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RESUMEN

Las frutillas se propagan de forma asexual, lo que ocasiona una disminucion del rendimiento, pérdida de la calidad
del fruto y degeneracion por acumulacion de enfermedades. Una alternativa para obtener material vegetal de alta
calidad fitossanitaria es a traves de la micropropagacion. El objetivo del presente trabajo fue determinar un protocolo
de micropropagacion de dos variedades de frutilla (Oso grande y Sweet charlie). Se emplearon dos tipos de
explantes (yemas de estolones y corona) y fueron sometidos a diferentes tratamientos de desinfeccion variando
concentraciones de NaClO y tiempos de inmersion. En las fases de mulitiplicacion y enraizamento in vitro las dos
variedades fueron sembradas el medio MS con 0.5, 1y 1.5 mg L* de BAP (se adicion6 0.5 mg L AIB a los medios
de cultivo) y al 25, 50 y 75% de MS respectivamente. La sala de crecimiento se registré una temperatura promedio
de 24°C con un fotoperiodo de 16/8 horas de luz/oscuridad y una intensidad luminica de 1800 lux. La desinfeccion
fue adecuada para los explantes de corona con NaClO al 2% por 25 minutos y para estolones con NaClO al 0.8%
por 13 minutos. Este Ultimo regenero en menor tiempo (13 dias) en comparacioén a las de corona que requirieron 28
dias. En la multiplicacion, en el primer subcultivo ambas variedades llegaron a obtener mayor cantidad de brotes en
el medio MS+0.5 mg L? de BAP+0,5 mg L de AIB. Sin embargo, en el segundo y tercer subcultivo Sweet Charlie
generé mayor niimero de brotes en el medio MS+1 mg L de BAP+0.5 mg L de AIB y Oso Grande en el médio
MS+0.5 mg L de BAP+0.5 mg L de AIB. Para el enraizamiento los medios al 50 y 75% de concentracion de MS
fueron los mas adecuados en ambas variedades, por el contrario al 25% de concentracién de MS mostraron
sintomas de deficiencia de fésforo y nitrégeno.
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ABSTRACT

Strawberries spread asexually, causing a decrease in yield, loss of fruit quality and degeneration due to the
accumulation of diseases. An alternative to obtain high-quality plant material for plant protection is through
micropropagation. The objective of the present work was to determine a micropropagation protocol of two strawberry
varieties (Big Bear and Sweet Charlie). Two types of explants (stolon buds and crown) were used and they were
subjected to different disinfection treatments, varying NaClO concentrations and immersion times. In the
multiplication and rooting phases in vitro, the two varieties were seeded with MS medium with 0.5, 1 and 1.5 mg L*
of BAP (0.5 mg L AIB was added to the culture media) and at 25, 50 and 75% DM respectively. The growth room
registered an average temperature of 24°C with a photoperiod of 16/8 hours of light / dark and a light intensity of
1800 lux. Disinfection was adequate for crown explants with 2% NaClO for 25 minutes and for stolons with 0.8%
NaClIO for 13 minutes. The latter regenerated in less time (13 days) compared to those of the crown that required 28
days. In the multiplication, in the first subculture both varieties managed to obtain more shoots in the medium MS+0.5
mg L of BAP+0.5 mg L* of AIB. However, in the second and third subcultures Sweet Charlie generated a greater
number of outbreaks in the MS medium+1 mg L*? of BAP+0.5 mg L of AIB and Big Bear in the medium MS+0.5
mg L of BAP+0.5 mg L of AIB. For rooting, the media at 50 and 75% DM concentration were the most adequate
in both varieties, on the contrary, at 25% DM concentration, they showed symptoms of phosphorus and nitrogen
deficiency.
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INTRODUCCION

En el departamento de La Paz se tienen muchas
variedades cultivadas de frutilla (Fragaria ananassa
Duch), siendo las variedades Oso Grande y Sweet
Charlie las que presentan mayores rendimientos con
respecto a las demas (Ticona, 2000). Los frutos de
ambas variedades presentan buena calidad
organoléptica, buen sabor, consistencia firme, bajo
contenido de acidez y son resistentes durante el
transporte (Poma, 2004).

El cultivo de frutilla se propaga en forma asexual, a
través de estolones donde cada planta madre genera
entre 10 a 12 estolones y cada uno de ellos entre 4 a
6 nuevas plantas; la otra forma de reproduccion
consiste en el deshijamiento de las plantas madres del
mismo cultivar (por division de la corona); aunque, esta
ultima no es muy utilizada por los viveristas
(Montecinos, 1993). Ambas formas de reproduccion
presentan afio tras afio disminucion del potencial de
rendimiento, al igual que la pérdida de la calidad del
fruto, asi como la degeneracion del cultivo debido a
una infestacion acumulada de enfermedades. Otro
aspecto importante, es que el ciclo de vida util del
cultivo de frutilla es corto (dos afios); transcurrido este
tiempo es necesario realizar cambios en los campos
de produccibn para mantener los niveles de
productividad (Holmes et al., 2003). De esta manera
estos campos requieren refrescar su material vegetal,
utilizando para ello plantas madres provenientes de
cultivo in vitro para garantizar una produccion estable.

Una alternativa para satisfacer la demanda de este tipo
de material vegetal, presenta la biotecnologia vegetal
a través de la micropropagacioén, la cual consiste en
cultivar un explante con potencialidad de
diferenciacién bajo condiciones asépticas,
proporcionandole artificialmente condiciones fisicas y
guimicas para su crecimiento y desarrollo. Esta técnica
permite obtener plantas rejuvenecidas con el fin de
obtener material vegetal de alta calidad, libre de
enfermedades fangicas y bacterianas; al mismo tiempo
permite obtener altas tasas de multiplicacion en
superficies reducidas, en corto tiempo y en cualquier
época del afo.

Las plantas obtenidas mediante la técnica de cultivo de
tejidos vegetales facilita la posibilidad de obtener
plantas madres, que es lo que interesa al productor, ya
que a partir de ellas puede desarrollar la primera
generacion mediante la formacion de estolones, la cual

estara destinada a la produccién. En este sentido, en el
presente trabajo de investigacion se planted evaluar el
comportamiento in vitro de las variedades de frutilla de
Oso Grande y Sweet Charlie para su micropropagacion
en diferentes medios de cultivo. Al mismo tiempo: a)
estandarizar el proceso de desinfeccion en dos tipos de
explantes de frutilla para su introduccion a condiciones
in vitro, b) identificar el mejor explante de frutilla para su
introduccion a condiciones in vitro y c) determinar el
medio de cultivo Optimo para la multiplicacion vy
enraizamento in vitro de dos variedades de frutilla.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacién de la zona de estudio

La variedad Sweet Charlie se obtuvo de la carpa solar
de la Empresa Agricola “Cabafia La Esperanza”
ubicada en el municipio de Laja. Mientras, la variedad
Oso Grande se consiguio6 de la carpa solar ubicada en
el “Campus Universitario de la Facultad de Agronomia”
dependiente de la Universidad Mayor de San Andrés.
En ambos lugares se multiplicaron los estolones y las
yemas de corona de ambas variedades.

Metodologia
Para la seleccion de plantas donadoras se tomo en

cuenta que estas no muestren sintomas de
enfermedades y que presenten caracteristicas

fenotipicas propias de las mismas variedades, en
funcion a ello se realiz6 la colecta del material vegetal.
En el caso, de las yemas de corona se colecto toda la
planta y para yemas de estolones se seleccioné los
tallos de estolones de aproximadamente unos 20 cm.

Figura 1. Colecta de material vegetal para la extraccion de
explantes corona (1zq.) y estolon de la variedad Sweet Charlie
(Der.).

Las actividades correspondientes al laboratorio se
realizaron en la Unidad de Biotecnologia Vegetal,
dependiente de la Facultad de Ciencias Puras y

70 Revista de Investigacién e Innovacién Agropecuaria y de Recursos Naturales, La Paz, vol.7, n°1, pag. 69-78, Junio 2020. ISSN: 2518-6868



Micropropagacion de dos variedades de frutilla (Fragaria ananassa Duch.) en diferentes medios de cultivo

Naturales de la Universidad Mayor de San Andrés,
situada en el Campus Universitario de Cota Cota en la
ciudad de La Paz. Todo el experimento de laboratorio
se dividié en el establecimiento a condiciones in vitro,
multiplicacion y enraizamiento.

Establecimiento a condiciones in vitro: El material
colectado (yemas de estolones y corona) fue lavado en
una solucion de agua con detergente y seis enjuagues
sucesivos. Posteriormente, ambos tipos de yemas
fueron cortadas y colocadas en una solucion de acido
citrico al 0.5%, y luego, sumergidas en alcohol al 70%
por 1 minuto y posteriormente fueron sometidas a los
tratamientos desinfectantes que consistieron en:
hipoclorito de sodio (NaClO) al 2% a diferentes
tiempos: T1: 25 minutos y T2: 30 minutos.

Otro grupo de yemas de estolones fueron
desinfectadas en ocho tratamientos: Al (1.5% NaClO
30 minutos), A2 (1.5% NaClO 25 minutos), A3 (1%
NaClO 30 minutos), A4 (1% NaClO 25 minutos), A5
(1% NaCIO 20 minutos), A6 (1% NaClO 15 minutos),
A7 (0.8% NaClO 15 minutos), A8 (0.8% NaCIO 13
minutos).

Una vez desinfectadas los explantes dentro de la
camara de flujo laminar se realizaron tres enjuagues
con agua destilada estéril, para después colocar las
yemas en &cido citrico al 1% durante tres minutos y
finalmente se realiz6 la siembra en tubos de ensayo
con medio de cultivo Murashige Skoog (MS) + 0.1
mg L de AIB + 0.5 mg L de BAP.

Multiplicacién: Dentro la camara de flujo laminar los
explantes de ambas variedades fueron transferidos a
diferentes medios de multiplicacion que consistieron
en el medio M.S. suplementado con 0.5 mg L de AIB
con variaciones de: 0.5, 1 y 1.5 mg L' de BAP
respectivamente. Posteriormente, fueron transferidos
a la sala de crecimiento por un lapso de 28 dias.
Durante esta fase se continu6 con el repique por dos
subcultivos adicionales.

Enraizamiento: Los brotes obtenidos de las dos
variedades de la anterior fase fueron sembrados
dentro de la cdmara de flujo laminar a diferentes
medios de enraizamiento MS diluido al 25, 50 y 75%
respectivamente suplementados con 1 mg L de
carbén activado.

Los medios de cultivo empleados fueron ajustados con
un pHmetro a 5.6 y para ello se empled las soluciones

de NaOH a 0.1N y acido clorhidrico al 0.1N. Por otra
parte, los materiales de diseccién (pinzas y mangos de
bisturies), cajas Petri, los medios de cultivo fueron
esterilizados en la autoclave a vapor himedo a 15 PSI
durante 15 minutos.

Durante todo el proceso experimental en la sala de
crecimiento se reporté una temperatura promedio de
24°C, fotoperiodo de 16/8 horas de luz/oscuridad, y una
intensidad luminica de 1800 Ilux. Las variables
evaluadas fueron: a) en el establecimiento (porcentaje
yemas no desinfectadas, porcentaje de explantes
muertos, dias a la formacion de una hoja in vitro); a) en
la multiplicacion (numero de brotes); c) en el
enraizamiento (nimero y longitud de raices).

Para la evaluacion de los tratamientos de la
multiplicacion y enraizamiento se utilizé un disefio
experimental completamente al azar con arreglo
bifactorial, con 15 repeticiones por tratamiento
(Calzada, 1970). Los factores de variacion fueron la
concentracion del medio de cultivo con sus respectivos
niveles y las dos variedades de frutilla.

Sin embargo, para el analisis de tipo de explante y
tratamientos de desinfeccion se analizd a través del
disefio de blogues al azar. Cada experimento con sus
respectivos analisis de varianza (ANVA) y cuando se
encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos se aplicd una prueba Duncan (a=0.05)
para realizar comparaciones multiples. La informacién
se analizé empleando el programa estadistico (Sas
System version 8, 1998).

RESULTADOS Y DISCUSION
Establecimiento a condiciones in vitro

Efecto de la desinfeccién en dos tipos de explantes en
dos concentraciones de hipoclorito de sodio

El ANVA denota diferencias significativas (F=4.50;
GlLui3s; P<0.05) entre explantes en el porcentaje de
individuos no desinfectados. No obstante, no se
presentdé diferencias significativas en tiempo de
inmersion al desinfectante (F=0.00; GLui3s; P>0.05). A
través de la Figura 2 se evidencia, que el 100% de los
explantes de yemas de estolones no presentaron
contaminacion, pero las yemas de corona solo un 20%
no se contaminaron.

Segun el ANVA en el porcentaje de explantes muertos
mostré diferencias significativas (F=32.40; GLui.ss;
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P<0.05) como efecto de la desinfeccion entre
explantes y no para el tiempo de inmersion (F=3.60;
GLi3s; P>0.05). En la Figura 2 se evidencia que los
tratamientos desinfectantes dafiaron al 100% a las
yemas de estolones, las cuales mostraron ser mas
sensibles y no regeneraron posteriormente en relacion
con las yemas de corona, probablemente debido a las
caracteristicas propias y al tamafio del explante. Entre
tanto, las yemas de corona presentaron un 20 y 60%
de explantes muertos al exponerlos a 25 y 30 minutos
respectivamente.
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Figura 2. Efecto de dos tipos de explantes en el porcentaje
de individuos no contaminados y muertos.

Las diferencias reportadas, entre la desinfeccién de
yemas de corona y estolones en cuanto al porcentaje
de explantes no contaminados (Figura 2)
probablemente se deba a que las yemas de corona, al
encontrarse en contacto directo con el suelo sus tejidos
fueron mas expuestos a agentes contaminantes,
dificultando de esta manera la total eliminacion de los
microorganismos presentes en la superficie del
explante, que conlleva a una mayor concentracion para
su desinfeccion a diferencia de los estolones. Al
respecto, Villalobos y Pérez (1979) citado por Sanchez
y Salaverria (2004) mencionan que la alta pubescencia
de los tejidos y su contacto directo con el suelo inducen
una alta contaminacion de los explantes de frutilla,
especialmente cuando estos son extraidos de plantas
provenientes de campo.

Al reportarse mayor incidencia de mortalidad en yemas
de estolones, una de las razones podria ser, que los
explantes de las yemas de estolones tenian un menor

tamafio (5 a 7 mm) y presentaban tejidos herbaceos,
gue probablemente de caracteristicas mas sensibles a
la desinfecciobn a esa concentracion (2% NaClO) y
tiempo de inmersion (T1: 25 minutos y T2: 30 minutos).

Mientras, que los explantes provenientes de corona
presentaban mayor tamafio (10 a 12 mm) y con tejidos
lignificados, razon por lo que estaban mas protegidas
impidiendo asi que el desinfectante ingrese en forma
directa hacia los tejidos meristematicos. Al respecto,
Villalobos y Garcia (1982), citado por Jiménez (1999),
indican que el tamafio del explante es un factor que
influye en la desinfeccién y regeneracion de plantas, a
medida que el explante es mas pequefio es menor el
riesgo de contaminaciéon y mas dificil su regeneracion.
Por su parte, Gomez (1999) menciona que la
concentracion y el tiempo de exposicion necesaria para
una desinfeccion adecuada, varian considerablemente
en funcion al tipo de explante utilizado.

Ademas, es importante mencionar que las yemas de
estolones presentaron mayor grado de oxidacion en
comparacion con las coronas. Esto podria deberse, a
que si bien ambos explantes fueron sumergidos en
acido citrico al 1% (antioxidante) durante tres minutos
previo a la siembra al medio de cultivo este hecho solo
favoreci6 a los explantes de corona. Siendo esta
practica utilizada para contrarrestar el efecto de la
oxidaciéon fendlica de los explantes (Jiménez, 1999).
Por otro lado, es probable que la alta concentracion de
NaClO y las caracteristicas de los estolones, el
enjuague de estos explantes no haya sido suficiente
para eliminar los restos de NaClO, ya que este Ultimo
ademas de ser un desinfectante, también es un agente
oxidante (Roca y Mroginski, 1991).

Efecto de la desinfeccibn de yemas de estolones en
diferentes tratamientos desinfectantes

La variable porcentaje de explantes muertos, el ANVA
presentd diferencias estadisticas (F=9.60; GL7.s3;
P<0.05) para los tratamientos de desinfeccién de
yemas de estolones. Mediante la prueba de Duncan
(0=0.05) en la Figura 3, se evidencia que el mejor
tratamiento desinfectante en yemas de estolones fue el
A8 (0.8% NaClO*13 minutos), es decir, cuando la
concentracion del hipoclorito de sodio fue baja y tiempo
de exposicién reducido.

72 Revista de Investigacién e Innovacién Agropecuaria y de Recursos Naturales, La Paz, vol.7, n°1, pag. 69-78, Junio 2020. ISSN: 2518-6868



Micropropagacion de dos variedades de frutilla (Fragaria ananassa Duch.) en diferentes medios de cultivo

120

= 100

%100%,30

%80%%;7070

E |7 7 7 7 7

g - 2 7 7 7

E4O§§§§§%CDD

N EEE RN
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

Tratamientos de desinfeccién

Figura 3. Efecto de los tratamientos desinfectantes en explantes provenientes de estolones en el porcentaje de explantes muertos.
Al (1.5% NaClO 30 min), A2 (1.5% NaClO 25 min), A3 (1% NaClO 30 min), A4 (1% NaCIlO 25 min), A5 (1% NaClO 20 min), A6
(1% NaClO 15 min), A7 (0.8% NaClO 15 min), A8 (0.8% NaClO 13 min). Letras iguales no son estadisticamente diferentes.

Al registrarse mayor mortalidad entre 100 a 40% en las
yemas de estolones en los tratamientos: Al (1.5%
NaClO 30 minutos), A2 (1.5% NaClO 25 minutos), A3
(1% NaCIO 30 minutos), A4 (1% NaClO 25 minutos),
A5 (1% NaClO 20 minutos), A6 (1% NaClO 15 minutos)
(Figura 3) y con ello se constata que concentraciones
de NaCIO comprendidas entre 1.5 a 1.0% en tiempos
comprendidos entre 30 a 15 minutos no son
adecuadas para la sobrevivencia de este tipo de
explantes (estolones). Este patrén de resultados
concuerda con Sanchez y Salvatierra (2004) quienes
sefialan que en frutila a medida que se aumenta la
concentracion de hipoclorito y tiempo de inmersién
causan la muerte a los explantes, a pesar que la
contaminacion de los explantes disminuye.

No obstante, los tratamientos A7 (0.8% NaClO 15
minutos), A8 (0.8% NaClO 13 minutos) donde la
concentracion de NaClO es de 0.8% y tiempos de
inmersién relativamente corto para yemas de
estolones es mas exitoso la sobrevivencia. Bhojwani y
Razdan (1983) sefialaron que la concentracion de 0.3
y 0.6% de hipoclorito de sodio durante 15 a 30 minutos
es suficiente para descontaminar la mayoria de los
tejidos y por ello recomiendan tener cuidado con las
dosis del desinfectante y el tiempo de inmersion
seleccionado, ya que todos los desinfectantes son
dafiinos para los tejidos.

Ademas de considerar la seleccién de las plantas
madres con respecto a su estado sanitario y juvenil.
Segun Boxus (1999) indica que también, la estacidon
juega un rol importante en la reduccién de desinfeccion
en frutila. En el presente estudio las yemas de
estolones fueron colectadas en verano finalizando la

época de lluvias, probablemente sea esta una de las
explicaciones de no requerir altas concentraciones de
NaClO para la desinfeccion como emplearon Moradi et
al (2011) 4% de hipoclorito de sodio por 20 minutos con
una gota de Tween 20. De acuerdo al protocolo de
desinfeccion usado por ElKichaou (2014) el método de
esterilizacion empleado fue sumergiendo los explantes
a una solucién de hipoclorito al 1.5% con 2 a 3 gotas de
Tween 20/100 ml durante 20 minutos 'y 0.1% HgCL2 por
10 minutes donde se obtuvo una asepsia adecuada de
los explantes colectados en agosto que de octubre.

Tipo de explante

Para comparar el tiempo que transcurre en formar una
hoja in vitro se utilizé el mejor tratamiento desinfectante
de yemas de estolones (0.8% NaClO*13 minutos) y
corona (2% NaClO*25 minutos). El estadistico mostré
diferencias significativas existentes entre explantes
(F=1045926; GLig; P<0.05). Las yemas procedentes
de estolones en un lapso de 13 dias llegaron a
desarrollar una hoja, mientras que las yemas de corona
requirieron 28 dias es decir dos veces mas que los
estolones. El hecho que los explantes de estolones
desarrollen menos tiempo (13 dias) que las
procedentes de corona de 28 dias. Estos resultados se
atribuyen al estado fisiolégico del explante; en razén de
gue las yemas de estolones se encuentran en estado
de crecimiento activo debido a que en condiciones
naturales este material vegetal se encuentra en proceso
de multiplicacibn vegetativa, caracteristica que
favorecié en una mejor respuesta in vitro. Al respecto,
Jiménez (1999) indica que a medida que el tejido sea
mas joven y menos diferenciado mejor sera su
respuesta in vitro.
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Figura 4. Explante procedente de yema de estolon de la
variedad Sweet Charlie, que regenera en un tiempo
promedio de 13 dias desde la introduccion.

La regeneracion de los explantes de frutilla esta
comprendida entre los 3, 8 y 12 dias después de la
siembra en segmentos nodales y el porcentaje de
explantes regenerados varia, en funcion a los medios
de cultivo, es asi que Moradi et al (2011) reporto un
100% de regeneracion de explantes de frutilla con
MS+0.2 mg L? KIN+0.5 mg L? BAP. Por lo que, se
podria sefialar que en el presente estudio esta
enmarcado dentro del tiempo de regeneracién y que el
medio empleado de MS+0.1 mg L*? IBA+0.5 mg L*
BAP fue propicio para su regeneracion de una hoja en
condiciones in vitro, ya que la presencia de citocininas
como BAP, KIN son promotores de crecimiento.

Multiplicacién

En el primer subcutivo, el ANVA detect6 diferencias
significativas entre variedades y medios de cultivo para
el ndmero de brotes (F=4.46; GLiss; P<0.05) y
(F=3.73; GL2s4; P<0.05) respectivamente. Sin
embargo, la interaccion del factor variedad y medios de
cultivo no presentaron diferencias significativas
(F=1.10; GLzs4; P>0.05). En relacion al efecto de las
variedades, Oso Grande generé mayor nimero de
brotes que Sweet Charlie de 6 y 5 brotes
respectivamente. Los medios suplementados con
MS+0.5 mg L?! de BAP+0.5 mg L? de AIB y MS+1
mg L' de BAP+0.5 mg L' de AIB fueron
estadisticamente similares y en las que obtuvieron
mayor cantidad de brotes (6.1 y 5.9) con relacion al
medio con 1.5 mg L? de BAP+0.5 mg L de AIB (4.6
brotes).

En el segundo subcultivo el ANVA indica diferencias
altamente significativas entre variedades, medios de
cultivo y la interaccion de los factores (F=23.08;

Gluigs; P<0.05); (F=6.29; GL2s4; P<0.05) y (F=8.98;
GL2.s4; P<0.05). Donde, Oso Grande fue la que obtuvo
mayor ndmero de brotes (10.6) que Sweet Charlie llego
a formar 7.4 brotes por explante. Con respecto a los
medios de cultivo, los que estaban suplementados con
MS+0.5 mg L'* de BAP + 0.5 mg L de AIB y MS+1
mg L' de BAP + 05 mg L! de AIB fueron
estadisticamente similares y en los que promovieron
mayor nimero de brotes de 10.4 y 9.3 respectivamente.
En cambio, el medio con MS + 1.5 mg L** de BAP + 0.5
mg L de AIB fue estadisticamente diferente a los
anteriores medios y el menos favorable para la
formacion de brotes axilares en frutilla con 7.3.

EnlaTabla 1 se muestra los resultados de la interaccion
de factores, donde se observa que Sweet Charlie
gener6 una mayor cantidad de brotes en el medio MS +
1 mg L de BAP + 0.5 mg L de AIB; en cambio, la
variedad Oso Grande en el medio MS + 0.5 mg L™ de
BAP + 0.5 mg L' de AIB increment6 el nimero de
brotes.

Tabla 1. Efecto de la interaccion de las variedades segun la
concentracion de BAP en el nimero de brotes durante el
segundo subcultivo.

Concentracion de BAP (mg L?)

Variedades 05 1 15
Oso Grande 11.5 9.8 10.5
Sweet Charlie 7.1 11.0 4.0

Para el tercer subcultivo el ANVA detecto diferencias
altamente significativas entre las variedades (F=42.62;
GlLzss4; P<0.05), medios de cultivo (F=40.46; GL2.ss;
P<0.05) y la interaccion (F=12.06; GlLz2sgs; P<0.05).
Entre variedades, Oso Grande obtuvo mayor namero
de brotes con respecto a Sweet Charlie de 10.7 y 6.4
brotes respectivamente. Entre medios de cultivo, los
medios de cultivo con MS + 0.5 mg L* de BAP + 0.5
mgLlde AIBYyMS+1mgL*deBAP+0.5mgL*de
AIB fueron estadisticamente similares y estos medios
promovieron mayor nimero de brotes (10.3 y 11.1
respectivamente) en comparacion con el medio con
MS+1.5 mg L de BAP + 0.5 mg L de AIB se registrd
4.5 brotes.

De la interaccion de ambos factores en la Tabla 2 se
observa que la variedad Oso Grande en los medios
MS+0.5 mg L de BAP+0.5 mg L de AIB y MS+1
mg L de BAP+0.5 mg L de AIB promovieron mayor
namero de brotes que cuando fue suplementado con
1.5mgL* de BAP+0.5 mg L de AIB. En cambio, Sweet
Charlie mostré una mejor respuesta en el medio que
contenia MS+1mgL?'! de BAP+0.5mgL? de AIB
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logrando formar 10.9 brotes/explante pero, lo contrario
sucedié cuando la concentracién de BAP aumenta o
disminuye.

Tabla 2. Efecto de la interaccion de las variedades segun la
concentracion de BAP en el nimero de brotes durante el
segundo subcultivo.

Concentracion de BAP (mg L?)

Variedades 05 i 15
Oso Grande 14.7 11.3 6.3
Sweet Charlie 5.9 10.9 2.6

Durante los tres subcultivos ambas variedades se
comportaron de forma diferencial en los tres medios de
cultivo. Donde Oso grande en el medio MS+0.5 mg L™
BAP + 0.5 mg L' de AIB presentdé una buena
produccioén de brotes de 6,11.5y 14.7. Mientras, Sweet
Charlie obtuvo una mayor produccion de brotes en el
medio MS+1 mg L' BAP+0.5mg L' de AIBde 6, 11y
11 (Figura 5).

Figura 5. Brotes obtenidos en Oso Grande en el medio con 0.5 mg L™ BAP (Izq.) y Sweet Charlie con 1 mg L' BAP (Der.).

En los tres subcultivos, Oso Grande fue la que generé
mayor produccion de brotes en relacion a Sweet
Charlie. EI comportamiento de ambas variedades es
probable que se relacione con la capacidad de
regeneracion de brotes y viene determinado por el
genotipo, como indica Pierik (1990). Esta afirmacién es
respaldada por Villegas (1990), quien menciona que no
todas las variedades de frutilla responden de forma
similar durante la multiplicacion in vitro, por lo que el
namero de brotes es variable. Sin embargo, el medio
con MS+1.5 mg L' de BAP+0.5 mg L de AIB indujo
una menor formacion de brotes en ambas variedades.
Dicha afirmacion concuerda con Pereira (1998) quien
menciona que a medida que se incrementa la
concentracién de citocininas en el medio para frutilla,
observé una disminucion en el nimero de brotes de la
variedad Fern. Similares patrones fueron reportados
por Ashrafuzzaman et al (2013) quienes trabajaron en
frutilla, en concentraciones de 0, 0.5, 1.0, 1.5y 2
mg L* respectivamente obtuvo 2, 7, 4, 2 y 0 brotes
respectivamente.

Las variaciones registradas en cuanto al numero de

brotes en el presente estudio concuerdan con Ramirez
y Barrera (1998) quienes trabajaron con las variedades
Brighton, Douglas, Fern, Solana, Pajaro y Tioga; las
mismas que fueron sometidas a medios con distintas
concentraciones de BAP (0.3, 1 y 5 mg L%
suplementados con 1 mg L*! de AIB. En este caso,
observaron que a medida que se va aumentando la
concentracion de BAP en el medio se indujo una mejor
respuesta en el ndmero de brotes en las cuatro
primeras variedades; en cambio, las variedades P4jaro
y Tioga disminuyeron la cantidad de brotes.

Ambas variedades estudiadas, a partir del segundo
subcultivo incrementaron el niUmero de brotes, lo cual
fue esperado, ya que los explantes tienden a acumular
citocininas en sus tejidos a medida que se subcultiva en
un medio con este regulador de crecimiento. Al
respecto, Pérez (2004) indica que la mayor proliferacion
de brotes axilares recién se logra observar a partir del
segundo subcultivo. Orellana (1998), menciona que a
medida que aumenta el nUmero de subcultivos hay una
tendencia al incremento del nimero de brotes por
explante.
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Figura 6. Brotes procedentes de la variedad Oso Grande (lzg.) y Sweet Charlie (Der.).

Enraizamiento

Los ANVAs detectaron diferencias altamente
significativas para el numero de raices entre las
variedades (F=5.37; GL2.s4; P<0.05), medios de cultivo
(F=8.45; GL2ss4; P<0.05) y la interaccion de ambos
factores (F=8.31; GL2ss; P<0.05). Entre variedades,
Oso Grande fue la que generé mayor nimero de raices
(6.1) en relacién a la variedad Sweet Charlie (5.2).
Entre medios de cultivo los estuvieron diluidos al 50 y
75% de las sales del MS generaron mayor nimero de
raices con valores de 6.3 y 6.4 respectivamente; en
cambio, el medio con 25% de MS fue reducido el
ndmero de raices.

La Tabla 3 muestra que Oso Grande generé mayor
numero de raices en los tres medios de cultivo. Por el
contrario, Sweet Charlie logr6 un mayor nimero de
raices en los medios diluidos al 50 y 75% de MS en
comparacién con el medio que estaba diluido al 25%
de MS en la que formdé menor nimero de raices.

Tabla 3. Efecto de la interaccion de las variedades segun la
concentracién de MS sobre el nUmero de raices.
Concentracion del MS

Variedades 5506 Z0% Z5%%
Oso Grande 6.2 6.5 6.5
Sweet Charlie 2.5 5.9 6.2

El ANVA para la variable longitud de raices muestra
diferencias  altamente significativas entre las
variedades y la interaccion de los dos factores de
estudio (F=7.39; GLuiss; P<0.05) y (F=14.59; Glozss;
P<0.05) respectivamente. Sin embargo, no se
detectaron diferencias estadisticas entre los medios de
cultivo (F=1.54; GLzss; P>0.05). Con relacion al
comportamiento de las variedades, Oso Grande
generd mayor longitud de raices en comparacion con

Sweet Charlie de 55.6 y 45 mm respectivamente. En la
Tabla 4 se observa que Oso Grande al 25% MS gener6
una mayor longitud de las raices, en comparacion con
los medios diluidos al 50 y 75% de MS. Entretanto,
Sweet Charlie generé menor tamario de las raices en el
medio al 25% de MS y cuando la concentracién de las
sales de MS fue al 50 y 75% obtuvo mayor longitud de
la raiz.

Tabla 4. Efecto de la interaccion de las variedades segun la
concentracion de MS sobre la longitud de las raices (mm).
Concentracion del MS

Variedades 5506 50% 75%
Oso grande 74.2 48.8 43.7
Sweet Charlie 31.3 51.6 52.0

La diferencia observada en la respuesta morfogenética
in vitro entre las variedades Oso Grande y Sweet
Charlie en el medio MS diluido al 25% viene
determinada por el genotipo como afirman Grattaplagia
y Machado (1990), citado por Calvete et al. (2002). Al
respecto, se podria asumir que Oso Grande facilmente
llegé a habituar en este medio por lo que generé mayor
longitud de la raiz, lo que no ocurrié con la variedad
Sweet Charlie. En relacion a este punto, Salisbury y
Ross (1994) mencionan que la morfologia radicular es
controlada por mecanismos genéticos.

La variedad Oso Grande en los tres medios de cultivo
(25, 50 y 75% de MS) llegaron a formar raices el 100%
de los explantes sembrados en cambio, los explantes
de la variedad Sweet Charlie en el medio diluido al 25%
de MS no todos llegaron a formar raices, pero si
enraizaron en su totalidad en los medios diluidos M.S.
al 50 y 75%. Similares resultados fueron observados
por Scherwinski et al. (2004) quienes determinaron que
las variedades Tangi y Hofla presentaron una favorable
respuesta en cuanto al porcentaje de explantes
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enraizados en los medios diluidos al 50 y 75% de MS.
Los resultados obtenidos concuerdan con ElKichaoui
(2014) quien sefiala que en los medios diluidos al 50,
25y 12.5% de manera proporcional reducen tanto el
ndmero y la longitud de raices en frutilla.

Al mismo tiempo, se observ6 que los brotes de ambas
variedades en el medio con 25% de MS en los
maérgenes de los foliolos mostraron una coloracién
rojiza (Figura 7), este hecho probablemente se deba a
que, en esta dilucion (25%) la concentracion de las
sales fue menor por lo que las vitroplantas mostraron
esta sintomatologia. Al respecto, el INTA (2004)
menciona que la sintomatologia que provoca la
deficiencia de fosforo es con frecuencia la apariencia
de coloraciones rojas o purpuras en las hojas. De la
misma manera se visualizd que las vitroplantas de
ambas variedades presentaban una coloracién verde
claro en todo el follaje. La respuesta de la planta de
frutilla a la carencia de nitrégeno es la reduccion en la
tasa de crecimiento y las hojas jévenes de color verde
palido.

Figura 7. Hojas de las variedades Sweet Charlie (1zq.) y Oso
Grande (Der.) con sintomatologia de deficiencia de N y P.

Orellana (1998) menciona que el manejo de la
concentracion de sales es recomendado ampliamente
para estimular el enraizamiento, lograndose Ila
formacion abundante de raices al disminuir las sales a
la mitad, un tercio o un cuarto de la concentracion de
los medios; sin embargo, el procedimiento mas
empleado es la reduccion de las sales a la mitad, ya
gue una disminucién mayor puede afectar el desarrollo
general de la vitroplanta.

CONCLUSIONES

Una adecuada desinfeccion de las yemas
provenientes de corona se presentd cuando fueron

sumergidos en hipoclorito de sodio (NaClO) al 2%
durante 25 minutos. Mientras que, en estolones fue con
NaClO al 0.8% durante 13 minutos. Las yemas de
estolones presentaron una mejor respuesta en
condiciones in vitro debido a que regeneraron una hoja
en 13 dias en relacién a las de corona que requirieron
28 dias en formar una hoja.

En la fase de multiplicacion durante el primer subcultivo
en el medio MS suplementado con 0.5 mg L de AIB +
0.5 mg L de BAP ambas variedades (Oso Grande y
Sweet Charlie) desarrollaron mayor nimero de brotes.
En el segundo y tercer subcultivo la variedad Oso
Grande logré formar mayor numero de brotes en el
medio con 0.5 mg L de BAP, sin embargo, la variedad
Sweet Charlie en el medio con 1 mg L de BAP. De las
dos variedades, Oso Grande fue la que desarrollo
mayor cantidad de brotes en relacion a Sweet Charlie
en los tres subcultivos.

Se determind para el enraizamiento las dos variedades
los medios diluidos al 50 y 75% de MS promueven un
buen crecimiento y desarrollo tanto de las raices y del
follaje. No obstante, con 25% de la concentracién de las
sales del medio MS los explantes de ambas variedades
presentaron sintomatologia de deficiencia de los
elementos nutritivos (nitrégeno y fosforo).
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