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RESUMEN
En el cultivo de fresa (Fragaria x ananassa Duch.), se estd aplicando técnicas de
micropropagacion in vitro, para obtener plantas libres de enfermedades con altas tasas de
multiplicacion. Para mejorar la eficacia de los protocolos de micropropagaciéon ya
establecidas, se planted “evaluar el efecto de las citocininas en la propagacion in vitro de
tres cultivares de fresa (Fragaria x ananassa Duch)”. Para la multiplicacion in vitro se
empled 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 aclimatacion, se empled dos tipos de sustratos (PROMIX; PROMIX + humus de
lombriz, en proporcién 2:1). En los resultados de multiplicacion in vitro, se observo que
el uso de KIN (1 mg L™?) + Zeatina Trans (1 mg L) indujo mayor niimero de brotes por
explante (18 brotes). EI mayor namero de hojas y raices, fue obtenido cuando se empleo
BAP + Zeatina (ambos 1 mg L™). En la fase de aclimatacion, el sustrato PROMIX,
presentd mejor desarrollo morfolégico, presentando mayor nimero de hojas, mayor
namero de raices y mayor valor de indice de clorofila (SPAD). En conclusion, el uso de
KIN + Zeatina Trans, resulto ser la mejor combinacion de fitohormonas, ya que se logro
el mayor nimero de brotes por explante. ElI mejor sustrato para la aclimatacion de
plantulas de fresa, fue el sustrato PROMIX, en el cual se obtuvo el 100% de plantas

aclimatadas y ademas tubo mejor desarrollo morfolégico.

Palabras clave: Fragaria x ananassa Duch; propagacion in vitro; citocininas; SPAD.
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ABSTRACT
In strawberry (Fragaria x 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™?) +
Zeatin Trans (1 mg L™?) 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) 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 x ananassa Duch; in vitro propagation; cytokinins; SPAD.
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l. INTRODUCCION

La fresa (Fragaria x ananassa Duch.), es un hibrido entre Fragaria virginiana x
Fragaria chiloensis, se obtuvo en Europa, hace mas de 300 afios (Jhajhra et al., 2018). Es
una planta herbacea, de la familia Rosacea; su propagacion es asexual por medio de
estolones y corona (Félix et al., 2017). La corona es un tejido de tallo comprimido con
tejido meristemético, de la cual surgen hojas trifoliadas, tallos, estolones, coronas
axilares, inflorescencias y raices (Kumar et al., 2020).

El fruto de la fresa, es la fruta mas 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, ysabor 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 mas
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). Ademas, de
aportar propiedades antioxidantes, la fresa posee propiedades anticancerigenas (Hannum,
2004).

Los principales paises lideres en la produccion de fresa son China, Estados Unidos,
México, Turquia y Egipto; con volimenes que superaron el 70% de la produccién
mundial (Ramirez et al., 2020). En el afio 2021, paises como Espafia, México, Estados
Unidos, Paises Bajos y Bélgica, fueron los principales exportadores de fresa en el mundo
(Ledn, 2021). Peru se ubico en el puesto 25 como exportador mundial de fresa en el afio
2021, teniendo como principales destinos, Estados Unidos, Canada, México, Corea del
Sur, Japon, China, Reino Unido, Chile, Puerto Rico, y Panama (Ledn, 2021). En nuestro
pais se siembran alrededor de 3500 has de fresa, de las cuales la mayor produccion se
concentra en el Norte Chico de Lima (Barranca, Huaral, Huaura, Huacho) y en menor
cantidad en los diversos valles de la sierra (Ledn, 2021).

Las plantas de fresa que se cultivan en el Per(, han resultado ser menos productivas que
antes (Redagricola, 2022), esto puede ser debido a que se sigue empleando la forma
convencional de propagacién que trae como consecuencia la diseminacion de virus,
micoplasmas, nematodos, hongos, lo cual disminuye la productividad (Sanchez &

Salaverria, 2004). Asimismo, la infestacién acumulada de enfermedades en el cultivo,
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puede traer consecuencias negativas, tales como la disminucion en rendimiento y pérdida
en calidad del fruto; por tanto, se vuelve necesario la renovacion de las plantaciones, con
el propésito de mantener la productividad (Mamani & Murillo, 2020). Una alternativa
para cubrir la demanda de material vegetal con adecuadas caracteristicas morfologicas y
fitosanitarias, para la implementacion y/o renovacion del cultivo de fresa, es la
biotecnologia; basandose en el principio de la totipotencia celular, por medio de la
micropropagacion, 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 mas
uniformes, desarrollan mayor nimero de estolones y su rendimiento de frutos se ve
incrementado, en comparacion con las propagadas por métodos convencionales (Sanchez
& Salaverria, 2004; Mamani & Murillo, 2020).

Las plantulas in vitro, no sintetizan cantidades necesarias de hormonas para compensar
las carencias en sus procesos, por lo que necesariamente se debe suministrar fitohormonas
exogenas al medio de cultivo (Suarez, 2020). Dentro de los reguladores de crecimiento
empleado en la multiplicacion in vitro de cultivares de fresa, se encuentran las citocininas,

especialmente para la multiplicacion de brotes.

Las citocininas, son hormonas que regulan la dominancia apical (Mahmoud et al., 2017);
estimulan la division celular, potencian la brotacion de yemas laterales, inducen la
organogeénesis y retardan la senescencia de las hojas (Jordan & Casaretto, 2006). Las
citocininas mas utilizadas en la multiplicacion 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 (Jordan & Casaretto, 2006). Los reguladores sintéticos como BAP y KIN, son
mas potentes que las hormonas naturales (Zeatina y 2iP), debido a sus particularidades
especificas o porque los reguladores sintéticos no pueden ser metabolizado por los tejidos
de la planta (Jordan & Casaretto, 2006). La KIN favorece la division celular en plantas;
generalmente se usan en experimentos de cultivo in vitro para inducir la formacion de
callos junto con auxina y regenerar tejidos de brotes en menor concentracion de auxina
(Jordan & 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 comparacion con el Zeatina trans (Jordan &

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

que la primera (Grattapaglia y Machado, 1998).

En la multiplicacion in vitro de fresa, BAP es la citocinina més utilizada, pero si bien es
cierto, existe mas de ellos, como la KIN, 2iP y la Zeatina, que necesitan ser estudiadas
con el proposito de generar mejores protocolos para ser empleados de manera eficiente
en el cultivo in vitro de fresa. Es por ello que se considerd importante “evaluar el efecto
de las citocininas en la propagacién in vitro de tres cultivares de fresa (Fragaria x

ananassa Duch)” en esta investigacion.
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2.1.

2.2.

2.3.

Il.  MATERIAL Y METODOS

Ubicacion de la investigacion

El experimento se instalé en el Laboratorio de Biologia, de la Universidad Nacional
Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas “UNTRM?”, ubicado en la provincia de
Chachapoyas, regién Amazonas.

Material biolégico

En la presente investigacion, se emplearon plantulas de fresa de los cultivares Aroma,
Camino Real y Sabrina, establecidas in vitro a partir de meristemos en el afio 2021,
en el Laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de

Mendoza de Amazonas.

Disefio de la investigacion

A. Multiplicacion in vitro de los cultivares de fresa
Para evaluar la respuesta a la multiplicacion in vitro de los cultivares de fresa, se
realizé un disefio 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.

Disefio de los tratamientos
Tabla 1

Disefio de los tratamientos para la multiplicacion in vitro de los cultivares de
fresa

3 al a2 a3
REPLICAS

b2 b3 bl b2 b3 bl b2 b3
R1 albl alb2 alb3 a2bl a2b2 a2b3 a3bl a3b2 a3b3
R2 albl alb2 alb3 a2bl a2b2 a2b3 a3bl a3b2 a3b3
R3 albl alb2 alb3 a2bl a2b2 a2b3 a3bl a3b2 a3b3
R4 albl alb2 alb3 a2bl a2b2 a2b3 a3bl a3b2 a3b3
R5 albl alb2 alb3 a2bl a2b2 a2b3 a3bl a3b2 a3b3

Nota: Diseno de los tratamientos 3Ax3B. *Cultivares = al: Aroma, a2: Camino
Real, a3: Sabrina, *Tipos de citocinina = bl: BAP + Zeatina trans; b2: KIN +
Zeatina trans; B3: 2iP + Zeatina trans.
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Tabla 2

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

Niveles Cultivares de fresa
Al Aroma
A2 Camino Real
A3 Sabrina

Dosis de citocininas

BAP (mgL?)  KIN(mgL?Y)  2ip(mgL?)  Zeatinatrans

(mg LY

Bl 1,0 1,0
B2 1,0 1,0
B3 1,0 1,0

Caracteristica de la unidad experimental

Tabla 3

Disefo experimental para la multiplicacion in vitro de los cultivares de fresa

Disefio experimental Disefio Completamente al Azar

No de tratamientos 9

Ne de repeticiones 5

Ne de unidades experimentales 45

Distribucion de los tratamientos

Tabla 4

Distribucién de tratamientos para la multiplicacién in vitro de los cultivares de
fresa

TL T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

RIL R2Z R3 R4 R5 R1I R3 R5 R2

R2 R3 R4 R5 R1I R3 R5 R3 RS3

R3 R4 R5 R1 R2 R5 R2 Rl R4

R4 R5 Rl1 R2 R3 R2 Rl R4 R1

R5 R1I R2 R3 R4 R1 R4 R2 R5

. Aclimatacién ex vitro de los cultivares de fresa

Para evaluar la respuesta a la aclimatacion ex vitro de los cultivares de fresa se
empled 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 plantula de

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

Tabla 5
Disefio de los tratamientos para la aclimatacion ex vitro de los cultivares de fresa
REPLICAS al a2 a3
bl b2 bl b2 bl b2
R1 albl alb2 a2bl a2b2 a3bl a3b2
R2 albl alb2 a2bl a2b2 a3bl a3b2
R3 albl alb2 a2bl a2b2 a3bl a3b2
R20 albl alb2 a2bl a2b2 a3bl a3b2

Nota: Disefio de los tratamientos 3Ax2B. *Cultivares = al: Aroma, a2: Camino
Real, a3: Sabrina, *Tipos de sustrato = bl: Promix; b2: Promix + humus de
lombriz (2:1).

Caracteristica de la unidad experimental

Tabla 6

Disefio experimental para la aclimatacion ex vitro de los cultivares de fresa

Disefio experimental Disefio Completamente al Azar
Ne de tratamientos 6
Ne de repeticiones 20
Ne de unidades experimentales 120
Distribucion de los tratamientos
Tabla 7
Distribucién de tratamientos para la aclimatacion ex vitro de los cultivares de

fresa

T1 T2 T3 T4 T5 T6
R1 R2 R3 R4 RS R6
R2 R3 R4 RS R6 R7
R3 R4 RS R6 R7 R8
R4 RS R6 R7 R8 R9

R200 R20 R20 R20 R20 R20

2.4. Métodos, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
El método empleado para la recoleccion de datos fue a través de mediciones

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

A. Actividades preliminares
Preparacion de medio de cultivo de establecimiento in vitro

En un vaso Beaker de 1 L de capacidad, se vertié 500 mL de agua destilada, se
pesd y se agrego 2,2 g de sales MS, 15 g de sacarosa, 0,5 g de acido ascorbico y
0,5 g de &cido citrico. Se mezcld la solucion con una bagueta hasta disolver
completamente los insumos. Con la ayuda del potenciémetro se ajusté el pH a 5,8
(con soluciones NaOH 1N y/o HCI 1N). Se calent6 el medio de cultivo en una
cocina eléctrica, para luego incorporar 3,0 g de agar como agente gelificante. Por
altimo, se vertié 15 mL de medio en tubos de ensayo y se esterilizo en autoclave
a 121°C durante 15 minutos.

Pretratamiento de desinfeccion 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 caracteristicas morfoldgicas y fitosanitarias se
recolectaron del vivero del Instituto de Investigacion para el Desarrollo
Sustentable de Ceja de Selva (INDES-CES), de la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza de Amazonas. Los explantes de aproximadamente 5 cm
de longitud se sumergieron en una solucion acuosa de jabon liquido durante 10
minutos en constante agitacion y usando un cepillo se frotd la superficie de los
explantes para eliminar las impurezas; luego se enjuagaron con agua corriente
durante 5 minutos. Por ultimo, los explantes se transfirieron a una solucion de

acido citrico (0,5 g L) y se pasaron a la cdmara de flujo laminar.

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

desinfeccidn se enjuagaron cuatro veces con agua destilada estéril.

Empleando un estereoscopio, se llevd a cabo el proceso de aislamiento del
meristema de 0,5 a 1,5 mm, para ello se utiliz6 pinzas y bisturi para realizar los
cortes; alcohol al 96% para sumergir los materiales (pinzas, bisturis) y flamearlos
antes y después de realizar la diseccion. Una vez aislado los meristemos se

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

establecidos a la cAmara de incubacion para su posterior crecimiento y desarrollo.

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

obtencion de material

Realizada la etapa de establecimiento in vitro de los cultivares de fresa, se
emplearon brotes basales para aumentar su nimero e instalar los experimentos
programados, para lo cual se prepar6é medio de cultivo de multiplicacion a base de
sales MS al 100%, (4,43 g L), sacarosa (22,5 g L), Acido ascorbico (0,1 g L),
Myo inositol (0,1 g L), Plant Preservation Mixture (PPM) (1 ml L), BAP (0,35
mg L?), Zeatina (1,0 mg L) y Agar (6,5 g L™). El pH del medio se ajust6 a 5,8.

. Multiplicacién in vitro de los cultivares de fresa

Preparacion de medio de cultivo

Se emple6 MS al 100%, (4,43 g L), sacarosa (22,5 g L), Acido ascérbico (0,15
g L), Myo inositol (0,1 g L), PPM (1 mL.L?); se complement6 el medio con
diferentes dosis de cuatro citocininas (BAP, Zeatina trans, KIN y 2iP),
concentraciones que se muestran en la tabla 2. Se ajust6 el pH a 5,8 (con NaOH
1IN y/o HCI 1N). Se calent6 el medio en una cocina eléctrica hasta el punto de
ebullicion y se incorporé phytagel (1,5 g L) como agente gelificante. Por tltimo,
se vertidé 40 mL de medio de cultivo a cada frasco magenta (de 77x77x97mm) y

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

Figura 1

Preparacion de medio cultivo de multiplicacién. a) Peso de insumos empleados
para el medio de cultivo; b) Ajuste de pH del medio de cultivo; ¢) Dilucién del

agente gelificante; d) Colocacion de medio de cultivo en los frascos magenta.
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Instalacion del experimento para la multiplicacion in vitro de los cultivares

de fresa

Se selecciond los mejores plantines que presentaron adecuadas caracteristicas
morfoldgicas 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 contaminacion por hongos y
bacterias. Se realizd los registros de identificacion (rotulados con fecha y codigo
de tratamiento) y se trasladaron al ambiente de incubacién, donde permanecieron
durante seis semanas en un area climatizada a 24°C y fotoperiodo de 16/8 horas
luz/oscuridad. Transcurrido seis semanas, se realiz6 la evaluacion del nimero de

brotes por explante en los tres cultivares.

C. Aclimatacion ex vitro de los cultivares de fresa
Preparacion de sustrato

Para la aclimatacion de los plantines de fresa, se emplearon dos tipos de sustrato:
sustrato tipo 1 (PROMIX) y sustrato tipo 2 (PROMIX + Humus de lombriz; en
proporcion 2:1). Los sustratos tipo 1 y 2, se humedecieron con agua a capacidad
de campo y se llenaron en 6 bandejas de germinacién con alveolos, donde cada

bandeja germinadora represento un tratamiento.

Seleccion de los plantines y siembra

Se extrajeron los mejores brotes de fresas obtenido en la etapa de multiplicacion,
se separaron de forma individual, se enjuagaron con agua destilada estéril y se
sembraron los brotes enraizados en bandejas que contenian sustrato a capacidad
de campo. A cada uno de los germinadores, se les coloco el registro de
identificacion (rotulado con fecha y codigo de tratamiento). Los germinadores se
colocaron dentro de bandejas de plastico con tapa transparente. Se dejo aclimatar

por 4 semanas, Yy se realizo las evaluaciones de las respectivas variables.

2.6. Variables evaluadas
Numero de brotes por explante
La evaluacion de esta variable, se llevo a cabo a las 6 semanas después de la
siembra de los brotes en el medio de multiplicacion. Se realizé a través de la

observacion visual de cada tratamiento, en lo cual, se contabilizd los brotes por
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explante, que tenian por lo menos un par de hojas verdaderas, y se determiné el
promedio por unidad experimental.

Total de brotes

Ne de brotes =
© Drotes = \o de explantes

NUmero de raices

Para evaluar esta variable se realizé por medio de la observacion, en la cual se
contabilizaron las raices principales y se determiné el promedio por unidad

experimental.

Numero de hojas verdaderas

Para evaluar esta variable se realizé por medio de la observacion, en la cual se
contabilizaron las hojas trifoliadas que estaban completamente formadas y se

determino el promedio por unidad experimental.

Indice SPAD

Para medir esta variable se emple0 el instrumento medidor de clorofila Minolta
SPAD-502, para lo cual se tomaron medidas en hojas jovenes para todas las

plantulas de los tres cultivares de fresa.
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I1l.  RESULTADOS

3.1. Multiplicacién in vitro de los cultivares de fresa
Plantas de los cultivares de fresa Aroma, Sabrina y Camino Real, se realizé 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

obtencidn de explantes (Figura 2c).

Figura 2
Induccion de brotes en cultivares de fresa. a) Establecimiento in vitro de cultivares
de fresa, b) Multiplicacion de plantulas de fresa para la obtencion de explantes, c)

Brotes inducidos de fresa en la 6° semana de cultivo in vitro.
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En la Tabla 8, se muestra los efectos principales de las variables evaluadas. Referente al
namero de brotes del factor B: tipo de citocinina, el empleo de KIN + Zeatina Trans
influyéd en mayor induccion de brotes (18 brotes), siendo la prueba significativa. Los
cultivares Aroma y Sabrina registraron mayor nimero de raices y hojas, en comparacion
con el cultivar Camino Real. El empleo de BAP + Zeatina Trans (ambos 1 mg L) registrd
mayor nimero de raices, en tanto, el empleo de BAP o 2iP + Zeatina Trans, el mayor
niimero de raices fue obtenido cuando se emple6 BAP + Zeatina trans (ambos 1 mg L)
y registraron mayor nimero de hojas por plantula en comparacion con el uso de KIN +

Zeatina trans (ambos 1 mg L?).

Tabla 8

Comparacién de medias de los efectos principales de la induccion de brotes en cultivares

de fresa de las variables dependientes nimero de brotes, nimero de raices y numero de

hojas.
Cultivar de fresa N NOmero de Ngmero de Nu_mero de
brotes raices hojas
Aroma 15 10,89 a 3,56 a 3,78 a
Sabrina 15 10,95a 293 a 3,59 a
Camino Real 15 9,25a 150 b 309 b
. . NUOmero de NuUmero de NUmero de
Tipo de citocinina N ., )
brotes raices hojas
BAP1mg L'+ ZeatinalmgL? 15 643 b 390a 3,78 a
KIN1mgL?™+ZeatinalmgL? 15 17,83a 123 ¢ 303 b
2iP 1 mg L™ + Zeatinal mg L* 15 683 b 285 b 3,65a

Datos presentados con medias, diferentes letras indican diferencias significativas en los
parametros para un P < 0,05 de acuerdo con la prueba Tukey.

En la Figura 3, se muestra la comparacién de medias de las variables evaluadas en la
induccion de brotes en tres cultivares de fresa. Concerniente al namero de brotes por
plantula, el empleo de las citocinina KIN + Zeatina trans (ambos 1 mg L) registraron el
mayor numero de brotes por explante (21 brotes), siendo significativa la prueba
estadistica, asimismo, el niUmero de brotes no registrd diferencias significativas entre los
cultivares de fresa evaluados. EI nimero de raices de los brotes inducidos, fue diferente
en los cultivares en estudio; en el cultivar Aroma, el mayor namero de raices, se indujeron
cuando se empled 2iP + Zeatina trans (ambos 1 mg L) o BAP + Zeatine Trans (ambos

1 mg L™Y); en el cultivar Sabrina, el mayor nimero de raices, fue obtenido cuando se
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empled BAP + Zeatine trans (ambos 1 mg L™); en tanto, en el cultivar Camino Real, el

mayor nimero de raices, fue obtenido cuando se empleé BAP + Zeatine trans (ambos 1

mg L™). EI mayor niimero de hojas en los tres cultivares de fresa, se registraron cuando

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

1)_

Figura 3

Induccion de brotes en cultivares de fresa. a) Namero de brotes, b) Nimero de raices, c)

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

significativas en los pardmetros para un P < (0,05 de acuerdo con la prueba Tukey.
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3.2. Aclimatacion ex vitro de los cultivares de fresa

En la etapa de aclimatacion de los brotes inducidos en los tres cultivares de fresa, se
evalud dos tipos de sustratos: PROMIX y PROMIX + humus de lombriz (Figura 4a),
colocados en las bandejas y siembra de las plantulas (Figura 4b), y colocados en bandejas
cubiertas para mantener la humedad (Figura 4c) por un periodo de seis semanas (Figura
4d).

Figura 4
Aclimatacion de plantulas de cultivares de fresa. a) Preparacion de sustrato, b) Siembra

en bandeja de plantulas de fresa, c) Crecimiento y desarrollo de plantulas de fresa, d)
Plantulas de fresa en la 6° semana del proceso de aclimatacion.

AP —
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En la Tabla 9, se muestra los efectos principales de las variables evaluadas. Referente al
namero de hojas, los cultivares Aroma y Sabrina, registraron el mayor nimero de hojas
en comparacion con el cultivar Camino Real, asimismo, el empleo de sustrato PROMIX
registrd el mayor nimero de hojas, siendo ambas pruebas significativas. En cuanto al
namero de raices, los cultivares Aroma y Sabrina registraron el mayor nimero de raices
en comparacion con el cultivar Camino Real, siendo la prueba significativa, en tanto, el
empleo de diferentes sustratos no influencié en un mayor nimero de raices, siendo la
prueba no significativa. El indice de clorofila (SPAD) el cultivar Camino Real, registro
el mayor valor de indice de clorofila, en comparacion con los cultivares Aroma y Sabrina,
siendo la prueba significativa, en tanto, el empleo de diferentes sustratos no influencio6 en

un mayor niamero de raices, siendo la prueba no significativa.

Tabla 9

Comparacion de medias de los efectos principales en la aclimatacion de cultivares de

fresa de las variables dependientes numero de brotes, nimero de raices y nimero de

hojas.

Cultivar de fresa N Nu_mero de Ngmero de SPAD
hojas raices

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

Camino Real 40 580 b 483 b 39,24 a

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

Tipo de sustrato N rl\]lu_mero de Ngmero de SPAD

ojas raices

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

PROMIX + HUMUS

(2:1) 60 577 b 5,95a 34,98 a

Datos presentados con medias, diferentes letras indican diferencias significativas en los
parametros para un P < 0,05 de acuerdo con la prueba Tukey.

En la Figura 6, se muestra la comparacion de medias de las variables evaluadas en la etapa
de aclimatacion de brotes en tres cultivares de fresa. Concerniente al nimero 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
registr6 mayor nimero de hojas, en comparacion cuando se emple6 sustrato PROMIX +
Humus de lombriz. La respuesta del namero de raices fue diferente en los cultivares de
fresa evaluados, el cultivar Aroma, no mostré diferencias significativas al emplear ambos

sustratos, el cultivar Camino Real registré mayor namero de raices cuando se empled el
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sustrato PROMIX en comparacion con el sustrato PROMIX + Humus de lombriz, en

tanto el Cultivar Sabrina registr6 mayor nimero de raices cuando se empled sustrato

PROMIX + Humus de lombriz, en comparacion cuando se empled sustrato PROMIX;,

siendo las pruebas significativas.

Figura 5

Aclimatacién de plantulas de cultivares de fresa. a) Numero de hojas, b) Numero de

raices, ¢) SPAD. Datos presentados con medias, diferentes letras indican diferencias

significativas en los pardmetros para un P < 0,05 de acuerdo con la prueba.
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IV. DISCUSIONES

4.1. Multiplicacion in vitro de los cultivares de fresa
Todos los explantes instalados en la etapa de multiplicacion formaron raices, pero el
medio de cultivo suplementado con BAP + Zeatina trans (ambos 1 mg L?) o 2iP +
Zeatina trans (ambos 1 mg L™), promovieron un mejor desarrollo del sistema
radicular, ademas presentaron mayor nimero de hojas. Se han descrito efectos
parecidos en la investigacion de Neri et al., (2022) en la propagacién in vitro de fresa
cultivar aroma, donde registraron formacién de raices en el proceso de
multiplicacion; ademas demostraron que el uso de Zeatina (1 mg L) promueven un
mejor desarrollo del sistema radicular. En estudios preliminares en cultivo in vitro de
fresa, ya se habia registrado presencia de raices en la etapa de multiplicacion; por lo
que en el experimento ya no se realizo la etapa I11 (enraizamiento) del cultivo in vitro,
si no que se extrajeron los mejores brotes enraizados obtenidas en la etapa de
multiplicacion y se sembraron en sustratos para su aclimatacion. Se podria afirmar
que fresa no necesita pasar por la etapa 111 del cultivo in vitro, ya que forman raices
en el medio de cultivo donde son transferidos para la induccion de brotes, es decir el
proceso de multiplicacion y enraizamiento ocurren simultdneamente (Castillo, 2004).
Este puede ser importante al momento de optimizar costos de produccion y reducir
el tiempo de obtencidn de material vegetal de procedencia in vitro. El elevado costo
de produccion de plantas in vitro puede ser un factor limitante para las pequefias

empresas viveristas.

Por otro lado, en la induccion de brotes en los tres cultivares de fresa (Aroma, Camino
real y Sabrina), Sabrina fue el que obtuvo mayor nimero 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™). De la siguiente
investigacion se puede afirmar que la combinacion de estas citocininas, es adecuada
para la multiplicacion in vitro de los tres cultivares de fresa. De la investigacion de
Neri et al., (2022), en la multiplicacion in vitro de fresa aroma, el empleo de (1 mg
L) Zeatina, no es eficiente para ser considerado un protocolo de micropropagacion,
ya que segun sus reportes, solo lograron obtener (4,20 + 0,86 brotes), lo cual es muy
bajo en comparacion a los resultados obtenidos en nuestra investigacién para el

mismo cultivar. Puede ser el caso de que Zeatina necesita actuar en combinacién con
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otras fitohormonas para potenciar sus efectos o emplear Zeatina en su forma trans
solo o en combinacion con KIN, ya que fue la mejor combinacion para la
multiplicacion de brotes; ademéas algunos autores afirman que zeatina en su forma
trans es mas potente, en comparacion de cis Zeatina o Zeatina (Jordan & Casaretto,
2006).

El nimero de raices y nimero de hojas de los brotes inducidos, fue diferente en los
cultivares en estudio. La respuesta de estos cultivares, podria estar relacionado con
la capacidad de regeneracion, determinado por el genotipo (Pierik, 1990 citado por
Mamani & Murillo, 2020). También se puede afirmar, que no solo depende del
potencial de regeneracion de cada cultivar, sino también, a la concentracion y tipo de
citocinina empleada. No todos los cultivares de fresa responden de manera similar a
los medios de induccidn, las respuestas en numero de brotes varian
significativamente (Villegas, 1990 citado por Mamani & Murillo, 2020). Esto
concuerda con los resultados de Hernandez et al., (2017), que durante la
multiplicacion de tres cultivares de fresa (portola, albion y camino real) con 0,5 mg
L de BAP, obtuvo datos muy diversos, con resultados de (4, 3 y 8) brotes por
explante respectivamente. Del mismo modo, empleando la misma concentracion de
BAP, Ashrafuzzaman et al., (2013), registré una media de 7 brotes por explante, para
el cultivar BARI Strawberry-1. obteniendo tambien mayor nimero de hojas con una

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

Dentro de la etapa de multiplicacion in vitro, BAP es la citocinina mas empleado, ya
sea solo 0 en combinacion con otras fitohormonas; en el cultivar Chandler, 1.5mgL"
1 BAP, la mayor induccién encontrada, fue de (6,3 + 0,15) brotes (Diengngan et al.,
2014); para el cultivar Camarosa, el mayor nimero de brotes por explante (14,5 +
0,50), se observaron en el medio que contenia 2 mgL™® BAP + 0,5 mg L! GAs
(Tanziman et al., 2012); para los cultivares Oso Grande y Sweet Charlie, en los
medios que contenian 1 mg L de BAP + 0,5 mg L™ de AIB, el mayor nimero 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 Lt BAP+0,1 mg L™
KIN, el mayor nimero de brotes encontrados, fue de 10,1+0,33 (Sakila et al., 2007);
con la concentracion de KIN 0,5mg L*, BAP 1,0 mg LT y GAs; 2,0 mg L? la
méaxima multiplicacion 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 multiplicacion 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 multiplicacion in vitro, empleando 1,0 mg L de Zeatina, la mayor
induccidn de brotes fue de (4,20 + 0,86) y ademas obtuvo mejores explantes con buen
sitema radicular y mayor nimero de hojas (17,13 + 2,80).

Para mejorar los estudios actuales podria ser importante el empleo de Zeatina trans
en combinacién con otras fitohormonas, ya que, en los resultados de la investigacion,
se obtuvieron buenos resultados en cuanto al nimero 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 nimero y porcentaje de
formacion 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 induccion de yemas laterales.

La baja induccion 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 investigacion de Sakila, BAP y Kinetina
interactuan significativamente, ya que se obtubieron mayor numero de brotes que
actuando por ceparado. En fitohormonas que son costosos como la Zeatina, seria
recomendable trabajar en combinacion con otros reguladores para asi 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 ademas
una de las ventajas que se busca con el cultivo in vitro es la propagacion masiva y
rapida, lo que conlleva a encontrar un buen protocolo de multiplicacion. Para obtener
protocolos que sean eficiente en la induccidn de brotes seria recomendable encontrar
la dosis y la combinacion adecuada de citocininas, auque en la siguiente
investigacion, en donde se trabajé 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 convinacién de citocininas

para la induccidn de brotes.
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4.2. Aclimatacion ex vitro de los cultivares de fresa
Durante la aclimatacion, las plantulas 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 investigacion se emple6 para la
aclimatacion, plantas con un buen sistema radicular, lo que nos permitié 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, ademas cuenta con una formulacion a base
de fertilizantes. Su alta capacidad de aire y agua y buenas caracteristicas de drenaje
fueron ideales para aclimatar cultivares de fresa; las caracteristicas fisicas de este
sustrato permiten que las plantulas 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 aclimatacion (Castillo, 2004). Hay
muchas técnicas empleadas por investigadores durante la aclimatacion de plantulas
de fresa, como, por ejemplo, empleando bandejas de germinar, colocandolos dentro
de recipientes transparentes y cubiertas de tal manera que se simule un
miniinvernadero, como lo que se empled en la siguiente investigacion. Hernandez et
al., (2017) durante el proceso de aclimatacion, aplicO una estrategia interesante,
colocé los brotes enraizados en una base plastica, simulando un sistema hidroponico
flotante, cambiando de agua diariamente durante 15 dias, y luego transfiriéndolas a
sustrato a base de lombricomposta y agrolita, en una proporcién de 1:1. Esta
metodologia le permitié aclimatar de forma réapida y sin estrés por perdida de
humedad. En los diferentes métodos de aclimatacion, ademas de encontrar un
sustrato adecuado, es importante adecuar las plantulas en un ambiente controlado de
tal manera que no se pierdan por deshidratacion. 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 proporcion (2:1:2), ademas realizando riego con
solucion de Hoagland (solucion hidropdnica), obtuvo una supervivencia del 90% en
el cultivar Camarosa. Por otro lado, Dhukate et al., (2021) en su estudio, en la
aclimatacion obtuvo una supervivencia del 95% para los cultivares Sweet Charlie’ y

‘Winter Dawn’, en sustrato cocopeat.
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En cuanto al indice 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 registro el mayor valor de
indice de clorofila. La cantidad de clorofila que esta presente en las hojas puede variar
segun el cultivar, periodo vegetativo y abonado (Karele, 2001), y estrés hidrico
(Bauerle et al., 2004). Varios investigadores recomiendan emplear el medidor de
clorofila Minolta SPAD-502 para la medicién del estado nutricional de una planta
con relacion al contenido de nitrégeno. En las investigacion de Neri et al., (2022), en
la aclimatacién de fresa, de cultivar Aroma, el indice de clorofila de plantas
cultivadas en sustrato que contenia compost + turba + acido himico, presentaron
valores de (40,69 SPAD), estos valores de indice de clorofila fueron superiores a los
que se encontro en la investigacion empleando PROMIX en el mismo cultivar. Esto
puede estar relacionado directamente con el momento de evaluacion 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 propdsito
de diagnosticar los niveles de nitrogeno 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 hidropdnica Gomez, (2011), registré lecturas SPAD
entre 54,4y 56,2, entre 75 y 135 dias de trasplante. De igual manera, se han registrado
valores SPAD, en otro cultivo hidroponico de fresa, con 38,5 a 49,5 SPAD para hojas
jovenes y viejas, en diferentes sustratos (50% turba de coco + 50% perlita)
(Ahmadizadeh et al., 2012).

El indice de clorofila es un indicador del contenido de nitrégeno en la planta y cuan
mayor sea la dosis de nitrégeno mayor sera la eficiencia fotosintética de la planta, y
con esto, mayor serd el indice SPAD ( Ribeiro et al., 2015). Por el contrario, si en las
plantas aclimatadas, se observa que el indice SPAD es bajo, estara directamente
relacionado con el tipo de sustrato empleado, de hecho al ser inadecuado puede
ocasionar estrés hidrico, trayendo como consecuencia cambios en el sistema
fotosintético y la disminucion de los niveles de clorofila (Tembe et al., 2017). El
nitrégeno tiene una funcion esencial en el crecimiento vegetativo de las plantas, sus

funciones son de tipo estructural y osmético (Mixquititla et al., 2020).
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Para la aclimatacion ex vitro es importante que los brotes tengan hojas bien
desarrolladas, ya que realizaran fotosintesis para que las plantulas tengan una fuente
de energia que les permita generar mas raices y asi poder asimilar de manera eficiente
los nutrientes presentes en el sustrato. EI contenido de clorofila de las hojas, esta
relacionado con el nivel de nitrogeno; y este esta relacionado con la produccién de
clorofila, sin la cual las plantas no serian capaces de realizar fotosintesis. Es por eso
que, si el nivel de nitrogeno es bajo, la actividad fotosintética seré 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 aclimatacion 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 aln a
ciencia cierta cual es el rango adecuado de indice de clorofila que debe tener las

plantas de fresas aclimatadas.

36



V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la fase de multiplicacion, describen un protocolo eficaz para
la propagacion in vitro de fresa. El uso de KIN (1 mg L) + Zeatina Trans (1 mg L ™),
result6 ser la mejor combinacién de fitohormonas, ya que se logré el mayor nimero 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 aclimatacion, se obtuvo una supervivencia del 100% de plantas aclimatadas.
El sustrato PROMIX, demostro ser el mejor sustrato para la aclimatacién de fresa, lo cual
produjo mejor desarrollo morfolégico, presentando mayor nimero de hojas, mayor

namero de raices y mayor valor de indice de clorofila (SPAD).
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VI. RECOMENDACIONES

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

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

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

definitivo y evaluar rendimiento aplicando diferentes dosis de fertilizacion.

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

hidroponico.
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ANEXO

ANALISIS ESTADISTICO DEL EXPERIMENTO “MULTIPLICACION IN

VITRO DE LOS CULTIVARES DE FRESA”
ANOVA Factorial 3A x 3B bajo un diseno DCA

El Sistema SAS
El procedimiento GLM

Variable Dependiente: Numero de Brotes

Analysis of variance

Sum of
Source DF Squares Mean Square  F Value Pr>F
Model 8 27.18189468 3.39773683 1292 <0001
Error 36 9.46738509 0.26298292
Corrected Total 44  36.64927977
Variable R-Square Coeff Var Root MSE Num Brot Mean
Numero de brotes  0.741676  16.17634  0.512819 3.170176
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr>F
A 2 0.40891311 0.20445656 0.78 0.4671
B 2 24.84640493 12.42320246 4724 <0001
A*B 4 1.92657663 0.48164416 1.83 0.1441
El sistema SAS
El procedimiento GLM

Prueba de Scheffe para Numero Brotes

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 36
Error Mean Square 0.262983
Critical Value of F 3.25945
Minimum Significant Difference 0.4781
NOTA: Esta prueba controla la tasa de error de tipo I en el experimento.
Scheffe Grouping Mean N A
A 3.259 15 al
A 3.2136 15 a2
A 3.0379 15 a3

Las medias con la misma letra no difieren significativamente.
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El sistema SAS
El procedimiento GLM
Prueba de Scheffe para el Numero de Brotes

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 36
Error Mean Square 0.262983
Critical Value of F 3.25945
Minimum Significant Difference 0.4781
NOTA: Esta prueba controla la tasa de error de tipo I en el
experimento.
Scheffe Grouping  Mean N B
A 4.2203 15 b2
B 2.6799 15 b3
B 2.6104 15 bl

Las medias con la misma letra no difieren significativamente.

Numero de Brotes
Cultivar Citocinina NumBrot mean sd Tukey

<chr> <chr> <dbl> <dbl> <chr>
1 Sabr Zea+KIN 20.8 4.63 a
2 Arom Zea+KIN 18.6 5.72 a
3CamR Zea+KIN 14.1 6.73 ab
4 CamR  Zea+2iP 7.7 2.18 be
5 Arom Zea+BAP 7.46 2.55bc
6 Arom Zea+21P 6.6 1.39 be
7 Sabr Zea+21P 6.2 279 ¢
8 CamR Zea+BAP 5.94 1:51'¢
9 Sabr Zea+BAP 5.88 132¢
ANEXO 2

ANALISIS ESTADISTICO DEL EXPERIMENTO “MULTIPLICACION IN
VITRO DE LOS CULTIVARES DE FRESA”

ANOVA DCA Numero de raices en el cultivo in vitro de fresa.

The SAS System
The GLM Procedure
Dependent Variable: Numero de Raiz
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Analysis of variance

Sum of
Source DF Squares ~ Mean Square F Value Pr>F
Model 8 7.80901704 097612713 19.64  <.0001
Error 36 1.78961389  0.04971150

Corrected Total 44 9.59863093

Variable R-Square  Coeff Var Root MSE  NumRaiz Mean
Numero deraiz  0.813555  12.98121 0.222961 1. 717565
Source DF Type ISS Mean Square F Value Pr>F
A 2 236629220 1.18314610 2380 <.0001
B 2 4.18972180 2.09486090 42.14 <.0001
A*B 4 1.25300303 031325076  6.30 0.0006
The SAS System
The GLM Procedure

Prueba de Scheffe para Nimero de Raiz

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 36
Error Mean Square 0.049711
Critical Value of F 3.25945
Minimum Significant Difference 0.2079

NOTA: Esta prueba controla la tasa de error de tipo I en el experimento.

Scheffe Grouping Mean N A
A 1.94586 15 al
A 1.80288 15 a2
B 1.40395 15 a3

Las medias con la misma letra no difieren significativamente.

The SAS System
The GLM Procedure
Prueba de Scheffe para Numero de Raiz

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 36
Error Mean Square 0.049711
Critical Value of F 3.25945
Minimum Significant Difference 0.2079

NOTA: Esta prueba controla la tasa de error de tipo I en el experimento.
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Scheffe Grouping  Mean N B
A 2.04905 13 bl
B 1.79109 15 b3
C 1.31256 15 b2

Las medias con la misma letra no difieren significativamente.

Numero de raices

Cultivar Citocinina ~ NumRaiz mean  sd Tukey
<chr> <chr> <dbl> <dbl> <chr>
1 Arom Zea+BAP 5.50 1.02 a
2 Sabr Zea+BAP 4.42 1.42 ab
3 Arom Zea+2iP 3.90 1.65 ab
4 Sabr Zea+21P 321 0.664 bc
5CamR Zea+BAP 1.79 0.568 cd
6 CamR Zea+2iP 1.45 0.373 cd
7 Arom  Zea+KIN 1.29 0.176 d
8 CamR Zea+KIN 1.25 0.433d
9 Sabr Zea+KIN 1.16 0.123d
ANEXO 3

ANALISIS ESTADISTICO DEL EXPERIMENTO “MULTIPLICACION IN
VITRO DE LOS CULTIVARES DE FRESA”

ANOVA DCA Numero de hojas en el cultivo in vitro de fresa.

Numero de hojas
The SAS System
The GLM Procedure

Dependent Variable: Numero de Hojas

Analysis of variance

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 9.35479111 1.16934889 14.12 <.0001
Error 36 2.98192000 0.08283111

Corrected Total 44

12.33671111

Variable R-Square  Coeff Var Root MSE  NumHojas Mean
Numero de hojas 0.758289 8.257047 0.287804 3.485556
Source DF Type ISS Mean Square F Value Pr>F
A 2 3.75949778  1.87974889 22.69 <.0001
B 2 488781778  2.44390889 2950 <.0001
A*B 4 0.70747556  0.17686889  2.14  0.0964
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The SAS System
The GLM Procedure
Scheffe's Test for NumHojas

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 36
Error Mean Square 0.082831
Critical Value of F 3.25945

Minimum Significant Difference  0.2683

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate.

Scheffe Grouping Mean N A
A 3.7780 15 al
A 3.5867 15 a2
B 3.0920 15 a3

Means with the same letter are not significantly different.

The SAS System
The GLM Procedure
Scheffe's Test for NumHojas

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 36
Error Mean Square 0.082831
Critical Value of F 3.25945
Minimum Significant Difference 0.2683

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate.

Scheffe Grouping Mean N B
A 3.7827 15 bl
A 3.6480 15 b3

B 3.0260 15 b2

Numero de hojas
Cultivar Citocinina NumHojas mean sd Tukey

<chr> <chr> <dbl> <dbl> <chr>
1 Sabr Zea+BAP 4.10 0.353a
2 Arom Zea+2iP 4.08 0.370 a
3 Arom Zea+BAP 3.97 0.388a
4 Sabr Zea+2iP 3.67 0.223 ab
5Arom Zea+KIN 3.29 0.164 be
6 CamR Zea+tBAP 3.29 0.287 be
7 CamR Zea+2iP 3.19 0.177 be
8 Sabr Zea+KIN 2.99 0.180¢c
9 CamR Zea+KIN 2.80 0.333¢
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ANEXO 4

ANALISIS ESTADISTICO DEL EXPERIMENTO “ACLIMATACION EX
VITRO DE LOS CULTIVES DE FRESA”

ANOVA Factorial 3A x 2B bajo un diseiio DCA

B. Aclimatacion
Nuimero de hojas
The SAS System

The GLM Procedure
Dependent Variable: NumHojas

Analysis of variance

Sum of
Source DF Squares  Mean Square F Value Pr>F
Model 5 63.7666667  12.7533333 994 <0001
Error 114 146.2000000 1.2824561
Corrected Total 119  209.9666667

R-Square Coeff Var Root MSE =~ NumHojas Mean

0.303699 18.31465 1.132456 6.183333
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr>F
A 2 10.61666667  5.30833333 4.14 0.0184
B 1 20.83333333  20.83333333 16.24 0.0001
A*B 2 32.31666667 16.15833333 12.60  <.0001
The SAS System
The GLM Procedure
Scheffe's Test for NumHojas
Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 114
Error Mean Square 1.282456
Critical Value of F 3.07585
Minimum Significant Difference  0.6281
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate.
Scheffe Grouping Mean N A
A 6.5250 40 al
BA 6.2250 40 a3
B 5.8000 40 a2

Means with the same letter are not significantly different.
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The SAS System
The GLM Procedure
Scheffe's Test for NumHojas

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 114
Error Mean Square 1.282456
Critical Value of F 3.92433
Minimum Significant Difference 0.4096

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate.

Scheffe Grouping Mean N B
A 6.6000 60 bl
B 5.7667 60 b2

Means with the same letter are not significantly different.

Nuimero de hojas

Cultivar Sustrato ~ NumHojas mean sd Tukey
<chr> <chr> <dbl> <dbl> <chr>
1 CamR  Prom 6.95 0.999 a
2 Arom Prom 6.55 1.39 a
3 Arom PrHum 6.5 124 a
4 Sabr Prom 6.3 1.03 a
5 Sabr PrHum 6.15 1.04 a
6 CamR  PrHum 4.65 1.04 b
ANEXO 5

ANALISIS ESTADISTICO DEL EXPERIMENTO “ACLIMATACION EX
VITRO DE LOS CULTIVES DE FRESA”

ANOVA DCA Numero de raices en la aclimatacion de fresa

Numero de raices
The SAS System
The GLM Procedure
Dependent Variable: NumRaices

Analysis of variance

Sum of
Source DF Squares Mean Square  F Value Pr>F
Model 5 162.9000000  32.5800000 6.98 <.0001
Error 114 532.3000000  4.6692982
Corrected Total 119 695.2000000
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R-Square Coeff Var Root MSE NumRaices Mean
0.234321  34.85251 2.160856 6.200000

Source DF  TypelSS Mean Square F Value Pr>F
A 2 138.7500000 69.3750000 14.86  <.0001
B 1 7.5000000 7.5000000 1.61 0.2076
A*B 2 16.6500000 8.3250000 1.78 0.1728
The SAS System
The GLM Procedure

Scheffe's Test for NumRaices

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 114
Error Mean Square 4.669298
Critical Value of F 3.07585

Minimum Significant Difference 1.1984

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate.

Scheffe Grouping Mean N A
A 7.4500 40 al

A 6.3250 40 a3
B 4.8250 40 a2

Means with the same letter are not significantly different.

The SAS System
The GLM Procedure
Scheffe's Test for NumRaices

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 114
Error Mean Square 4.669298
Critical Value of F 3.92433

Minimum Significant Difference 0.7815

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate.

Scheffe Grouping Mean N B
A 6.4500 60 b2
A 5.9500 60 bl

Means with the same letter are not significantly different.
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Numero de raiz
Cultivar Sustrato NumRaiz mean  sd Tukey

<chr> <chr> <dbl> <dbl> <chr>
1 Arom PrHum 8 323a
2 Arom Prom 6.9 2.43 ab
3 Sabr PrHum 6.8 2.19ab
4 Sabr Prom 5.85 1.87 be
SCamR  Prom 5.1 1.48 be
6 CamR PrHum 4.55 1.10 c
ANEXO 6

ANALISIS ESTADISTICO DEL EXPERIMENTO “ACLIMATACION EX
VITRO DE LOS CULTIVES DE FRESA”

ANOVA DCA Indice SPAD en aclimatacion de fresa

SPAD
The SAS System
The GLM Procedure
Dependent Variable: SPAD

Analysis of variance

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 3 1031.025417  206.205083 9.07 <.0001
Error 114 2592.990500  22.745531

Corrected Total 119 3624.015917

R-Square Coeff Var Root MSE SPAD Mean
0.284498 1339263 4.769227  35.61083

Source DF Type ISS Mean Square F Value Pr>F
A 2 805.7901667 402.8950833 17.71 <.0001
B 1 48.0067500 48.0067500 2,11 0.1490
A*B 2 177.2285000  88.6142500  3.90 0.0231
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The SAS System
The GLM Procedure
Scheffe's Test for SPAD

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 114
Error Mean Square 22.74553
Critical Value of F 3.07585
Minimum Significant Difference 2.645

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate.

Scheffe Grouping Mean N A
A 39.243 40 a2
B 34.220 40 a3
B 33.370 40 al

Means with the same letter are not significantly different.

The SAS System
The GLM Procedure
Scheffe's Test for SPAD

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 114
Error Mean Square 22.74553
Critical Value of F 3.92433

Minimum Significant Difference 1.7249

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate.

Scheffe Grouping Mean N B
A 36.2433 60 bl
A 34.9783 60 b2

Means with the same letter are not significantly different.

SPAD
Cultivar  Sustrato =~ SPAD mean  sd Tukey
<chr> <chr> <dbl> <dbl> <chr>

1 CamR Prom 398 379 a
2 CamR PrHum 38.7 297 a
3 Sabr Prom 36.4 5.65 ab
4 Arom PrHum 342 6.13b
5 Arom Prom 32.5 3.06b
6 Sabr PrHum 32.1 587b
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