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Resumen

En Guanajuato, México, los productores propagan fresa por via asexual mediante el uso de
estolones. Este tipo de propagacion es problematica debido a que se facilita la trasmision de
enfermedades directa e indirectamente a sus descendientes. Por esa causa, el objetivo del presente
trabajo fue determinar el ambiente mas favorable para la aclimatacion de plantulas de fresa
micropropagadas. Para la propagacion in vitro dos medios de cultivo con diferentes combinaciones
de reguladores de crecimiento fueron evaluados y para la aclimatacion cuatro ambientes fueron
probados bajo un disefio completamente al azar. EI mas alto porcentaje de tallos enraizados,
nimero de raices y longitud del tallo fue obtenido con LS + 0.2 mg L™ BA. EI mejor ambiente de
aclimatacion fue bajo 75% de sombreo el cual promovi6 la méas alta supervivencia (91.9%),
longitud del tallo (28.1), numero de foliolos basales (7.7) y biomasa fresca total (50.1 g). Estos
resultados podrian facilitar la produccion a gran escala de plantas de fresa generadas en condiciones
in vitro.
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Introduccion

La fresa (Fragaria x ananassa Duch.), es un cultivo de importancia horticola en el mundo. México
fue el segundo exportador internacional de fresa en 2016 con 253 700 t (SAGARPA, 2017),
produccion que fue superada en 2017 al producir en una superficie de 11 132 ha, 390 299 t, donde
Guanajuato contribuy6 con 6.81% (26 597 t), con un rendimiento promedio de 25.8 t ha, que esta
por debajo de la media nacional (38.7 t hal) (SIAP, 2018).

El bajo rendimiento se debe al uso de variedades extranjeras (Davalos-Gonzélez et al., 2017) y por
enfermedades, principalmente virales (Contreras-Paredes et al., 2014) y causadas por Fussarium
oxysporum f. sp. Fragariae (Mariscal-Amaro et al., 2017). Esto es debido a que la fresa solo puede
ser propagada por el método vegetativo que trasmite directa o indirectamente a sus descendientes
estos microorganismos (Boxus, 1999).

Para tratar de contribuir a mejorar las condiciones de produccion del cultivo de fresa en Guanajuato,
en el ultimo lustro se han desarrollado variedades de fresa adaptadas a la regidn agroclimatica de
la region que presentan mayor rendimiento y caracteristicas organolépticas (Davalos-Gonzaélez et
al., 2017); no obstante, la propagacién de las mismas sigue presentando problemas fitosanitarios
lo que dificulta la adopcion de estos materiales por los productores. Para asegurar la obtencién de
plantas libres de enfermedades, de mayor vigor y con alta pureza genética la propagacion in vitro,
representa una alternativa viable, que en fresa ha sido muy estudiada (Calvete et al., 2009; Rekha
et al., 2013; Ling and Wetten, 2017; Diel et al., 2017).

Sin embargo, aunque este método es un proceso muy simple es de gran importancia adaptar los
protocolos de propagacion a variedades mexicanas debido a que cada genotipo tiene una
constitucion genética propia que puede facilitar o complicar su propagacion en condiciones in vitro
Kozai (1991). Ademas, la fase de aclimatacion sigue representando un reto ya que requiere de un
ambiente controlado para lograr el establecimiento ex vitro de las plantas micropropagadas
(Pospiloilové et al., 1999; Jofre-Garfias et al., 2006; Biswas et al., 2008). Condiciones que hacen
incosteables la adopcidn de la tecnologia por parte de los productores de fresa en México. Por lo
que el objetivo del presente trabajo fue evaluar en diferentes ambientes de aclimatacién ex vitro
algunos parametros de condiciones ambientales, desarrollo y respuesta fisiolégica de plantas de
fresa micropropagadas.

Materiales y métodos

Material vegetal

En la primavera de 2017, 200 plantas de fresa de la variedad Nikté aparentemente sanas fueron
colectadas de manera aleatoria de un lote comercial de 1 000 m? establecido en el area de estudio
(Roque, Celaya, Guanajuato, 20° 34° 43’ latitud norte, 100° 49 13’ longitud oeste, altitud 1 767
m). Los puntos de crecimiento fueron removidos, enjuagados bajo agua a chorro por 20 min y
secados sobre papel, toalla estéril. Posteriormente con un escarpelo bajo un microscopio
estereoscopico las yemas apicales (3-5 mm de grosor) fueron removidas de cada punto apical y
usados como explante.
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Desinfestacion de explantes

Los explantes fueron desinfestados con etanol al 80% por 2 min, enjuagados con agua destilada
estéril, secados sobre papel toalla y nuevamente desinfestados con hipoclorito de sodio al 1.5% por
3 min, después fueron enjugados y secados otra vez (Boxus, 1999).

Establecimiento del cultivo

Para el enraizamiento, los meristemos apicales (4 £1 mm de longitud) fueron cultivados en dos
medios de cultivo 1) Medio MS (Murashige and Skoog, 1962) suplementados con 30 g L™ de
sacarosa y 3 g L™ de agar con diferentes variantes de la concentracion de BAP + IBA +GAs (0.1,
1y 01mgL?), BAP + IBA +GA; (0.5, 1y 0.1 mg L) e IBA (1 mg L?); 2) Medio LS
suplementado con 30 g L™ de sacarosa'y 7 g L™ de agar mas BA (0.2 mg L™%). Se us6 como control
ambos medios sin PGRs. El pH del medio fue ajustado a 5.8 antes de agregar el agar previo a la
esterilizacion a 120 °C por 15 min. De cada tratamiento 20 mL del medio fue vaciado en frascos
de 150 mL de capacidad. Cinco repeticiones por tratamiento fueron plantados con cuatro explantes
por repeticion en condiciones asépticas dentro de una cdmara de flujo laminar (ESCO, EQJ/04-
EHC, USA). Los cultivos se mantuvieron por cuatro semanas en una camara de cultivo
(INCUBATOR MOD-818, USA) a 25 £2 °C, densidad del flujo fotonico fotosintético (PPFD) de
60 umol m2 s? (luz blanca fluorescente) y un fotoperiodo of 16 h, diariamente. Los tallos fueron
enraizados en medio LS sin hormonas bajo las mismas condiciones ambientales antes descritas.

Aclimatacioén

Las plantas completas (con 2-3 raices y 1 £0.5 cm de longitud) fueron removidas del medio de
cultivo, enjuagadas con agua destilada estéril, secadas sobre toallas de papel estéril y transferidas
a macetas pequefias de plastico de 0.5 L (40 macetas con una planta completa) de 10 cm de didametro
conteniendo una mezcla de turba, perlita y vermiculita (relacion 1:1:1; v/v) previamente
desinfestada a 120 °C por 20 min. Para mantener la alta humedad relativa las macetas fueron
cubiertas con envases de plastico trasparente de 1 L y mismo diametro. Todas las plantas completas
fueron cultivadas bajo las mismas condiciones de la etapa de establecimiento. Los tallos enraizados
(%), nimero de raices, namero de tallos secundarios y la longitud del tallo mas alto (cm) fueron
determinados 20 dias después.

Al final del tratamiento de pre aclimatacion arriba descrito, las plantulas fueron removidas de la
camara bioclimatica y colocadas en un invernadero con malla de 50% de sombreo (Biomalla; Hdpe
monofilament yarn, USA). Después de dos dias dos perforaciones laterales fueron hechas en ambos
lados de los envases transparentes los cuales fueron removidos al tercer dia. En condiciones
ambientales sin control de temperatura y humedad las plantas fueron irrigadas cada dos dias
(Schiappacasse et al., 2006). En un disefio completamente al azar, cuatro tratamientos fueron
establecidos: 1) 50% de sombreo con malla (10 x 5 hilos cm), (2) 75% de sombreo con malla (17
x 5 hilos cm), (3) cobertura plastica de polietileno con 70% de transmisibilidad y (4) a campo
abierto (control). En cada ambiente se colocaron 10 macetas (repeticiones) con una planta. Durante
el proceso de aclimatacion las maceras fueron regadas tres veces por semana, y se aplicé 50 mL de
la solucion de Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) dos veces por semana.
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En cada ambiente se monitoreo la temperatura (°C) y humedad relativa (HR) cada 30 min, con
un HOBO 8K (Onset Computer Corporation, USA). La temperatura media, minima y maxima
fueron registradas y calculadas. Ademas, la PPFD se midié al medio dia en condiciones de cielo
abierto, 20 cm por encima del estrato superior de la planta en tres dias elegidos aleatoriamente
durante el periodo experimental (mayo 15, junio 12 y julio 17) con un sensor cuantico (LI1-190SA,
LICOR, USA).

Evaluacion de las plantulas

El porcentaje de supervivencia (SV), longitud del tallo (LT; medida del nivel del sustrato al apice
de la hoja més larga, cm), nimero de foliolos basales (NFB), biomasa fresca total (BFT, incluye
hojas y raices) de cinco plantas elegidas al azar por tratamiento 40 dias después. Para checar la
temperatura de la hoja en los diferentes tratamientos, en julio 2018, la temperatura de la hoja mas
ancha y larga (de seis plantas bien hidratadas) fue medida con un termometro de infrarrojo
(TN408LC ZyTemp, USA) al medio dia con cielo despejado y sin viento.

Anélisis estadistico
Las variables respuesta fueron sometidas a un analisis de varianza con el programa estadistico SAS

(SAS Institute, 2009) y a comparacién de medias por Tukey (p< 0.05). Las variables medidas en
porcentaje fueron transformadas con la formula arcseno vV (100/X).

Resultados y discusion
Establecimiento del cultivo

El tratamiento de LS con 0.2 mg L de BA present6 el mas alto nimero de tallos enraizados (90%),
namero de raices (4.3) y produjo las plantas con tallos més largos (2.85 cm) (Figura 1B), seguido
de los tratamientos con MS + BAP + IBA +GAgs, mientras que los medios control con MS y LS no
presentaron desarrollo (Cuadro 1).

Cuadro 1. Efecto de los tratamientos con PGRs sobre la produccion de plantulas de fresa después
de 20 dias de incubacion in vitro y 15 dias en sustrato.

Tratamiento (mg L™) g}l:;?'zssotsal(tzsj NGm. de raices Lg:%t?g”?)el
MS + BAP (0.1) + IBA (1) +GA3 (0.1) 45 +4.4b 2.6+04D 1.7+0.2b
MS + BAP (0.5) + IBA (1) +GAs (0.1) 40£5.7b 1.2+06¢ 16+0.2b
MS + IBA (1) 20£2.7 ¢ 0x0d 0+0c
LS + BA (0.2) 90+2.2a 43+0.3a 28+05a
Control 1 (MS sin PGRs) 0+0d 0+0d 0+0c
Control 2 (LS sin PGRs) 0+0d 1.6 £0.4 bc 1.4+£0.2Db

NTE= nimero de tallos enraizados; NRPP= nimero de raices por plantula; LT= longitud del tallo. Las medias con
error estandar + dentro de la columna seguida por la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, p<0.05).
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Figura 1. Etapas de micropropagacion de plantulas de Fragaria x ananassa Duch. (Var. Nikté). A)
planta donante usada para la obtencion de explantes; B) explante de fresa con desarrollo
foliar y raiz después de 40 dias en medio de inducciéon (LS + BA 0.2 mg L™?); C) plantula de
45 dias de edad en periodo de pre-aclimatacion (25 +1 °C y 60% HR); D) plantas en periodo
de pre-aclimatacion, con perforaciones laterales en cubierta plastica para el control de HR.

En investigaciones realizadas por otros autores (Boxus, 1999; Hanhineva et al., 2005; Jan et al.,
2013) se indica que el 4cido indol butirico (IBA) en concentraciones de 0.5-2 mg L™ se logra la
regeneracion de plantulas de fresa a partir de meristemos apicales, lo que se corrobora con los
resultados encontrados en este estudio a una tasa de regeneracion menor (40-45%) que la obtenida
con el uso de BA (6-benzyl-adenina) donde se alcanzé 90% de tallos enraizados.

El BA resulté ser el regulador de crecimiento responsable de la mejor proliferacién de tallos como
lo indicaron Jofre-Garfias et al. (2006). En horticultura, las auxinas se usan para promover el
enraizamiento porque estimulan la division celular en el cambium y la diferenciacion en el xilema
y floema (Beyl y Trigiano, 2008) y como esperado en el control (sin reguladores de crecimiento)
no hubo desarrollo debido a que la concentracion enddgena de PGRs en el explante fue insuficiente.

Aclimatacion

Durante los 15 dias dentro de la cAmara bioclimatica 100% de las plantulas sobrevivieron, algunas
plantas mostraron elongacion del tallo y emision de brotes (Figura 1C). Resultados similares fueron
reportados en fresa (Debnath, 2005) y en otros cultivos (Rohr et al., 2003). Después de remover la
cobertura plastica, todas las plantas sobrevivieron durante siete dias bajo sombreo (malla de 75%),
sin presentar desarrollo aparente (Figura 1D). Preece y Sutter (1991); Roberts et al. (1990)
recomiendan que para maximizar la supervivencia después de transferir las plantulas a condiciones
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in vivo, es necesario asegurar un periodo de 2-4 semanas con alta humedad relativa. Asimismo,
Debnath (2005) indica que para alcanzar una tasa de supervivencia y rapida aclimatacion en
condiciones de invernadero se debe mantener la humedad relativa de 90-95%. Este método ha sido
usado para la aclimatacion exitosa de gladiolus grandiflorus (Gonzélez et al., 2014).

En los ambientes evaluados la temperatura media y maxima del aire fue similar a la intemperie y
bajo cubierta plastica y en promedio 5.5 °C maés baja en malla sombra de 50 y 75% (Cuadro 2). La
temperatura minima fue similar en todos los ambientes (11.7-14.9 °C).

Cuadro 2. Temperatura media, humedad relativa y PPFD en cuatro ambientes de aclimatacion
de plantulas de fresa micropropagadas durante 60 dias.

. Tempefat.ura (°C) _ HR (%) PPFI_D2 ;
Media Maxima Minima (umol m™= s™)
Sombreo con malla 50% 201+0c 30.7+0b 125+0.2b 478+06b 953.2+36.4Db
Sombreo con malla 75% 19.9+04d 28.1+0.2c 11.7+04b 54.2+0.8a 418.6+16.7a

Ambiente

Cobertura plastica 26.3+0a 36.3+0.3a 14.9+0.3a 54.9+04c 1282.4+46.5c
Campo abierto (control) 256+0b 36.1+0.1a 12.1+0.3b 419+0.4c 1940.2+21.8d
LSD 0.6 0.5 0.9 4.2 116.2

Las medias con error estandar + dentro de la columna seguida por la misma letra no son significativamente diferentes
(Tukey, p <0.05). HR= humedad relativa; PPFD= densidad del flujo fotdnico fotosintético; DMS= diferencia minima
significativa.

En este sentido, Boxus (1999) reporta que la temperatura maxima para el crecimiento de fresa es
de 22 °C de dia y de 15 °C de noche, por lo tanto, la aclimatacion de fresa en los ambientes
evaluados en la época de primavera-verano en El Bajio Guanajuatense es posible. Sin embargo, a
la intemperie este proceso es mas complicado ya que no solo la temperatura es crucial para la
aclimatacién, sino que la humedad relativa es de alta importancia (Kozai, 1991).

Al respecto, en los ambientes la HR mas baja se registrd a la intemperie (41.9), mientras que bajo
malla sombra la HR fue superior al 50%. En el ambiente con 75% de sombreo (Cuadro 3) la mayor
altura de planta (AP) posiblemente fue debido a la menor PPDF (418.6 pmol s m2; Cuadro 2) y
basado en el hecho de que la fresa obtenida in vitro es muy sensible a los cambios drasticos de
temperatura y radiacion (Laforge et al., 1991). Esta es la razon por la que en ambientes con alta
PPDF, o0 a la intemperie (1940.2 umol s m2) la LT se reduce (Cuadro 3, Figura 2A y 2B).

Cuadro 3. Variables de crecimiento de plantulas de fresa de 60 dias de edad micropropagadas
bajo cuatro ambientes de aclimatacion.

Tratamiento SV (%) LT (cm) NFB (#) BFT (g) TH (°C)

Sombreo con malla 50% 80.1+0b 247+0a 75+02ab 471+1b 234+04c
Sombreo con malla 75% 919+04a 28.1+0.2a 7.7+04ab 50.1+15a 21.8+0.7c

Cobertura plastica 26.3+0c 16.3+0.3b 8.1+0.3a 19.7+08d 30.1%la
Campo abierto (control) 56+0d 16.1+0.1b 4.1+03b 235+1.2c 28.6+1.2b
DMS 0.6 0.5 0.9 10.2 6.05

SV= supervivencia, LT= longitud del tallo més alto; NFB= nimero de foliolos basales; BFT= biomasa fresca total.
TH= temperatura de la hoja. Las medias con error estandar + dentro de la columna seguida por la misma letra no son
significativamente diferentes (Tukey, p< 0.05).
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Figura 2. Etapas de aclimatacion de plantulas de Fragaria x ananassa Duch. (Var. Nikte). A) plantulas
en aclimatacién bajo sombreo de 75%; B) planta de 10 meses de edad en produccion en
invernadero; y C) planta de la variedad Nikté en etapa de propagacion.

En este sentido, Laforge et al. (1991) indican que la PPDF Optima para el desarrollo de fresa es de
1 650-3 000 umol s m? y para la aclimatacion exitosa la PPDF debe ser incremental a partir, de
los 300 umol s m™. Lo que se corrobora con la mayor SV obtenida en los ambientes donde la
PPDF fue menor (Cuadro 2). La alta acumulacion de biomasa se presentd en dias largos con
temperaturas frescas (19-21 °C). En el tratamiento a la intemperie se registré lamas baja LT y BFT
debido al bajo desarrollo, senescencia prematura de las plantas (Cuadro 3) y a los dias con
temperatura mayor o igual a 36 °C (26 °C es la temperatura maxima de crecimiento para fresa)
(Déavalos-Gonzélez et al., 2011). Silva et al. (1994) menciona que el fraccionar la intensidad
luminosa es un factor que mejora la eficiencia de la aclimatacion mientras que el exceso de luz
induce fotoinhibicién y desecacion (Pospisilova et al., 1999).

Evaluacion de plantulas
Supervivencia

Hubo diferencias significativas (p< 0.05) para la supervivencia (Cuadro 3, Figura 2 C). La mas alta
SV (91.9%) se obtuvo bajo malla sombra del 75%, seguido del ambiente con sombreo de 50%; sin
embargo, bajo sombreo de 75% se obtuvieron las plantas con las mejores caracteristicas, opuesto
a esto en el ambiente a la intemperie 94.4% de las plantas muri6. La pobre aclimatacion en el
testigo fue debido al maximo de temperaturas registradas (> 30 °C), la cual causé desecacion en
las plantas lo que incremento la mortalidad.

Es conocido que la alta tasa de mortalidad en plantas obtenidas in vitro ocurre cuando las plantas
estan en ambiente controlado y son movidas a un ambiente no controlado (Gonzélez et al., 2014)
y esto particularmente ocurre cuando las plantas son transferidas a condiciones naturales (25.6 +2
°C). Rohr et al. (2003) indican que el mayor problema de supervivencia (SV) es la carencia de
vigor de la planta y la necrosis de la plantula se debe a la excesiva pérdida de humedad por efecto
de la temperatura durante la transferencia de plantas micropropagadas en condiciones in vitro (alta
humedad relativa; HR) a condiciones ambientales con bajos niveles de HR.

Jofre-Garfias et al. (2006) reportan una tasa de supervivencia de plantulas de fresa 93% después
de una semana de ser transferidas y 90% después de cuatro semanas, tasa de SV similar a la
encontrada en nuestro estudio en condiciones similares, pero con manejo diferente en la
aclimatacion ya que proponemos la aclimatizacion en dos fases: 1) pre-aclimatacion en condiciones
controladas; y 2) bajo malla sombra de 75%.
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Bajo sombreo de 50 y 75% las hojas mostraron una temperatura de 21-23 °C (Cuadro 3), 4 °C
menos que la temperatura maxima de crecimiento reportada para el crecimiento de la fresa.
Temperatura que dio mejor resultado ya que las plantas no sufrieron estrés por calor. Mientras que
las plantulas bajo cobertura plastica al ser sometidas a temperatura mayor a 26 °C se deshidrataron
por estrés de calor ya que las plantulas en estas condiciones no pueden regular la traspiracion de
las estomas y facilmente se deshidratan y mueren (Hazarika, 2006; Beyl y Trigiano, 2008).

Conclusiones

En este estudio fueron aplicadas técnicas basicas y nuestros resultados demostraron que la
aclimatacion ex vitro podria ser exitosa sin cultivar las plantas micropropagadas en condiciones de
invernadero. Por lo que, estos resultados podrian contribuir a facilitar la produccion a gran escala
de plantas de fresa generadas en condiciones in vitro.
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