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RESUMEN 

En el cultivo de fresa (Fragaria × ananassa Duch.), se está aplicando técnicas de 

micropropagación in vitro, para obtener plantas libres de enfermedades con altas tasas de 

multiplicación. Para mejorar la eficacia de los protocolos de micropropagación ya 

establecidas, se planteó “evaluar el efecto de las citocininas en la propagación in vitro de 

tres cultivares de fresa (Fragaria x ananassa Duch)”. Para la multiplicación in vitro se 

empleó sales MS (Murashige y Skoog), suplementado con diferentes combinaciones de 

citocininas, (BAP + Zeatina trans; KIN + Zeatina trans y 2iP + Zeatina trans). Para la fase 

de aclimatación, se empleó dos tipos de sustratos (PROMIX; PROMIX + humus de 

lombriz, en proporción 2:1). En los resultados de multiplicación in vitro, se observó que 

el uso de KIN (1 mg L-1) + Zeatina Trans (1 mg L-1) indujo mayor número de brotes por 

explante (18 brotes). El mayor número de hojas y raíces, fue obtenido cuando se empleó 

BAP + Zeatina (ambos 1 mg L-1). En la fase de aclimatación, el sustrato PROMIX, 

presentó mejor desarrollo morfológico, presentando mayor número de hojas, mayor 

número de raíces y mayor valor de índice de clorofila (SPAD). En conclusión, el uso de 

KIN + Zeatina Trans, resultó ser la mejor combinación de fitohormonas, ya que se logró 

el mayor número de brotes por explante. El mejor sustrato para la aclimatación de 

plántulas de fresa, fue el sustrato PROMIX, en el cual se obtuvo el 100% de plantas 

aclimatadas y además tubo mejor desarrollo morfológico. 

Palabras clave: Fragaria × ananassa Duch; propagación in vitro; citocininas; SPAD. 
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ABSTRACT 

In strawberry (Fragaria × ananassa Duch.) cultivation, in vitro micropropagation 

techniques are being applied to obtain disease-free plants with high multiplication rates. 

To improve the efficiency of established micropropagation protocols, it was proposed to 

"evaluate the effect of cytokinins on the in vitro propagation of three strawberry 

(Fragaria x ananassa Duch) cultivars". For in vitro multiplication, MS salts (Murashige 

and Skoog), supplemented with different combinations of cytokinins (BAP + Zeatin trans; 

KIN + Zeatin trans and 2iP + Zeatin trans) were used. For the acclimatization phase, two 

types of substrates were used (PROMIX; PROMIX + earthworm humus, in a 2:1 ratio). 

In the in vitro multiplication results, it was observed that the use of KIN (1 mg L-1) + 

Zeatin Trans (1 mg L-1) induced a greater number of shoots per explant (18 shoots). The 

highest number of leaves and roots was obtained when BAP + Zeatin (both 1 mg L-1) was 

used. In the acclimatization phase, the PROMIX substrate showed better morphological 

development, with a greater number of leaves, a greater number of roots and a higher 

chlorophyll index value (SPAD). In conclusion, the use of KIN + Zeatin Trans proved to 

be the best combination of phytohormones, since the highest number of shoots per explant 

was achieved. The best substrate for acclimatization of strawberry seedlings was the 

PROMIX substrate, in which 100% of acclimatized plants were obtained and the best 

morphological development was achieved. 

Key words: Fragaria × ananassa Duch; in vitro propagation; cytokinins; SPAD. 

 

 



15 

I. INTRODUCCIÓN 

 

La fresa (Fragaria × ananassa Duch.), es un híbrido entre Fragaria virginiana × 

Fragaria chiloensis, se obtuvo en Europa, hace más de 300 años (Jhajhra et al., 2018). Es 

una planta herbácea, de la familia Rosácea; su propagación es asexual por medio de 

estolones y corona (Félix et al., 2017). La corona es un tejido de tallo comprimido con 

tejido meristemático, de la cual surgen hojas trifoliadas, tallos, estolones, coronas 

axilares, inflorescencias y raíces (Kumar et al., 2020).  

El fruto de la fresa, es la fruta más consumida a nivel mundial (Jhajhra et al., 2018). Es 

apreciada sobre todo por sus propiedades organolépticas; por ser una fruta apetecible, de 

aroma inconfundible, color rojo brillante, y Sabor agridulce (Ashrafuzzaman et al., 2013). 

Es consumida en fresco y también como alimentos trasformados, como tartas, helados, 

batidos y conservas, (Ashrafuzzaman et al., 2013). La fresa, es uno de los frutales más 

importantes, debido a su alto valor nutricional y una fuente importante de vitaminas del 

grupo B, vitamina C, muchos antioxidantes y minerales (Giampieri et al., 2014;  Badal et 

al., 2019; Kumar et al., 2020). También, posee compuestos bioactivos que reducen el 

riesgo cardiovascular y trombosis (Beattie et al., 2005; Ariza et al., 2015). Además, de 

aportar propiedades antioxidantes, la fresa posee propiedades anticancerígenas (Hannum, 

2004). 

Los principales países líderes en la producción de fresa son China, Estados Unidos, 

México, Turquía y Egipto; con volúmenes que superaron el 70% de la producción 

mundial (Ramírez et al., 2020). En el año 2021, países como España, México, Estados 

Unidos, Países Bajos y Bélgica, fueron los principales exportadores de fresa en el mundo 

(León, 2021). Perú se ubicó en el puesto 25 como exportador mundial de fresa en el año 

2021, teniendo como principales destinos, Estados Unidos, Canadá, México, Corea del 

Sur, Japón, China, Reino Unido, Chile, Puerto Rico, y Panamá (León, 2021). En nuestro 

país se siembran alrededor de 3500 has de fresa, de las cuales la mayor producción se 

concentra en el Norte Chico de Lima (Barranca, Huaral, Huaura, Huacho) y en menor 

cantidad en los diversos valles de la sierra (León, 2021). 

Las plantas de fresa que se cultivan en el Perú, han resultado ser menos productivas que 

antes (Redagrícola, 2022), esto puede ser debido a que se sigue empleando la forma 

convencional de propagación que trae como consecuencia la diseminación de virus, 

micoplasmas, nemátodos, hongos, lo cual disminuye la productividad (Sánchez & 

Salaverría, 2004). Asimismo, la infestación acumulada de enfermedades en el cultivo, 
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puede traer consecuencias negativas, tales como la disminución en rendimiento y pérdida 

en calidad del fruto; por tanto, se vuelve necesario la renovación de las plantaciones, con 

el propósito de mantener la productividad (Mamani & Murillo, 2020). Una alternativa 

para cubrir la demanda de material vegetal con adecuadas características morfológicas y 

fitosanitarias, para la implementación y/o renovación del cultivo de fresa, es la 

biotecnología; basándose en el principio de la totipotencia celular, por medio de la 

micropropagación, es posible cultivar explantes en condiciones asépticas y condiciones 

controladas (Mamani & Murillo, 2020). Las plantas de fresa de procedencia in vitro, han 

generado mejores resultados en campo; se han registrado que las plantas son más 

uniformes, desarrollan mayor número de estolones y su rendimiento de frutos se ve 

incrementado, en comparación con las propagadas por métodos convencionales (Sánchez 

& Salaverría, 2004; Mamani & Murillo, 2020). 

Las plántulas in vitro, no sintetizan cantidades necesarias de hormonas para compensar 

las carencias en sus procesos, por lo que necesariamente se debe suministrar fitohormonas 

exógenas al medio de cultivo (Suárez, 2020). Dentro de los reguladores de crecimiento 

empleado en la multiplicación in vitro de cultivares de fresa, se encuentran las citocininas, 

especialmente para la multiplicación de brotes. 

Las citocininas, son hormonas que regulan la dominancia apical (Mahmoud et al., 2017); 

estimulan la división celular, potencian la brotación de yemas laterales, inducen la 

organogénesis y retardan la senescencia de las hojas (Jordán & Casaretto, 2006). Las 

citocininas más utilizadas en la multiplicación in vitro son: 6-Bencilaminopurina (BAP), 

Kinetina (KIN), Isopentiladenina (2iP) y Zeatina (derivados trans y Cis) (Bhojwani & 

Dantu, 2013). BAP y KIN son citocininas sintéticas, mientras que 2iP y Zeatina son 

naturales (Jordán & Casaretto, 2006). Los reguladores sintéticos como BAP y KIN, son 

más potentes que las hormonas naturales (Zeatina y 2iP), debido a sus particularidades 

específicas o porque los reguladores sintéticos no pueden ser metabolizado por los tejidos 

de la planta (Jordán & Casaretto, 2006). La KIN favorece la división celular en plantas; 

generalmente se usan en experimentos de cultivo in vitro para inducir la formación de 

callos junto con auxina y regenerar tejidos de brotes en menor concentración de auxina 

(Jordán & Casaretto, 2006). Por otro lado, la Zeatina normalmente se presenta en forma 

de cis y trans, se utiliza para estimular el crecimiento de brotes laterales. La Zeatina cis 

se describe como débil o no activa en comparación con el Zeatina trans (Jordán & 

Casaretto, 2006). BAP es una de las citocininas más utilizadas en la multiplicación in 
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vitro, como 2iP que también cumple la misma función, pero se consideran menos eficaz 

que la primera (Grattapaglia y Machado, 1998).  

En la multiplicación in vitro de fresa, BAP es la citocinina más utilizada, pero si bien es 

cierto, existe más de ellos, como la KIN, 2iP y la Zeatina, que necesitan ser estudiadas 

con el propósito de generar mejores protocolos para ser empleados de manera eficiente 

en el cultivo in vitro de fresa. Es por ello que se consideró importante “evaluar el efecto 

de las citocininas en la propagación in vitro de tres cultivares de fresa (Fragaria x 

ananassa Duch)” en esta investigación. 
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II. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

2.1. Ubicación de la investigación 

El experimento se instaló en el Laboratorio de Biología, de la Universidad Nacional 

Toribio Rodríguez de Mendoza de Amazonas “UNTRM”, ubicado en la provincia de 

Chachapoyas, región Amazonas. 

2.2. Material biológico 

En la presente investigación, se emplearon plántulas de fresa de los cultivares Aroma, 

Camino Real y Sabrina, establecidas in vitro a partir de meristemos en el año 2021, 

en el Laboratorio de Biología de la Universidad Nacional Toribio Rodríguez de 

Mendoza de Amazonas. 

2.3. Diseño de la investigación 

A. Multiplicación in vitro de los cultivares de fresa 

Para evaluar la respuesta a la multiplicación in vitro de los cultivares de fresa, se 

realizó un diseño completamente al azar (DCA), con arreglo factorial 3Ax3B, 

con los factores A: Cultivares de fresa y B: Tipos de citocininas. Se evaluaron 09 

tratamientos y 05 repeticiones, donde cada unidad experimental estuvo 

conformado por un frasco magenta con 05 brotes, teniendo un total de 45 

unidades experimentales. 

  

Diseño de los tratamientos 

Tabla 1  

Diseño de los tratamientos para la multiplicación in vitro de los cultivares de 

fresa 

RÉPLICAS 
a1 a2 a3 

b1 b2 b3 b1 b2 b3 b1 b2 b3 

R1 a1b1 a1b2 a1b3 a2b1 a2b2 a2b3 a3b1 a3b2 a3b3 

R2 a1b1 a1b2 a1b3 a2b1 a2b2 a2b3 a3b1 a3b2 a3b3 

R3 a1b1 a1b2 a1b3 a2b1 a2b2 a2b3 a3b1 a3b2 a3b3 

R4 a1b1 a1b2 a1b3 a2b1 a2b2 a2b3 a3b1 a3b2 a3b3 

R5 a1b1 a1b2 a1b3 a2b1 a2b2 a2b3 a3b1 a3b2 a3b3 

Nota: Diseño de los tratamientos 3Ax3B. *Cultivares = a1: Aroma, a2: Camino 

Real, a3: Sabrina, *Tipos de citocinina = b1: BAP + Zeatina trans; b2: KIN + 

Zeatina trans; B3: 2iP + Zeatina trans. 
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Tabla 2  

Niveles de los factores para la multiplicación in vitro de los cultivares de fresa 

Niveles Cultivares de fresa 

A1 Aroma 

A2 Camino Real 

A3 Sabrina 

  Dosis de citocininas 

  
BAP (mg L-1) KIN (mg L-1) 2iP (mg L-1) 

Zeatina trans 

 (mg L-1) 

B1 1,0   1,0 

B2  1,0  1,0 

B3   1,0 1,0 

 

Característica de la unidad experimental 

Tabla 3  

Diseño experimental para la multiplicación in vitro de los cultivares de fresa 

Diseño experimental Diseño Completamente al Azar 

№ de tratamientos 9 

№ de repeticiones 5 

№ de unidades experimentales 45 

 

Distribución de los tratamientos 

Tabla 4  

Distribución de tratamientos para la multiplicación in vitro de los cultivares de 

fresa 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 

R1 R2 R3 R4 R5 R1 R3 R5 R2 

R2 R3 R4 R5 R1 R3 R5 R3 R3 

R3 R4 R5 R1 R2 R5 R2 R1 R4 

R4 R5 R1 R2 R3 R2 R1 R4 R1 

R5 R1 R2 R3 R4 R1 R4 R2 R5 

 

B. Aclimatación ex vitro de los cultivares de fresa 

Para evaluar la respuesta a la aclimatación ex vitro de los cultivares de fresa se 

empleó un DCA con arreglo factorial 3Ax2B, con los factores A: cultivares de 

fresa y B: tipo de sustrato. Se evaluaron 06 tratamientos y 20 repeticiones, donde 

cada unidad experimental estuvo conformada por un alveolo con una plántula de 

fresa, dando un total de 120 unidades experimentales. 
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Diseño de los tratamientos 

Tabla 5  

Diseño de los tratamientos para la aclimatación ex vitro de los cultivares de fresa 

RÉPLICAS 
a1 a2 a3 

b1 b2 b1 b2 b1 b2 

R1 a1b1 a1b2 a2b1 a2b2 a3b1 a3b2 

R2 a1b1 a1b2 a2b1 a2b2 a3b1 a3b2 

R3 a1b1 a1b2 a2b1 a2b2 a3b1 a3b2 

… … … … … … … 

R20 a1b1 a1b2 a2b1 a2b2 a3b1 a3b2 

Nota: Diseño de los tratamientos 3Ax2B. *Cultivares = a1: Aroma, a2: Camino 

Real, a3: Sabrina, *Tipos de sustrato = b1: Promix; b2: Promix + humus de 

lombriz (2:1). 

 

Característica de la unidad experimental 

Tabla 6  

Diseño experimental para la aclimatación ex vitro de los cultivares de fresa 

Diseño experimental Diseño Completamente al Azar 

№ de tratamientos 6 

№ de repeticiones 20 

№ de unidades experimentales 120 

Distribución de los tratamientos 

Tabla 7  

Distribución de tratamientos para la aclimatación ex vitro de los cultivares de 

fresa 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 

R1 R2 R3 R4 R5 R6 

R2 R3 R4 R5 R6 R7 

R3 R4 R5 R6 R7 R8 

R4 R5 R6 R7 R8 R9 

… … … … … … 

R20 R20 R20 R20 R20 R20 

 

2.4. Métodos, técnicas e instrumentos de recolección de datos 

El método empleado para la recolección de datos fue a través de mediciones 

cualitativas y cuantitativas, utilizando un formato de evaluación para cada variable. 
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2.5. Procedimiento 

A. Actividades preliminares 

Preparación de medio de cultivo de establecimiento in vitro 

En un vaso Beaker de 1 L de capacidad, se vertió 500 mL de agua destilada, se 

pesó y se agregó 2,2 g de sales MS, 15 g de sacarosa, 0,5 g de ácido ascórbico y 

0,5 g de ácido cítrico. Se mezcló la solución con una bagueta hasta disolver 

completamente los insumos. Con la ayuda del potenciómetro se ajustó el pH a 5,8 

(con soluciones NaOH 1N y/o HCl 1N). Se calentó el medio de cultivo en una 

cocina eléctrica, para luego incorporar 3,0 g de agar como agente gelificante. Por 

último, se vertió 15 mL de medio en tubos de ensayo y se esterilizó en autoclave 

a 121°C durante 15 minutos. 

Pretratamiento de desinfección de los explantes de fresa 

Los explantes de corona de los cultivares de fresa (Aroma, Camino real y Sabrina) 

en estado vegetativo y con buenas características morfológicas y fitosanitarias se 

recolectaron del vivero del Instituto de Investigación para el Desarrollo 

Sustentable de Ceja de Selva (INDES-CES), de la Universidad Nacional Toribio 

Rodríguez de Mendoza de Amazonas. Los explantes de aproximadamente 5 cm 

de longitud se sumergieron en una solución acuosa de jabón líquido durante 10 

minutos en constante agitación y usando un cepillo se frotó la superficie de los 

explantes para eliminar las impurezas; luego se enjuagaron con agua corriente 

durante 5 minutos. Por último, los explantes se transfirieron a una solución de 

ácido cítrico (0,5 g L-1) y se pasaron a la cámara de flujo laminar. 

Desinfección y establecimiento in vitro de los cultivares de fresa 

Los explantes de corona, se desinfectaron en alcohol al 70% durante 1 minuto; 

luego enjuagado con agua destilada estéril, para nuevamente ser desinfectado en 

lejía comercial Clorox al 15% (4% de NaClO) por 20 minutos. Finalizada la 

desinfección se enjuagaron cuatro veces con agua destilada estéril.  

Empleando un estereoscopio, se llevó a cabo el proceso de aislamiento del 

meristema de 0,5 a 1,5 mm, para ello se utilizó pinzas y bisturí para realizar los 

cortes; alcohol al 96% para sumergir los materiales (pinzas, bisturís) y flamearlos 

antes y después de realizar la disección. Una vez aislado los meristemos se 

sembraron en tubos de ensayo que contenían 15 mL de medio de cultivo, se 
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taparon y se rotularon con plastic wrap. Por último, se llevaron los meristemos 

establecidos a la cámara de incubación para su posterior crecimiento y desarrollo.  

Multiplicación in vitro de los explantes en los cultivares de fresa para la 

obtención de material 

Realizada la etapa de establecimiento in vitro de los cultivares de fresa, se 

emplearon brotes basales para aumentar su número e instalar los experimentos 

programados, para lo cual se preparó medio de cultivo de multiplicación a base de 

sales MS al 100%, (4,43 g L-1), sacarosa (22,5 g L-1), Ácido ascórbico (0,1 g L-1), 

Myo inositol (0,1 g L-1), Plant Preservation Mixture (PPM) (1 ml L-1), BAP (0,35 

mg L-1), Zeatina (1,0 mg L-1) y Agar (6,5 g L-1). El pH del medio se ajustó a 5,8. 

B. Multiplicación in vitro de los cultivares de fresa 

Preparación de medio de cultivo 

Se empleó MS al 100%, (4,43 g L-1), sacarosa (22,5 g L-1), Ácido ascórbico (0,15 

g L-1), Myo inositol (0,1 g L-1), PPM (1 mL.L-1); se complementó el medio con 

diferentes dosis de cuatro citocininas (BAP, Zeatina trans, KIN y 2iP), 

concentraciones que se muestran en la tabla 2. Se ajustó el pH a 5,8 (con NaOH 

1N y/o HCl 1N). Se calentó el medio en una cocina eléctrica hasta el punto de 

ebullición y se incorporó phytagel (1,5 g L-1) como agente gelificante. Por último, 

se vertió 40 mL de medio de cultivo a cada frasco magenta (de 77x77x97mm) y 

se esterilizó en autoclave durante 15 minutos a 121°C.  

Figura 1  

Preparación de medio cultivo de multiplicación. a) Peso de insumos empleados 

para el medio de cultivo; b) Ajuste de pH del medio de cultivo; c) Dilución del 

agente gelificante; d) Colocación de medio de cultivo en los frascos magenta. 
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Instalación del experimento para la multiplicación in vitro de los cultivares 

de fresa 

Se seleccionó los mejores plantines que presentaron adecuadas características 

morfológicas y fitosanitarias; de 4 a 5 hojas verdaderas para los tres cultivares 

(Aroma, Camino Real y Sabrina). Se cultivaron 5 plantines por magenta en medios 

de cultivo suplementado con las citocininas (Tabla 2), se sellaron los frascos 

magenta con Plastic wrap para evitar riesgo de contaminación por hongos y 

bacterias. Se realizó los registros de identificación (rotulados con fecha y código 

de tratamiento) y se trasladaron al ambiente de incubación, donde permanecieron 

durante seis semanas en un área climatizada a 24°C y fotoperíodo de 16/8 horas 

luz/oscuridad. Transcurrido seis semanas, se realizó la evaluación del número de 

brotes por explante en los tres cultivares. 

C. Aclimatación ex vitro de los cultivares de fresa 

Preparación de sustrato 

Para la aclimatación de los plantines de fresa, se emplearon dos tipos de sustrato: 

sustrato tipo 1 (PROMIX) y sustrato tipo 2 (PROMIX + Humus de lombriz; en 

proporción 2:1). Los sustratos tipo 1 y 2, se humedecieron con agua a capacidad 

de campo y se llenaron en 6 bandejas de germinación con alveolos, donde cada 

bandeja germinadora representó un tratamiento.  

Selección de los plantines y siembra 

Se extrajeron los mejores brotes de fresas obtenido en la etapa de multiplicación, 

se separaron de forma individual, se enjuagaron con agua destilada estéril y se 

sembraron los brotes enraizados en bandejas que contenían sustrato a capacidad 

de campo. A cada uno de los germinadores, se les colocó el registro de 

identificación (rotulado con fecha y código de tratamiento). Los germinadores se 

colocaron dentro de bandejas de plástico con tapa transparente. Se dejó aclimatar 

por 4 semanas, y se realizó las evaluaciones de las respectivas variables. 

2.6. Variables evaluadas 

Número de brotes por explante 

La evaluación de esta variable, se llevó a cabo a las 6 semanas después de la 

siembra de los brotes en el medio de multiplicación. Se realizó a través de la 

observación visual de cada tratamiento, en lo cual, se contabilizó los brotes por 
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explante, que tenían por lo menos un par de hojas verdaderas, y se determinó el 

promedio por unidad experimental.  

№ de brotes =
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑏𝑟𝑜𝑡𝑒𝑠

№ de explantes
 

Número de raíces 

Para evaluar esta variable se realizó por medio de la observación, en la cual se 

contabilizaron las raíces principales y se determinó el promedio por unidad 

experimental. 

Número de hojas verdaderas 

Para evaluar esta variable se realizó por medio de la observación, en la cual se 

contabilizaron las hojas trifoliadas que estaban completamente formadas y se 

determinó el promedio por unidad experimental. 

Índice SPAD 

Para medir esta variable se empleó el instrumento medidor de clorofila Minolta 

SPAD-502, para lo cual se tomaron medidas en hojas jóvenes para todas las 

plántulas de los tres cultivares de fresa. 
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III. RESULTADOS 

 

3.1. Multiplicación in vitro de los cultivares de fresa 

Plantas de los cultivares de fresa Aroma, Sabrina y Camino Real, se realizó el 

establecimiento in vitro (Figura 2a) a partir de yemas basales. Una vez instaladas in 

vitro (Figura 2b), se colocaron en medios de crecimiento y desarrollo para la 

obtención de explantes (Figura 2c). 
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Figura 2  

Inducción de brotes en cultivares de fresa. a) Establecimiento in vitro de cultivares 

de fresa, b) Multiplicación de plántulas de fresa para la obtención de explantes, c) 

Brotes inducidos de fresa en la 6° semana de cultivo in vitro. 

 



26 

En la Tabla 8, se muestra los efectos principales de las variables evaluadas. Referente al 

número de brotes del factor B: tipo de citocinina, el empleo de KIN + Zeatina Trans 

influyó en mayor inducción de brotes (18 brotes), siendo la prueba significativa. Los 

cultivares Aroma y Sabrina registraron mayor número de raíces y hojas, en comparación 

con el cultivar Camino Real. El empleo de BAP + Zeatina Trans (ambos 1 mg L-1) registró 

mayor número de raíces, en tanto, el empleo de BAP o 2iP + Zeatina Trans, el mayor 

número de raíces fue obtenido cuando se empleó BAP + Zeatina trans (ambos 1 mg L-1) 

y registraron mayor número de hojas por plántula en comparación con el uso de KIN + 

Zeatina trans (ambos 1 mg L-1). 

Tabla 8  

Comparación de medias de los efectos principales de la inducción de brotes en cultivares 

de fresa de las variables dependientes número de brotes, número de raíces y número de 

hojas. 

Cultivar de fresa N 
Número de 

brotes 

Número de 

raíces 

Número de 

hojas 
 

Aroma 15 10,89 a 3,56 a 3,78 a  

Sabrina 15 10,95 a 2,93 a 3,59 a  

Camino Real 15   9,25 a 1,50    b 3,09   b  

Tipo de citocinina N 
Número de 

brotes 

Número de 

raíces 

Número de 

hojas 

 

 

BAP 1 mg L-1 + Zeatina 1 mg L-1 15    6,43    b 3,90 a 3,78 a  

KIN 1 mg L-1 + Zeatina 1 mg L-1 15  17,83 a 1,23       c 3,03    b  

2iP 1 mg L-1 + Zeatina 1 mg L-1 15    6,83    b 2,85    b 3,65 a  

Datos presentados con medias, diferentes letras indican diferencias significativas en los 

parámetros para un P ≤ 0,05 de acuerdo con la prueba Tukey. 

 

En la Figura 3, se muestra la comparación de medias de las variables evaluadas en la 

inducción de brotes en tres cultivares de fresa. Concerniente al número de brotes por 

plántula, el empleo de las citocinina KIN + Zeatina trans (ambos 1 mg L-1) registraron el 

mayor número de brotes por explante (21 brotes), siendo significativa la prueba 

estadística, asimismo, el número de brotes no registró diferencias significativas entre los 

cultivares de fresa evaluados. El número de raíces de los brotes inducidos, fue diferente 

en los cultivares en estudio; en el cultivar Aroma, el mayor número de raíces, se indujeron 

cuando se empleó 2iP + Zeatina trans (ambos 1 mg L-1) o BAP + Zeatine Trans (ambos 

1 mg L-1); en el cultivar Sabrina, el mayor número de raíces, fue obtenido cuando se 
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empleó BAP + Zeatine trans (ambos 1 mg L-1); en tanto, en el cultivar Camino Real, el 

mayor número de raíces, fue obtenido cuando se empleó BAP + Zeatine trans (ambos 1 

mg L-1). El mayor número de hojas en los tres cultivares de fresa, se registraron cuando 

se empleó 2iP + Zeatine trans (ambos 1 mg L-1) o BAP + Zeatine Trans (ambos 1 mg L-

1). 

 

Figura 3  

Inducción de brotes en cultivares de fresa. a) Número de brotes, b) Número de raíces, c) 

Número de hojas. Datos presentados con medias, diferentes letras indican diferencias 

significativas en los parámetros para un P ≤ 0,05 de acuerdo con la prueba Tukey. 

 

a b 

c 

a b 
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3.2. Aclimatación ex vitro de los cultivares de fresa 

En la etapa de aclimatación de los brotes inducidos en los tres cultivares de fresa, se 

evaluó dos tipos de sustratos: PROMIX y PROMIX + humus de lombriz (Figura 4a), 

colocados en las bandejas y siembra de las plántulas (Figura 4b), y colocados en bandejas 

cubiertas para mantener la humedad (Figura 4c) por un periodo de seis semanas (Figura 

4d).  
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Figura 4  

Aclimatación de plántulas de cultivares de fresa. a) Preparación de sustrato, b) Siembra 

en bandeja de plántulas de fresa, c) Crecimiento y desarrollo de plántulas de fresa, d) 

Plántulas de fresa en la 6° semana del proceso de aclimatación. 
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En la Tabla 9, se muestra los efectos principales de las variables evaluadas. Referente al 

número de hojas, los cultivares Aroma y Sabrina, registraron el mayor número de hojas 

en comparación con el cultivar Camino Real, asimismo, el empleo de sustrato PROMIX 

registró el mayor número de hojas, siendo ambas pruebas significativas. En cuanto al 

número de raíces, los cultivares Aroma y Sabrina registraron el mayor número de raíces 

en comparación con el cultivar Camino Real, siendo la prueba significativa, en tanto, el 

empleo de diferentes sustratos no influenció en un mayor número de raíces, siendo la 

prueba no significativa. El índice de clorofila (SPAD) el cultivar Camino Real, registró 

el mayor valor de índice de clorofila, en comparación con los cultivares Aroma y Sabrina, 

siendo la prueba significativa, en tanto, el empleo de diferentes sustratos no influenció en 

un mayor número de raíces, siendo la prueba no significativa. 

Tabla 9  

Comparación de medias de los efectos principales en la aclimatación de cultivares de 

fresa de las variables dependientes número de brotes, número de raíces y número de 

hojas. 

Cultivar de fresa N 
Número de 

hojas 

Número de 

raíces 
SPAD 

Aroma 40 6,53 a 7,45 a 33,37   b 

Camino Real 40 5,80    b 4,83    b 39,24 a 

Sabrina 40 6,23 a 6,33 a 34,22   b 

Tipo de sustrato N 
Número de 

hojas 

Número de 

raíces 
SPAD 

PROMIX 60 6,60 a 6,45 a 36,24 a 

PROMIX + HUMUS 

(2:1) 60 5,77   b 5,95 a 34,98 a 

Datos presentados con medias, diferentes letras indican diferencias significativas en los 

parámetros para un P ≤ 0,05 de acuerdo con la prueba Tukey. 

 

En la Figura 6, se muestra la comparación de medias de las variables evaluadas en la etapa 

de aclimatación de brotes en tres cultivares de fresa. Concerniente al número de hojas los 

cultivares Aroma y Sabrina, no mostraron diferencias significativas al emplear los dos 

tipos de sustratos, en tanto, en el cultivar Camino Real, el empleo de sustrato PROMIX 

registró mayor número de hojas, en comparación cuando se empleó sustrato PROMIX + 

Humus de lombriz. La respuesta del número de raíces fue diferente en los cultivares de 

fresa evaluados, el cultivar Aroma, no mostró diferencias significativas al emplear ambos 

sustratos, el cultivar Camino Real registró mayor número de raíces cuando se empleó el 
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sustrato PROMIX en comparación con el sustrato PROMIX + Humus de lombriz, en 

tanto el Cultivar Sabrina registró mayor número de raíces cuando se empleó sustrato 

PROMIX + Humus de lombriz, en comparación cuando se empleó sustrato PROMIX, 

siendo las pruebas significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5  

Aclimatación de plántulas de cultivares de fresa. a) Número de hojas, b) Número de 

raíces, c) SPAD. Datos presentados con medias, diferentes letras indican diferencias 

significativas en los parámetros para un P ≤ 0,05 de acuerdo con la prueba. 

a b 

c 
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IV. DISCUSIONES 

 

4.1. Multiplicación in vitro de los cultivares de fresa 

Todos los explantes instalados en la etapa de multiplicación formaron raíces, pero el 

medio de cultivo suplementado con BAP + Zeatina trans (ambos 1 mg L-1) o 2iP + 

Zeatina trans (ambos 1 mg L-1), promovieron un mejor desarrollo del sistema 

radicular, además presentaron mayor número de hojas. Se han descrito efectos 

parecidos en la investigación de Neri et al., (2022) en la propagación in vitro de fresa 

cultivar aroma, donde registraron formación de raíces en el proceso de 

multiplicación; además demostraron que el uso de Zeatina (1 mg L-1) promueven un 

mejor desarrollo del sistema radicular. En estudios preliminares en cultivo in vitro de 

fresa, ya se había registrado presencia de raíces en la etapa de multiplicación; por lo 

que en el experimento ya no se realizó la etapa III (enraizamiento) del cultivo in vitro, 

si no que se extrajeron los mejores brotes enraizados obtenidas en la etapa de 

multiplicación y se sembraron en sustratos para su aclimatación. Se podría afirmar 

que fresa no necesita pasar por la etapa III del cultivo in vitro, ya que forman raíces 

en el medio de cultivo donde son transferidos para la inducción de brotes, es decir el 

proceso de multiplicación y enraizamiento ocurren simultáneamente (Castillo, 2004). 

Este puede ser importante al momento de optimizar costos de producción y reducir 

el tiempo de obtención de material vegetal de procedencia in vitro. El elevado costo 

de producción de plantas in vitro puede ser un factor limitante para las pequeñas 

empresas viveristas. 

Por otro lado, en la inducción de brotes en los tres cultivares de fresa (Aroma, Camino 

real y Sabrina), Sabrina fue el que obtuvo mayor número de brotes por explante (21 

brotes), seguido por Aroma (19 brotes) y Camino real (14 brotes) en medio 

suplementado con KIN + Zeatina trans (ambos 1 mg L-1). De la siguiente 

investigación se puede afirmar que la combinación de estas citocininas, es adecuada 

para la multiplicación in vitro de los tres cultivares de fresa. De la investigación de 

Neri et al., (2022), en la multiplicación in vitro de fresa aroma, el empleo de (1 mg 

L-1) Zeatina, no es eficiente para ser considerado un protocolo de micropropagación, 

ya que según sus reportes, solo lograron obtener (4,20 ± 0,86 brotes), lo cual es muy 

bajo en comparación a los resultados obtenidos en nuestra investigación para el 

mismo cultivar. Puede ser el caso de que Zeatina necesita actuar en combinación con 
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otras fitohormonas para potenciar sus efectos o emplear Zeatina en su forma trans 

solo o en combinación con KIN, ya que fue la mejor combinación para la 

multiplicación de brotes; además algunos autores afirman que zeatina en su forma 

trans es más potente, en comparación de cis Zeatina o Zeatina (Jordán & Casaretto, 

2006). 

El número de raíces y número de hojas de los brotes inducidos, fue diferente en los 

cultivares en estudio. La respuesta de estos cultivares, podría estar relacionado con 

la capacidad de regeneración, determinado por el genotipo (Pierik, 1990 citado por 

Mamani & Murillo, 2020). También se puede afirmar, que no solo depende del 

potencial de regeneración de cada cultivar, sino también, a la concentración y tipo de 

citocinina empleada. No todos los cultivares de fresa responden de manera similar a 

los medios de inducción, las respuestas en número de brotes varían 

significativamente (Villegas, 1990 citado por Mamani & Murillo, 2020). Esto 

concuerda con los resultados de Hernández et al., (2017), que durante la 

multiplicación de tres cultivares de fresa (portola, albión y camino real) con 0,5 mg 

L-1 de BAP, obtuvo datos muy diversos, con resultados de (4, 3 y 8) brotes por 

explante respectivamente. Del mismo modo, empleando la misma concentración de 

BAP, Ashrafuzzaman et al., (2013), registró una media de 7 brotes por explante, para 

el cultivar BARI Strawberry-1. obteniendo tambien mayor número de hojas con una 

media de (5) en la misma concentracion de BAP.  

Dentro de la etapa de multiplicación in vitro, BAP es la citocinina más empleado, ya 

sea solo o en combinación con otras fitohormonas; en el cultivar Chandler, 1.5mgL-

1 BAP, la mayor inducción encontrada, fue de (6,3 ± 0,15) brotes (Diengngan et al., 

2014); para el cultivar Camarosa, el mayor número de brotes por explante (14,5 ± 

0,50), se observaron en el medio que contenía 2 mgL-1 BAP + 0,5 mg L-1 GA3 

(Tanziman et al., 2012); para los cultivares Oso Grande y Sweet Charlie, en los 

medios que contenían 1 mg L-1 de BAP + 0,5 mg L-1 de AIB, el mayor número de 

brotes encontrado, fue (10,6 y 7,4) respectivamente, para el segundo sub cultivo 

(Mamani & Murillo, 2020); con las concentraciones de 1,5 mg L-1 BAP+0,1 mg L-1 

KIN, el mayor número de brotes encontrados, fue de 10,1±0,33 (Sakila et al., 2007); 

con la concentración de  KIN 0,5 mg L-1 , BAP 1,0 mg L-1 y GA3 2,0 mg L-1 la 

máxima multiplicación de brotes registradas, fue 5,43 brotes (Kaur et al., 2005). Por 

otro lado, la citocinina “Zeatina”, hay escasos estudios sobre el uso de esta citocinina 
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en la multiplicación in vitro de fresa; puede deberse a su elevado costo en el mercado. 

De los pocos estudios, podemos encontrar las investigaciones de Neri et al., (2022), 

que en la multiplicación in vitro, empleando 1,0 mg L-1 de Zeatina, la mayor 

inducción de brotes fue de (4,20 ± 0,86) y además obtuvo mejores explantes con buen 

sitema radicular y mayor número de hojas (17,13 ± 2,80).  

Para mejorar los estudios actuales podría ser importante el empleo de Zeatina trans 

en combinación con otras fitohormonas, ya que, en los resultados de la investigación, 

se obtuvieron buenos resultados en cuanto al número de brotes con medio MS 

suplementado con KIN + Zeatina trans. Del mismo modo, Haddadi et al., (2010), ha 

confirmado la importancia del TDZ para promover un alto número y porcentaje de 

formación de brotes en fresa, ya sea solo o actuando sinérgicamente con BAP, debido 

a que la presencia de TDZ y BAP son capaces de romper la dominancia apical y por 

lo tanto se produce la inducción de yemas laterales. 

 La baja inducción de brotes generado por los reguladores de crecimiento, puede 

deberse a que necesitan actuar sinérgicamente con otras fitohormonas para potenciar 

sus efectos (Neri et al., 2022). En la investigación de Sakila, BAP y Kinetina 

interactuan significativamente, ya que se obtubieron mayor número de brotes que 

actuando por ceparado. En fitohormonas que son costosos como la Zeatina, sería 

recomendable trabajar en combinacion con otros reguladores para así mejorar la 

eficiencia de los protocolos ya establecidos. Su elevado costo, pueda que sea un 

factor limitante para ser considerado un protocolo de micropropagacion, ya que se 

busca obtener protocolos que sean eficientes y no muy costosos a la vez; y además 

una de las ventajas que se busca con el cultivo in vitro es la propagación masiva y 

rápida, lo que conlleva a encontrar un buen protocolo de multiplicación. Para obtener 

protocolos que sean eficiente en la inducción de brotes sería recomendable encontrar 

la dosis y la combinación adecuada de citocininas, auque en la siguiente 

investigación, en donde se trabajó con diferentes citocininas, BAP, Kinetina y 2iP 

actuando cada uno cinergicamente con Zeatina, se obtuvo buenos resultados, sobre 

todo pudiendo resaltar que Kinetina + Zeatina fue la mejor convinación de citocininas 

para la inducción de brotes. 
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4.2. Aclimatación ex vitro de los cultivares de fresa 

Durante la aclimatación, las plántulas deben presentar sistema radicular bien 

desarrollado (Dewir et al., 2015); de tal manera que le permita asimilar de manera 

correcta el agua y los nutrientes. En la siguiente investigación se empleó para la 

aclimatación, plantas con un buen sistema radicular, lo que nos permitió conseguir 

una supervivencia del 100% de plantas aclimatadas. El sustrato PROMIX fue ideal 

para conseguir estos resultados, debido a sus componentes a base de turba de musgo, 

perlita, vermiculita, agentes humectantes, además cuenta con una formulación a base 

de fertilizantes. Su alta capacidad de aire y agua y buenas características de drenaje 

fueron ideales para aclimatar cultivares de fresa; las características físicas de este 

sustrato permiten que las plántulas de fresa no se deshidraten. Los plantines 

enraizados, suelen ser muy sensibles a los cambios ambientales, de manera que el 

logro o fracaso va depender del proceso de aclimatación (Castillo, 2004). Hay 

muchas técnicas empleadas por investigadores durante la aclimatación de plántulas 

de fresa, como, por ejemplo, empleando bandejas de germinar, colocándolos dentro 

de recipientes transparentes y cubiertas de tal manera que se simule un 

miniinvernadero, como lo que se empleó en la siguiente investigación. Hernández et 

al., (2017) durante el proceso de aclimatación, aplicó una estrategia interesante, 

colocó los brotes enraizados en una base plástica, simulando un sistema hidropónico 

flotante, cambiando de agua diariamente durante 15 días, y luego transfiriéndolas a 

sustrato a base de lombricomposta y agrolita, en una proporción de 1:1. Esta 

metodología le permitió aclimatar de forma rápida y sin estrés por perdida de 

humedad. En los diferentes métodos de aclimatación, además de encontrar un 

sustrato adecuado, es importante adecuar las plántulas en un ambiente controlado de 

tal manera que no se pierdan por deshidratación. Otras técnicas que se suma a lo antes 

mencionado es realizar riegos frecuentes, manteniendo el sustrato a capacidad de 

campo, como las realizada por Haddadi et al., (2010), en sustrato a base de perlita, 

vermiculita y fibra de coco en proporción (2:1:2), además realizando riego con 

solución de  Hoagland (solución hidropónica), obtuvo una supervivencia del 90% en 

el cultivar Camarosa. Por otro lado, Dhukate et al., (2021) en su estudio, en la 

aclimatación obtuvo una supervivencia del 95% para los cultivares Sweet Charlie’ y 

‘Winter Dawn’, en sustrato cocopeat.  



35 

En cuanto al índice de clorofila, los cultivares de fresa sembrados en sustrato 

PROMIX, presentaron valores favorables (36,24 SPAD) para su crecimiento y 

desarrollo; en los cultivares estudiados, el cultivar Sabrina registró el mayor valor de 

índice de clorofila. La cantidad de clorofila que está presente en las hojas puede variar 

según el cultivar, periodo vegetativo y abonado (Karele, 2001), y estrés hídrico 

(Bauerle et al., 2004). Varios investigadores recomiendan emplear el medidor de 

clorofila Minolta SPAD-502 para la medición del estado nutricional de una planta 

con relación al contenido de nitrógeno. En las investigación de Neri et al., (2022), en 

la aclimatación de fresa, de cultivar Aroma, el índice de clorofila de plantas 

cultivadas en sustrato que contenía compost + turba + acido húmico, presentaron 

valores de (40,69 SPAD), estos valores de índice de clorofila fueron superiores a los 

que se encontró en la investigación empleando PROMIX en el mismo cultivar. Esto 

puede estar relacionado directamente con el momento de evaluación de la variable, 

estado de la hoja evaluada (hoja joven, hoja adulta) y sustrato empleado. 

Diversos trabajos presentan rangos de lectura de clorofila (SPAD) con el propósito 

de diagnosticar los niveles de nitrógeno en los cultivares; por ejemplo, un rango entre 

35,2 y 42,2 es ideal para el cultivo de papa, Silva et al. (2009) citado por  Ribeiro et 

al., (2015). En cultivo de fresa hidropónica Gómez, (2011), registró lecturas SPAD 

entre 54,4 y 56,2, entre 75 y 135 días de trasplante. De igual manera, se han registrado 

valores SPAD, en otro cultivo hidropónico de fresa, con 38,5 a 49,5 SPAD para hojas 

jóvenes y viejas, en diferentes sustratos (50% turba de coco + 50% perlita) 

(Ahmadizadeh et al., 2012).  

El índice de clorofila es un indicador del contenido de nitrógeno en la planta y cuan 

mayor sea la dosis de nitrógeno mayor será la eficiencia fotosintética de la planta, y 

con esto, mayor será el índice SPAD ( Ribeiro et al., 2015). Por el contrario, si en las 

plantas aclimatadas, se observa que el índice SPAD es bajo, estará directamente 

relacionado con el tipo de sustrato empleado, de hecho al ser inadecuado puede 

ocasionar estrés hídrico, trayendo como consecuencia cambios en el sistema 

fotosintético y la disminución de los niveles de clorofila (Tembe et al., 2017). El 

nitrógeno tiene una función esencial en el crecimiento vegetativo de las plantas, sus 

funciones son de tipo estructural y osmótico (Mixquititla et al., 2020). 
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Para la aclimatación ex vitro es importante que los brotes tengan hojas bien 

desarrolladas, ya que realizaran fotosíntesis para que las plántulas tengan una fuente 

de energía que les permita generar más raíces y así poder asimilar de manera eficiente 

los nutrientes presentes en el sustrato. El contenido de clorofila de las hojas, está 

relacionado con el nivel de nitrógeno; y este está relacionado con la producción de 

clorofila, sin la cual las plantas no serían capaces de realizar fotosíntesis. Es por eso 

que, si el nivel de nitrógeno es bajo, la actividad fotosintética será baja también; en 

muchos casos se presenta clorosis en las hojas de plantas aclimatando, lo cual es un 

claro indicador de deficiencia nutricional. En la aclimatación ex vitro de los tres 

cultivares de fresa, no se observaron clorosis en las hojas, lo que se puede deducir 

que sus niveles de clorofila (SPAD) fueron adecuadas. Aunque no se sabe aún a 

ciencia cierta cuál es el rango adecuado de índice de clorofila que debe tener las 

plantas de fresas aclimatadas. 
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V. CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos en la fase de multiplicación, describen un protocolo eficaz para 

la propagación in vitro de fresa. El uso de KIN (1 mg L-1) + Zeatina Trans (1 mg L-1), 

resultó ser la mejor combinación de fitohormonas, ya que se logró el mayor número de 

brotes por explante. De hecho, el cultivar Sabrina obtuvo la mejor respuesta, obteniéndose 

una media de (21 brotes), seguido por Aroma (19 brotes) y Camino Real (14 brotes). 

En la fase de aclimatación, se obtuvo una supervivencia del 100% de plantas aclimatadas. 

El sustrato PROMIX, demostró ser el mejor sustrato para la aclimatación de fresa, lo cual 

produjo mejor desarrollo morfológico, presentando mayor número de hojas, mayor 

número de raíces y mayor valor de índice de clorofila (SPAD). 
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VI. RECOMENDACIONES 

 

Realizar investigaciones en la etapa de multiplicación in vitro, con otros cultivares de 

fresa, empleando la misma y/o diferentes concentraciones de KIN + Zeatina trans. 

Se recomienda, continuar esta investigación, llevando las plantas aclimatadas a campo 

definitivo y evaluar rendimiento aplicando diferentes dosis de fertilización.  

Se recomienda continuar esta investigación, llevando las plantas aclimatadas a un sistema 

hidropónico. 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL EXPERIMENTO “MULTIPLICACIÓN IN 

VITRO DE LOS CULTIVARES DE FRESA” 
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ANEXO 2 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL EXPERIMENTO “MULTIPLICACIÓN IN 

VITRO DE LOS CULTIVARES DE FRESA” 
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ANEXO 3 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL EXPERIMENTO “MULTIPLICACIÓN IN 

VITRO DE LOS CULTIVARES DE FRESA” 
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ANEXO 4 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL EXPERIMENTO “ACLIMATACIÓN EX 

VITRO DE LOS CULTIVES DE FRESA” 
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ANEXO 5 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL EXPERIMENTO “ACLIMATACIÓN EX 

VITRO DE LOS CULTIVES DE FRESA” 
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ANEXO 6 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL EXPERIMENTO “ACLIMATACIÓN EX 

VITRO DE LOS CULTIVES DE FRESA” 
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