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Abstract

J. Selva Andina Res. Soc.

Strawberry farmers indicate that yields are low compared to other countries. This effect is due to the fact that the
2017; 8(1):69-82. Y y P Y

plant seedlings that come from stolons since the strawberries are propagated asexual. This conventional form of
reproduction has disadvantages such as: decreased yield, loss of fruit quality. An alternative to solve this problem is
micropropagation.

Historial del articulo.

Recibido febrero, 2016. The present research evaluated the in vitro behavior of two varieties of strawberry (Oso Grande and Sweet Charlie)

iﬁl,‘if;é%??v'.i”%i'riz géfe from leaf segments with different degrees of maturation (juvenile and adult) in two periods of introduction. To

Disponible en linea, febrero, 2017, induce in vitro propagation, the culture media were supplemented with growth regulators, using two concentrations
Editado por: 4.54 and 9.08 puM of thidiazuron with the combination of three concentrations of 0, 0.98 and 2.5 pM of acid
Selva Andina Indolebutyric acid.

Research Society Explants of leaf segments showing juvenile tissues (May) came to form buds. The same did not occur with those
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that came from adult tissue (June), so it can be noted that those that came from juvenile tissue had a better response

in vitro.

It was determined that the combination of 9.08 uM thidiazuron and 0.98 puM indolbutyric acid was the most suitable

for the in vitro propagation of leaf sections of strawberry leaves in both varieties, since in this medium more

Key words:

Tidiazuron,
cell aggregates,
callogenesis,
explants.

formation was obtained Of cell aggregates, for the formation of outbreaks compared to the other treatments.

© 2017. Journal of the Selva Andina Research Society. Bolivia. All rights reserved.

Introduccion

La reproduccion vegetativa, mediante los métodos
tradicionales es escasa para las necesidades actua-
les, a razon de que estos pueden persistir mayor
tiempo y son dificiles en algunos casos, 0 a veces
inviables. Debido a estas limitaciones se descubrid
gue las plantas pueden ser clonadas mas rapidamen-
te in vitro por métodos de micropropagacion (Pierik
1990). La micropropagacién es una rama de la bio-
tecnologia que brinda considerables posibilidades,
la mas relevante es acelerar la multiplicacion vege-
tal de manera masiva en un espacio reducido con
costos relativamente bajos, para satisfacer la de-
manda de material vegetal (Mronginski & Roca
1991).

Las plantas de frutilla provenientes de cultivo de
tejidos producen mayor nimero de estolones que las
plantas propagadas por métodos tradicionales, sien-
do uniformes, sobreviven mejor en el campo (Boxus
et al. 1984). Los explantes para el cultivo de tejidos
de frutilla pueden provenir de corona o estolones,
aunque es mas facil la extraccion, desinfecciéon de
explantes de estolones (Villegas 1990).

En un estudio realizado por Mamani-Sanchez
(2005) en micropropagacion en frutilla (Fragaria
ananassa Duch.,) en variedades (Oso Grande y
Sweet Charlie) determin6, explantes de estolones se
regeneraron en menor tiempo, en comparacion a los

de coronas, ademas determind, medios apropiados
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para la fase de multiplicacién, Medio basal de Mu-
rashige & Skoog (M.S.) suplementando acido in-
dolbutirico (AIB) y bencil amino purina (BAP) para
ambas variedades También determind que para la
fase de enraizamiento los medios M.S., diluidos al
50% y 75% promovieron crecimiento, desarrollo en
las raices y follaje.

A nivel internacional se han realizado investigacio-
nes sobre el potencial de regeneracion de discos de
hoja de frutilla (Fragaria ananassa Duch.) a traves
de embriogénesis directa, determinandose resulta-
dos positivos con explantes de discos de hoja que se
cultivaron en M.S., como tratamiento refrigeracion
y oscuridad (Landi & Mezzetti 2005). Por otro lado
en diferentes variedades se lograron resultados in-
corporando al medio de cultivo un regulador de
crecimiento (RRCC), una citocinina para la regene-
racion, tidiazuron (TDZ) para la brotacion de discos
de hojas de frutilla (Husaini & Abdin 2007).

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue
evaluar el efecto de dos niveles de tidiazuron con y
sin el &cido indolbutirico, en la propagacion in vitro
de dos variedades de frutilla (Fragaria ananassa
Duch.,) a partir de secciones foliares. Ademas: i)
comprobar la respuesta a la introduccion in vitro de
secciones foliares provenientes de tejidos con dife-
rentes grados de maduracion (juvenil y maduro), en
dos variedades de frutilla: Oso Grande y Sweet
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Charlie, ii) determinar el efecto de diferentes con-
centraciones de tidiazuron sobre la propagacion in
vitro de secciones foliares de dos variedades de
frutilla, iii) determinar el efecto de diferentes con-
centraciones de &cido indolbutirico sobre la propa-
gacion in vitro de secciones foliares de dos varieda-
des de frutilla.

Materiales y métodos

Material vegetal. Se utilizaron dos variedades de
frutilla: Oso Grande y Sweet Charlie, las que fueron
colectadas de la carpa solar de la Facultad de Agro-
nomia de la UMSA en el Campus Universitario de
la Universidad Mayor de San Andrés (UMSA).

Tabla 1 Tratamientos resultantes de las combinaciones
de factores y niveles para la organogénesis de las seccio-
nes foliares de las variedades de frutilla: Como resultado
de las combinaciones de los tres factores de estudio fue-
ron 12 tratamientos con 10 repeticiones haciendo un total
de 120 unidades experimentales, con 1200 secciones
foliares como explantes

Tratamiento TDZ IBA Variedad
1 454uM  OuM Oso Grande
2 4.54 .M 0.98 uM Oso Grande
3 4.54 uM 2.5 uM Oso Grande
4 4.54 uM 0 uM Sweet Charlie
5 4.54 .M 0.98 uM Sweet Charlie
6 4.54 uM 2.5 uM Sweet Charlie
7 9.08 M 0pM Oso Grande
8 9.08 uM 0.98 uM Oso Grande
9 9.08 uM 2.5 uM Oso Grande
10 9.08 M 0 pM Sweet Charlie
11 9.08 uM 0.98 uM Sweet Charlie
12 9.08 M  2.5uM Sweet Charlie

Fase de laboratorio

Preparacion de medio de cultivo: El medio basal
gue fue utilizado para la fase de establecimiento fue
el M.S., formulado por Murashige & Skoog (1962),
compuesto por cinco soluciones: stock macronu-
trientes, micronutrientes, cloruro de calcio, quelatos
de hierro, vitaminas y amino acidos. Para la fase de
establecimiento de secciones foliares de frutilla, el
71

medio de cultivo utilizado fue al 100% de la con-
centracion del medio basal M.S., afiadiendo las va-
riaciones de los RRCC Tabla 1. (AIB y TDZ) de
acuerdo con los tratamientos propuestos.

Al medio M.S., se afiadieron 30 g L™ de azlcar
(sacarosa comercial), ajustando el pH a 5.7+0.1
adicionandose bacto agar como agente gelificante,
en una concentracion de 5 g L™, posteriormente se
procedio a distribuir el medio de cultivo, 5 mL de
medio en los tubos de ensayo de 25*150 mm, luego
fueron cubiertos con papel aluminio para su protec-
cién de una contaminacion (figura 1). Finalmente se
colocaron en frascos de vidrio de (300 y 500 mL)
para su autoclavado a 120 °C y 15 PSI durante 15
min, luego fueron almacenados en la camara de
crecimiento. (Figura 2).

Figura 1 Preparacion de medio de cultivo: a) Ajuste del
pH, b) Calentamiento del medio de cultivo, c) Distribu-
cion del medio, d) Tapado con papel aluminio a los tubos
de ensayo
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También se preparé un medio de cultivo M.S., al
50% de concentracion para el refrescamiento y des-
carga de RRCC de los explantes a la semana 10. A
este medio se le afiadi6 30 g L™ de azicar (sacarosa
comercial), 5 g L™ de bacto agar y ajustando el pH a
5.7+0.1 sin RRCC.

Figura 2 Autoclavado y almacenamiento del material
para su traslado a la sala de crecimiento

Establecimiento in vitro de frutilla. Se realizaron
dos introducciones de secciones foliares para la fase
de establecimiento, la 1™ introduccién fue tejido
foliar juvenil colectadas en un periodo de transicion
en mayo, para la 2% fue tejido foliar maduro reco-
lectas en junio en donde las plantas estaban en
estrés a razon del inicio del invierno.

Lavado y desinfeccion de explantes. Las hojas reco-
lectadas de la carpa solar, primeramente fueron
lavadas con agua corriente, para su desinfeccion las
hojas de frutilla fueron sumergidas en alcohol al
70% mas Il gotas de detergente liquido (agente
tenso activo) durante 3 min, seguidamente se trans-
firieron a una solucion de hipoclorito de sodio (Na-
CIO) al 2% que contenia Ill gotas de detergente
liquido por un lapso de 8 min, de acuerdo a Han-
hineva et al. (2008).

Proceso de introduccién de los explantes al medio
de cultivo. A partir de este procedimiento todo el
trabajo se realiz6 en la camara de flujo laminar,
previamente esterilizada, con irradiaciones de luz

UV-baja durante 15 min. Una vez desinfectada las
hojas de frutilla, se realizo tres enjuagues con agua
destilada estéril. Previo a la siembra, se hicieron
cortes transversales a lo largo de la vena central de
la hoja de un didmetro aproximado de 0.5 * 1.0 cm,
estos explantes de secciones foliares fueron coloca-
dos con la superficie del envés en contacto con el
medio de cultivo Figura 3, en cada uno de los tubos
de ensayo de acuerdo con los diferentes tratamien-
tos establecidos (con un total de 600). Posteriormen-
te, los tubos fueron sellados con papel aluminio,
plastifilm y rotulados (Figura 4), para finalmente
colocarlas en gradillas y llevadas a la camara de
crecimiento colocados en un lugar donde no llegue
luz directa (intensidad luminica de 0.75 pmolm-2s’
') durante las 10 primeras semanas con el fin de
reducir la oxidacion y a una temperatura media de
24 °C.

Figura 3 Establecimiento del explante: a) Enjuagues de
las hojas con agua destilada estéril dentro la camara de
flujo laminar, b) Tejido foliar que fue utilizado para la
obtencidn de explantes, c) Cortes transversales a lo largo
de la vena central de la hoja, d) Cortes de secciones folia-
res para la introduccion a los medios de cultivo
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Figura 4 Explantes de secciones foliares cultivados con
la superficie axial en contacto con el medio

Luego de 10 semanas, todos los explantes se cam-
biaron a un medio de cultivo M.S., al 50% para la
descarga y mantenimiento viable del explante, los
que fueron colocados en la camara de crecimiento
por 5 semanas con un fotoperiodo de 16/8
(luz/oscuridad). La evaluacion del presente trabajo
de investigacion fue por un periodo de 30 semanas
Figura 5.

Andlisis estadistico. Las variables contaminacion,
oxidacion y sobrevivencia; se utilizo el disefio com-
pletamente al azar (DCA) con arreglo bifactorial
(tipo de tejido y variedad) con 20 réplicas y para la
evaluacion del efecto de los diferentes tratamientos
de medios de cultivo y la respuesta de dos varieda-
des para su introduccién a condiciones in vitro, se
utiliz6 un arreglo lineal trifactorial con 10 repeticio-
nes por tratamiento. Con sus respectivos analisis de
varianza (ANOVA). Cuando se encontraron dife-
rencias significativas entre los tratamientos de AIB,
se aplico una prueba Duncan (a=0.05) para realizar
comparaciones multiples. La informacién se analizd
empleando el programa estadistico (Mstatc-C 1998).
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Figura 5 Cambio de medio de cultivo de los explantes a
un medio de cultivo con M.S., al 50%: a) Explante con
brote, el mismo que es transferido a un medio de cultivo
para su refrescamiento, b) Explante con agregado, el
mismo que es transferido a un medio de cultivo para su
refrescamiento

Resultados

Efecto de dos tejidos foliares (juvenil y adulto) y
variedades de frutilla, para su establecimiento en
condiciones in vitro

Porcentaje de contaminacion bacteriana y fungica

Figura 6 Porcentaje de contaminacién bacteriana y
fangica de dos tejidos foliares (juvenil y maduro) de
frutilla
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Figura 7 Porcentaje de contaminaciéon bacteriana y
fingica en dos diferentes variedades de frutilla
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Porcentaje de oxidacion

Figura 8 Porcentaje de oxidacion en dos tejidos foliares
(juvenil y adulto) de frutilla
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Efecto para la organogénesis de las secciones folia-
res de las variedades de frutilla:

Inicio y porcentaje de enrollamiento del explante
(secciones foliares) para la formacion del callo

Figura 9 Enrollamiento de secciones foliares para la
formacion del callo

Proliferacion celular del callo
Inicio de formacion de agregados en los callos

Figura 10 Inicio de formacién de agregados en los callos
de tejido foliar juvenil en funcién de diferentes concen-
traciones de TDZ
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Figura 11 Formacién de agregados en los callos de tejido
foliar juvenil, en funcion de diferentes concentraciones
de TDZ
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Figura 12 Formacién de agregados en los callos de tejido
foliar maduro, en funcién de diferentes concentraciones
de AIB
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Figura 13 Numero de agregados del callo de tejido foliar
juvenil, en funcion de dos variedades de frutilla, concen-
traciones de TDZ y AIB
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Figura 14 Forma de los agregados del callo: Agregados
del callo vistas de estereomicroscépio (10X)

Figura 15 Agregados compactos y friables de los callos
de tejido foliar juvenil, en funcién de las concentraciones
de TDZ
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Figura 16 Callos con agregados compactos y friables
Izg.: Callo con agregado compacto; Der.: Callo con
agregado friable
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Formacion de brotes a partir de la masa celular del
callo

Figura 17 Hojas de frutilla: 1zq.: Hojas de plantas jove-
nes; Der.: Hojas de plantas maduras

Figura 18 Formacion de brotes del callo: a) Callo con
formacion de brotes. b) y c) Desarrollo de brotes a partir
de callos provenientes de explantes de secciones foliares
de frutilla vistas en el estereomicroscopio (40X)

Figura 19 Estructuras foliares de los brotes: Desarrollo
de tejido foliar de brotes a partir de callos provenientes
de explantes de secciones foliares de frutilla vistas en el
estereomicroscdpio (40X)

Inicio y formacion del brote

Figura 20 Efecto de la interaccidn de las concentraciones
de TDZ y AIB, para el inicio de brotes
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Figura 21 Efecto de la interaccion de las concentraciones
de TDZ y AIB para la formacién de brotes
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Figura 23 Efecto de la interaccion de las concentraciones
de TDZ y AIB para el nimero de brotes por callo
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Figura 24 Efecto de la interaccién de las concentraciones
de TDZ y AIB para la mayor altura de brotes
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Discusion

Efecto de dos tejidos foliares (juvenil y adulto) y
variedades de frutilla, para su establecimiento en
condiciones in vitro. Las dos variedades que se tra-
bajé en la introduccion en condiciones in vitro, se
realiz6 este procedimiento en dos momentos fi-
sioldgicos diferentes del tejido foliar, utilizando:
estado juvenil (introduccién mayo) y maduro (intro-
duccion junio).

Porcentaje de contaminacion bacteriana y fungica
El analisis de datos fue evaluado la semana 6, por-
que la contaminacion varié hasta esa semana. El
resultado de dos tejidos foliares de frutilla en condi-
ciones in vitro Figura 6, cuando se utilizd hojas
77

juveniles para la 1™ introduccion la contaminacién
general (bacteria, hongo) fue 71%, teniendo 56% de
contaminacion bacteriana, mientras la 2% introduc-
cién en junio con hojas maduras la contaminacion
general fue menor de un 54%, presentando 39% de
contaminacion bacteriana. Posiblemente este resul-
tado estuvo influenciado por la inmersion de las
hojas de frutilla en la desinfeccion, es decir, que
para la 1™ introduccion, en mayo, en el momento de
la desinfeccién las hojas estaban muy comprimidas
en las soluciones de desinfeccion de etanol e hipo-
clorito de sodio, porque se utilizaron menos solu-
ciones desinfectantes. Para la 2% introduccion, en
junio, la desinfeccion de las hojas de frutilla fue con
bastante cantidad de solucion de etanol e hipoclorito
de sodio, evitando de esta manera que las hojas
estén muy comprimidas. Al respecto, Muller (2006)
indica que es muy importante el contacto del desin-
fectante sobre la superficie del explante, de esta
manera se obtiene una desinfeccion, ademas, no se
debe descuidar el método de siembra del explante,
debido al efecto de densidad del desinfectante para
la introduccion, en este sentido explica que es nece-
sario aplicar elevadas cantidades del agente desin-
fectante, al presentar una alta densidad de explantes.
Para el factor que corresponde a las variedades (Fi-
gura 7), la variedad Oso Grande presenté mayor
contaminacion general (bacteria y hongo) para am-
bos tejidos foliares de un 68% en comparacion con
la variedad Sweet Charlie la que presentd 57%. La
diferencia de los resultados posiblemente esté in-
fluenciada por el tamafio del explante. Scott et al.
(1974) indican que el tamafio de las hojas de frutilla
varia segln la variedad, la variedad Oso Grande
presenta hojas mucho mas grandes que la variedad
Sweet Charlie. Por su parte Jiménez (1998) mencio-
nan que el tamafio del explante es muy importante
en la desinfeccion debido a que mientras cuanto méas
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grande sea el explante mayores son los riesgos de
contaminacion. Al respecto Mamani-Sanchez
(2005) indica que la alta pubescencia de los tejidos
y su contacto directo con el suelo inducen a una alta
contaminacion de los explantes de frutilla, espe-
cialmente cuando éstos son extraidos de plantas
provenientes de campo.

Porcentaje de oxidacion. Al igual que la anterior
variable de estudio, estos datos fueron evaluados en
la semana 6, por los mismos motivos presentados,
Figura 8 se evidencia que mayor porcentaje de oXi-
dacion entre los diferentes tejidos se presentd en
hojas maduras, un 30% en comparacion con hojas
juveniles 24%. Asi mismo, en hojas de tejido juve-
nil, 24% de oxidacion, 2% murié por oxidacion, las
hojas de tejido maduro 30% de oxidacién, 4% mu-
rié por la misma razon. En el presente estudio, los
explantes (secciones foliares de frutilla) luego de la
fase de establecimiento, fueron colocados en la sala
de crecimiento en lugares donde recibian sélo luz de
reflejo a razén de reducir la oxidacion durante las
10 primeras semanas. Al respecto George & She-
rington (1984), indican que la oxidacién de fenoles
se incrementa con la luz, por lo que es conveniente
mantener los explantes en la oscuridad unos dias o
con una intensidad luminica baja.

Formacién de brotes. Es importante mencionar que
de acuerdo con las evaluaciones se lleg6 a observar
el desarrollo de brotes Gnicamente en tejidos (juve-
niles) provenientes de la 1™ introduccién, para am-
bas variedades (Oso Grande y Sweet Charlie).
Efecto para la organogénesis de las secciones folia-
res de las variedades de frutilla:

Inicio y porcentaje de enrollamiento del explante
(secciones foliares) para la formacién del callo. El
enrollamiento del explante para la formacion de
callo se da de igual manera en las variedades y to-
dos los tratamientos con TDZ y AIB. Al mismo

tiempo, se observo que el enrollamiento del explan-
te (figura 9) empez6 desde la semana 3 para ambos
tejidos foliares (juvenil y maduro) hasta aproxima-
damente la semana 7. Este resultado se debe al efec-
to del contacto de la parte axial de la seccién foliar
con el medio y por los cortes de forma transversal a
lo largo de la vena central de las hojas. Los resulta-
dos son respaldados por landi & mezzetti (2005)
quienes indican que las laminas de hojas de frutilla
se cortan a lo largo de la vena de la hoja y se cultiva
con la superficie axial en contacto con el medio para
la regeneracion.

Proliferacion celular del callo

Inicio de formacion de agregados en los callos. En
la Figura 10 para las distintas concentraciones de
TDZ el inicio de formacion de agregados en los
callos se da mucho antes con la concentracion mas
alta de TDZ (9.08 uM) empezando en la semana 7,
en comparacion con la otra concentracion de TDZ
(4.54 puM) que empezé la semana 9 mucho después.
Asi, se puede determinar que el tratamiento de 9.08
UM de TDZ es el mejor, ya que con esta concentra-
cion los agregados del callo se iniciaron antes. Hur-
tado & Merino (1987) indican que las respuestas del
callo en un cultivo estan en relacion con el origen
del tejido usado para la induccion y de la composi-
cion del medio de cultivo.

Formacion de agregados en los callos. En la Figura
11 mediante la comparacion de medias, se evidencia
que el medio con la concentracion 9.08 uM de TDZ
presentd6 mayor formacion de agregados en los ca-
llos 97%, en relacion con la concentracion 4.54 uM
de TDZ de 88%. Este resultado indica que en los
medios de cultivo con la concentracién de TDZ 9.08
MM, la mayoria de los callos provenientes de sec-
ciones foliares presentaron agregados. Es probable
que los promedios altos de estos resultados se deban
a que el crecimiento del callo esté relacionado con
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el medio de cultivo, en cuanto a su composicién de
RRCC, como indica Dodds & Bar-Joseph (1983).
La prueba Duncan al 0.05% muestra que no existen
diferencias estadisticas entre los medios que contie-
nen 0.98 y 2.5 uM de AIB respectivamente, resul-
tando a la vez mejores, respecto al medio sin AIB
en cuanto a la formacion de agregados de los callos
(Figura 12). Cabe recalcar que la semana 11 todos
los explantes fueron transferidos a otro medio nuevo
M.S., al 50%, sin RRCC, con el fin de refrescamien-
to y descarga de RRCC de los explante. Hurtado &
Merino (1987) mencionan que el callo toma de 3a 8
semanas para alcanzar el tamafio suficiente, y para
cambiar a otro medio nuevo ya que es necesario la
transferencia a un medio nuevo con frecuencia,
porque la falta de transferencia lleva irremediable-
mente al debilitamiento, intoxicacion y muerte del
tejido. Por su parte Landi & Mezzetti (2005) indican
gue es muy importante la transferencia de los callos
provenientes de secciones foliares de frutilla a un
nuevo medio s6lo con M.S., a una concentracion de
50% con el fin de ofrecer refrescamiento de los
callos.

Namero de agregados del callo. La prueba de Dun-
can al 0.05% muestra que se destacan 3 interaccio-
nes, una es la obtenida entre Oso Grande con 9.08
UM de TDZ y 0.98 uM AIB donde se registro el
menor nimero de agregados por callo (19) de todos
los tratamientos evaluados. Por otro lado, los trata-
mientos de 9.08 uM de TDZ y 0.98 uM AIB del
mismo modo para TDZ 9.08 uM y 2.5 uM AIB
ambos para la variedad Sweet Charlie presentaron
mayor nimero de agregados por callo con 49 y 51
respectivamente. El resto de los tratamientos tuvo
un comportamiento similar entre ellos (Figura 13).
Cabe recalcar que en esta variable se utiliz6 una
lupa para contabilizar el nimero de agregados del
callo. También en la evaluacion de esta variable se
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determind que los agregados fueron circulares de un
tono de color verde (Figura 14). Al respecto Hurta-
do & Merino (1987), indican que la coloracion del
tejido también varia: aun derivando de la misma
especie, se pueden presentar callos que carecen de
pigmentacion, mientras otro pueden ser de diferen-
tes tonos de verde, amarillo, café y rojo.

Porcentaje de agregados compactos y friables de
los callos de dos tejidos foliares (juvenil y maduro).
En la Figura 15 los medios de cultivo con la concen-
tracion de 9.08 UM de TDZ obtuvieron mayor por-
centaje 92% de callos con agregados compactos y a
la vez el menor porcentaje de agregados friables
8%, en comparacion con el otro tratamiento de
TDZ. Los resultados de estas variables de agregados
friables y compactos determinan que el mejor tra-
tamiento es la concentracion 9.08 UM de TDZ a
razén de obtenerse mayor porcentaje de agregados
compactos con esta concentracion de TDZ, también
un menor porcentaje de agregados friables. Se debe
recalcar que los agregados friables fueron dificiles
de manipular por su textura, a la vez estos no llega-
ron a tener una 6ptima reaccion después del cambio
de medio para refrescamiento y descarga de RRCC,
a razén de que los agregados friables se separaron y
dispersaron en el medio al momento del cambio. Al
respecto Hurtado & Merino (1987) indican que los
callos son masas celulares que pueden presentar
diferentes tipos morfoldgicos, los cuales varian
segun la apariencia externa, textura y composicién
celular. También indican que algunos callos son
masas celulares compactas y duras, con células
intimamente unidas, mientras otras forman tejidos
esponjosos con una gran cantidad de espacios inter-
celulares.

También hay recalcar que agregados compactos
presentaron optima reaccion, luego del cambio del
medio a refrescamiento y descarga de RRCC. Al
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respecto, Hurtado & Merino (1987), indican que un
callo homogéneo consiste en un solo tipo celular y
raramente se encuentra. Asimismo indican que los
callos con masas celulares compactas y duras, tie-
nen células intimamente unidas (Figura 16).
Formacion de brotes a partir de la masa celular del
callo. En el presente trabajo de investigacién la
formacion de brotes sélo se dio para la 1™ introduc-
cion realizada con material vegetal de hojas de fruti-
Ila proveniente de tejido joven, estas hojas fueron
un poco mas pequefias en comparacién con las hojas
de la 2% introduccion realizada en junio las que
provenian de plantas mas maduras. Otra caracteris-
tica de diferenciacion fue que las hojas de frutilla
para la primera introduccion eran de un color verde
claro, a la vez por ser tejido joven estas presentaron
un brillo en las hojas, lo cual no se vio en las hojas
de la segunda introduccion (Figura 17).

Al respecto, Mamani-Sanchez (2005) indica que los
explantes tomados de plantas jévenes o zonas en
crecimiento activo tienen un mejor desarrollo que
aquellos de plantas adultas, al mismo tiempo afirma
gue a medida que mas joven y menos diferenciado
el tejido que se va a implantar mejor sera la respues-
ta in vitro. En la formacién de brotes a partir del
callo (Figura 18) se observ6 también la formacion
de tejido foliar en el brote, en donde se determina
que cada formacién de brote presenta una hoja que
posteriormente va desarrollandose (Figura 19).
Inicio y formacion del brote. En la Figura 20 los
medios de cultivo con 9.08 pM de TDZ en combi-
nacion con la concentracion intermedia de 0.98 uM
de AIB indica que el inicio de formacion de brotes
se dio en la semana 21, en comparacion con la con-
centracion 4.54 uM de TDZ en el cual el inicio de
formacion de brote se da en la semana 28. En este
sentido 9.08 UM de TDZ y 0.98 uM de AIB es la
ideal interaccion, generando un inicio de formacion

de brotes mas répido. Al respecto, Landi & Mezzetti
(2005) mencionan que las interacciones entre las
auxinas y citocininas presentan un desarrollo para
las vitroplantas de hojas de frutilla, a la vez el equi-
librio entre las auxinas y citocininas controla la
formacion, brotes y tejido de callo in vitro y afirman
que al trabajar con TDZ y AIB se promueve una
eficiencia de regeneracion de brotes a partir de sec-
ciones foliares de frutilla.

La Figura 21 muestra que los medios de cultivo con
9.08 uM de TDZ en combinacién con la concentra-
cién intermedia de 0.98 uM de AIB, obtuvieron un
50% de formacion de brotes en relacion con la con-
centracion 4.54 uM de TDZ el cual solo llegé a
formar 12%. De esta manera la mejor interaccién
para la mayor formacion de brotes es 9.08 uM de
TDZ y 0.98 uM de AIB. Este resultado concuerda
con Landi & Mezzetti (2005) quienes determinan
gue los explantes de secciones foliares de frutilla
presentaron callos y brotes cuando el TDZ es com-
binado con auxinas.

Numero y altura de brotes por callo. En la presente
investigacion se debe cabe recalcar que el nimero
de brotes por callo aumentd consecutivamente, es
decir que en algunos casos la cantidad de brotes se
compactaba en el tubo de ensayo, siendo esta una
respuesta favorable para una fase de multiplicacion
y obtencién de mayor cantidad de vitroplantas (Fi-
gura 22). Se midi6 la mayor y la menor altura de
brote que se desarrollaron por explante, pero se
presentan solamente los resultados de la mayor altu-
ra porque los resultados generales de la menor altura
son iguales.

En la Figura 23 los medios de cultivo con la concen-
tracion 9.08 uM de TDZ combinado con 0.98 puM
de AIB promovié mayor nimero de brotes por ca-
llo, lo que manifesté una mejor respuesta con un
promedio de 5 brotes por explante, en cambio para
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la concentracién 4.54 uM de TDZ con 0.98 UM de
AIB se formaron brotes por callo pero en cantidades
muy pequefias. Estos resultados presentan similitud
con Husaini & Abdin 2007 quienes indican que el
TDZ a una concentraciéon de 9.08 uM induce la
regeneracion a través de la organogénesis de ex-
plantes de hojas de frutilla y promueve la formacion
de brotes. Por otro lado, Landi & Mezzetti (2005)
determinan que la combinacion de TDZ con 0.98
MM de AIB resulté muy eficaz para la organogéne-
sis con explantes de secciones foliares de frutilla,
promoviendo la formacion de mayor nimero de
brotes.

Mediante los resultados expuestos en la Figura 24 se
observa que los medios de cultivo con la concentra-
cion de 9.08 uM de TDZ combinados con 0.98 pM
de AIB, promovid el mejor promedio de altura de
1.2 cm en comparacion con la concentracion 4.54
UM de TDZ con 0.98 uM de AIB la cual present6
un promedio de altura muy bajo, al igual que las
demas combinaciones de AIB y TDZ. Por su parte,
Hurtado & Merino (1987) indican que las citocini-
nas promueven la division celular, al igual que las
auxinas que ejercen una cierta actividad sobre esta
division y diferenciacion celular. Asi mismo, los
autores sefialan que para lograr el control del tama-
fio y apariencia del tejido u 6rgano, este control esta
regido en gran proporcion por los gradientes de
reguladores de crecimiento.
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