatico imperfecto. Brainerdy Bron (1994), mencionan que en un corto
tiempo de aclimatizacién con humedad, se involucra un cambio en el funcionamiento de los
estomas el cual ocurre en menos de cinco dias después de exponerlas a una baja humedad
relativa, llevandose un mayor tiempo de aclimatizacion donde se involucra el desarrollo de la
cera y la reorientacion de los cloroplastos lo cual ocurre entre los 10 a 14 dias. Romano et al.
(1992) demostraron que los estomas de las plantulas in vitro se encuentran levantados alrededor
de las células guarda comparados con los normales que son elipticos y con las células guarda
hundidas.

Se menciona que las platas micropropagadas tienen una pobre conexion raiz-tallo, debido
a que el equilibrio del agua en los tejidos no depende Unicamente de regular la transpiracion, sino
de un suministro adecuado de agua en las raices, la estructura alterada, la absorcion y transporte
del agua es negativo, por lo que la captacion del agua por parte de las raices, junto con la pérdida
de agua por los apices, es de importancia primaria para el mantenimiento del equilibrio del agua

durante la aclimatizacion de las plantas (Fila et al., 1998).

2.8 Enzimas del Estrés

Los sistemas antioxidantes enzimaticos son un grupo variado de enzimas con la
propiedad de ser capaces de eliminar o neutralizar los radicales libres y a las especies activas de
oxigeno (De Paula, 1994; Loscos, 2007). Las principales enzimas son las superoxido dismutasas
(SOD), catalasas (CAT) y las enzimas del ciclo ascorbato-glutation (ASC-GSH) (Loscos, 2007;
Montoliu, 2010). Estos sistemas antioxidantes, dotan a las células con una maquina altamente
eficiente para la desintoxicacion de O, y de H,O,. El balance entre las actividades de las enzimas
y moléculas en las células es crucial para determinar el nivel del estado estacionario de O, y
H,0,, (Rivera et al., 2008). La exposicion de las plantas a ROS pueden potenciar o reducir la
capacidad antioxidante, dependiendo del tipo e intensidad del estrés aplicado, de la especie, del

tejido vegetal analizado y de la edad de la planta (Foyer y Noctor, 2005).
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2.8.1 Catalasas (CAT)

Se trata de una enzima que se encuentra en la mayoria de los organismos vivos que
crecen en presencia de O, y es una de las de mayor poder catalizador que se conocen. La catalasa
(E.C., 1.11.1.6; CAT) es una enzima tetramérica de 240 kDa, antioxidante que contiene un grupo
hemoproteina, que se presenta en forma de tetramero (conformado por 4 cadenas polpeptidicas
de mas de 500 aminoéacidos cada una), que presenta en cada monémero un grupo Fe (I11) en su
centro catalitico, NADPH o un dominio de tipo flavodoxina para prevenir la acumulacion de una
forma inactivada de Fe (IV) (Perl-Treves y Perl, 2002) y se encuentra en todos los organismos
aerébicos (Martinez, 2011). Tienen la funcion clave en la proteccion de las células contra el
estrés oxidativo por la dismutacion del H,O, a O, y H,0 sin necesidad de poder reductor. Como
se puede mostrar en la Figura 2. La catalasa es activa tan solo a altas concentraciones de H,0,
(Naya, 2007), generadas principalmente por la glicolato oxidasa y también por la urato oxidasa y
la acil CoA oxidasa (Del Rio et al., 1992).

CAT
2H,0, >  2H,0 + 0,

Figura2. Reaccion catalizada por catalasa (Marin y Roustan, 2000).

La CAT esta presente en los peroxisomas, citosol y mitocondrias de la célula, la cual
desempefia un papel clave en el equilibrio del nivel de peréxido de hidrégeno (H,0;), mediante
su descomposicion de agua y oxigeno (lgamberdlev y Lea, 2002). Esta actda fundamentalmente
sobre el peroxido de hidroégeno producido en la B-oxidacién de los acidos grasos (glioxisomas) y
en la fotorrespiracion (peroxisomas), que es donde se concentran altas cantidades de H,O, (De
Paula, 1994; Kuk, et al., 2003; Vuleta, et al., 2010). La funcién de la catalasa seria eliminar todo
el exceso de H,0, en situaciones de estrés oxidativo (Mittler, 2002), antes de que éste se difunda
al citoplasma y pueda reaccionar con las biomoléculas (Montoliu, 2010)

La expresion de la enzima esta regulada durante el desarrollo de la planta, pero también
responde a diversas sefiales ambientales como el exceso de luz y las temperaturas extremas, ya

que generalmente la enzima se inhibe tanto a temperaturas bajas como ante un shock térmico
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(Dat, et al., 2000). El papel protector de la catalasa en hojas, ademas de estar limitado por su baja
afinidad y por su localizacion, esta desfavorecido al ser facilmente inactivada por la luz
(Feierabend y Cols., 1992).

La reaccion de la catalasa es una de las mas rapidas conocidas en la naturaleza. Presenta
una doble funcion ya que dependiendo de la concentracion de H,O, presente, los donadores de
H, varian, siendo a bajas concentraciones compuestos como el etanol o compuesto fendlicos y a
altas concentraciones es el propio H,O, el que actla tanto como donador como aceptor de

moléculas de H; (Scandalios et al. 1997).

2.9 Carbohidratos

Los carbohidratos son compuestos organicos constituidos por carbén, hidrégeno vy
oxigeno. En su forma mas sencilla la formula general es C,H2,0,. Varian desde azucares simples
que contienen de tres a siete 4&tomos de carbono hasta polimeros muy complejos. Sélo las
hexosas (azUcares de seis carbonos) y las pentosas (azucares de cinco carbonos) y sus polimeros

tienen importancia en la nutricion.

Los carbohidratos (polisacaridos) confieren a la pared celular dos importantes
propiedades. La primera es la elasticidad de la pared, o que permite que se pueda expandir
durante el crecimiento celular, la segunda es la rigidez, la cual confiere la fuerza y la determina
la forma de la célula (Abbott y Harker, 2004). Los azucares como la glucosa, fructuosa y
sacarosa son las principales componentes solubles presentes en la fresa madura y sus
concentraciones dependen de las condiciones de crecimiento y el tipo de variedad (Cordenunsi et
al., 2002).

El contenido de carbohidratos de la planta hija de fresa influye en el establecimiento de la
plantacion y rendimiento de fruto (Schupp y Hennion, 1997). Una alta concentracion de
carbohidratos en la planta favorece la produccién precoz y altos rendimientos (Stapleton et al.,

2001), por otrolado la ausencia de carbohidratos en las plantas, generan alteraciones en los
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procesos metabolicos disminuyendo la actividad enzimatica relacionada con el metabolismo de

azUcares, respiracion, reduccion de nitratos y sintesis de proteinas (Brouquisse et al., 1992).
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I11.  OBJETIVOS

3.1 General

Evaluar el proceso de enraizamiento in vitro y ex vitro en dos variedades de fresa probando

diferentes reguladores de crecimiento y concentraciones, asi como evaluar el proceso de

aclimatizacién en condiciones de invernadero midiendo la actividad enzimatica y el contenido de

carbohidratos como indicadores de adaptacion.

3.2 Particulares

Evaluar el porcentaje y velocidad de enraizamiento en los sistemas in vitro e in vivo
que permitan establecer estrategias adecuadas para la aclimatizacion de las plantas en

invernadero en menor tiempo.

Evaluar la cinética y calidad del enraizamiento en los sistemas ex vitro e in vitro.

En ambos sistemas se evaluaran diferentes reguladores del crecimiento para promover
el enraizamiento, asi como diferentes procedimientos para lograr la mayor

supervivencia de las plantas regeneradas in vitro.
Determinar la actividad de las catalasas y el contenido de carbohidratos como
posibles variables para evaluar la adaptacion de las plantitas de fresa en condiciones

de invernadero y campo.

IV. HIPOTESIS

Las plantas de fresa enraizadas en condiciones ex vitro se adaptaran y desarrollaran en menor

tiempo en invernadero/campo que las plantas enraizadas in vitro.
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V. MATERIALESY METODOS

5.1 Localizacion del Experimento

La primera parte del experimento se llevé a cabo en el laboratorio de cultivo in vitro de
frutales e invernadero de cristal del PREGEP-FRUTICULTURA Yy los andlisis bioquimicos se
realizaron en un laboratorio de bioquimica del Postgrado en Botanica, ubicado dentro de las
instalaciones del Colegio de Postgraduados, Montecillos, Texcoco, México.

5.2  Material Vegetal

Los cultivares de fresa utilizados en el estudio fueron el CP. Jacona y CP. Zamorana,

proporcionados por el posgrado de Fruticultura del Colegio de Postgraduados.

'CP Zamorana: Es 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. Sensibilidad moderada a cenicilla
(Sphaerotheca macularis) y mancha angular (Xhanthomonas fragarie) (Calderon, et al., 2009).
Registro definitivo en el Catalogo Nacional de Variedades Vegetales (CNRVV-SNICS): FRE-
001 —070807.

'CP Jacona’: Fruto grande y firme de excelente sabor adecuado para consumo en fresco;
altamente productiva con altor porcentajes de fruto con calidad de exportacién; produccion
precoz. Limitada sensibilidad a enfermedades como cenicilla (Sphaerotheca macularis) y
mancha angular (Xhanthomonas fragarie) (Calderén, et al., 2009). Registro definitivo CNRVV-
SNICS: FRE-002 — 070807.

5.3  Tratamientos y Disefio Experimental
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5.3.1 Enraizamiento In Vitro

Se utilizaron brotes previamente propagados in vitro, en este caso se utilizd el medio de
cultivo Murashige y Skoog (1962) (Cuadro 1) al 50 % de sus macrosales y con diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento como AIB, Epibrassinolide® marca Sigma-
Aldrich (Numero de catdlogo E1641) y 1-Triacoltanol marca Sigma-Aldrich (NUmero de
catélogo T3777).

Cuadrol. Medio Murashige y Skoog (MS)

Nutriente Concentracién
Macronutrientes mM
NH;NO; 20.6
KNO3 18.8
Ca(NOs)-4H,0 1.5
MgSO,-7H,0 1.5
KH,PO4 1.25
Micronutrientes pum
H3:BO; 100
MnSQOy4-4H,0 100
ZnS04-7H,0 30
Na;Mo0y42H,0 1
CuSo04-5H,0 0.1
CoCly-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 MM
FeSO,47H,0 2.72
EDTA 100
Sacarosa 30 gLt
Agar 7gLt
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Este medio fue la base de los diferentes tratamientos utilizados dentro del experimento
(Cuadro 2), el cual fue ajustado a un pH de 5.7; esterilizandolo en la autoclave a 121°C y 15 psi

de presion por 18 minutos.

Cuadro2. Tratamientos utilizados en el Enraizamiento In Vitro

Reguladores de Crecimiento Concentraciones

1.-Testigo

2.- AIB 0.3 mgL*
3.- 1-Triacontanol 2 pug-Lt
4.- 1-Triacontanol 5pgl?
5.- 1-Triacontanol 10 pg-L™*
6.- Epibrasinolide® 0.1 mgL*
7.- Epibrasinolide® 0.01 mg-L™
8.- Epibrasinolide® 0.001 mg-L*

Los recipientes de cultivo consistieron en frascos de vidrio con una capacidad de 100 mL

sellados con tapas y clinpack en donde se dispensaron 20 ml de medio de cultivo.

Las condiciones de incubacion fueron de temperatura diurna de 25°C y nocturna de 20°C,
con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad y una intensidad luminica a nivel del cultivo de
47.3 pmol'm*s™?, la cual fue proporcionada por lamparas fluorescentes de luz blanca. Las

plantulas fueron mantenidas durante 4 semanas en el cuarto de incubacion.
5.3.2 Enraizamiento In Vivo y Aclimatizacién

Se utilizaron brotes previamente propagados in vitro, con aproximadamente 2-3 cm de
altura y tenian de 3-5 hojas cada uno, los brotes fueron pasados directamente a domos
adicionandoles diferentes enraizadores comerciales como: Radix® 1 500 (Acido Indol-3-Butirico,
1500 ppm) y Raizone Plus® (Alfanaftilacetamida 0.12% y Acido Indol-3-Butirico 0.06% en

Peso), comparandose dos tipos de sustratos como lo son el Peat Moss y la Fibra de Coco,
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formando una mezcla homogénea de 2:1 con agrolita. Los tratamientos utilizados se muestran en
el Cuadro 3.

Cuadro3. Tratamientos utilizadosIn Vivo

Tratamiento

1.- Testigo
2.- Radix® 1 500

3.- Raizone Plus®

5.4 Aclimatizacion

En la fase de Aclimatizacion se utilizaron dos tipos de mezclas de sustratos Agrolita: Peat

Moss y Agrolita: Fibra de Coco a una proporcion 2:1 respectivamente.

Las plantas provenientes del enraizamiento in vitro se metieron en charolas con domos de
cincuenta cavidades (5 x 5 cm), se les realizé un riego con Captan® 50 PH (N-triclorometiltio-4-
ciclohexano-1,2-dicarboximida 50.0 % en peso) a razén de 2mg-L™. Durante los primeros quince
dias que son en los que las charolas tienen ain los domos se realizaron dos riegos por semana

con agua corriente, después de quitarles los domos se les realizaron riegos cada tercer dia.

Para poder retirarles los domos a las plantas se les retiraron paulatinamente empezando a
quitarseles por quince minutos durante tres dias, los siguientes tres dias se les retiran por
periodos de una hora, los siguientes tres dias por periodos de dos horas, posteriormente por
periodos de tres a cuatro horas otros tres dias y finalmente se les quitaron otros tres dias por
periodos de cinco a seis horas. Ya pasados los primeros quince dias se les retiraron por completo
los domos a las plantas provenientes de in vitro para el caso de las plantas de enraizamiento in

vivo se les retird por completo el domo al mes de haberse pasado las plantas en el invernadero.

Los riegos se realizaron cada tercer dia a las plantas que ya no tenian los domos y se
realizaba una fertilizacion a traves del riego cada quince dias este fue la mitad de la

concentracion de la solucion del medio de Murashige y Skoog (1962).
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5.5  Variables Respuestas

5.5.1. Vigor de la Planta

Para conocer el vigor de la planta se tomaron tres plantas de cada tratamiento ya cuando
se encontraban en invernadero. Lavandose previamente para retirar el excedente del sustrato,
midiéndoseles la raiz en centimetros desde el cuello de las plantas hasta el &pice radicular, de
igual manera se pesaron las plantas en fresco y seco, dividiéndose en parte aérea y raiz, se
pesaron en una balanza granataria, para el caso del peso seco las plantas se envolvieron en papel
aluminio, para después ponerlas en la estufa a una temperatura constante de 80 °C durante 72
hrs.

5.5.2. Enraizamiento

En el enraizamiento se midio la longitud de la raiz mas grande, asi como la presencia de

raices primarias y secundarias presentes en cada explante.

5.5.3. Porcentaje de Aclimatizacion

Se tomo el porcentaje de sobrevivencia de las plantas de fresa llevadas de in vitro a
invernadero por tratamiento al mes de haber sido transferidas a este, dependiendo del tipo de

sustrato en el que se encontraban.

5.5.4. Catalasas

La actividad de la catalasa se determind en plantas en condiciones de aclimatizacion al
momento del transplante, al dia 1, 5, 10 y 15 dias, de acuerdo al método de Aebi (1984), para
ello se maceraron 100 mg de tejido fresco, con 400uL de buffer de extraccion (Fosfato de potasio
monobéasico y dibasico 50 mM con pH 7.2; DTT (Ditiotreitol) 5mM, EDTA (Acido
Etilenodiamino Tetra-Acético) 1ImM y 1% (w/v) PVP (Polivinil-Pirrolidona)), se centrifugo a 10
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000 revoluciones por 15 minutos a 4°C (Centrifuga Hettich Zentrifugen EBA 12 R); del
homogeneizado obtenido se tomaron 20 ul que se mezclaron con 1.98 mL buffer de fosfatos
(Fosfato de Potasio monobésico y dibasico 50 mM con pH 7.2) y 1 mL de Solucion Madre
(Fosfato de Potasio Monobaésico y de Sodio Dibasico 50 mM pH 7.0 con H,0, 30 mM). Cada
muestra se leyo tres veces a una absorbancia de 240 nm en espectrofotometro (Jenway 6305

Spectrophotometer).

5.5.5 Carbohidratos

Los carbohidratos solubles se determinaron por el método de Antrona (Witham et al.,
1971). Donde una solucion de &cido sulfarico y Antrona reaccionan con los carbohidratos,
formando un complejo azul-verde, que se puede medir al espectrofotometro (Steubing et al.,

2002), el procedimiento se describe a continuacion.

El extracto de azucares se hizo pesando 50 mg de material vegetal utilizando extracciones
sucesivas en bafio maria con etanol al 80%, y después se secd en estufa de vacio a 50°C y se
resuspendié en 1 mL de agua destilada. Esta muestra se congelo a -20°C para después ser

utilizado.

El material antes mencionado se descongelo y se colocaron 10 ul de la muestra en un
tubo de ensaye haciendo una dilucion de 1:200, agregando 2 mL de agua y 3 mL del reactivo de
antrona frio a cada tubo y se mezclaron durante 5 minutos en frio, posteriormente se transfirié a
un bafio de agua a 100°C incubandose exactamente 10 minutos, se retiraron del agua caliente y
se colocaron de nuevo en hielo, midiéndose la absorbancia a cada tubo a 625 nm teniendo tres

repeticiones por muestra.

Se realizd6 una curva de caligrafiado con una concentracion conocida de glucosa,
graficando DO corregida de cada patron en funcion de la concentracion de los mismos, se
determind la concentracion de carbohidratos totales en cada una de las muestras problema

utilizando la curva anteriormente mencionada.
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5.6. Analisis Estadistico

Para el disefio estadistico de la investigacion se utilizd un disefio experimental factorial
2x8x3 completamente al azar para el caso del enraizamiento in vitro, para el enraizamiento in
vivo se utilizd un disefio experimental factorial 2x3x3 completamente al azar, para el caso de la
aclimatizacion de las plantas enraizadas in vitro se uso un disefio factorial 2x8x3 completamente
al azar para cada variedad y para el enraizamiento in vivo se usé un disefio factorial 2x3x3
completamente al azar por cada variedad. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el paquete
computacional SAS (The SAS System for Windows 9.0).

5.6.1 Enraizamiento In Vitro

Se aplicaron ocho tratamientos con tres repeticiones, dando asi un total de 24 unidades
experimentales por variedad. La unidad experimental estuvo compuesta por seis explantes. El
experimento a su vez se realizd seis veces en el tiempo. Se analizd con un analisis de varianza y
las pruebas de medias de las variables respuesta mediante el método de Tukey (p<0.05). Las
variables de raices de Segundo Orden, longitud y diametro de la corona fueron previamente

transformadas por la funcién arcosenX*?,
5.6.2 Enraizamiento In Vivo

Se aplicaron tres tratamientos con tres repeticiones, dando un total de nueve unidades
experimentales por variedad. La unidad experimental estuvo compuesta por seis explantes. El
experimento a su vez se realizo seis veces en el tiempo. Se realizo el analisis de varianza y las
pruebas de medias de las variables respuesta mediante el método de Tukey (p<0.05),
previamente transformadas por la funcién arcosenX*? las variables de raices de segundo y tercer

orden, longitud y diametro de la corona.
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5.6.3 Aclimatizacion

En este experimento para las plantas provenientes del enraizamiento in vitro se tomaron
en cuenta los ocho tratamientos con dos sustratos y tres repeticiones y en el caso, la unidad
experimental consto de seis plantas. El enraizamiento in vivo se aplicaron tres tratamientos con
dos sustratos y tres repeticiones por variedad, la unidad experimental consto de seis plantas. El
experimento se repitid 3 veces en el tiempo. Se realizd el analisis de varianza y las pruebas de
medias de las variables respuesta mediante la prueba de Tukey (p<0.05), previamente fueron

transformadas por la funcion arcosenX* la variable porcentaje de sobrevivencia.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Cinética de Enraizamiento

En este experimento se evalud la capacidad de los brotes de Fresa variedad CP. Zamorana
y CP. Jacona, con ocho tratamientos, sobre el proceso de formacion de raices adventicias, donde
se pretendio determinar el regulador de crecimiento y la concentracion adecuada para inducir la

formacion de raices en los brotes en el menor tiempo.

Se observé que para la variedad CP. Zamorana su periodo de aparicién de la primera raiz
de todos los explantes duro 20 dias (Figura 3), en comparacion de la variedad CP. Jacona (Figura
4) que dur6 18 dias a partir del establecimiento en el medio de cultivo para enraizamiento.

Apreciandose que existen diferencias entre tratamientos al inicio del proceso de
enraizamiento para la variedad CP. Zamorana, donde el testigo inicia con la aparicion de la
primera raiz al tercer dia en comparacion del regulador de crecimiento convencional para
enraizamiento que es el AIB donde inicio su aparicién de la primera raiz en el décimo dia, los
tratamientos de TRIA 2, 5 y 10pg-L™ iniciaron entre el tercer y cuarto dfa, mientras que los
tratamientos de BR 0.1, 0.01 y 0.001 mg-L™ iniciaron del tercer al sexto dia, donde el testigo
alcanzo el méaximo de su enraizamiento a los 20 dias, el AIB en el dia 19, los tratamientos con
TRIA del dial6 al dia 19 y para los tratamientos con BR a partir del dia 17 al dia 20. Mientras
que para la variedad CP. Jacona , la aparicion de la primera raiz para el testigo inicia al séptimo
dia, el AIB al sexto dia, los tratamiento con TRIA y BR iniciaron a partir del cuarto al sexto dia,
teniendo su maximo de enraizamiento el testigo al dia 18, el AIB en el dia 13, los tratamientos
con TRIA del dia 12 al dia 15, mientras que los tratamientos con BR del dia 9 al dia 13, teniendo
ambas variedades con todos los tratamientos el 100% de enraizamiento. Raya et al. (2009)
mencionan que las raices para portainjertos de vid, variedad ‘Freedom’ necesita de 5 dias para
que empiecen a emerger sus raices, mientras que para la variedad ‘Saltcreek’ necesita de 10 dias,
lo cual coincide con Couprie et al. (2000), quienes sefialan que la mayoria de los patrones de vid

enraizan a los 10 dias.
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La respuesta obtenida para la velocidad del enraizamiento in vitro es similar a la que se
tienen en Gerbera jamesonii, cuya emergencia de raices en in vitro se presentd a los 4 y 5 dias
(Olivera et al., 2000), concordando con Martinez et al. (2011) quienes encontraron en Physalis
peruviana L. el inicio del enraizamiento a los cinco dias de estar establecidos en el medio de
cultivo, en Lycopersicon esculentum Mill, el desarrollo de las raices se logré en 3.1 dias
utilizando un medio de cultivo MS al 50% de las macrosales adicionado con AIB (Enriquez et
al., 2001), en el caso de la linca Rb del Roble ‘Sainza’ en el tratamiento control (Sin NPA)
adicionado con 123 um de AIB se encontrd la aparicion de la primera raiz entre los primeros 8 a
10 dias, al igual que para los tratamientos con 1,2 y 3 dias de NPA (200 uM) en comparacion del
tratamiento con 5 dias en NPA (200 uM) que se retardo la aparicion hasta los 11 dias,
alcanzandose el méximo del enraizamiento en el tratamiento control a los 25 dias de iniciado el
proceso Yy los tratamientos con 1, 2 y 3 dias de NPA tardo alrededor de 17 y 22 dias mostrandose
constante el proceso y el tratamiento con NPA durante 5 dias solo alcanzd el 41% del
enraizamiento a los 28 dias (Arellano, 2004 ), en Alnus spp se acelerd el proceso de emergencia
de raices a partir de los 8 dias completandose sobre el dia 12, (San José, et al., 2010). Por lo cual
los brotes no tienen que estar en el medio de cultivo un periodo de 28 a 30 dias como lo
mencionan Thomas y Schiefelbein (2001) para todas las especies, por lo que las condiciones para
inducir el enraizamiento se deben definir para cada especie. Tomando en cuenta que al
disminuirse el tiempo de permanencia en el cuarto de incubacion se logra disminuir un poco los
costos (Raya et al., 2009).
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Figura3. Efecto de ocho tratamientos sobre el enraizamiento de brotes de fresa de la

variedad CP. Zamorana, cultivados in vitro. Los resultados son la media de tres
experimentos, con 18 brotes y tres repeticiones por tratamiento.
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Figurad4. Efecto de ocho tratamientos sobre el enraizamiento de brotes de fresa de la
variedad CP. Jacon4, cultivados in vitro. Los resultados son la media de tres experimentos,
con 18 brotes y tres repeticiones tratamiento.
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6.2 Enraizamiento

La fase de enraizamiento in vitro, se llevé a cabo con distintos reguladores de crecimiento
iniciandose la formacién de la raiz adventicia, donde la intervencién de las auxinas en el estado
inicial del crecimiento de la raiz se divide en dos estados, cuando esta se encuentra activa e
inactiva, se dice que esta activa cuando se encuentra presente continuamente y proviene de
brotes terminales o laterales, en estado inactivo, es cuando se encuentra alrededor de la raiz, que
va de cuatro dias mas, no presentando ningun efecto adverso en la formacion de estas. Pasando
por esta etapa, se inicia la elongacion de los primordios radicales, donde la nueva raiz atraviesa
la corteza hasta que emerge de la epidermis del tallo, para lo cual, la raiz ya ha formado su
sistema vascular que ya se encuentra fusionado a los tejidos vasculares del tallo, llegando a esta
etapa no hay mayor respuesta de las auxinas (Garcia et al., 2007).

6.2.1 Formacion de Raices Adventicias de Primer Orden, Segundo Ordeny

Longitud de la Raiz de Mayor Tamafio.

Los datos obtenidos en el enraizamiento in vitro mostraron diferencia significativa (p<
0.05), en la formacion de raices adventicias de primer orden donde el tratamiento de BR
0.1mg-L™ tiene 7.5 raices por brote donde mostré ser el tratamiento con mayor formacion de
raices adventicias en comparacion con el testigo que presenta 6.1 raices por brote (Cuadro 4), en
los demas tratamientos el nimero de raices por brote no bajo de 6.4. Lo cual demuestra que la
mayor formacién de raices adventicias es inducida por la adicion de reguladores de crecimiento,
la formacion de raices adventicias de primer orden en el testigo es normal aunque en
proporciones bajas. En las Figuras 5 y 6 se pueden observar las diferencias que hay entre
tratamientos donde el AIB presenta una formacion de callo, el TRIA 2 pg-L'tiene un grosor
mayor y el tratamiento con BR 0.1 mg-L *presenta mayor formacion de raices pero de menor
tamafo. San José et al. (2010), encontraron que en Alnus glutinosa, obtuvieron un 75% de
rizogénesis con AIB 0.1 mg'L™, incrementandose la velocidad de formacion de raices con la
presencia de auxina, en la misma especie se encontrd que con la inclusion del AIB en el medio se
aumento el namero de raices formadas, reduciéndose el tiempo requerido para obtener el pleno

enraizamiento (Tremblay et al., 1986). En D. chrysotoxum el promedio de raices fue de 12.7 con
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concentraciones de 0.2 mg-L™? y 2 g'L™* de AIB en un medio de cultivo MS, en concentraciones
mayores de AIB el numero de raices comienza a decrecer sustancialmente (Gantait et al., 2009).
Enriquez et al. (2001), encontraron en Lycopersicum esculentum Mill la formacion de 14.3 raices
adventicias formadas en un medio adicionado con AIB, lo cual difiere de los resultados
obtenidos en donde el nimero encontrado de raices adventicias se reduce a la mitad de lo
mencionado por dichos autores. En aguacate criollo se present6 la mayor cantidad de raices por
brote en los brotes incubados en el MS con 0.6 mg-L™ mas 0.125 mg-L™ de AG; con 4.69 y 4.08
raices en el MS con 0.8 mg'L™ de AIB mas 0.125 mg-L™ de AGs, presentando alta formacién de
callo en la base (Vidales, 2002), como se observo en el tratamiento con AIB. Para Roble ‘Sainza’
con la aplicacion de 125 M de AIB durante 24 h se obtuvieron porcentajes de enraizamiento del
80.44 + 5.24 con 2.4 raices por brote (Arellano, 2004), Nogueira et al. (2014) reportan que en
una concentracion mayor de AIB (1.0 mg-L™) en un medio MS con el 50% de las sales se tiene
un mayor niimero de raices (4) en comparacion de una concentraciéon de 0.1 y 0 mg-L* de AIB
con 3 raices por explante y aumentando al 100 % de sales del medio se tiene mayor nimero de
raices por explante con 6 raices para una concentracién de 1.0 mg-L™ de AIB y para 0.1y 0.0
mg-L™ se tienen alrededor de 3 raices por explante y en el caso de Eustoma grandiflorum se
tienen 7 raices por explante en una concentracion de 0.2 mgL™' y cuando se tiene una

concentracion de 1.5 mg-L™ 10 raices por explante (Viloria, 2009).

Para la formacion de raices adventicias de segundo orden no se encontr6 diferencia
significativa (p< 0.05), sin embargo el tratamiento que més raices tuvo fue el de BR 0.1 mg-L™
con 3.1 raices y el BR 0.001 mg-L™ fue el que presenté menor formacién de raices con 1.7 raices
por brote. En cuanto a la longitud de la raiz méas grande se encontro diferencia significativa (p<
0.05), donde los tratamientos de AIB, TRIA 2 y 5 pg'L™ con 541, 529 y 5.03 cm
respectivamente, presentan la raiz mas grande en comparacién del BR 0.01 mg-L™* con 1.62 cm
que fue el tratamiento que presentd la raiz mas pequefia entre los tratamientos utilizados (Cuadro
4), los resultados obtenidos son similares a los obtenidos por Martinez et al. (2011) quienes
encontraron un tamafio de la raiz de 6 cm, en comparacion de Gantait et al. (2009) con 0.2 mg-L"
' de AIBy 2 gL en D. chrysotoxum, lograron un promedio de longitud de 9.6 cm. Arellano
(2004), reporta una longitud media de raices de 30.8 mm con un pulso de 125 uM de AIB
durante 24 h, para Minirosa se tiene una longitud de 2.4 cm para aquellos explantes que no
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tenfan AIB y para el caso de los que se encontraban en una concentracién de 0.1 y 1.0 mg-L™ de
AlB se tiene una longitud de 0.5 cm con el 50 % de las sales del MS y cuando se aumenta al 100
% de las sales del MS el tamafio de la raiz disminuye con 1.5 cm para la ausencia de este
regulador y para 0.1 y 1.0 mg-L™" se tienen un tamafio de 0.3 cm (Nogueira et al.,2014). En el
caso de Eustoma grandiflorum, se obtuvieron longitudes de 1.0 cm y 1.16 cm para 0.2 y 1.5

mg-L™ respectivamente (Viloria, 2009).

En el Cuadro 4 se puede apreciar que el Unico regulador de crecimiento que fomento la
produccién de callo fue el AIB con una media del didmetro del callo de 1.30 mm, ya que las
auxinas estimulan la expansion celular que frecuentemente fomentan el desarrollo del callo
(Weaver, 1990), lo cual puede ser un aspecto negativo para la etapa de aclimatizacion (Martinez,
et al., 2011) en cuanto a las variedades no se encontré diferencia significativa para esta variable.

Moré et .al. (2001) mencionan que los brasinoesteroides tienen una probada actividad en
el crecimiento vegetal, los que poseen grandes posibilidades de sustitucion de los reguladores de
crecimiento tradicional como las auxinas y citoquininas (Adams, 1998), por poseer capacidades
de influir en diferentes procesos fisioldgicos en las plantas, como la elongacion, division celular,
desarrollo vascular y reproductivo (Nufiez M. y Robaina C., 2000), Marquartt y Adam (1991),
observaron que los brasinoesteroides interacttan fuertemente de forma sinérgica con las auxinas
para inducir la formacion de raices adventicias, resultado similar a lo que se muestra en la
investigacion, que de igual manera concuerda con Hernandez et al. (1999), quienes sefialan que
en la propagacion por esquejes de papa, los brasinoesteroides muestran una marcada influencia
significativa sobre el nimero de raices. Lo contrario a lo que expresan Ramirez et al. (2003)
donde en esquejes de guayaba con Biobras.16 (0.05 ppm) presentan los valores mas bajos de
enraizamiento. En platano macho se utilizé Biostan 4 mg-L™, BB-6 0.01 mg-L" y BB-6 0.05
mg-L™ donde se obtuvieron 5.63, 5.42 y 4.95 raices por explante de longitudes de 5.91, 6.79 y
5.19 cm respectivamente (Héctor et al., 2007).

El Triacontanol mejora la eficiencia fisioldgica de las células, el uso de este regulador de
crecimiento en el enraizamiento de colza, estimulé en gran medida la formacién de raices

adventicias en concentraciones que van de 1.0 a 10 mg-L™ (Huaxian et al., 2006). Mientras que
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Verma et al. (2011) encontraron que con el uso del triacontanol (Vipul®) en 1.0 mlI'L™ en
Arachis hypogaea L., para el cultivar PBS24030 se tiene rizogenesis solo con la adicion de este
regulador en el medio, mientras que para el cultivar M-13 se tiene que adicionar al medio MS 0.5
y 2.0 ml-'L™* de TRIA y para Costus speciosus se obtuvieron brotes con dos o tres hojas y raices
con un medio basal B5 complementado con 2pug-L™* de TRIA (Malabadi et al., 2005). Fraternale
et al. (2002) encontraron en Bupleurum fruticosum, que la mejor concentracion para la
formacion de raices es la de 2 pg-L™ y en menor medida una concentraciéon de 5y 10 pgL™*
descartando la concentracion més elevada de triacontanol (20 pg-L™), no solo se incrementd el
numero de raices sino que también presentaron las longitudes superiores en comparacion del
control y del tratamiento con 20 pg-L™ de TRIA, datos que concuerdan con los obtenidos por
Tantos et al., (1999) en Melissa officinalis L, sefialando que la aplicacion del TRIA incrementa
significativamente el nimero de raices por planta en Malus domestica cv. JTE-E4 y Cerasus
fruticosa cv. Probocskai y que el efecto de este regulador es mejorado con la adicién de AIB a
una concentracién de 5 mg (Tantos et al., 2001). En el caso de Capsicum frutescens y Decalepis
hamiltonii W & A, se encontrd que las concentraciones Optimas de TRIA para la fase de
enraizamiento fueron las de 5y 10 pg-L™ (Obul et al., 2002).

Cuadro4. Numero de Raices Adventicias de Primer Orden, Segundo Orden,
Longitud de la raiz de mayor Tamafio y Presencia de Callo por Tratamiento en Cultivo In
Vitro.

Tratamiento Primer Orden Segundo Orden Longitud (cm) Callo (mm)

Testigo 6.1+0.24d 26+1.99a 42+0.16 b 0.0000 +0 b
AlIB 6.8+0.22abcd  27+1.48 a 54+016a 1.3059+1.30a
TRIA 2ug-L™? 7.2+0.19 ab 27+3.0la 50+0.19a 0.0000+0b
TRIAS5 pg-L™ 7.3+0.17 ab 20+092a 52+0.10a 0.0000+0 b
TRIA10 ugL*  64+0.21cd 2.1+064a 43+0.24b 0.0000+0 b
BRO0.1mgL" 75+0.16a 31+1.24a 1.6+0.26¢ 0.0000+0b
BR0.01mg-L*  7.2+0.19 abc 3.0+1.19a 2.8+0.15d 0.0000+0b
BR 0.001 mg-L™* 6.6 +0.12 bcd 1.7+0.70 a 3.7+0.11c 0.0000+0 b

Los valores son medias de 6 réplicas de 288 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukeyp < 0.05).Los datos de la variable raiz de segundo orden fueron previamente
transformados para su analisis estadistico mediante la funcién arcosenX .
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Figura5. Apariencia de la raiz de los brotes de la Variedad CP. Jacona enraizada con los diferentes tratamientos. A) Brote de eraizado con el
tratamiento testigo, B) Brote enraizado con AIB, C) Brote enraizado con TRIA 2 pg-L™ D) Brote enraizado con TRIA con 5 pg-L™, E) Brote enraizado
con TRIA 10 pg-L™*F) Brote enraizado con BR 0.1 mg-L™*,G) Brote enraizado con BR 0.01 mg-L™" y H) Brote enraizado con BR 0.001 mg-L™".
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Figura6. Apariencia de la raiz de los brotes de la VVariedad CP. Zamorana enraizada con los diferentes tratamientos. A) Brote de eraizado con el
tratamiento testigo, B) Brote enraizado con AlIB, C) Brote enraizado con TRIA 2 pg-L™*,C) Brote enraizado con TRIA con 5 pg-L™, D) Brote enraizado
con TRIA 10 pg-L* E) Brote enraizado con BR 0.1 mg-L™,F) Brote enraizado con BR 0.01 mg-L™ y G) Brote enraizado con BR 0.001 mg-L™.
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En la comparacion entre variedades existe diferencia significativa (p< 0.05), la variedad
CP. Zamorana presentd mayor nimero de raices adventicias de primer orden formadas con una
media de 7.2 raices por brote mientras que la variedad CP. Jacona tiene una media de 6.6 raices,
en cuanto a las raices de segundo orden no existe diferencia significativa entre variedades (p<
0.05), y para la longitud de la raiz adventicia de la variedad CP. Zamorana presentd una media de
4.07 cm y la variedad CP. Jacona tiene una media de 3.85 cm, en cuanto a la aparicion del callo
no se encontrd diferencia significativa entre variedades (Cuadro 5), por lo que se puede decir que
la variedad CP. Zamorana presenta mejor respuesta para el enraizamiento in vitro teniendo
mayor numero de raices de primer orden y con mayor longitud. Los resultados concuerdan con
los mencionados por Rodriguez et al. (2012) que dice que la variedad CP. Jacona tienen una baja

capacidad de produccidn de estolones en comparacion de la Variedad CP. Zamorana en campo.

Cuadro5. Numero de Raices Adventicias de Primer Orden, Segundo Orden y Longitud de

la Raiz de Mayor Tamario, por Variedad Generadas en Cultivo In Vitro.

Variedad Primer Orden  Segundo Orden Longitud (cm) Callo (mm)

CP. Jacona 6.6065 + 0.22 b 2.5625+1.90 a 3.8571+0.28b 0.1620+0.68a
CP. Zamorana 7.2836 +0.16 a 24688 + 1.16 a 4.0735+0.24a 0.1644 +0.66 a

Los valores son medias de 6 réplicas de 288 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los datos de la variable raiz de segundo orden fueron previamente
transformados para su anélisis estadistico mediante la funcién arcosenX*?.

6.2.2 Longitud y Diametro de la Corona de los Brotes Enraizados In Vitro.

El tratamiento con AIB presentd mayor longitud en la corona con 0.8649 mm en
comparacién del tratamiento con BR. 0.1 mg-L*que logro una longitud de 0.7524 mm en la
corona, mostrando de esta manera que se tienen una diferencia significativa (p< 0.05) entre
tratamientos, en cuanto al didmetro de la corona no se encontré diferencia significativa (Cuadro
6).El factor que pudo haber influenciado en el alargamiento de la corona son los tratamientos, ya
que el AIB presentd una gran cantidad de raiz adventicia lo que le ayudo a la adsorcién de los
nutrientes que se encontraban en el medio de cultivo favoreciendo el desarrollo de la corona en

forma longitudinal ya que en el didmetro no se presentd diferencia.
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Cuadro6. Longitud y Diametro de Corona de Explantes Enraizados In Vitro.

] Longitud de la Corona  Diadmetro de la Corona
Tratamiento

(mm) (mm)
Testigo 0.8487 + 0.05 ab 0.4347+0.11a
AlB 0.8649 + 0.05 a 0.4359 +0.13 a
TRIA 2ug-L™ 0.8160 + 0.05 abc 0.4329+0.13a
TRIA5 pg-L™ 0.8115 + 0.05 abc 0.4518 +0.14 a
TRIA 10 pg-L™ 0.7728 + 0.06 hc 0.4358 +0.13 a
BR 0.1 mg-L™ 0.7524 +0.05 ¢ 0.4412+0.13a
BR 0.01 mg-L™ 0.6699 + 0.05 hc 0.4336 +0.10 a
BR 0.001 mg-L™ 0.7790 + 0.05 bc 0.4167 +0.10 a

Los valores son medias de 6 réplicas de 288 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).Los datos fueron previamente transformados para su andlisis
estadistico mediante la funcién arcosenX*?,

Las variedades CP. Zamorana y CP. Jacona, presentaron valores muy similares por lo que
no tienen diferencias significativas para las variables longitud y diametro de la corona (Cuadro
7), tomando en cuenta que al momento de poner los brotes en los tratamientos todos tenian un
didmetro y longitud muy similar, los cuales tenian de 0.3 + 0.1 mm de didmetro, por lo que por el
tiempo que llevaban en el medio y dado que el medio tenia como base las mismas sales
minerales y solo cambiaba el regulador de crecimiento no se encontraron diferencias

significativas.

Cuadro?. Longitud y Diametro de Explantes Enraizados In Vitro por Variedad

Longitud de la Corona  Diametro de la Corona

Variedad
(mm) (mm)
CP. Jacona 0.8115+0.05a 0.4209+0.11a
CP. Zamorana 0.7919 +0.05 a 0.4498 +0.13 a

Los valores son medias de 6 réplicas de 288 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los datos fueron previamente transformados para su analisis
estadistico mediante la funcién arcosenX?,
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6.2.3. Formacion de Brotes en el Enraizamiento In Vitro.

En el Cuadro 8 se observa la brotacion que se presenta en los diferentes tratamientos, a
pesar de que los tratamientos estdn disefiados para la formacion de raices adventicias no se
encontrd una proliferacion masiva y ni en grandes cantidades, de esta manera el tratamiento con
BR 0.01 mg-L el que tiene mayor cantidad de brotes formados, presenté 1.6 brotes por explante,
el testigo y el BR 0.001 mg-L™ fueron los que presentaron menor brotacién con 1 brote por
explante.

Cuadro8. Brotacion por Tratamiento de Enraizamiento In Vitro.

Tratamiento Brotes
Testigo 1.0000+0b
AIB 1.4000 + 0.51 ab
TRIA 2ug-L™* 1.2000 + 0.42 ab
TRIA5 pg-L™? 1.2000 + 0.42 ab
TRIA 10 pg-L™ 1.3000 + 0.48 ab
BR 0.1 mg-L™ 1.1000 + 0.31 ab
BR 0.01 mg-L™ 1.6000 + 0.51 a
BR 0.001 mg-L™ 1.000+0b

Los valores son medias de 6 réplicas de 288 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

Para brotacion entre variedades no se encontré diferencia significativa para ambas
variedades teniendo brotaciones de 1.1 y 1.3 brotes por explante para CP. Jacona y CP.

Zamorana respectivamente (Cuadro 9).

Cuadro9. Brotacion por Variedad en Cultivo In Vitro.

Variedad Brotes
CP. Jacona 1.1500 + 0.36 a
CP. Zamorana 1.3000 +0.46 a

Los valores son medias de 6 réplicas de 288 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).
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6.2.4 Numero de Hojas en Los Brotes Enraizados In Vitro.

Los explantes presentaron una diferencia significativa (p< 0.05) para el nimero de hojas
entre tratamientos, donde el testigo es el que presenta menor numero de hojas con 5.3 por
explante en comparacion con los demas tratamientos que presentaron unas medias de 5.9 a 6.2
hojas (Cuadro 10), como se observa en todos los tratamientos con algun regulador de
crecimiento no existio diferencia significativa, por lo que se puede decir que estos aparte de
favorecer la formacion de raices adventicias también intervinieron en el desarrollo de la parte
aérea de los explantes. Calderon et al. (1993) mencionan que a medida que aumentan los dias del
cultivo se incrementa la aparicion de hojas. Para Eustoma grandiflorum, con una concentracion

de 0.2 y 1.5 mg-L, se encontraron 14.33 y 14.66 hojas por explante (Viloria, 2009).

Cuadrol0. Namero de Hojas de los Explantes Enraizados In Vitro.

Tratamiento Numero de Hojas
Testigo 5.3631+0.07b
AlIB 6.1369 + 0.07 a
TRIA 2ug-L™ 6.1132 +0.07 a
TRIAS5 pg-L™ 5.9059 + 0.07 a
TRIA 10 pg-L™ 6.2268 + 0.09 a
BR0.1mgL" 5.9655 + 0.07 a
BR 0.01 mg-L™ 6.0679 + 0.06 a

BR 0.001 mg-L™ 5.9675 + 0.09 a

Los valores son medias de 6 réplicas de 288 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

A pesar que en las otras variables evaluadas no se presento diferencia significativa para el
caso de hojas, la variedad CP. Zamorana presentd menor nimero de hojas con una media de 5.8

en comparacion de la variedad CP. Jacona que tienen 6.0 hojas por explante (Cuadro 11).
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Cuadroll. Namero de las Hojas por Explante Generadas In Vitro por Variedad

Variedad NUmero de Hojas
CP. Jacona 6.0724 + 0.07 a
CP. Zamorana 5.8599 + 0.08 b

Los valores son medias de 6 réplicas de 288 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

6.3 Enraizamiento In Vivo.

El tipo de auxina utilizada para el desarrollo de raices juega un papel importante en el
enraizamiento, siendo el AIB, una de las hormonas mas utilizadas (Bielenin, 2003), Aparicio et
al., (2006), mencionan que esta auxina es recomendada para especies de dificil enraizamiento

para promover el desarrollo de raices adventicias.

6.3.1 Formacion de Raices Adventicias de Primer Orden.

En el enraizamiento in vivo, la formacion de raices adventicias de primer orden se
encontré una diferencia significativa (p< 0.05), donde el tratamiento con Radix® 1500 present6
una media de 9.2 raices, mientras que el testigo fue el que present6 menor nimero de raices
adventicias de primer orden, quien junto con el Radix® 1500 fueron los que presentaron mayor
nimero de raices adventicias de segundo orden conl6.3 y 12.9 raices respectivamente, en
comparacion del enraizamiento in vitro en el enraizamiento in vivo se encontraron raices de
tercer orden donde los tratamientos Testigo y Radix® 1500 presentaron mayor niimero de raices
adventicias con 8.7 y 7.0 raices respectivamente. Para la raiz mayor el mejor tratamiento fue el
testigo con 4.3 cm de longitud y los tratamientos de Radix® 1500 y Raizone Plus® presentaron
una media de 3.0 cm, lo que puede deberse a que el testigo presentd menor nimero de raices
adventicias de primer orden, que pudo favorecer a la formacion de raices de segundo Yy tercer
orden de igual manera que favorecio el crecimiento de la raiz (Cuadro 12), el aspecto de la raiz

se puede observar en la Figura 7.

En investigaciones previas realizadas de enraizamiento in vivo en diversas especies se ha

encontrado que en el cultivar de trinitaria al enraizar estacas con AIB en una dosis de 2000 y
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4000 ppm, se obtuvo un rango de enraizamiento del 66 al 88 % (Czekalski, 1989), mientras que
para Prunus persica, se encontr6 el mayor porcentaje de estacas enraizadas con una
concentracion de 2000 ppm de AIB (Dutra et al., 1999). Navarrete y Vargas (2005) reportan que
diferentes dosis de AIB pueden tener efectos diferentes en la longitud de las raices de las estacas
de Eucalyptus camaldulensis pues al aplicar una dosis de 2000 ppm, se tuvo un promedio de 6.3
cm de longitud, mientras que aplicaciones de 0,1000 y 4000 ppm tenian una longitud de 10 cm.
Garcia et al. (2005) reportan que en Gmelina arborea la longitud de las raices en estacas de esta
especie se ve influenciada por la concentracién usada de AIB, incrementandose hasta un 25 %
cuando se usan 2.9 mg-g™, indicando que el uso de esta auxina en esta concentracion se acelera
el crecimiento de la longitud de las raices. El porcentaje maximo de enraizamiento obtenido con
Radix® en Bursera linanoe fue del 27 %, considerado como bajo, obteniéndose alrededor de una
y tres raices por estacas (Arellano et al., 2014). En microtallos de Tecomella undulata el mejor
resultado para el enraizamiento fue con una concentracion de 200 mM de AIB, el cual fue
suministrado a traves de un pulso de 30 min en la parte basal del microtallo, donde prosiguieron
a transferirlo a vasos de plastico con sustrato alcanzando un 80 % de sobrevivencia (Varshney y
Anis 2011).

Cuadrol2. Numero de Raices por Tratamiento en Enraizamiento In Vivo.

) Raices Adventicias Longitud de
Tratamiento

Primer Orden  Segundo Orden  Tercer Orden  la Raiz (Cm)

Testigo 46+2.14b 16.3+9.25a 8.7+1.70 a 43+0.15a
Radix® 1500 9.2+4.41a 12.9+6.88 a 70+258 a 3.0+0.17b
Raizone Plus® 6.0+3.73b 75+572h 3.2+150 b 3.0+021b

Los valores son medias de 6 réplicas de 108 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los datos de las variables raiz de segundo y tercer orden fueron
previamente transformados para su anélisis estadistico mediante la funcién arcosenX*?.

El comportamiento de ambas variedades fue muy similar solo se presentd diferencia
significativa en la formacion de raices de segundo orden (p< 0.05), donde la variedad CP.
Zamorana presentd menor numero de raices adventicias con una media de 10.5 raices en

comparacion de la variedad CP. Jacona que present0 14.0 raices adventicias (Cuadro 13).

45



Cuadrol3. Numero de Raices por Variedad en Enraizamiento In Vivo.

_ Raices Adventicias Longitud de la
Variedad i .
Primer Orden Segundo Orden Tercer Orden Raiz (Cm)
CP. Jacona 6.3+3.32a 140+6.37a 58+194a 35+0.20a
CP. Zamorana 6.9+4.62a 10.5+9.43b 6.8+3.92a 3.3+0.18a

Los valores son medias de 6 réplicas de 108 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los datos de la variable raiz de segundo y tercer orden fueron
previamente transformados para su analisis estadistico mediante la funcién arcosenX*?.

C

Figura?7. Apariencia de las raices de plantas de fresa enraizadas In Vivo, las tres primeras fotos (A, B, C) son
de la variedad CP. Jacona y las tres fotos posteriores (D, E, F) son de la variedad CP. Zamorana. A y D)
Planta de fresa enraizada sin regulador de crecimiento, B y E) Planta de fresa enraizada con Radix® 1500, C

y F) Plantas de fresa enraizadas con Raizone Plus®.
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6.3.2 Longitud y Diametro de la Corona de los Explantes en Enraizamiento.

En el Cuadro 14 se observan los datos obtenidos para la longitud y el diametro de la
corona donde de igual manera que en el enraizamiento in vitro no se encontraron diferencias
significativas para los tratamientos utilizados para el enraizamiento, teniéndose resultados muy
similares ya que en el cultivo in vitro y en el enraizamiento ex vitro, los brotes utilizados tenian

didmetros muy similares los cuales eran de 0.3 + 0.1 mm de diametro.

Cuadrol4. Longitud y Didmetro de la Corona en los Tratamientos de Enraizamiento In

Vivo.

] Longitud de la Corona  Diédmetro de la Corona
Tratamiento

(mm) (mm)
Testigo 1.19+0.05a 1.19+0.14a
Radix® 1500 1.10+0.06 a 1.11+0.13a
Raizone Plus® 0.98 +0.04 a 1.19+0.16 a

Los valores son medias de 6 réplicas de 108 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los datos fueron previamente transformados para su andlisis
estadistico mediante la funcién arcosenX*?,

Entre variedades tampoco se presentd diferencia significativa (p<0.05) para las
variedades CP. Jacona y CP. Zamorana respectivamente (Cuadro 15), teniendo como resultados
datos muy similares, donde se tiene que tomar en cuenta que en el enraizamiento in vivo no se
proporciond sales minerales a los brotes que se encontraban en esta etapa por lo que las plantas
sobrevivieron los primeros dias con las reservas que habian acumulado en el medio de cultivo en

el que se encontraban.

Cuadrol5. Longitud y Diametro de las VVariedad en el Enraizamiento In Vivo.

Longitud de la Corona  Diametro de la Corona

Variedad
(mm) (mm)
CP. Jacona 1.00+0.05 a 1.11+0.12a
CP. Zamorana 1.18 +0.05 a 1.21+0.15a

Los valores son medias de 6 réplicas de 108 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los datos fueron previamente transformados para su andlisis
estadistico mediante la funcién arcosenX?,
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6.3.3 Numero de Hojas Presentes en los Brotes Provenientes de Enraizamiento In

Vivo.

En el nimero de hojas para los explantes enraizados se encontr6 una diferencia
significativa (p< 0.05), donde el testigo presentd mayor nimero de hojas con una media de 6.4,
el tratamiento con Raizone Plus® presentd menor nimero de hojas con una media de 5.0 (Cuadro
16), en comparacion de un trabajo con Maxillaria tenuifolia Lindl. (Von Thaden, 2012), donde
la media de hojas fue mucho menor que las presentadas en las plantas de fresa, con Radix® 1500
se presenté una media de 2.6 hojas y con Raizone Plus® una media de -0.92 hojas y un control
con una media de 1.76 hojas (Von Thaden, 2012). Esto no concordd con lo encontrado en la
presente investigacion, el Cuadro 12 muestra que el testigo fue el que present6 la longitud mas
grande, favoreciendo de esta manera que las plantas de fresa pudieran tener una mayor

exploracion en el sustrato ayudando de esta manera a la formacion de la parte aérea.

Cuadrol6. Namero de Hojas por Tratamiento en el Enraizamiento In Vivo.

Tratamiento NUmero de Hojas
Testigo 6.40+1.15a
Radix® 1500 5.67 + 1.27 ab
Raizone Plus® 5.01+1.31b

Los valores son medias de 6 réplicas de 108 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

La variedad CP. Jacona presentd menor numero de hojas con una media de 5.2 en
comparacion con la variedad CP. Zamorana que present6 6.1 hojas por brote (Cuadro 17), esto
puede deberse a que las plantas de la variedad CP. Zamorana presentaron menor nimero de
raices adventicias de segundo orden, por lo que se podria decir que las reservas que destiné la
variedad CP. Jacona para la formacién de raices adventicias de segundo orden la variedad CP.

Zamorana la destino para la formacién de hojas.
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Cuadrol7. Numero de Hojas por Variedad en el Enraizamiento In Vivo.

Variedad NUmero de Hojas
CP. Jacona 526+1.30b
CP. Zamorana 6.10+1.22a

Los valores son medias de 6 réplicas de 108 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

6.4 Fase de Aclimatizacion.

La fase de aclimatizacion es una etapa muy delicada en el cultivo in vitro, debido a que
depende de ello el éxito de la técnica de micropropagacion, ya que como lo mencionan Hurtado
y Merino (1991), el éxito de todo el proceso del cultivo in vitro se resume en la adaptacion de las
plantulas a nuevas condiciones en el invernadero, y un alto nimero de plantas micropropagadas
no sobreviven al paso desde el cultivo in vitro a condiciones ex vitro. Esta etapa se vuelve critica
debido a que las plantas in vitro se producen en condiciones de alta humedad relativa y baja
intensidad luminica, lo que implica un bajo contenido de cera epiticular, por lo que las plantas
provenientes de in vitro pierden agua rapidamente al encontrarse en condiciones externas ya que
las plantas no dependen de su capacidad fotosintética, por lo que requieren de varios dias para
volverse autotroficas. En la Figura 8 se pueden observar las condiciones bajo las cuales las

plantas fueron tratadas los primeros quince dias para su adaptacion.

Figura8. Plantas recién llevadas a la fase de Aclimatizacion en Invernadero. A) Plantas cubiertas con
el vaso para mantener la humedad relativa y de esta manera ayudar a su adaptaciéon al nuevo
microambiente, B). Aspecto de una planta de fresa dentro del contenedor para mantener la humedad.
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6.4.1 Plantas Enraizadas In Vitro, En Fase de Aclimatizacion con Dos Sustratos.

La mezcla de materiales inertes con materiales organicos es importante ya que se
obtienen buenas propiedades fisicas y quimicas, donde la materia organica es un componente
activo y su incorporacién en el sustrato inorganico mejora el espacio poroso e incrementa la
retencion de humedad asi como la capacidad de intercambio cationico (Moreno, 2002). La razon
de esto es porque los materiales ya sean organicos e inorgénicos presentan diferentes tipos de
poros como diferentes funciones por lo que sus propiedades varian de acuerdo a las proporciones

de la mezcla (Gutiérrez — Castorena et al., 2011).
6.4.1.1 CP. Zamorana

La variedad CP. Zamorana presentd un alto porcentaje de sobrevivencia al ser llevadas
las plantas obtenidas in vitro a invernadero, observandose una diferencia significativa entre los
tratamientos que se realizaron para el enraizamiento, donde se encontré que TRIA 2 ugL
lobtuvo el mayor porcentaje con el 97.45 % en comparacién del TRIA 10 pg-L™ que tuvo un
56.71 % de sobrevivencia de las plantas aclimatizadas y fue estadisticamente igual al TRIA 5
ng-L(71.29 %), mientras que los demés tratamientos oscilaron entre un 88 a 94 % (Cuadro 18).
Al comparar la sobrevivencia entre los sustratos se observa que el Peat Moss obtuvo el mayor
porcentaje de sobrevivencia (94. 96 %)mientras que el sustrato a base de Fibra de Coco
Unicamente un 76.38 %, observandose que el mejor sustrato fue el Peat Moss.Es adecuado
controlar factores ambientales y practicamente se requiere simular las condiciones del ambiente
in vitro hasta que las plantas se adapten a las nuevas condiciones, para evitar el exceso de
transpiracion de las plantas jovenes, hasta que logren un adecuado desarrollo de sus estomas y
cuticula, es necesario mantener una alta humedad relativa (Sanchez, 2000). Karpov (2004)
menciona que en brotes axilares de Yucca aloifolia L., enraizados con AIB se obtuvo un 87.1%
de sobrevivencia al ser pasados al suelo. Shiau et al. (2002) establecieron plantulas de
Anoectochilus formosanus Hayata donde alcanzaron un 90 % de sobrevivencia despues de
transferirlas a condiciones ex vitro en recipientes cerrados con un sustrato de Fibra de Coco,

posteriormente pasadas a Peat Moss y vermiculita (1:1 v/v)
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Para Eucalyptus gransis y E. urophylla se encontraron porcentajes de sobrevivencia del
75y el 85 %, donde las condiciones para llegar a este resultado fueron que las plantas al sacarse
del cultivo in vitro median de 3 a 7 cm de longitud con 3 raices como minimo, se colocaron en
bolsas de suelo arcillo arenoso como sustrato y se colocaron en un vivero que proporcionaba un
70 % de sombra, donde el riego fue por aspersion durante 15 dias, se fertilizaron a los 25 dias de
iniciada la aclimatizacion y se realizaron aspersiones con Oxicloruro de Cobre cada 7 dias
(Martinez et al., 2011).

Cuadrol18. Comparacion del Indice de Sobrevivencia de la Variedad CP Zamorana para

los tratamientos utilizados In Vitro.

Tratamiento Sobrevivencia Porcentaje
Testigo 16.83+2.85a 93.51+15.87a
AlB 17.00+2.44a 94.44 + 13.60 a
TRIA 2ug-L™ 1750+0.83a  97.45+45la

TRIAS5 pg-L™ 12.66+595ab  71.29 +33.81ab
TRIA 10 pg-L™ 9.66+5.95b  56.71+35.55bh
BR 0.1 mg-L™* 16.16 +1.47a 9050+ 7.67 a
BR 0.01 mg-L™ 15.66 +1.36a  88.19+822a
BR0.001 mg-L*  16.67+1.86a  93.28+10.512

Los valores son medias de 6 réplicas de 144explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los porcentajes fueron previamente transformados para su andlisis
estadistico mediante la funcién arcosenX*?,

Cuadro19. Comparacion del Indice de Sobrevivencia de la Variedad Zamorana para dos
Sustratos

Sustrato Sobrevivencia Porcentaje
Peat Moss 16.79+ 1.47 a 9496 +6.14 a
Fibrade Coco  13.75+5.16b 76.38+28.71b

Los valores son medias de 6 réplicas de 144 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p<0.05). Los porcentajes fueron previamente transformados para su analisis
estadistico mediante la funcién arcosenX?,

51



6.4.1.2 CP. Jacona.

En el Cuadro20, se observa que el porcentaje de sobrevivencia fue alta para la variedad
CP. Jacona al ser transferidas a condiciones invernadero, se encontrd que el mayor porcentaje de
sobrevivencia fue para el tratamiento con TRIA 2 pg-L™ con un 97.91 % de sobrevivencia y el
tratamiento con TRIA 10 pg-L*presenté el menor porcentaje de sobrevivencia con un 67.82 %.
Esto puede deberse a que los reguladores de crecimiento ayudan a la division celular de las
plantas por lo que existe una rapida regeneracion de ellas, haciendo que las nuevas hojas y raices
aparezcan mas rapido favoreciendo de esta manera la aclimatizacion de las plantas generadas en
cultivo in vitro. Para los sustratos utilizados no se encontré diferencia significativa el porcentaje
fue del 90.62 % para Peat Moss y un 86.34 % para Fibra de Coco (Cuadro 21) por lo que se
puede decir que en esta variedad lo que afecto su porcentaje de sobrevivencia fue regulador

utilizado.

En Cardiospermum halicacabumen un sustrato compuesto por vermicompost Y tierra de
jardin (1:1) transferidas para endurecer las plantas, en condiciones controladas o bien en una
camara de crecimiento, como lo son una humedad relativa alta, la intensidad de la luz y la
temperatura, donde duraron 4 semanas, posteriormente se pasaron a macetas con el sustrato antes
mencionado contando al mes con un 80 % de sobrevivencia, valor que en la mayoria de los
tratamientos y con ambos sustratos son superiores (Jahan et. al., 2014). En ciruelo y fresa se
encontraron porcentajes de sobrevivencia del 81y 77 % a los 30 dias de haberse transplantado,
con el paso del tiempo el porcentaje de sobrevivencia empez6 a disminuir encontrando a los 60
dias un 71 % de sobrevivencia para fresa y un 69 % para ciruelo, donde observaron que se
obtuvo un mayor porcentaje de sobrevivencia en un microambiente de cubierta de polietileno

transparente en comparacién de la camara de nebulizacion (Arellano y Gonzéalez, 1985).
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Cuadro20. Comparacion del Indice de Sobrevivencia de la VVariedad CP. Jacona.

Tratamiento Sobrevivencia Porcentaje
Testigo 17.33+ 1.63 a 96.29+9.07 ab
AlB 16.83+1.94a 93.28+10.51 ab
TRIA 2ug-L'1 17.66+ 0.51 a 97.91+2.28 a
TRIAS5 pg-L™ 16.50+ 1.22 a 93.05+6.27 ab
TRIA 10 pg-L™* 13.66+ 2.65a 67.82+22.60 b
BR 0.1 mg~L'l 17.00+1.09 a 93.75+5.53 ab

BR 0.01 mg-L™ 15.00+ 4.42a  84.25+24.99 ab
BR0.001 mg-L*  14.66+6.28a  81.48+34.90ab

Los valores son medias de 6 réplicas de 144 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los porcentajes fueron previamente transformados para su andlisis
estadistico mediante la funcién arcosenX*?,

Cuadro21. Comparacion del Indice de Sobrevivencia de la VVariedad CP. Jacona para los
Sustratos Utilizados.

Sustrato Sobrevivencia Porcentaje
Peat Moss 16.62+ 2.06 a 90.62+16.49 a
Fibra de Coco 15.54+ 3.92a 86.34+21.79a

Los valores son medias de 6 réplicas de 144 plantas cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p<0.05). Los porcentajes fueron previamente transformados para su andlisis
estadistico mediante la funcién arcosenX?,

6.4.2 Plantas Enraizadas In Vivo, con dos Sustratos en Etapa de Aclimatizacion.

6.4.2.1 CP. Zamorana.

Las plantas enraizadas in vivo presentaron diferencia significativa (p< 0.05) para la
sobrevivencia encontrandose porcentajes que van del 50.92 al 90.0 % de sobrevivencia donde el
porcentaje mas bajo fue para el testigo y el més alto fue para el Radix® 1500 respectivamente
(Cuadro 22). Esto se puede deber a que las plantas con Radix® 1500, presentan mayor niimero de
raices ayudandoles de esta manera a las plantas para su sobrevivencia. Para los sustratos
utilizados durante el enraizamiento in vivo, no se encontraron diferencias significativas entre

ellos, observandose que para Peat Moss obtuvo el 82.96 % de sobrevivencia y cerca del 59.87 %
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para el sustrato a base de Fibra de Coco (Cuadro 23). En estacas de Symphoricarpos
microphyllus H.B.K. se tuvo un porcentaje de sobrevivencia del 77.6 % con Radix® 10 000
seguido del Raizone Plus® con un 44.3 % (Quintero et al., 2008), los cuales son menores a los

porcentajes obtenidos en esta investigacion.

Cuadro22. Comparacion del Indice de Sobrevivencia en Enraizamiento In Vivo de la

Variedad CP. Zamorana con Tres Tratamientos.

Tratamiento  Sobrevivencia Porcentaje
Testigo 9.16 +4.35b  50.92 +24.19b
Radix® 1500 16.16 +1.83a  90.00 + 10.18a
Raizone Plus®  13.16 +3.18a  73.33+17.91a

Los valores son medias de 6 réplicas de 54 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los porcentajes fueron previamente transformados para su andlisis
estadistico mediante la funcién arcosenX*?,

Cuadro23. Comparacion del Indice de Sobrevivencia en el Enraizamiento In Vivo de la

variedad CP. Zamorana para los Sustratos Utilizados.

Sustrato Sobrevivencia Porcentaje
Peat Moss 1488+ 4.01 a 82.96+22.38 a
Fibra de Coco 10.77+ 3.63a 59.87+20.17a

Los valores son medias de 6 réplicas de 54 explantes cada una.Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los porcentajes fueron previamente transformados para su andlisis
estadistico mediante la funcién arcosenX?,

6.4.2.2 CP. Jacona.

La variedad CP. Jacona no presentd diferencia significativa (p<0.05) donde el
Radix®1500 presentd el mayor porcentaje de sobrevivencia con un 60.37 % v el testigo presentd
el 53.70 % de sobrevivencia en comparacion de la variedad CP. Zamorana la que presentd mayor
porcentaje de sobrevivencia con el Radix®1500 (90 %) porcentaje superior al que se observa en
esta variedad lo que demuestra que existe diferencia entre variedades (Cuadro 24). Y para los
sustratos utilizados tampoco se apreci6 diferencia significativa (p<0.05) donde Peat Moss obtuvo
el 61.42 % y para Fibra de Coco el 41.97 % de sobrevivencia, porcentajes menores a los

obtenidos en CP. Zamorana (Cuadro 25).
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Cuadro24. Comparacion del Indice de Sobrevivencia en Enraizamiento In Vivo de la

Variedad CP. Jacona en Dos Sustratos.

Tratamiento  Sobrevivencia Porcentaje
Testigo 10.00 +5.01a  53.70 + 23.482
Radix® 1500 11.00+2.36a  60.37 + 14.34%
Raizone Plus® 750 +4.63a  41.02 + 25.89

Los valores son medias de 6 réplicas de 54 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los porcentajes fueron previamente transformados para su andlisis
estadistico mediante la funcién arcosenX?,

Cuadro25. Comparacion del indice de Sobrevivencia para el Enraizamiento In Vivo para

CP. Jacona en dos Sustratos.

Sustrato Sobrevivencia Porcentaje
Peat Moss 11.44+ 3.90 a 61.42+19.98 a
Fibra de Coco 7.55+ 3.71b 41.97+20.62a

Los valores son medias de 6 réplicas de 54 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los porcentajes fueron previamente transformados para su andlisis
estadistico mediante la funcién arcosenX?,

6.4.3 Comparacion de Los Sustratos para el indice de Sobrevivencia

Un medio ideal de propagacion, debe estar provisto de suficiente porosidad para permitir
una buena aireacién y una alta capacidad de retencion de agua, debe tener un buen drenaje y

estar libre de patégenos (Hartmann et al., 2002)

6.4.3.1 Enraizamiento In Vitro.

Para las plantas que fueron enraizadas in vitro existe una diferencia significativa (p<
0.05), entre los sustratos para ambas variedades donde la CP. Zamorana presentd el mayor
porcentaje de sobrevivencia con Peat Moss con un 93.0 % de sobrevivencia y de igual manera
fue la que presentd menor porcentaje de sobrevivencia del 76.3 % con Fibra de Coco, en

comparacion de la variedad CP. Jacona donde no se encontrd diferencia significativa (p< 0.05)
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para ambos sustratos, teniendo un 81.5 y un 87.1 % para Fibra de Coco y Peat Moss

respectivamente (Cuadro 26).

Cuadro26. Comparacion de Sustratos para el Enraizamiento In Vitro.

CP. Zamorana CP. Jacona
Sustrato

Sobrevivencia Porcentaje Sobrevivencia Porcentaje

Peat Most 16.75+148a 93.05+8.23a 1568+4.04a 87.15+2247a
Fibrade Coco 13.750+4.62b 76.38+25.70b 1468 +4.57a 81.59+25.39a

Los valores son medias de 6 réplicas de 144 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los porcentajes fueron previamente transformados para su andlisis
estadistico mediante la funcién arcosenX?,

6.4.3.2 Enraizamiento In Vivo.

Para el enraizamiento in vivo se encontr6é una diferencia significativa (p< 0.05), para la
variedad CP. Zamorana donde la sobrevivencia para Peat Moss fue de un 82.1 % en comparacion
de la sobrevivencia en Fibra de Coco donde se encontr6 un 42.5 % de sobrevivencia, para la
variedad CP. Jacona no se encontré diferencia significativa donde los porcentajes fueron de 55.5
y 31.4 % para Peat Moss y Fibra de Coco respectivamente (Cuadro 27), en trabajos realizados
anteriormente con diferentes sustratos sobre el crecimiento de las plantas de fresa se encontrd
que el mejor fue una mezcla de Fibra de Coco con tezontle en una proporcion 1:3, ya que
encontraron que mientras mas se subia la proporcion de Fibra de Coco el valor del area foliar
disminuia, encontrando que se tenian resultados similares estadisticamente con una mezcla de
Fibra de Coco con vermiculita en la misma proporcion (1:3), (Lopez et al., 2005). La mezcla de
turba y perlita o vermiculita es de las mas usadas en la agricultura en virtud que favorece el
enraizamiento de las plantas y esquejes / estacas y facilita la absorcion de nutrientes a las nuevas

raices, ya sea por flujo de masas o por difusion (Benton, 2005).
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Cuadro27. Comparacion de Sustratos para el Enraizamiento In Vivo.

CP. Zamorana CP. Jacona
Sustrato

Sobrevivencia Porcentaje Sobrevivencia Porcentaje

Peat Moss 1477+330 a 8210+18.38a 10.00+5.52a 55.56 + 30.68 a
Fibra de Coco 766+512b 4259+2846b 566+406a 31.48+22.56a

Los valores son medias de 6 réplicas de 54explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los porcentajes fueron previamente transformados para su analisis
estadistico mediante la funcién arcosenX?.

Como se observé en los Cuadros 26 y 27 en ambos casos el porcentaje de sobrevivencia
fue mayor en Peat Moss que en Fibra de Coco en el caso de plantas que provenian de
enraizamiento in vitro se tuvieron mayores porcentajes de sobrevivencia que en las plantas que
se pusieron a enraizar directamente en el sustrato, esto puede deberse a que como mencionan
Alarcon y Urrestarazu (2006), la Fibra de Coco tiene buena capacidad de retencion de humedad,
alta capacidad de aireacion, pH ligeramente &cido y algunos nutrientes asimilables son muy
bajos, como el nitrégeno, calcio y magnesio, mientras que fosforo y potasio son elevados, al
igual que sodio y cloruros, en comparacion del Peat Moss donde este sustrato tiene una elevada
porosidad total, buena capacidad de aireacion, una alta disponibilidad de agua y una relacion C/N
entre 40 y 50, con un contenido de materia orgénica de 68-82 %, con un pH de 5.5 — 6.5 por lo
que a las plantas provenientes de cultivo in vitro que vienen de condiciones totalmente
controladas, el sustrato les ayuda a poder absorber nutrientes por el contenido de materia
organica en comparacion de la Fibra de Coco que por la relacién C/N y la CE elevada no permite
que las plantas absorban los nutrientes de manera adecuada lo que repercute en la aclimatizacion

de las plantas.

6.4.4 Sobrevivencia en Ambos Sistemas de Enraizamientos.

Las plantas de fresa propagadas in vitro presentan mayor porcentaje de sobrevivencia
cuando se realiza un enraizamiento in vitro (85%) en comparacién de los brotes que fueron
enraizados in vivo, 71 % (Cuadro 28), presentado diferencia significativa para los dos tipos de
enraizamiento, lo cual concuerda con lo mencionado por Ruscitti et al. (2000) quienes dicen que

la préctica de enraizamiento de los brotes propagados in vitro tiene una gran importancia, debido

57



a que tienen como objetivo producir plantas con buenas caracteristicas fisiologicas Yy
morfoldgicas que puedan sobrevivir a las condiciones del trasplante al suelo, ya que una buena
formacion de sistema radical y crecimiento de las raices es fundamental para lograr la
transferencia de las vitroplantas a condiciones de invernadero, por lo que se puede decir que la
etapa de enraizamiento es necesaria para el incremento de la resistencia al estrés de humedad y
enfermedades para el establecimiento de las reservas de alimentos necesarios en el periodo de
transicion y para el desarrollo de la capacidad autotrdfica. La apariencia verde de las plantas no
es suficiente para poder realizar la fotosintesis, debido a que aunque los pigmentos
fotosintetizadores estén presentes, las enzimas estan en ocasiones ausentes o inactivas (lzquierdo
et al., 2001). En brotes enraizados de S. rebaudiana se report6 una tasa de sobrevivencia del 70
% (Sivaram y Mukudan, 2003).

Cuadro28. Sobrevivencia por Variedad en Ambos sistemas de Enraizamiento.

CP. Zamorana CP. Jacona

Enraizamiento : : i : i i
Sobrevivencia Porcentaje Sobrevivencia Porcentaje

In Vitro 18.21+566a 8546+20.60a 18.18+553a 85.98+21.66a
In Vivo 13.41+483b 7194+2400b 958+444b 51.62+2281b

Los valores son medias de 6 réplicas de 162 explantes cada una. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05). Los porcentajes fueron previamente transformados para su andlisis
estadistico mediante la funcién arcosenX*?,

En la Figura 9 se pueden apreciar plantas de fresa aclimatizadas, desde aquellas que solo
tienen 20 dias de encontrarse en el invernadero (A), hasta aquellas que ya se encuentran en

floracion (D) y con estolones (B).
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Figura9. Plantas de Fresa Aclimatizadas, A) Planta de Fresa a los 20 dias de estar en el invernadero, B)
Estolon de una Planta Aclimatizada de Mes y Medio, C) Aspecto de las Plantas de Fresa Aclimatizadas a los 2
Meses y D) Planta de Fresa con Flor Después de 4 Meses de Encontrarse en el Invernadero.

6.5 Comportamiento de la actividad de las Catalasas (CAT) durante la

Aclimatizacion.

Kaedlecek et al. (2001) Mencionan que durante la transferencia de las plantas a
condiciones ex vitro, éstas pueden sufrir reacciones de estrés provocadas tanto por remover su
sistema radicular del medio con agar y al colocarlas en el sustrato, como por el incremento
considerable en la intensidad de luz en condiciones externas. Es probable que estos factores sean
los causantes de que el desarrollo de las plantas en condiciones ex vitro se vea interrumpido

temporalmente.
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6.5.1 Comportamiento de las CAT en la Variedad CP. Zamorana.

6.5.1.1 CAT en el Proceso de la Aclimatizacion en Peat Moss.

En el caso de las catalasas en la variedad CP. Zamorana se puede observar en la Figura
10, que al quinto dia es donde presentan mayor actividad, donde todos los tratamientos siguen
una tendencia, observidndose que al primer dia presentan una actividad baja, la cual va
aumentando hasta el quinto dia, donde llega a la mayor actividad empezando a descender a partir
de ese momento. Para TRIA la actividad en el dia cero inicia en 6.26 unidades, sufriendo un
aumento drastico para el quinto dia y descendiendo a los niveles iniciales para el décimo dia, y
ya para el dia 15 la actividad de la CAT sube un poco llegando a 9.09 unidades, esto se puede
deber a que es el dia en el que se les retira definitivamente los domos a las charolas, etapa donde
las plantas se encuentran adaptadas a su nuevo ambiente donde se encontré un porcentaje de
sobrevivencia de 97 % para este tratamiento, mostrando que la CAT se activd en el momento
crucial para la planta logrando de esta manera su sobrevivencia, teniendo asi un buen porcentaje
de sobrevivencia, en BR se observé un comportamiento similar al de TRIA donde el Gnico punto
donde ocurrié un cambio fue para el quinto dia, donde la actividad de la CAT fue menor con
40.99 unidades presentando un 96 % de sobrevivencia, mostrando de igual manera que en TRIA
la enzima empieza actuar en el momento en que las plantas se encuentran mas estresadas y lograr
la sobrevivencia de las plantas, en el caso del enraizamiento in vivo se observo que la actividad
de la CAT en los primeros cinco dias se mantuvo elevada puesto que en este tiempo también se
estan formando las raices adventicias de estos brotes, asi que para el dia 10 y 15 la actividad de
la CAT fue muy similar a la de las plantas que fueron enraizadas in vitro teniendo de esta manera
que la actividad de la catalasa descendio (9.09 unidades), teniendo un 74 % de sobrevivencia,
debido a que como también se estdn formando las raices adventicias las plantas presentaron
mayor actividad en los primeros dias mostrando de esta manera que las plantas que son
enraizadas in vivo sufren de mayor estrées al inicio de la aclimatizacion logrando porcentajes de
sobrevivencia méas bajos en comparacion de los obtenidos en las plantas que fueron enraizadas in

vitro.
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En Arachis hypogaea L., la actividad de la CAT en U-g™por peso fresco se encontré que
la actividad en el control fue de 7.59 y para las plantas de esta especie tratadas con TRIA a
diferentes concentraciones (0.5, 1.0 y 2.0 ml-'L™ de vipul®) la actividad de la CAT oscilo entre
85.74 a 155.96, presentandose mayor actividad en las plantas que tenian menor concentracién de
TRIA (Vermaet al., 2011). En plantas de Abrus precatorius la actividad de la CAT en el proceso
de aclimatacion durante los primeros 49 dias, sugiere una sobre regulacion de los mecanismos de
proteccion de plantas en contra del estrés oxidativo, donde la actividad de la CAT al dia cero
inicia en 131.6 + 6.09 aumentando, en el dia 14 la actividad fue de 270.0 + 5.77 y al dia 49 la
CAT present6 una actividad de 398.0 + 5.61 mmol-mg™ (prot.)min™ (Perveen et al., 2013),
donde estos resultados no concuerdan con los resultados obtenidos en la presente investigacion,
donde se puede observar que la actividad registra un pico a los cinco dias y posteriormente
empieza a descender, mostrando que las plantas de fresa muestran mayor actividad en el

momento mas critico de la aclimatizacion.
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Figural0. Comportamiento de las CAT al paso de 15 dias en plantas de Fresa Variedad CP. Zamorana,
cultivadas in vitro, llevadas a condiciones invernadero, en un sustrato de Agrolita: Peat Moss (2:1 v/v). Cada
punto en la grafica son medias de 15 lecturas con 9 repeticiones cada una, con una prueba de medias de
Tukey (p<0.05).
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6.5.1.2 CAT en el Proceso de Aclimatizacion en Fibra de Coco.

La actividad de la Catalasa para la variedad CP. Zamorana, en Fibra de Coco se observo
que dicha actividad fue constante, mientras que para el caso del tratamiento de enraizamiento in
vitro con TRIA, y con inicio en el dia cero se observaron actividades de 9.26 unidades,
disminuyendo para el quinto dia a 5.9 unidades, mientras que para el dia 10 sufrié un aumento a
los niveles iniciales y para el dia 15 obteniendo un valor similar al del quinto dia, presentando un
porcentaje de sobrevivencia del 100 %.Para el tratamiento con BR la actividad fue mayor al
inicio comparada con el tratamiento con TRIA, con BR en el dia cero la actividad de la catalasa
fue de 35.42 unidades y para el resto del periodo de monitoreo en el proceso de aclimatizacion,
la actividad de la catalasa fue idéntica a la actividad con el tratamiento con TRIA, pero en este
caso el porcentaje de sobrevivencia fue menor con un 88 %. En el enraizamiento in vivo la
actividad de la catalasa fue mayor que para las plantas que fueron enraizadas in vitro para el dia
cero la actividad fue de 35.42 unidades, disminuyendo en los dias posteriores donde para el dia
15 la actividad aument6 (Figura 11), teniendo un porcentaje de sobrevivencia del 30 %, en este
sustrato los valores observados fueron mas bajos en comparacion del Peat Moss donde los
porcentajes fueron mayores, esto puede deberse a que aparte de luchar por sobrevivir las plantas
luchan contra la CE eléctrica elevada del sustrato, lo cual nos dice que se tiene una cantidad
elevada de sales, impidiendo el buen desarrollo de las plantas ya que a altas concentraciones de
sales los sistemas radicales de ellas pueden verse afectados.

En Tacitus bellus las isoenzimas CAT fueron detectadas por el método de Woodbury et
al. (1971), en explantes primarios no se registro ninguna actividad de la CAT, mientras que en la
formacion de yemas de los brotes existiéo un pequefio aumento en la produccién de la actividad
de la CAT, de igual manera para el décimo dia durante la organogénesis (28.71 + 3.40), para el
dia 20 el contenido de CAT bajo a 20.43 + 76, mostrando que para el dia 40 el contenido subio a
26.11 + 2.63 y para el dia 60 la actividad presente de la CAT en la organogénesis fue de 25.21 +
0.81 ( Mitrovic et al., 2012), comportamiento similar al obtenido por los explantes que fueron
enraizados in vivo donde la actividad de la CAT vario aumentando y disminuyendo
paulatinamente, no siguiendo una tendencia como lo fue para las plantas que ya estaban

enraizadas in vitro. Caso contrario a lo obtenido en Cardiospermum halicacabum donde en las
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primeras dos semanas se tenfa una actividad alrededor de 160 pmol™-mg™: proteina, aumentando

a 200 pmol™mg™ proteina a las 4 semanas en plantas aclimatizadas (Jahan et al., 2014).
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Figurall. Comportamiento de la CAT en el paso de 15 dias para fresa variedad CP. Zamorana cultivada in
vitroy llevadas a condiciones de invernadero, en un sustrato de Agrolita: Fibra de Coco (2:1 v/v). Cada punto
en la grafica son medias del5 lecturas con 9 repeticiones cada una, con una prueba de medias de Tukey
(p<0.05).

Lo que se puede observar en la Figura 10 y 11 es que la actividad de la CAT, tiene
tendencias diferentes para los sustratos utilizados al momentos de la aclimatizacion, en el caso de
la actividad en Peat Moss se puede ver que existe una mayor actividad en el momento de la
aclimatizacion, en este se aprecia que inicia baja y al dia cinco esta sufre una mayor actividad
marcando un pico en los dias posteriores esta actividad disminuye en comparacién de la Fibra de
Coco, en la cual la actividad de la enzima se muestra mas constante lo que se puede relacionar
con los porcentajes de sobrevivencia en los Cuadros 26 y 27, en los cuales se constata que la
actividad que presentan las plantas en Peat Moss es mayor pero de igual manera se tiene mayor
porcentaje de sobrevivencia, en comparacion que en Fibra de Coco donde se mantuvo constante
y encontrandose el porcentaje mas bajo, lo cual nos indica que en los primeros dias de ser
trasplantadas las plantas, lucharon por sobrevivir, tal vez se activan las enzimas proporcionando
mayores porcentajes de sobrevivencia. Como se mencioné anteriormente la Fibra de Coco tiene
un nivel de aireacion, estructura facilitando en ambos casos el movimiento del agua, evitando

pérdidas de agua innecesarias, encharcamientos, posibles condiciones anaerdbicas (Alarcon,
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2006) y segun Rosello et al. (1999), presenta problemas debido a su alta acidez. Caso contrario
al Peat Moss el cual no presenta problemas con acidez y tiene un gran contenido de materia

organica y buena aireacion.

6.5.2 Comportamiento de la CAT en la Variedad CP. Jacona.

La catalasa tiene una velocidad de reaccion alta, pero una baja afinidad por H,O,, de ese
modo solo elimina la mayor parte de H,O, (Dat et al., 2000). EI aumento de la actividad de la
catalasa también sugiere un rol importante en la fotorrespiracion, desintoxicandose del peréxido

de hidrdégeno a través del sistema de transporte electronico de la mitocondria (Scandalios, 1990).

6.5.2.1 CAT en el Proceso de Aclimatizacion en Peat Moss.

La actividad de la CAT en la variedad CP. Jacona en Peat Moss es similar a la observada
en CP. Zamorana, en este caso en el tratamiento con TRIA la actividad en el dia cero inicia en
10.71 unidades, para el dia uno la actividad sufri6 un drastico aumento, ya para los dias
posteriores la actividad empez6 a disminuir observandose en el dia 15 valores similares a los del
dia cero, lograndose un 97 % de sobrevivencia de las plantas adaptadas a su nuevo ambiente,
para el tratamiento con BR la actividad inicio igual a la presentada por TRIA, mostrando un
incremento al dia cinco y empezando a disminuir los dias posteriores tendencia similar a la
encontrada en la variedad CP. Zamorana, en CP. Jacona se obtuvo un 96 % de sobrevivencia
para este tratamiento. En el enraizamiento in vivo la actividad inicio igual a la actividad del
enraizamiento in vitro con 10.71 unidades en el dia cero, sufriendo un ligero aumento para los
dias posteriores, mostrando en al dia 10 una pequefia disminucion y restableciéndose la actividad
para el dia 15 mostrando valores similares a los de los dias 1 y 5 (Figura 12), en este caso el
porcentaje fue del 83 %, comportamiento diferente al que presento la variedad CP. Zamorana, en
el cual la tendencia de los primeros dias fue alto con 40.09 unidades y para el dia 10 y 15 esta
disminuyo, lo cual se reflejo en los porcentajes de sobrevivencia observandose un mayor

porcentaje en la variedad CP. Zamorana.
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Caso contrario a lo que paso en Tylophora indica donde la actividad de la catalasa fue en
aumento en el paso del tiempo, con la densidad de flujo de fotones fotosintéticos mas alto (
PPFD 300), la actividad de la catalasa fue mayor que en PPFD 50 donde esta fue menor y se
present6 la actividad desde el dia 0, la actividad fue de alrededor de 70 pmol'min™*-mg™:
proteina, elevandose la actividad al dia 28 fue de 150 pmol'min™-mg™: proteina, y en PPFD al
dia 0 no se presentd la actividad de la catalasa, llegando al dia 28 con una actividad de 225
umol-min?mg? proteina (Faisal y Anis, 2010), en Tecomella undulata observaron que la
actividad de la CAT iba en aumento en la fase de aclimatizacion alcanzando su mayor actividad
en el dia 28 (Varshney y Anis, 2011), lo que no paso en la presente investigacion ya que hasta
los primeros cinco dias la actividad de la catalasa fue en aumento, llegando a este dia donde
empez6 a declinar mostrando que la planta ya no se encontraba tan susceptible a las condiciones

invernadero donde se encontraban las plantas.
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Figural2. Comportamiento de las CAT en Plantas de Fresa Variedad CP Jacona, Cultivadas in vitroy Ser
Llevadas a Condiciones Invernadero, en un sustrato de Agrolita: Peat Moss (2:1 v/v). Cada punto en la
grafica son medias de 15 lecturas con 9 repeticiones cada una, con una prueba de medias de Tukey (p<0.05).

6.5.2.2 CAT en el Proceso de Aclimatizacion en Fibra de Coco.

En la Figura 13 se observan valores de CAT muy bajos en Fibra de Coco, comparado a lo
observado para los obtenidos en Peat Moss, para el tratamiento con TRIA la actividad inicio con

10.94 unidades, al primer dia de encontrarse en condiciones diferentes a las que se encontraban
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acostumbradas las plantas la actividad aumento y a partir del quinto dia esta empezé a disminuir,
hasta llegar a 4.52 unidades para el dia 15, lograndose de esa manera un porcentaje de
sobrevivencia del 100 %. Para el tratamiento con BR el comportamiento fue muy similar al
obtenido en el tratamiento con TRIA, en lo Unico que cambia la actividad es que para el dia uno
esta disminuye en lugar de aumentar y para el dia cinco los valores aumentan un poco llegandose
de esta manera al dia 15 con valores bajos de CAT, donde el porcentaje de sobrevivencia ( 88 %)
se ve repercutido por la disminucion de la actividad de la enzima en el dia uno, mientras que para
el enraizamiento in vivo la actividad fue mayor presentando un valor de 28.35 unidades para el
dia cero, disminuyendo para el dia uno y para los dias posteriores esta actividad aumentd donde
en el dia 15 la actividad casi fue la doble a la presentada en el dia cero, mostrando de esta
manera que la formacion de raices adventicias y el sustrato utilizado repercutieron en el
porcentaje de sobrevivencia, solo se logré obtener un 27 %. El comportamiento de la actividad
para el enraizamiento in vitro fue similar al observado para la variedad CP. Zamorana, mientras
que el comportamiento para el enraizamiento in vivo, se mantuvo mas constante debido a que la
actividad no tiende a subir en los Gltimos dias como sucede en la variedad CP. Jacona lograndose

un porcentaje mas alto de sobrevivencia en este enraizamiento.

Varshney y Anis (2011) trabajaron con Tecomella undulata donde la actividad de la
catalasa fue aumentando durante el periodo de aclimatizacion, llegando a su valor maximo a los
28 dias de la transferencia, donde sugieren que las plantas micropropagadas desarrollan una
sistema fotosintético funcional, para reducir el estrés oxidativo durante el periodo de la
aclimatizacion. Al dia cero la actividad fue de 90 pmol-min™-mg™ proteina, aumentando hasta el
dia 28 donde la actividad fue de 350 umol'-min™-mg™- proteina, caso contrario a lo ocurrido en la
investigacion donde al inicio la actividad empez6 a aumentar, pero llegado el dia cinco la

actividad de la catalasa empez6 a disminuir.
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Figural3. Comportamiento de la CAT en el paso de 15 dias en Fresa variedad CP. Jacona cultivada in vitro,
llevadas a condiciones invernadero, en un sustrato de Agrolita: Fibra de Coco (2:1 v/v). Cada punto en la
gréafica son medias de 15 lecturas con 9 repeticiones cada una, con una prueba de medias de Tukey (p<0.05).

Al igual que en la variedad CP. Zamorana se pudieron observar valores de sobrevivencia
mayores en Peat Moss que en Fibra de Coco, y el comportamiento de la actividad de la CAT en
Peat Moss esta fue mayor que en Fibra de Coco, donde la actividad se mantuvo constante,
mostrando que en Fibra de Coco las enzimas no responden de igual manera que en Peat Moss, lo
cual nos da como consecuencia que en la sobrevivencia se obtuvieron porcentajes menores en
Fibra de Coco, porque las plantas que se encontraban en dicho sustrato no fueron capaces de
desarrollar las enzimas para protegerse del estrés, lo que les causo mayor mortandad, esto puede
deberse a que la Fibra de Coco tiene un pH acido, una CE alta y contenidos bajos de N, lo que no
le permite a la planta desarrollarse de la manera adecuada y protegerse de los factores
ambientales existentes en el invernadero, en comparacion del Peat Moss, donde el sustrato tiene
contenido de materia organica y un pH que oscila entre 3.5 y 8.5, teniendo una buena retencion
de agua y aireacion (INFOAGRO, 2010) por lo que la planta tiene mejores condiciones,
favoreciendo de esta manera que las plantas de fresa que se encontraban en este sustrato tuvieran
mayor actividad de catalasas en los momentos cruciales de la aclimatizacion, por lo que se

obtuvieron mayores porcentajes de sobrevivencia.

67



6.6 Fluctuacion de los Carbohidratos en los Primeros 15 Dias de la

Aclimatizacion de Plantas de Fresa Obtenidas In Vitro.
6.6.1 Fluctuacion de los Carbohidratos para la Variedad CP. Zamorana.
6.6.1.1 Carbohidratos en la parte Aérea.

Las plantas que fueron llevadas a invernadero tratadas previamente con BR tienen un
comportamiento similar a las plantas que fueron enraizadas in vivo, en el tratamiento con TRIA
el contenido de carbohidratos al dia cero se tiene 0.067 mg-g™, para el dia uno el contenido de
carbohidratos aumentd pero sigue estando por debajo de los valores obtenidos por los otros dos
tratamientos, mientras que para el quinto y décimo dia el contenido de carbohidratos disminuy6
observandose valores similares y para el dia 15 el contenido de carbohidratos aumento a 0.118
mg-g”, mostrando contenidos de carbohidratos mayores a los otros dos tratamientos. En el
tratamiento con BR al momento de trasplante o dia cero estas plantitas inician con 0.178 mg-g™,
para el dia uno este contenido disminuyd un poco, para los dos muestreos siguientes el contenido
de carbohidratos aumenté manteniéndose por debajo de los obtenidos en el dia cero y para el dia
15 el contenido de carbohidratos disminuyé a 0.106 mg-g™.Para las plantas enraizadas in vivo en
el contenido de carbohidratos se presentaron altibajos durante la aclimatizacion, iniciando en
0.129 mg-g™, aumentando para el dia uno, disminuyendo para el dia 5, al dia 10 el contenido
vuelve a aumentar y para el dia 15 el contenido vuelve a disminuir a un valor menor que con el
que se inicio(Figura 14) se puede observar un antagonismo con el contenido de carbohidratos y
la actividad de la catalasa. Verma et al. (2011) indicaron que en Arachis hypogaea L. el
contenido de carbohidratos en comparacion del control son altamente significativos con las
diferentes concentraciones usadas (0.5, 1.0 y 2.0 mI-L™ de Vipul®) asi como en combinacién con
BA, con valores que van de 0.568 a 15217 mgg™” peso fresco, valores mayores a los

encontrados en la presente investigacion.
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Figural4. Comportamiento de los Carbohidratos al paso de 15 dias, en la parte aérea de fresa variedad CP.
Zamorana, cultivadas in vitro, recién llevadas a condiciones invernadero. Cada punto en la grafica son medias
de 9 repeticiones, con una prueba de medias de Tukey (p<0.05).

6.6.1.2 Carbohidratos en la Raiz.

El contenido de Carbohidratos en la raiz para las plantas que fueron enraizadas in vitro se
tiene que para el tratamiento con TRIA al dia cero las plantas contienen 0.133 mg-g'l,
empezando disminuir a partir del dia cinco hasta llegar al dia 15, encontrandose contenido de
carbohidratos a la mitad de los encontrados al inicio. Las plantas tratadas con BR al dia cero
tenian un contenido de carbohidratos de 0.105 mg-g™, para los proximos cinco dias el contenido
de los carbohidratos empezé a aumentar mostrando un pico, empezando a descender desde ese
momento hasta llegar al dia 15 donde los valores encontrados fueron similares a los del inicio
(Figura 15). En la raiz de fresa con aplicacion de urea con 0, 1 y 2 % se obtuvieron 0.020, 0.025
y 0.027 mg-g™ MF y con la aplicacion de sacarosa del 0y 8 % se obtuvieron 0.023 y 0.024 mg-g~
L MF (Carrillo et al., 2005), se obtuvieron contenidos de carbohidratos menores a los obtenidos

en las plantas obtenidas de cultivo in vitro.
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Figural5. Comportamiento de los Carbohidratos al paso de los primeros 15 dias en la raiz de Fresa variedad
CP. Zamorana cultivada in vitro, llevadas a condiciones invernadero. Cada punto en la grafica son medias de
9 repeticiones, con una prueba de medias de Tukey (p<0.05).

Para esta variedad el contenido de carbohidratos se puede observar para los tratamientos
en la parte aérea y la raiz tienen un comportamiento similar, la variedad presenta un promedio de
5.85 mg-g de pf en hojas y 7.28 mg-g de pf en raices para las plantas enraizadas in vitro, para las
plantas enraizadas in vivo tenian 6.10 hojas, para las plantas que fueron llevadas a campo se tiene
que presentaron 8.56 hojas, observando que a partir del namero de las hojas el contenido de
carbohidratos es mayor mostrando que la planta tiene una mayor tasa fotosintética almacenando

mayor contenido de carbohidratos.
6.6.2 Fluctuacion de los Carbohidratos para la VVariedad CP. Jacona.
6.6.2.1 Carbohidratos en la Parte Aérea.

En la Figura 16 se muestra que las plantas con enraizamiento in vitro e in vivo se tiene un
comportamiento similar en la fluctuacidn del contenido de carbohidratos para la parte aérea de
las plantas, en el tratamiento con TRIA las plantas inician con 0.151 mg-g™, al dia uno este
contenido disminuy0 un poco, para el dia cinco el contenido aumento encontrando un contenido
menor al del inicio, para los dias siguientes el contenido empezé disminuir llegando al dia 15 con

la mitad del contenido de carbohidratos inicial, el tratamiento con BR inici6 con 0.127 mg-g™,
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disminuyendo de manera drastica hasta llegar a la mitad del contenido de carbohidratos inicial en
el quinto dia, observandose un aumento a partir de ese momento encontrandose contenidos de
carbohidratos similares a los iniciales en el dia 15, para las plantas enraizadas in vivo se inicio
con 0.143 mg-g™*, disminuyendo para el dia uno, mostrando aumento en el quinto dia y para los
dias posteriores este contenido de carbohidratos disminuyo encontrandose contenidos inferiores a

los iniciales en el proceso de la aclimatizacion.
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Figural6. Comportamiento de los Carbohidratos en la parte aérea de fresa variedad CP. Jacona cultivada in
vitro, recién llevadas a condiciones invernadero. Cada punto en la gréafica son medias de 9 repeticiones, con
una prueba de medias de Tukey (p<0.05).

6.6.2.2 Carbohidratos en la Raiz.

El contenido de carbohidratos para la raiz en el tratamiento con TRIA inicio con 0.079
mg-g”, aumentando ligeramente el contenido de carbohidratos, para el quinto dia el contenido de
carbohidratos fue similar al encontrado al inicio, y para los dias 10 y 15 el contenido aumentd
mostrando valores mayores a los iniciales casi al doble, el tratamiento con BR inicio con 0.139
mg-g”, observandose un comportamiento similar al encontrado con el tratamiento con TRIA

pero con contenidos de carbohidratos mayores (Figura 17).
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Figural7 . Comportamiento de los Carbohidratos al paso de los primeros 15 dias en la raiz de Fresa variedad
CP. Jacona cultivada in vitro, llevadas a condiciones invernadero. Cada punto en la grafica son medias de 9

repeticiones, con una prueba de medias de Tukey (p<0.05).

El contenido de carbohidratos en la variedad CP. Jacona muestran que para el tratamiento
con BR el comportamiento de los carbohidratos en la parte aérea y la raiz presentan un
comportamiento similar mostrando una sinergia en comparacion del comportamiento para el
tratamiento con TRIA donde existe un antagonismo con la parte aérea y la raiz, para el caso del
enraizamiento in vivo se tiene que las plantas de la variedad CP. Jacona presentaban 5.26 hojas y
en el caso de las plantas que fueron llevadas a campo contaban con 10.12 hojas observandose

que a mayor cantidad de hojas existe mayor contenido de carbohidratos totales.

6.7 Evaluacion de Plantas Provenientes de In Vitro al Momento de Ser Llevadas a

Campo.

6.7.1 Diametro de las Plantas en Invernadero al Momento de Ser Llevadas a Campo.

El diametro present6 diferencia significativa para ambas variedades (p<0.05), donde
TRIA 10 pg'L™ indico un didmetro de 5.01 mm y con BR 0.01 mg-L™se obtuvo un didmetro de
5.07 mm los valores son altos para la corona de fresa de la variedad CP. Zamorana. El

tratamiento de AIB presentd menor tamafio del didmetro con 3.48 mm, mientras que para la
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variedad CP Jacona presenta el mayor diametro para el tratamiento TRIA 2 ug-L'1 y el
tratamiento de TRIA 5 pg'Lcon 3.46 mm (Cuadro 29), observandose que las variedades

respondieron de manera distinta a los diferentes tratamientos utilizados para el enraizamiento.

Cuadro29. Diametro de las Coronas de Plantas que se Encontraban en Invernadero para

ser Llevadas a Campo.

_ Diametro (mm)
Tratamiento

CP. Zamorana CP. Jacona

Testigo 3.76 +1.03ab 4.23+1.40abc
AlB 3.48+052b  4.47+2.12abc
TRIA 2ug-L™ 402+058ab  520+2.78a
TRIAS5 pg-L™ 431+1.39ab  3.46+0.98¢
TRIA 10 pg-L™ 501+1.06a  3.91+1.07hc
BR 0.1 mg-L™* 446+053ab  4.78+2.14ab

BR 0.01 mg-L™ 507+1-03a  3.91+1.10bc
BR0.001 mg-L* 377+0.85ab  4.19 + 1.56 abc

Los valores son medias de 48 explantes por cada variedad. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

Las plantas que fueron llevadas a campo contaban con dos tiempos de permanencia en el
invernadero, donde para ambas variedades se presentd una diferencia significativa (p< 0.05), las
plantas que tenian mayor tiempo de permanencia en invernadero tuvieron mayor didmetro con
4.67 y 5.67 mm para CP Zamorana y CP. Jacona, respectivamente, teniendo menor diametro las
plantas que tenian menor permanencia en el invernadero (Cuadro 30). Resultados que son
I6gicos ya que al tener mayor tiempo en el invernadero las plantas ya tenian un periodo mas
largo de aclimatizacion, por lo que ya se encontraban fotosintéticamente activas, favoreciendo de

esta manera la formacion de reservas que contribuyeron al desarrollo de la corona.
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Cuadro 30. Diametro de Acuerdo a la Variedad y al tiempo que se Encontraban en

Invernadero.

Diametro de la Corona (mm)

Tiempo en Invernadero (Meses)
CP. Zamorana CP. Jacona

2 3.79+0.86b 2.86+0.47Db
4 467 +0.98a 5.67+125a

Los valores son medias de 48 explantes por cada variedad. Medias con letras distintas entre columnas son

significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

6.7.2 Numero de Hojas Presentes en la Plantas al Momento de Ser Llevadas a

Campo.

No hubo diferencia significativa (p < 0.05) para ambas variedades en cuanto al nimero de
hojas (Cuadro 31), obteniéndose resultados similares a los obtenidos por Sushan (1959), quien
observd que en condiciones de invernadero en el hibrido de Cattleya x Trimos se tuvo una
formacion de 6 a 7 hojas en 12 meses y hasta 9 hojas a los 22 meses, estos resultados se
obtuvieron en fresa para ambas variedades en plantas que tenian 2 y 4 meses de estar en
condiciones de invernadero. En Paulownia tomentosa en un sustrato con turba y agrolita (3:1) al
paso de un mes se presentaron valores de 7.88 hojas por planta (Sanchez, 2008 a). Para el caso
de Heliconias la mayor cantidad de hojas se obtuvo cuando se plantaron en la mezcla de turba-
perlita a los 75 ddt para H. collinsiana tuvo 6.3 hojas, H. nickeriensis produjo 4.3 hojas y la
variedad Golden Torch tuvo 5.1 hojas (Hernandez, 2013), valores por debajo de los obtenidos en
la presente investigacion. Muchas hojas de especies vegetales formadas in vitro no son capaces
de seguir creciendo en condiciones ex vitro por lo que son reemplazadas por nuevas hojas
(Preece y Sutter, 1991; Dietrich et al., 1992; citados por Pospisilova et al., 1999). Sanchez (2008
a), observo en Paulownia tomentosa 2 y 3 hojas al momento de ser traspasadas a condiciones ex
vitro, lo cual no coincide con los resultados obtenidos en la presente investigacion donde se tiene
un promedio de 7 a 9 hojas para las plantas que son traspasadas a condiciones ex vitro. En cafia
de azUcar se tiene a los 35 y 42 dias un nimero de hojas de 6.2 y 8.0 respectivamente (Pefiate et
al., 2007) y para plantas de yuca se obtuvieron 7.58 hojas e inoculadas las plantas con Glomus
manihotis 23.67 hojas (Calderon et al., 2000).
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Cuadro3l. Numero de Hojas Presentes en las Plantas de Fresa Listas para ser Llevadas a

Campo.

Tratamiento

Numero de Hojas

CP. Zamorana  CP. Jacona
Testigo 7.76 +0.08 a 9.33+2.25a
AIB 799+00la 950+176a
TRIA 2ug-L™ 9.48+0.01a 10.33+051a
TRIA5 pg-L™* 8.15+0.02a 9.66+1.63a
TRIA 10 pg-L™ 957+011a 9.16+1.16a
BR 0.1 mg-L™ 8.28+0.06a 9.16+147a
BR 0.01 mg-L™ 8.90+0.11a 8.83+213a
BR 0.001 mg-L™ 8.79+0.26a 9.00+1.89a

Los valores son medias de 48 explantes por cada variedad. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

Para la variedad CP. Zamorana no se encontrd diferencia significativa para el tiempo de
permanencia en el invernadero en comparacién de la variedad CP. Jacona donde las plantas que
tenian mas tiempo en el invernadero presentaron mas hojas con 10.1 hojas por planta y para los

dos meses se tenian 8.6 hojas por planta (Cuadro 32).

Cuadro32. Numero de Hojas por Variedad y Tiempo en Invernadero para ser Llevadas a

Campo.

NuUmero de Hojas

Tiempo en Invernadero (Meses)

CP. Zamorana CP. Jacona
2 8.65+0.10a 8.62+131b
4 8.56 + 0.06 a 10.12+156a

Los valores son medias de 48 explantes por cada variedad. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

75



6.7.3 Numeroy Longitud de Raices Adventicias en las Plantas de Fresa al

Momento de ser Llevadas a Campo.

Las plantas contaban con un numero de raices muy similar por lo que no presentaron
diferencia significativa (p< 0.05) para los diferentes tratamientos utilizados para el enraizamiento
in vitro, ya que se encontraban bajo las mismas condiciones de invernadero (Cuadro 33),
Boutherin y Bron (1994) citados por Fuentevilla (2004) sefialan que las raices nacidas en el
medio de cultivo in vitro son extremadamente fragiles y al ser traspasadas a un sustrato mueren.
Haciéndose necesario esperar a la formacion y crecimiento de nuevas raices para que la planta se
nutra, por lo que al encontrarse en esta etapa bajo las mismas condiciones no se favorecio a
ninguna de las plantas provenientes de cultivo in vitro, con ningin tratamiento adicional,
formandose de esta manera las nuevas raices por las reservas con las que contaban las plantas,
son las raices formadas in vitro la base para la formacion de nuevas raices adventicias. La
variedad CP. Jacona no presento diferencia significativa para ningun tratamiento en comparacion
de la variedad CP. Zamorana donde el tratamiento que presenté mayor longitud fue el TRIA 10
ng'L™! con 17.04 cm donde el testigo fue el que menor longitud presenté con 11.17 cm. Para
Paulownia tomentosa se encontrd que tenia una longitud de raiz de 17.833 ¢cm en un sustrato

formado por tezontle, bagazo y suelo (2:1:1)

Cuadro33. Numero de Raices y Longitud de la Raiz mas Grande por Variedad en Plantas

de Fresa Propagadas In Vitro al Momento de ser Llevadas a Campo.

) Numero de Raices Longitud de la Raiz mas Grande (cm)
Tratamiento
CP. Zamorana CP. Jacona CP. Zamorana CP. Jacona

Testigo 9.18+0.17 a 11.50+2.58 a 11.17+2.30c 1272 +3.92a
AlIB 10.89+0.13 a 1150 +2.07a 12.50 + 1.01 bc 13.77+5.27a
TRIA 2ug-L™* 10.50+0.17 a 11.83+591a 13.52 + 2.58 abc 13.04 +4.39a
TRIAS5 pg-L* 9.56+0.14 a 11.83+2.48a 12.93 + 2.64 bc 11.70+3.03 a
TRIA 10 pg-L™* 13.16 +0.19a 10.00 +2.00 a 17.04 +3.71a 13.64+231a
BR 0.1 mg-L™* 9.65+0.01a 10.50 +4.37 a 13.53 +1.14 abc 12.62+3.76 a
BR 0.01 mg-L™ 10.96 +0.03 a 8.33+081la 1522 +2.71 ab 1231+3.30a
BR 0.001 mg-L™ 10.46 +0.44 a 9.83+1.47a 12.83 +2.42 bc 14.83+3.92a

Los valores son medias de 48 explantes por cada variedad. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).
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Las plantas presentaron diferencias significativas (P< 0.05) para los diferentes tiempos de
permanencia en el invernadero, donde las plantas que tenian cuatro meses en el invernadero
presentaron mayor nimero con 11.3 y 11.8 para CP Zamorana y CP. Jacona respectivamente, de
igual manera se encontr6 que las longitudes de las raices més largas de ambas variedades
presentaron diferencia significativa (p< 0.05), donde la variedad CP Zamorana presentdé una
longitud de 14.62 cm a los cuatro meses de permanecer en el invernadero y la variedad CP.
Jacona 16.05 (Cuadro 34).

Cuadro34. Numero de Raices y Longitud de la Raiz mas Grande por Variedad y Tiempo en

Invernadero al Momento de ser Llevadas a Campo

Longitud de la Raiz mas Grande

Tiempo en Invernadero Numero de Raices
(cm)
(Meses)
CP. Zamorana CP. Jacona CP. Zamorana CP. Jacona
2 9.71+0.12b 9.45+2.08b 1257 +2.32Db 10.11+2.16b
4 11.35+0.19a 11.87+351a 14.62 +2.97 a 16.05 +2.05a

Los valores son medias de 48 explantes por cada variedad. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

6.7.4 Peso Frescoy Seco de las Plantas Llevadas a Campo
6.7.4.1 Peso Fresco y Seco de la Raiz

En el Cuadro 35 se pueden observar los valores del peso fresco de la raiz para la variedad
CP. Jacona, la cual mostré valores uniformes para todos los tratamientos utilizados en
comparacion de la variedad CP. Zamorana donde se presentaron diferencias significativas
(p<0.05), los tratamientos de TRIA 10 pg'L™y BR 0.01 mg'L™, teniendo un comportamiento
similar para el peso seco de la raiz donde ambas variedades presentaron comportamientos
esperados para esta variable donde la variedad CP. Zamorana presentd el peso mas alto para el
tratamiento de TRIA 10 pg-Ly para la variedad CP. Jacona el testigo fue el que presentd el
mayor peso con 0.40 g (Cuadro 35). Para el caso de Yuca a los 70 ddt se tiene un peso seco del
sistema radical de 0.09 + 0.01 g (Calderén et al., 2000), valores que son superados por los

obtenidos en la presente investigacion, como se puede observar los valores de la variedad CP.
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Jacona son mas similares, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en el nimero de raices
y longitud de la raiz, en comparacion de la variedad CP. Zamora, la cual presentd un nimero
similar de raiz pero diferente longitud de ellas, lo que hace que los pesos frescos y secos de ellas
sean diferentes entre si, lo cual se le puede atribuir al efecto que presentaron los diferentes
reguladores de crecimiento en la formacion de las raices adventicias de primer orden, para el
caso de A. thaliana con TRIA (0.3 uM), al paso de 21 dias de germinadas las semillas el peso
fresco de la raiz fue de 91.2 mg (Ya y Chiang, 2002) y para Minirosa se encontré6 que
aumentando la concentracion de sales del medio MS y de AIB, se tienen mayor peso seco de las
raices al paso de 60 dias con un peso de 1.2 g al 100% de las sales del MS y una concentracion
de 1.0 mg:L™ en comparacion de 0.6 g en la misma concentracion de sales del MS, pero sin la
adicion de AIB y para una concentracion del medio del 50 % se tienen valores de 0.8 g para 1.0

mg- L™ y para el tratamiento sin AIB se tienen pesos de 0.5 mg-L™ (Nogueira et al., 2014).

Cuadro35. Peso Fresco y Seco de la Raiz por Variedad al Momento de Ser Llevadas a

Campo.

Peso Fresco de la Raiz (g) Peso Seco de la Raiz (g)

Tratamientos

CP. Zamorana CP. Jacona CP. Zamorana CP. Jacona
Testigo 0.69+0.42c 1.24+1.05a 0.14 + 0.02 bcd 0.40+0.35a
AlB 0.70+0.37¢c 1.09+0.89 a 0.08 +0.02d 0.34+0.25ab
TRIA 2ug-L™ 1.08 + 0.45 bc 1.16+101a 0.17+0.02abcd 0.33+0.25ab
TRIAS5 pg-L™ 0.65+0.34c 0.75+0.63 a 0.13 +0.02 cd 0.19+0.15b
TRIA 10 pg-L™? 1.74+0.62 a 0.80+0.50 a 0.39+0.04a 0.22+0.16 b
BR 0.1 mg-L™* 1.27+0.28ab  097+0.84a  029+0.0labc 0.28+0.21ab
BR 0.01 mg-L™ 1.72+0.69 a 0.82+0.50a 0.34 +0.03 ab 0.22+0.18b
BR0.001 mg-.L*  0.79+0.21 bc 093+0.76a 0.24+0.03abcd 0.28+ 0.22ab

Los valores son medias de 48 explantes por cada variedad. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

De igual manera las plantas que tenian cuatro meses en el invernadero presentan mayor
peso en comparacion de las plantas que tenian 2 meses (Cuadro 36), como ya fue mencionado
anteriormente las plantas con mas tiempo en el invernadero desarrollaron méas su sistema

radicular favoreciendo asi mayor peso fresco y seco de la raiz.

78



Cuadro36. Comparacion por Variedades y Tiempo de Estar en invernadero para Peso

Fresco y Seco de la Raiz al momento de ser Llevadas a Campo.

Tiempo en Peso Fresco de la Raiz (g) Peso Seco de la Raiz (g)
Invernadero (Meses)  Zamorana Jacona Zamorana Jacona
2 0.81+048b 031+0.16b 0.12+0.01b 0.09+0.06 b
4 135+059a 163+048a 0.33+0.02a 0.47+0.16 a

Los valores son medias de 48 explantes por cada variedad. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

6.7.4.2 Peso Fresco y Seco de la Parte Aérea

El peso fresco de la parte aérea de las plantas de fresa que se encontraban listas para ser
transferidas a campo para la variedad CP. Jacona se encontraron diferencias significativas, donde
el testigo fue el que presentdé mayor peso para la parte aérea y para la variedad CP. Zamorana el
TRIA 10 pg'L™ presentando mayor peso para la parte aérea, teniéndose resultados de peso seco
para la variedad CP. Zamorana uniformes, no encontrandose diferencia significativa y para la
variedad CP. Jacona el BR 0.001 presentd mayor peso seco de la parte aérea (Cuadro 37). En
yuca se presentd un peso seco de la parte aérea de 0.46 + 0.06 g (Calderon et al., 2000), los
cuales son superiores a los presentados en las plantas de fresa, al igual que en el peso fresco y
seco de la raiz para la parte aérea la variedad CP. Zamorana, presenta valores distintos donde el
TRIA 10pg'L™?, el BR 0.1y 0.01, son los que tienen mayor cantidad de agua en el tejido de la
planta presentando los valores mas altos para el peso fresco, Arellano (1994), encontrd en brotes
de vid con una concentracion de calcio de 2.5 mM un peso fresco y seco de 418 y 54 mg
respectivamente, para el caso de Minirosa el peso seco de las plantas a los 80 dias en una
concentraciéon de 0.01, 0.1, 1.0 y 10.0 mg-L™ presento un peso constante de 0.3 g (Nogueira et
al., 2014). En Salvia oficinales la aplicaciéon de 10 pg-L™'de TRIA, incrementa el peso fresco de
los brotes en un 20-25% (Naeem et al., 2012). Pefate et al. (2007) reportaron pesos de 7.07 y
8.71g en plantas de cafia a los 53 y 42 dias y pesos secos de 0.73 y 0.81 g, respectivamente. Para
plantas hijas de fresa en vivero ubicado en Zirahuén, Michoacén se obtuvieron pesos frescos de
16.64, 16.04, 20.97 y 23.51 g, para las variedades CP Zamorana, CP Jacona, Festival y Albion y

para las mismas variedades pero para el vivero de Tanaquillo, Michoacén se tienen 11.52, 6.01,
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14.23 y 14.49 g respectivamente y en pesos secos para el vivero de Zirahuén se tienen pesos de
4.74,5.28, 5.49 y 5.98 g y en el caso del vivero de Tanaquillo los valores fueron de 2.95, 1.62,
3.33 y 3.62 g respectivamente para las variedades antes mencionadas (Rodriguez et al., 2012),
valores muy altos comparados con los obtenidos en las plantas propagadas a través del cultivo in

vitro, ya que los pesos de estas plantas es de planta adulta y que se encuentra en produccion.

Cuadro3d7. Peso Fresco y Seco de la Parte Aérea de la Planta de Fresa por Variedad al
Momento de Ser Llevadas a Campo

) Peso Seco de la Parte Aérea
) Peso Fresco de la Parte Aérea ()
Tratamientos @)

CP. Zamorana CP. Jacona CP. Zamorana CP. Jacona
Testigo 0.86 +0.27 d 1.70+1.26 a 0.09+0.12a 0.16+ 0.04 ab
AlB 1.00+0.40 bcd 1.44+1.03ab 0.11+0.12a 0.15+0.03 ab
TRIA 2ug-L™ 1.05+0.27bcd 154+094ab  0.09+0.10a 0.17 + 0.04 ab
TRIAS5 pg-L™ 0.92+0.35cd 1.01+0.65b 0.08+0.09a 0.12+0.01ab
TRIA 10 ug-L'1 195+0.86a 1.27 + 0.58 ab 0.18+0.10a 0.12+0.02 ab
BRO0.1 mg-L'1 1.54 +0.38 ab 1.30+0.94 ab 0.09+0.09a 0.12+0.02 ab
BR 0.01 mg-L™ 1.50+0.73abc 123 +0.69 ab 0.18+0.15a 0.07+0.01b
BR0.001 mg-L* 0.7267+0.22d 1.33+0.89ab 0.07+0.05a 0.23+0.03a

Los valores son medias de 48 explantes por cada variedad. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

Para la comparacion de los tiempos en invernadero de las plantas, se encontré que las
plantas que tenian cuatro meses en invernadero presentaron mayores pesos frescos y secos para
la parte aerea igual que para la raiz (Cuadro 38), argumentando de igual manera que para la parte
de la raiz que las plantas con mayor tiempo en el invernadero tuvieron mayor tiempo para la
formacion de su parte aérea, presentando hojas, tallos mas grandes que las que tenian menor

tiempo.
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Cuadro38. Peso Fresco y Seco de la Parte Aérea por Variedad y Tiempo de Estar en

Invernadero al Momento de Ser Llevadas a Campo.

) Peso Fresco de la Parte Aérea Peso Seco de la Parte Aérea
Tiempo en

Invernadero (Meses) © ©
Zamorana Jacona Zamorana Jacona
2 094+0.34b 0.60+0.20b 0.07 +0.08 b 0.07+0.01b
4 1.45+0.70 a 210+ 0.52a 0.17+0.12a 0.23+0.01a

Los valores son medias de 48 explantes por cada variedad. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey p< 0.05).

6.7.5 Comportamiento de las CAT y los Carbohidratos en las Plantas Llevadas a
Campo.

La fluctuacion de los carbohidratos en las plantas llevadas a campo muestran
comportamientos diferentes entre las dos variedades, para la variedad CP. Jacona se observa una
tendencia a disminuir en el dia cero se encontré un contenido de carbohidratos de 0.180 mg-g™
de pf, al dia uno el contenido aumento y a partir de ese momento el contenido de carbohidratos
empezo6 a disminuir, encontrandose en el dia 15 valores por la mitad de los encontrados al dia
cero. Para la variedad CP. Zamorana empezo en el dia cero con 0.152 mg'g™ de pf, para el dia
cinco el contenido incremento dréasticamente al doble del encontrado en el dia cero, para el dia
10 el contenido disminuyo a los valores iniciales, empezando a aumentar para el dia 15, el

contenido aumento alrededor de 1/3 (Figura 18).
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Figural8. Fluctuacién de los Carbohidratos en la Fase de Aclimatizacion a campo de Dos Variedades de
Fresa Mexicanas, cada punto en la grafica son medias de 3 repeticiones, con una prueba de Tukey (p<0.05).

Las plantas que fueron llevadas a campo mostraron un comportamiento similar para
ambas variedades, iniciando con 6 unidades aproximadamente, disminuyendo hasta el dia 10
cerca de la mitad de la actividad de las enzimas, empezando desde ese momento a aumentar la
actividad de las CAT, encontrdndose los valores mas altos en este momento cerca del doble al
encontrado en un inicio (Figura 19). Comportamiento que es similar en Abrus precatorius
(Perveen et al., 2013), Cardiospermum halicacabum (Jahan et al., 2014), Tylophora indica
(Faisal y Anis, 2010) y Tecomella undulata (Varshney y Anis, 2011), donde la actividad de la
CAT en el proceso de aclimatacion durante los primeros 49 dias, sugiere una sobre regulacion de

los mecanismos de proteccidn en contra del estrés oxidativo (Perveen et al., 2013).
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Figural9. Fluctuacidon de la actividad de la Catalasa en la fase de aclimatizacién a campo de dos variedades
de fresa mexicanas, cada punto en la grafica son medias de 15 lecturas con 3 repeticiones cada una, con una
prueba de medias de Tukey (p<0.05).

Las plantas de fresa propagadas en cultivo in vitro tienen un buen desarrollo en el campo
como se muestra en la Figura 20 las plantas tienen un buen aspecto, mostrando gran capacidad
de generacion de estolones (Figura 20 A), asi como de produccidén (Figura 20 B) donde se puede

apreciar un fruto de buen tamario.

Figura20. Plantas de Fresa en Campo, Provenientes de Cultivo in vitro. A) Planta de Fresa con Estolones, B)
Planta en Produccion.
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VIl.  CONCLUSIONES

% La cinética de enraizamiento de ambas variedades fue diferente, encontrando que para la
variedad CP. Zamorana el regulador que acorto el tiempo de aparicién de raices fue el
TRIA 2 ug-L’l, mientras que para la variedad CP. Jacona fue el BR 0.1 mg-L‘l.Con estos
resultados se logré reducir 15 dias la permanencia de las plantas en el cuarto de

incubacioén.

% El uso de BR a una concentracién de 0.1 mg-L™", permiti6 obtener mayor nimero de
raices de primer y segundo orden, seguido por el TRIA con 2 y 5 pug-L™, que aumento

ademas la longitud.

% Se logré con el Radix® 1500 un adecuado enraizamiento in vivo con el mayor nimero de

raices adventicias de primer, segundo y tercer orden.

% Con el enraizamiento in vitro se favorecio positivamente la aclimatizacion de las plantas,

obteniéndose mayores porcentajes de sobrevivencia.

% La mezcla a base de Peat Moss favorecié el proceso de la aclimatizacion bajo las

condiciones ambientales probadas.
% La actividad de la CAT es antagodnica a la fluctuaciéon de los carbohidratos durante la

aclimatizacién, teniendo como punto principal que se debe de tener un especial cuidado

durante los primeros cinco dias del proceso.
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