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I. RESUMEN

Se condujeron 2 investigaciones en donde primero se probakoh‘vdifg
rentes concentraciones de carbbn actiVado, y.bosterionménfe diferentes
tipos y concenfracionés de auxina, paré'examfnar el efecto que producen
en el crecimiento y desakrol1o de rafces de plantas de fresa cultijadas
in vitro. Para los dos experimentos-correspondfentes, como medio de cul
tivo se emplearon 1as‘sa1es minerales modifiéadas‘de‘Murashigé y‘Skoog
(1962) al 50%, éompTementadaélcoh i mg/1 de tiamina dié]oro, 100 mg/l
de mioinositol, 30 g/1 de sacarésa y 5 g/1 de agar. Ademds, en el pri-
mer experimento se utiiizaron 1 mg/} de dcido 1ndolbutir1cq (AIB) y 0.0,
0.5, 1.0y 2.0 g/1 de carbdn activado (CA); durante el segundo experi-
mento se usd 1 g/1 de CA y 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 mg/1 de AIB y dcido naf-
talenacético (ANA), de tal forma que resultaron 4 tratamientos en el pri
mer experimento y 8 en el ségundo. Se utilizaron brotes vegetativos de
fresa del cv Tioga, obtenidos a través de meristemos cultivados in vi-

tro.

Las condiciones ambientales en las que se desarrollaron-los experi
mentos fueron iguales, en ambos casos los brotes fueron cultivados en un
cuarto con control de luz y temperatura, siendo la duracién del fotope-

rfodo de 16 hrs, 1a temperatura se mantuvo en 27 + 1°C.

Los resultados obtenidos indican que al aumentarse 1a concentraci6n
de CA se incrementa el nlmero y tamafio de rafces, mostrando ser estadfs-
ticamente superior el tratamiento con 1.0 g/1. Ademds cuando no se em-

ple6 CA se retrasd 30 dfas la transferencia a tierra.

xi




Con relacidon al tipo de auxina, el AIB resultd ser el mids efectivo,
lograndbse un 98.33% en el enraizamiento, asi como un proniedio de 3.6

rafces de 2.5 cm por planta.

La concentracién de 1.5 mg/1 mostrd ser la mas apropiada para los
‘tipds“de auxinas, tanto en el niimero como en el tamafio de las rafces.

En base a 1o anterior se concluye que la utilizacién de carb6n ac
tivado permite incrementar la velocidad de enraizamiento asi como el
ndmero y tamafio de raiz, siendo AIB la auxina que permite lograr losme

jores resultados y la concentraci6n de 1.5 mg/1 1a mds apropiada.

xii



IT. INTRODUCCION

En México*la'importéncia del cultivo de Ta fresa radica en ser uno
de los principales productbs'dé eprftacién. que a la vez ‘genera una ele
vada demanda de mano 'de obra por unidad de superf1c1e cu1t1vada Los
Estados de Michoacén y Guanaauato son Tos pr1nc1pa1es productores de fre
sa, registrando para 1982 unaspartjc1pacion promedio en la productidn
del 72ii7% y 16.33% respectivamente, destinadas en su mayor parte a la
exportacién. Cpmp]ementah Tos Estadbs de Jalisco, Querétafo, Aguasca-
lientes, México,,Véracrﬁz y Zacatecas, quienes producen fundamentalmen-

te para el mercado interno (DGEA, 1983).

En los G1timos afos la produccién de fresa en el pais ha disminui-
do tanto de %resa‘fresqa como. congelada, la cual durante el periodo de
1978-1982 decrecié a una tasa promedio anual de 23.5%. Una de las cau-
sas principales por las gque se presenta esta situacidn, es que @1tima-
mente se presentan problemas en la adquisicidon de plantas de fresa (im-
portadas défCa1ifornia, E.U.A.), debido a la crisis econémica que vive

el pafs.

En el programa de siembra para exportacién de fresa fresca y conge
lada autorizada para la temporada 1982-1983 por la S.A.R.H., 1a superfi-
cie a sembrar deberd operar sobre 3 223 has que se distribuirdn entre
Michoacdn (64.9%) y Guanajuato (35.1%), por lo que serd necesario con-

tar con cerca de 97 millones de plantas (DGEA, 1983).

En vista de que en México, ademds de las restricciones para la im-

portacién, no se cuenta con una técnica eficiente para la produccién ma



siva de planta de fresa, se plantea la necesidad de desarrollar procedi-
mientos por medio. de 1osicualés-sean propagadas estas plantas para evi-

tar la dependencia con Estados Unidos, evitando al mismo tiempo la fuga

12

de divisas.

Como una alternativa, se ha propuesto el uso de la técnica de cul-
tivo de tejidos, que es un método de propagacidn asexual que presenta
las ventajas de obtener en corto.tiempo, gran cantidad de plantas uni-

formes -y libres de patdgenos.

La finalidad del presente trabajo, es contribuir con las investi-
gaciones realizadas en el Colegio de Postgraduados de Chapingo, Méx.,
en la obtencién de plantas de fresa libre de virus, buscando una opti-
mizacién(de la metodologia para obtener plantas en condicfones de ser
transplantadas en el menor tiempo posible y con caracteristicas tales

como mayor nimero y tamafio de rafces, que Te permitan un buen desarro-

11o.

Objetivos. Observar el efecto de la concentracién del carbén ac-
tivado sobre el nimero y tamafio de raices en brotes de fresa, asi como
el resultado de 1a aplicaci6n de diferentes concentraciones de acido in
dolbutirico y dcido naftalenacético en combinacién con carb6n activado

en el enraizamiento de brotes vegetativos in vitro.




III. REVISION DE LITERATURA
Propagacién in vitro

En Tos ﬁltinps afios el cultivo de tejidos, propagaciﬁh inivitro 0
mjcropropagéciﬁp,,ha.tenido gran auge debido arlas ventajas que prgéen~
ta como son: myltfp11cacién masiva y uniforme de plantas, Obténciéh'de
plantaé 11bresgdé virus, su utilizaci6n en el mejoramiento genético y
como Banco de*Qgrmdplasma (ﬁurashige, 1974; Cheng, 1978). Iﬁicialmehte
esta técnica se.apliéé en especies herbiceas (ornamgntales) y se ha ve-
nido extendigndd‘haéta»Ser utilizada eh especies 1eﬁosas,-en las que ha

‘tenido un desékroi]o mds lento (Cheng, 1978).

Para la propagac%én de plantas a través del cultivo de tejidos, se
han establecido una serie de fases, cada una con un objetivo especifico

¥ requerimientos diferentes (Murashige, 1974; Villegas 1982b).

Villegas (1982b) caracteriza cuatro fases, tres in vitro y una in
vivo:
1) Establecimiento del Cultivo Aséptico. La finalidad primordial es
evitar 1a contaminacidén y que el propdgulo logre tener crecimien-
to, adaptandose asi a las condiciones in vitro; en algunos casos

cuando se presentan problemas de oxidacién, se requiere de la uti

1izacién de antioxidantes.

2) Multiplicacién del Propdgulo o Proliferacién. En esta fase se bus
ca el rdpido aumento del material propagado (brotes vegetativos o

callo), siendo importante determinar la concentracidn de auxinas y



citocininas mds apropiado para cada caso.

3) Enraizamiento. Esta etapa comprende la induccidn y crecimiento de
raices a partih>deilos brotes”obtenidos durante 1a proliferacion,
vrequiriéndose4dé,un medio,ndtritivo diluido7y']a eliminaéién de qi
tocininas del:medib &e cultion Ademés,,en»ocasiones debeninc1ui[

se compuestos fendlicos para estimular el enraizamiento.

4) Y una etapa in vivo, que consiste en una aclimétacién paulatina de
las plantas obtenidas in vitro, para estar en condiéiohes de ser

establecidas en campo.

En fresa se ha_utili;adb.ampljamente el cultivo de tejidos, sobre
todo para la obtenci6n de plantas libres de virus (Vine, 1968; Smith et
al., 1970; Villalobos, 1977; Kartha et al., 1980; McGrew, 1980) y en la
conservacién de material vegetativo por medio de la criopreservacion y
almacenamiento en frio (Freemah y Pepin, 1971; Daubeny et al., 1976; Mu
llin‘y'Shlegel, 1976). Ademds, se han realizado investigaciones encami
nadas hacia la multip]icacidn masiva (Adam;. 1972; Anderson et al.,
1982; Belkengren .y Miller, 1962; Boxus, 1974; Cossio y Menin, 1982; Da-
miano, 1978 y 1980; James, 1979; James y Newton, 1977) pero muy pocas

de ellas han puesto atencién en la fase de enraizamiento.

2. Factores que afectan el enraizamiento in vitro

Existen diversos factores que afectan el enraizamiento in vitro

- Especie

- Concentraci6n de sales minerales y otros compuestos del medio nu
tritivo



Tipo y concentracidon de reguladores del crecimiento

Cofactores de enraizamiento (compueétos fendlicos)

- Uso de carbdn activado

Condiciones- ambientales

Tamaﬁq_dé13propégulo; época de corte y edad de la planta madre

2.1. Especie

Se ha encontrado que existen diferentes respuestas al enraizamiento
de las plantas in vitro dependiendo de la especie'y'aun de la variedad,

existiendo plantas. de facil y dificil enraizamiento. .

Adams (1972) reporta el haber obtenido diferentes porcentajes de
plantas enraizadas de frésa de acuefdo al cultivar, logrando para el JL
1560 el 90%, enIJL 2680 el 84% y en Cumberland 103/25 el 100%. Por su
pérté, Damiano (1978) menciona que no encontrd diferencias significati-
vas en las respuestas dadas por los cvs Gorello, Pocahontas, Belrubi,

Fanil, Tioga, Primella y Aliso.

James (1979)"reporta que existe una respuesta diferente en el enrai
zamiento entre los cultivos in vitro de Fragaria y Rubus al utilizar flg
roglucinol, incrementindose el enraizamiento en Rubus, no asi en Fraga-

ria,

Broome y Zimmerman (1978), regz?fahzfiferentes comportamientos de
los cultivares de zarzamora probados en cultivo in vitro, mencionando
que dos de ellos (Black Satiny y Dirksen Thernless) proliferaron pocos

brotes, probablemente como una consecuencia de su tendencia a enraizar;



agregan que esta inclinacidn que tienen hacia 1a produccidn de raices,
puede ser controlada cambiando las cantidades o proporciones de regula-

dores del crecimiento.

Skirvin.et al. (1981) trabajando con brotes de zarzamora, encuen-
tra una respuesta diferente al enraizamiento entre 3 cultivares utili-
zados, observando el mayor porcentaje de enraizamiento en el cv Thorn-

less Boysenberry.

Singha (1982), estudiando el efecto de la concentracin de ANA so
bre el enraizamiento in vitro dé manzano silvestre, encuentra que exis
ten diferencias en la respuesta al enraizamiento entre los cvs Calorpa,
Eleyi, Hopa y Almey, teniendo un mayor porcentaje de enraizamiento el

cv Almey y el menor el cv Eleyi.

Németh (1981), menciona que los datos obtenidos en sus estudios
de induccidn de raices adventicias en el cultivo in vitro de manzano,
sugieren que dicha induccidn, estd fuertemente influenciada por los an

tecedentes genéticos del portainjerto o acodo en estudio.

Snir (1982) menciona que las condiciones para el enraizamiento in
vitro del cerezo son diferentes a las del manzano, ya que este dltimo

presenta la tendencia a formar callo en 1a base.

2.2. Concentracion de sales minerales y otros compuestos

Murashige (1974), sefiala que el medio de cultivo estd compuesto

por 3 clases de sustancias: sales inorgdnicas, compuestos orgdnicos y




compuestos naturales; menciona ademds, que la presencia o ausencia y la
concentracion de estos compuestos, dependerd de los - requerimientos espe

cificos de cada especie y de la fase en'que~se encuentre el propdgulo.

Los medios de‘cultivo mas frecuentemente uti]jzados en el enraiza-
miento in vitro de la fresa, son el de Murashige y Skoog (MS) y el de
Boxus (1974),'con;a1guha$ modificacioneﬁ; generalmente ias sales mihe4
rales son reducidas al 50%, suprimidas las citocininas y utilizado 1
mg/1 de auxina, siendo las mis usadas el acido indolacético (AIA))!ANA.
Norma]mente el medio se complementa con 100 mg/1 dé inositol, 0.1 mg/1
de’ tiamina HC1, 0.5 mg/1 de Scido nicotfnico, 0.5 mg/1 de piridoxina -
HC1 y 20 mg/1 de glicina.

Varios autores mencionan que la dilucidn de sales minerales delme
dio de cultivo elevan los porcentajes de enfaizamiento (McGrew, 1980;
Villalobos, 1980; Welandery Huntriesser, 1981; Snir, 1982; Singha, 1982;
Villalobos et al., 1983).

Algunos investicgadores han demostrado que la frega se adapta in
vitro a diferentes mezclas de sales minerales (Vine, 196€; Adams, 1972;
McGreen, 1980), y se ha propuesto la utilizacidon de un medio mas rico
en nitr6geno (Lee y DeFossard, 1977; Damiano, 1980; Cossio y Menin,

1982).

Cossio y Menin (1982), probando tres soluciones de macroelementos
(Knop, Zuccherelli y MS) durante la fase de enraizamiento en la micro-

propagacion de fresa, reportan que el mayor enraizamiento se obtuvo en




!
el sustrato de Knop, tanto en el niimero de raices como en 1a velocidad

de enraizamiento, presentdndose el menor enraizamiento en 1a solucion
MS a causa del retardo en la emisién y del mds lento desarrollo de 1la
rafz y sobre todo'pdr la aparicién de callo esponjoso en la base de la

planta.

Damiano (1980) menciona:que la fuente y cantidad de nitrbgeno tie
ne una influencia considerable sobre el crecimiento y desarrql]o.de 1a

planta de fresa cu]tiVada in vitro, encontrando que los propdgulos no

desarrollan cuando Ginicamente el (NH4)SO4 es usado como erhfé”de nitrg

geno y que concentraciones superiores a 3 mM son severamente t6xicos,
en cambio utilizando nitratos como Gnica fuente de nitrdgeno se obtie-

nen mejores resultados.

Skirvin et al. (1981) reportan la obtencidn de cerca del 80% de en
raizamiento en el cultivo de zarzamora in vitro utilizando bajas con-

centraciones de sales minerales.

Hyndman et al. (1982) investigando la estimulacién de iniciales de
rafz en brotes de rosa (Rosa hybrida L.) a través del uso de concentra
ciones reducidas de sales minerales, obtienen el mayor incremento en el
nimero y longitud de raices, asi como en 1a velocidad de enraizamiento,
cuando utiliza las sales minerales de MS al 50%, exceptuando las sales
de nitr6geno, las cuales son reducidas en un mayor grado (de 60 a 7.5
UM); concluyendo que la reducci6n en la concentraci6n es la razbn pre-

dominante para el mejor enraizamiento de brotes de rosa.



Werner y Boe (1980)xseﬁalén que el alto porcentaje de enraizamiene
to que obthieronv(88%“aﬁias'18 dfag y 100% a los 28 dias) en brotes del
pbrtainjerto Malling Mertpn‘7,‘prdbablemente se deba a la reduccién'dé
sales miﬁéraies‘é 173 d¢ su concentracidn. Résu1tadds’§imilares repor-
ta Lane (1978), quien obtiene una mejor induccién de iniciales de raiz
en.un medib‘que éohtenia'las sales mihera1és al 50%.'mencionando“quevla
eficienciatdel‘enraiiémiénfb tiende a incrementarse al disminuir la éqg

centracion de sales.

Otros compuestos del medio nutritivo

Lane (1978) menciona que es importénte mantener los niveles norma-
les de sacarosa (3%) ya Que con la utilizacion de dosis inferiores al
2% sblo permiten la aparicion de brotes sanos pero no de raices y que
niveles superiores al 5.2% causan una disminucidn en el enraizamiento.

Snir y Erez (1980), en 1a propagacién in vitro del portainjerto Ma
11ing Merton 104, 106 y 109, encuentran que existe una relacidn depen-
diente entre el contenido de azicar en el medio y el desarrollo de 1la
raiz, obteniendo un 100% de enraizamiento en el medio completo, mien-

tras que en el medio sin azicar las raices no muestran desarrollo.

Zimmgrman y Broome (1980a), trabajando con ocho cultivares de man-
zano, encﬁentran que la eliminacion total de sacarosa del medio de en-
raizamiento reduce éste hasta cerca del 25% en comparacién con cualquie
ra de las dosis (15-60 g/1), las cuales no presentan variaciones en el

efecto sobre el enraizamiento de los cultivares probados.

o
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Snir (1981)\reporta que la frambuesa, a diferencia de otras plan-
tas como el manzano y. el cerezo, no requiere de la‘fuenté~de azicar pg

ra su enraizamiento.

Broome y Zimmerman (1978), en la propagécién in vitro de zarzamo-
ra encuentran que, a diferencia de 1a etapa de pro]ﬁfératién, durante

la etapa de enraizamiento es mejor el uso del medio sélido.

Werner y Boe (1980) mencionan que las bajas concentraciones de agar
en el medio (0.27%), aumentén el porcentaje de enraizamiento y facili-

tan el transplante, causando un dafio minimo a la raiz.

Snir y Erez (1980) reportan un mayor crecimiento de los brotes de
manzano en un medio 1iquido que en un medio con agar y lo atribuyen a
un posible incremento en la absoréién de hormonas y nutrientes del me-
dio, no sélo a través de 1a base sino de toda su superficie. Resulta-

dos similares son reportados por Zimmerman (1980).

Lee y Fossard (1977) mencionan que las vitaminas tales como la bio
tina, pantotenato de calcio, riboflavina, acido ascrbico y cloruro de
colina, muestran una gran influencia sobre el crecimiento y desarrollo

in vitro de 1a planta de fresa.

2.3. Tipo y concentracién de Reguladores del Crecimiento

Everett et al, (1977) mencionan que dentro del cultivo in vitro,
el mayor control del proceso de crecimiento y desarrollo de 1a planta

es ejercido por los niveles de los reguladores del crecimiento, parti-
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. . PRy
cularmente por. las auxinas y citocininas.

Skoog y Miller citados por Cheng (1978) reportan que la interaccion
auxina-citocinina da por resultado la formaci6n de raices y brotes, en-
contrando que para la formacion de raices se requieren concentraciones

relativamente altas de auxina con respecto a citocininas.

Damiano.(1980)'menciona que la adici6n de régu]adores'de1 crecimien
to al medio de cultivo varia de acuerdo a la fase de propagacidn in vi-
tro, por lo que rgcomienda ]a'utflizaciénrde lymgll de AIB pero sin 15
aditién:qé giberelinas ni citocininas durante 1a fase de enraizamiento.
La misma sugerencia es hecha por Anderson et al. (1982) quienes qti]iiqﬁ
do 2 6 5 uM de AIB, obtienen plantulas en condiciones de ser transplan-
tadas a las tres o cuatro semanas de haber sido colocadas en el medio de
enra%zamiento. En cambio McGrew (1980) no utiliza ningin regulador del

crecimiento durante esta fase.

Swartz et al. (1981) emplea el medio propuesto por Boxus (1974) pe
ro con la supresién de BA, obteniendo plantulas de fresa en condiciones
de ser transplantadas a las 4-6 semanas de haber sido colocadas en el
medio para enraizamiento. Del mismo modo, Villegas (1982) sugiere 1la

eliminacién de BA del medio de cultivo.

Kartha et al. (1980) en sus estudios sobre propagacidn masiva de
plantulas y criopreservacion de meristemos de fresa, sefialan que el en-
raizamiento fue obtenido transfiriendo los brotes obtenidos durante la

fase de propagacion masiva, a un medio MS conteniendo un bajo nivel de
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BA (1 uM) o en combinacién con 1 uM de ANA y que también se observd un
buen povéentaje de enraizamiento en un medio sin'reguladores del creci-

miento.

James y Newton’(1977) en su trabajo enfocado a determinar las pro-
porciones 6ptimas de auxiﬁa-citdéinina (AIB y 6-BAP) para la formacion
de'brotes‘y'raices de fresa in vitro, encuentran que el enraizamiento
de todos lds cultivares ocurre en ausencia de citocininas siempré y
cuando el contenido de AIB no sea alto y que las mejores cohcent}acio-
nes para la obtencion de. un mayor niimero de raices adventicias se en-
cuentra en un rango de 0.5 a 2.5 uM/1 de AIB. Mencionando ademis, que
se 1lega a obtener poco enraizamiento en presencia de 6-BAP, y que a
medida que la concentracion aumenfa se va incrementando el tiempo re-

querido para el enraizamiento.

Damiano (1980) usando un medio que contiene los macronutrientes de
Knop, los micronutrientes de Murashige y Skoog, vitaminas, 40 mg/1 de
glucosa, 8 g/1 de agar y 1 mg/1 de AIB, reporta el reverdecimiento de
hojas y la elongacién de 1a plantula, asi como la formacion de raices
entre el décimo y doceavo dia, alcanzando una longitud de 3 a 4 cm en-

tre los 25 y 30 dias.
Varios autores mencionan que el uso de ANA promueve el crecimien-
to de callos, impidiendo 1a formacion de raices en fresa (Villalobos,

1977; James, 1979; Waitaka et al., 1980).

Adams (1972) reporta la utilizaci6n de un solo medio de cultivo
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para todas las fases de propagacion in vitro de fresa y obtenido un por

centaje de enraizamiento del orden del 80 a] 100% entre e] primero y.el

segundo mes, usando 1 mg/] de AIB y 0.1 mg/1 de BA..

Anderson (1982) ha observado que en una a]ta concentraclon de BA y
presenc1a de AIB, se incrementa la’ frecuenc1a de una anorma11dad morfo-

logica en p1antas de fresa cu1t1vadas zn vitro, conoc1da como "ap1ces

'mu]tlples", que Ia adicién de GA3 dlsmlnuye 1a incidencia de plantas afec.

tadas, y que,]a,frecuencia de esta anprma11dad varla‘grandemente entre

diferentes cultivares,

Snir (1981) tfabajando con frambuesa roja, menciona que este culti-
VO no negesita de hormonas para el desarrollo de las raices. Sin émbqg
go, Shchelkunova citado pqr Anderson (1980a), meﬁciona que el acido in-
dolbutirico es la auxina mds adecuada para ser utilizada en este culti-

vo.

Broome y Zimmerman (1978) utilizando durante la fase de enraiza-
miento in vitro de zarzamora, las sales minerales de MS, suplementadas
con 0.4 mg/1 de tiamina HC1, 100 mg/1 de mioinositol, 30 g/1 de sacaro-
sa, 7 g/1 de agar y 1 mg/1 de AIB, obtienen propdgulos enraizados en un
perfodo de 3‘a 4 semanas. Por otro lado, Skirvin etal. (1981) repor-~
tan Ta obtenci6n del 80% de enraizamiento en zarzamora utilizando bajas

concentraciones de ANA.

Litz y Conover (1978) en la propagacién tn vitro de papaya, repor

tan que la regeneracidn de rafces no fue observada en ninguna de 1las
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formulaciones de prb]iferacién; en cambio, la transferencia de yemas axi
lares hacia el medio nutritivo sin reguladores del crecimiento restable-
ce la dominanCia'abica1, pero no favorece el desarrollo de 1a,faTz y sb-
lo con 1a adicion de 0.5 - 5 uM de AIB G 0.5 - 15 M de ANA en el medio
nutritivo, ocurrié.la formacion de raiz, resultando ser la mejor dosis

para el enraizamiento 5 uM de ANA.

Zimmerman y Broome (1980b) en 1la micropropagacion de ardndano, re-
portan que independientementé de la presencia o ausencia de auxina, se
obtuvo un éxito limitado en el enraizamiehto; ya que aun cuando los por
centajes de enraizamiento fueron altos existio formacion de grandes ma-
sas de callos y ]as‘fafces advenficias se desarrollaron mejor en el ai-

re que en el medio.

Snir (1982) utilizando brotes obtenidos in vitro de 4 cvs de cere-
20 (Prunus aviwm L.) y puestos a enraizar en un medio que contenia las
sales minerales de MS al 50%, 2% de sacarosa, 0.8 mg/1 de tiamina, 100
mg/1 de mioinositol, 0.7% de agar y 1 mg/1 de AIB 6 0.5 mg/1 de ANA; re
porta una mayor tasa de enraizamiento con ANA que con AIB, mencionando
ademds, que el efectuar una incision en un lado del brote significé un
incremento en el nimero de raices por brote, teniendo un porcentaje de
enraizamiento (a los 16 dfas) con AIB de 7% y con ANA de 90%, y un ni-
mero de rafces por brote de 10.1 + 1.2 con AIB y de 11.5 + 1.0 con ANA;
en cambio, sin incisién obtuvieron un enraizamiento del 62% con AIB y
80% con ANA siendo el nimero de rafces 5.4 + 0.9y 7.3 + 0.7 respectiva

mente.
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Villegas y Barr1entos (1982) reportan que durante la fase de enrai.
zamiento in vztro, al ut111zar 1 mg/1 de AIB en el medlo de cultivo, ob

tienen el 85% de enraizamIento y 3 raices de 4 cm en 6 semanas en. cirue

Miller et 'al. (1982) ut1lizando d1ferentes n1veles de BA (0 0y
0.1 mg/l) y ANA (0 0, 0.1, 1. 0 y 2 0 ma/1), menc1onan que el enraizamlen
to ocqrre en tqdos Tos tratam1entqs, pero fue mayorvcon 0.1,qg/l‘de ANA
'y sin BA,:bbteﬁiendo después de‘6 semanas el 95% de brotes‘dé dﬁrazno en

raizados.

Villegas (1982a) ménciona~queiuno de los mayores problemas en;ia
propagacion in vitro de] manzano, es 1a formacién de raices y por ello,
sugiere la elihinacién de las citocininas y el aumento de auxinas del

medio de cultivo.

Lane (1978) encuentra que las altas concentraciones de auxina inhi
ben el enraizamiento; menciona que esto puede deberse al crecimiento ex
cesivo de callo, ya que cuando hay un crecimiento reducido dé callo a
altas concentraciones de auxina, las iniciales de raiz son rdpidamente

inducidas.

Villegas (1982a) trabajando con 5 cultivares de manzano durante la
fase de enraizamiénto, reporta que la utilizacién de 1 mg/1 de AIB pro-
voca un desarrollo excesivo de callo en la base de las estacas, la de-
tepcidn del crecimiento y la defoliacién de hojas; alude que esto pudo

haber sido ocasionado porque en ese nivel de auxina se promueve la di-
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vision celular, favoreciendo el crecimiento de callo en la base e inhi
biendo correlat1vamente el crecimiento de la parte apxca], al mismo tiem
po. que- est1mula la liberac1on de et1leno ocas1onando senescencia y absc1

sién de las hojas.

Singha (1982) trabaJando con cuatro cultivares de manzano 511vestre
(Almey, Eley, Hupa y Calorpa) en un medio de cultivo para enra1zam1ento,
utillzando dtferentes concentrac1ones de ANA (0, 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 mg/
1), obtiene‘eljmayor‘porcéntajé'de‘enraizamiento para todos los cultiva.
res con 0.4 mg/1, pero,mehciona quete]‘tamaﬁo y desarrollo de raices se
cundarias;és inhibido, siehdo mejor:ia utilizacion de niveles de 0.1 y
0.2 de ANA;Jya que auhquenho selobtienen'los mayores pofcentajes de en-
raizamiento, éstos son buenos presénténdose un Buen crecimiento y desa-

rrollo de raices.

Zinmerman y Broome (1981) mencionan que en la mayoria de los culti
vares de manzano probados, una baja concentracidon de AIB (0.1 mg/1) es
efectiva para promover el enraizamiento y suficiente para producir un
sistema de raices bien desarrollado; sin embargo, al utilizar 1 mg/1 de
AIB se estimuld 1a produccion de callo en 1a base del corte, causando

la malformacion de rafces e inhibiendo el crecimiento de brotes.

Németh (1981) encuentra, trabajando con portainjertos de manzano,
que las auxinas sintéticas: 2-cloro-3 (3-cloro-2 fenilo de metil) pro-
pionitrilo (CCMPNN), 2-cloro-3 (2, 3-diclorofenil) propionitrilo (CDPPN)
y 2-cloro-3-(2,3 diclorofenil) butironitrilo (CDABN) son activas como

hormonas de enraizamiento, que tienen menos efectos inhibitorios en al-




tas conééhtraciones que el AIB, entontrandb que 5 x 107 M es 1a concen
tracién optima para la 1nducc1on de raices, y que despues de ester111—
zarlos por filtro, pueden 1nc]u1rse entre 1as aux1nas utillzadas para
1a 1nducc16n de rafces en m1cropropagac16n, siendo el CDPPN el ‘més efec

tivo.

2.4. Cofactores de enr&izaﬁiento

Varlos autores han mencionado 1a ventaja de usar compuestos fenéli
cos durante la etapa de enraizamiento {Jones y Hatf1e1d, 1976 Ne]ander
y Huntrieser, 1981; Jones et al., 1980; Cruz, 1983), sin embargo. otros-
han encontrado que no tiene Ventajas y ailin mas, que son inhibitorios

(Snir y Evez, 1980; Zimmerman y Broome, 1981).

Ne]ahder y Huntrieser (1981) mencionan que la eficiencia de un com
puesto fené]ico varfa con la eSpecie de planta y que no muestra ningin
efecto promotor cuando son ap]icados solos, espec1a1mente en especies

de madera.

Pialkoswiki et al. (1973) citado por James (1979) mencionan que la
efectividad de una combinécjén en particular de auxina-fenol, varia con
la especie y Que'dentro de las rosdceas hay la posibilidad de controlar
gI enraizamiento por el sinergismo auxina-fenol, lo cual puede ser sGla

mente importante en el cultivo de plantas lefiosas.

James (1979) investigando sobre el papel que juegan las auxinas y

el floroglucinol en la formaci6n de raices adventicias en los cultivos




in vitro de Rubus y Fragaria, utilizando el medio de cultivo reportado
6

por Jones et al. (1977), complementado con 5 x 10”° M de AIB o ANA,

1x 10-3 de floroglucfnol (FG) solos o combinados, reporta que el flo
roglucinol tiene un efecto estimulatorio sobre el enréizamiento del hi

Brido‘Rubus pero nO'ési:énkfresa,Idonde su papel paréce ser él dé regu-
lador de enraizaﬁiento'homogéneo de las partés en desarrollo. En el hi
brido Rubua‘e;istib-un efecto sinergfstico significativo entre el AIB

y el floroglucinol, OBtéhiéndose el 100% de enfaizamientO-con el floro-
glucinol n§§ AfB; e1'95$ycoh’floroglucihol y el 92% con AIB; en cambio,
en fresa se vio que e1 floroglucino1 puede sustituir al AIB pero la pre
sencia de ambos reduce el énraiiamiento; ya que ton AIB m&s'FG se obser
va el 80% de enraizamiento, con AIB el 90% y con FG el 80%. Ademss, re
porta que el ANA demostrd ho tener efectos sinergisticos con el floro-

glucinol.

Broome y Zimmerman (1978) mencionan que el floroglucinol es un com
ponente innecesario en la propagacién in vitro de zarzamora. Sin embar
go, James et al. (1980) en el cultivo de tejidos de frahbuesa. utilizan
do.1 mg/1 de BA y 1 mg/1 de AIB, encontraron que la adici6n de 162 mg/1
de .floroglucinol incrementaba 1a multiplicacidn de brotes y que era ade

mds benéfico en el medio .de enraizamiento.

Chin (1982) prueba dos medios para la promocién de brotes y rafces
de espdrrago in vitro, uno conteniendo ancymidol y el otro sin &1; los
demis componentes para ambos medios fueron iguales. Encontr§ que en el
medio sin ancymidol no hay brotes enraizados en dos semanas; en cambio,

en el medio con ancymidol el 28% de los brotes enraizaron en dos sema-

18
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nas y el 100% enraizaron en § semanas, reduciéndose el periodo para 2l
transplante de 20 hasta 8 semanas. Ademds, los brotes y raices desarro
Tlados con ancymidol fueron mas vigorosos que los desarrollados sin é1,

y por otro lado, suprime también Ta formacién de callo.

Villegas y Barrientos (1982) al utilizar brotes de 2 3:3 cm de ci-
rueld'mirobo]dno. desarrollados anteriormente in ?itiO, atl colocarlos
sobre un medio de cultivo conteniendo las sa1e§ minerales de MS al 50%?
complementado con 30 g/1 de sacarosa, 5 é/] de agar, 100 mg/1 de mioino
sitol, 1 m3/1 de tiamina, 1 mg/1 de»AIB, floroglucinol y BA, encontra-
ron que cuando los brotes son colocados durante 6 dfas.sobre un medio
con AIB mis floroglucinol y después transferidos a un medio sin regula
dores de crecimiento, en dos semanas se logra el 60% de enraizamiento,
en 3 semanas el 80% y en 4 semanas el 100%, y cada brote preéenta 4
raices de mas de 4 cm; mientras que cuando los brotes son mantenidos en
un medio con AIB mds floroglucinol, en 4 semanas se tiene el 80% de en

raizamiento pero con raices de 1 cm.

Jones y Hatfield (1976) en el enraizamiento in vitro de brotes del
portainjerto M26, utilizando diferentes compuestos fen6licos (floroglu
cinol, dcido florético, pirogalol, dcido caféico y catecol), en combi-
nacién con auxinas (AIB, AIA y ANA), mencionan que en ausencia de estos
compuestos no hay formacién de rafces; que el floroglucinol y el dcido
florético incrementan marcadamente el porcentaje de enraizamiento; no
asf el dcido caféico, el pirogalol y catecol. E1 mayor porcentaje de
enrajzamiento lo obtuvieron a concentraciones de 5 x 10'6 M, siendo me

Jjor la utilizacion de AIB (85% de enraizamiento), siguiendo AIA (50%)
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y por dltimo ANA (40%); mencionan ademds, que los compuestos fenGlicos

no son efectivos en ausencia de auxinas.

Welander y Huntrieser (1981) utilizando las sales minerales . de
MS al 50%, suplementadas con 100 mg/1 de mioinositol, 30 g/1 de sacarp
sa, 0.4 mg/1 de tiamina y 7 a/1 de agar, agregando durante'Ia~fasevde

6 5 J,-4

enraizamiento 5, 10 6 15 x 10° , 10

M de AIB combinados conAO,'loé
y 1073 M de florog]ucindT én‘el cultivo in'vitro de brotes de manzanc
A2, reportan que el efecto de la promocién en la iniciacidn de raices
depende de las COhcentréciones.dé'AIB y f]orogiucfno], existiendo una
acCiéh sinergistica entre el]oé; mencionando ademis, que el f]oroglué
cinol tiene efectos benéficos para el enréizamiento, ya cue al ir au-
mentando las concentraciones de AIB, el crecimiento de la raiz mues-

tra la tendencia de disminuir hasta suprimirse, esta inhibicién puede

4

ser evitada utilizando 1073 y 1077 M de floroglucinol. Por otro la-

3 M reduce la formacién de

do, se observa que el floroglucinol a 10~
callosidades en todas las concentraciones de AIB. Es recomendable el
uso de. 10 uM de AIB junto con 107 M de FG para la propagacién practi
ca del cv A2’ tanto de propdgulos provenientes de plantas en fase ju-

venil como adulta.

Zimmerman y Broome (1981) probando el efecto del floroglucinol
y el AIB durante la fase de enraizamiento in v<tro de 8 cvs de manza-
no, encuentran que el floroglucinol incrementa el enraizamiento Unica
mente en el cv Spartan, no teniendo efecto o siendo éste inconsisten-
te en los otros 7 cultivares y que la sensibilidad de estos cultiva-

res a las bajas concentraciones de AIB, puede relacionarse con su falla



para responder al FG. Mencionan ademas, que al incorporar AIB dentro
del medio, ééfincrgmenté‘ei4enf§izémfénto marcadamente en comparacion

el'obfenidb con FG; sin'émbargo, concluyen que el FG tiene un efec
to bené%ico sobre e1'énraizamiento; reduciendo o preViniendo la forma

cidn.de callo.

Villegas (1982a), en el enraizamiento in vitro de los cvs de man
zano Elah, Michal, Tropical Beauty y Pettingill, menciona que la uti-
lizacidn de 160 mg/1 de FG.en el medio de cultivo favorece el desarro

110 de raices en todos los cultivares probados.

Cruz (1983) menciona que al emplear 162 mg/1 de FG mas AIB en el
medio de cultivo, para el enraizamiento in vitro de manzano, perﬁite
incrementar al doble el porcentaje de enraizamiento de cuando sé]ameg

te es usado AIB.

2.5. .Carbdn activado

E1 carbdn activado (CA) era ya utilizado en el siglo XV como de
colorante; posteriormente fueron descubriéndose sus propiedades como
adsorbente de olores y sabores, utilizdndose para 1a purificacién del
azlcar de cafla, aceites y grasas comestibles, agua potable, productos

quimicos, farmacéuticos, etc.

Existen dos tipos de carb6n activado: 1los blandos y de baja den
sidad usados para la purificacién en fase 1iquida, y 1os muy densos

utilizados para la adsorcién de gases. E1 primero es el mas utilizado

21
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debido a que 1a adsorcidn suele ser mayor en soluciones acuosas, siendo
casi todas las sustancias adsorbidas mds facilmente del agua que de los

disolventes’ orgédnicos.

Diferentes materiales pueden ser empleados como fuente de CA (made -
ra, aserrfn. turbé,‘hbééos; lignita. etc.) asichmo‘también diferentes
activantes (acido béfico, azufreg‘CIOruro de zinc,'gas sulfuroso, etc.);
dependiendo de éstos y otros factores, como son las prop1edades quimicas
y fls1cas de las sustanc1as adsorbibles, el d1solvente ut1lizado, el
pH, la presencia simulténea de dos o mis solutos, la temperatura, la du
racion del tiempo de exposicién, el método de activacion, etc., va a va

riar el grado de adsorcion (Othmer, 1965).

E1 carbon activado ha sido empleado para estimular fonnacién de em
briones, eliminacién de oxidacibn y estimular el crecimiento de rafces

en algunos frutales (Wang y Huang, 1976).

Proskaver y Berman (1970) reportan efectos favorables de la adicibn
de CA al medio de cultivo de algas filamentosas y protonema de musgo,
atribuyendo estos efectos al oscurecimiento del medfo por el carbén, imi
tando asf las caracteristicas de estimulacidn que se tienen en el suelo;
no obstante, Wang y Huang (1976) mencionan_que el efecto del CA no pue-‘
de ser adjudicado a la condicién de oscuridad ya que, en pruebas reali-
zadas por ellos, al cubrir el vaso de cultivo con papel aluminio o colo
car el cultivo en oscuridad constante, no se obtienen los mismos resul-
tados que usando CA, y que mds bien el mejor crecimiento es debido a

qur adsorbe metabolitos t6xicos producidos por la planta, lo cual con-
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cuerda con 1o‘propuesto por Klein y Boop (1971) quienes ademds agregan
que solo obtuvieron buenos resu]tados (con embriones de palma y. yemas
de gengibre) en el medio que contenia 3 g/l deCAy que la_ concentra-

qién de 0.5 g/1 no tuvo ningunAefecto significativo.

Dam1ano (1978) menciona que la adicién de CA al medio de cu1t1vo,
en la fase de enraizam1ento en m1cropropagac16n in vitro de fresa, acor
ta el periodo para 1a emis16n de ra1ces, ace]erando 1a velocidad de
crecimiento. La apar1c16n de raices en el tratamiento con carbén act1
vado se observa antes del octavo,dia con una velocidad de aumento de
3.7 mm cada 24 hrs; en cambio, en tratamiento sin CA, 1a emergencia ocu
rre al doceavo dia de cultivo con una velocidad de aumento de 2.0 mm
cada 24 horas. También menciona, en base a los resultados obtenidos,
que lo importante es 1a incorporacifn de CA y no la cantidad emplééda,
mas no indica cudl es la cantidad minima de CA que hay que’aﬁadir ala

solucidn para obtener resultados satisfactorios.

Snir (1981) utilizando el medio de Boxus, excepto los microele-
mentos los cuales fueron reemplazados por los de MS, con doble dosis de
FeEDTA (40 mg/1) y 5 g de CA, sin reguladores del crecimiento; reporta
que cuando el carbén activado fue omitido 1o0s brotes de frambuesa no
enraizaron, que s61o se logré cerca del 10% de enraizamiento después de
dos meses, pero cuando los brotes eran sacados de 1os tubos de prueba
y plantados en pelets Jiffi-7, se logrd un rdpido enraizamiento. En

dos semanas la mayorfa de los brotes ya habfan enraizado.

Andersen (1980b) probando el efecto de AIB (0.0 - 1.6 mg/1) y del
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CA (600 mg/1) en el cultivo de tejidos de frambuesa roja, reporta un ma
yor porcentaje de enraizamiento (97.3%) cuando esta presente el CA que
cuando no lo estd (55.8%); mencionando que la adicidn de AIB no tuvo ven
taja particu1a?fszre‘e1 pofcentaje o indice de enraizamiento; sih‘emé
bargo, el crecimiento toté]’dev1alp1anta fue mayor cuanddkse usé AIB en

combinacién con CA.

Reuveni y Lilien-Kipnis (1974) citados por Wang y Huang (1976),
mencionan que en cujtivo‘de tejidos.de palma datilera, asi como én otras
especies, ha sido’obgérvado que se desprende una sustancia.intensamente
coloreada en el medio, que aparentemente inhibe el desarrol]o del teji-
do cultivado y que la inhibicidn es superéda, pero hasta cierto lfhité.

por la adicién del CA al medio nutritivo.

Fridborg y Erickson (1975) utilizando dosis de 0.1%, 1%, 2% y 4%
de CA, encuentﬁan que éste inhibe totalmente el desarrollo de células
en suspensién de Glycine max y Haplopappus gracilis, lo cual piensan es
debido a que el carbon activado adsorbe sustancias, una de las cuales

puede ser la auxina.

Constantin et al, (1977) probando el efecto del CA en el creci~-
miento y organogénesis del tabaco, encuentran que la presencia de CA
causa la inhibicién de callos y la eliminaci6n del desarrollo de los bro
tes, argumentando que ésto es debido a que las hormonas o nutrientes,
presentes en el medio y requeridos para el crecimiento de callos y de-
sarrollo de brotes, son adsorbidos por el CA. También hacen mencibn de

que la habilidad que tienen para enlazar, no va a ser la misma para to



dos los ingredientes del medio y que por el momento sdlo se ha'estudig
do con el AIA, 2ipy 1a sacarosé, encontrando que el CA si presenta ha
bilidad para enlazar el AIA y el 2ip pero no a la sacarosa, y que el

efecto deT CA sélaménté.sé'observa con la presencia de hormonas.

Snir y Erez (1980)1trabajanfcon brotes del pbrtainjerto de manza-
no Malling Mertbn'104,v106 y 119 y_uti]izan dos medios dufanté la fase
de enraizamiento; e] primero(conteniendo 1 mg/l,de AIB para 1a inicia-
cion de réfces y el segundo sin AIB, pero con 0.25% de CA, con la fina
lidad de obténer(ﬁn_mejor.desarrol]d de raices. Encuentran QUe Ié dis
minucién del pekfodo de tratamiento con AIB a sélo 6-8 dias evfta la
formacion de callo en iavbase del brdte y'que 15 influencia del CA en
el medio, es expresada en la longitud de la raiz (24.5 + 0.5 mm con CA
contra 16.7 + 0.5 mm sin CA); indican que esto puede ser explicado por
1a adsorcion del exceso de AIB y de otras sustancias inhibitorias del
crecimiento desarrolladas en el medio, asi como por el efecto de 1a os

curidad.

Cruz (1983) utilizando 0.2 y 0.5 mg/1 de AIB mas 1 g/1 de CA no
obtuvo enraizamiento en el cv Elah ni en el portainjerto MM 106, men-
cionando que fue debido a que las auxinas quedaron adsorbidas en el CA,
no pudiendo manifestar su efecto sobre el enraizamiento, lo cual indi-

ca que de emplear el CA deben utilizarse dosis mas elevadas de AIB.

2.6, Condiciones ambientales

Cheng (1978) menciona que el medio ambiente (intensidad lumfnica,

calidad de luz, fotoperiodo y temperatura) bajo el cual se desarrolla
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el propagulo in vitro tienen una gran influencia sobre la formacién de

brotes y rafices.

Lee y Fossard (1977) probando diferente duracién del fotoperfodo,
conc]uyeh que dependiendo de 1a duracién de é;te en la incubaciSn del
tejido, se requiere el usb de distintbs medios de cultivo parakbptimi-
zar el crecimiento y desarrollo de la fresa in vitro. Menciona ademés
que el uso de baja$‘c0ncehtracione$ de auXina.y altas concentraciones
de 6itocinina parecen méjorar ]a-tasaide'creéimiento de cu]tivos incu-
bados en oscuridad; en cambio, con altas concentraciones de auxina y
bajas de citocinina se obtienen mejores resultados en éu]tivos:con 12
hrs 1uz/12 hrs oscuridad. Por otra parte, Kartha et al. (1980) mencio
na que la formacidén de raices en brotes de fresa se aumenta cuando el

cultivo es incubado bajo poca intensidad de Tuz (400-600 lux).

Millar y Stace-Smith, citados por Snir (1981), concluyen que las
altas temperaturas aumentan ei potencial de enraizamiento en 10s pro-

pdgulos de frambuesa.

Algunos autores mencionan que durante la obtencidn de plantas 1i
bres de virus en fresa, al ser la planta madre sometida a tratamientos
con calor, los propdgulos tomados de ellas tienen un mejor y mds rapi-
do crecimiento y desarrollo en comparacién con las que no fueron trata

das (Vine, 1968; McGrew, 1980).




2.7. Tamafio del propégulo, época ‘de corte y edad de la planta
madre.

.Vine‘(1968)‘en su investigaci6n sobre la utilizacion del cultivo -

de tejidos'para obteher,plantas’de‘frésa 1ibfes de virus, sefiala que
Tos -propagules meﬁdreS‘de 0.4 mm enraizaron con mds dificu]tad que los
éiandes,(QiA;g d.afmm); teniendo'ademés_un desarrollo mis 1enfo hasta

1legar al téméﬁd adecuado para eTytransp]ante.

McGrew (1980) trabajando con propdgulos de fresa.de 0.1 a 2.5-mm,

menciona que existe hna relacion entre el taméﬁo del propdgulo y el en
raizamiento, encontrando que a mayor tamafio del propagulo se obtiene

un mayor porcentaje de enraizamiento.

Boxus y Quoirin (1977) estudiando el comportamiento de arboles
frutales (Prunus y Malus pumila) obtenidos a partir del cultivo in vi-
tro, mencionan que uno de los factofes que influyen en la obtencidn de
un mayof o menor nimero de plantas, asi como en su vigor, es la fecha

de extraccion.

Adams (1972)‘obtiene mayores tasas de enraizamiento en propigu-
los de fresa tomados en Junio (91%) que en las extrafdas en Mayo (20%),
aunado con una mayor velocidad de enraizamiento para la primera fecha.
En cambio, Daubeny et al. (1976) mencionan que las condiciones mas fa-
vorables para la extracci6n de propdgulos de fresa, es en primavera, de
bido a que en esta época comienza el crecimiento. La misma opini6n es
compartida por Schelkunova citado por Anderson (1980a), quien estudian

do los efectos estacionales sobre las explantas de frambuesa roja cul-
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tivada in vitro, encontré que el tiempo 6ptimo para la implantacidn de

este cultivo iba desdé Marzo hasta Junio.

Welander y Huntrieser (1981) en el cultivo in vitro de manzano
A2, menciona que la fase de crecimiento de la p]ahta’madreiva a tener
un efécto.detgrminante en la iniciaci6n y»Creéimiento de'raiz. obte-
niéndose mejbhgs resu]tadosvcon propdgulos proveniehfes de plantas j6

venes.

Gupta et al. (1980) en sus estudios sobre el cultivo de tejidos
en”ﬁrbo]esrfdfesta]es, reporta que.]a concentracién de citdcininas pa.
ra'1a-iniciaci6n de brotes y dé las auxinas para el enraizamiento, fue
mis alto para las explantas proVenientes de drboles maduros que para
las de plantulas de semilla, obteniendo un mayor y mis rdpido enraiza

miento en brotes originados de plantas jdvenes,

Gupta et al. (1981) utilizando diferentes concentraciones y com
binaciones de AIA, AIB, AIP, ANA y 2,4-D, reportan que el enraizamien
to s6lo pudo ser inducido por ANA en los brotes de eucalipto, prove-
nientes de drboles de 20 afios Gnicamente después del tercer subculti-
vo, en cambio, en brotes .de pldntulas y drboles de 4 afios, hubo enrai
zamiento desde el primer subcultivo, usando diferentes concentracio-
nes y combinac¢iones de auxinas. Menciona ademds, que para el poste-
rior desarrollo de raices es conveniente, a las 48 hrs, transferirlos

a8 un medio 1ibre de reguladores.
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Conclusion de 1a Revision de Literatura

Existen diferencias en 1a respuesta al enraizamiento entre dife-
rentes cUltiVares:de,fresa; sin embargb.‘en‘algunos ca§o§ estas diferen

'cias no.son signifjcativas.

El med1o de cultivo es uno de los factores que tiene mayor impor-

tancia en el crecimiento y desarrollo de los tejidos- vegetales in vitro;

-habiéndose demostrado que durante la fase de enra1zam1ento, la dlluuiﬁn‘

de sales minerales de1 medio de cultlvo eleva los porcentaJes y veloci-

dad de enra1zam1ento. asj como también el nimero y 1on91tud'de raices.

La produccion y desarrollo de raices puede ser controlada cambidg‘
do los tipos, proporciones y cantidades de reguladores del érecimiento.
La eliminacion de citocininas del medio de cultivo es recoméndable en
la fase de enraizamiéhto. Las altas concentraciones de auxina promue-
ven el desarrollo de callo. Diferentes tipos y concentraciones de au-
xina han sido probados en el crecimiento y desarrollo de la fresa in
vitro, pero son pocos los reportes realizados especificamente sobre su

efecto en el enraizamiento.

E1 uso del floroglucinol no incrementa el enraizamiento in vitro
de fresa, siendo importante su uso especialmente en algunas plantas se

milefiosas y lefiosas.

La adicibn de carb6n activado al medio de cultivo produce efectos
favorables en la fase de enraizamiento en varios frutales, ya que in-

crementa 1a longitud de rafz, asf como el porcentaje y velocidad de



enraizamiento. Sin embargo, en fresa s6lo Damiano ha trabajado con CA,

_encqntrand@'Que(es la_incorpofaciGh lo importante y no la dosis emplea-

Las altas temperaturas y baja intensidad’ luminosa (400-600 lux),

aumentan el potencial de enraizamiento.

Existe una relaciénventre el tamafio del propagulo y el enraizamien

to, siendo ésta,directamente proporcional.

Hay controversias en lo referente a cuindo es la &poca adecuada pa

ra realizar la extraccién del. propdgulo de la planta madre.

En los reportes publicados una de las deficiencias que se observan
es que varioS*athres no mencionan los pardmetros considerados para cuan
tificar el enrafzémiento y sﬁlo reportan si obtuvieron o no buenos re-
sultados, asi como tampoco mencionan las condiciones especificas de tem

peratura y luz, bajo las cuales se desarrollaron.



IV.. MATERIALES Y METODOS

ET ‘presente estud1o fue. rea11zado en el Laborator1o de Cultivo de
Tejidos del Programa de Frut1cu1tura del Centro de Genetlca del Coleg1o

de‘Postgraduados de Chap1ngq. MEx.

Descripcidn deT]matefia1 vegetativo-

Fueron: uti11zados brotes vegefativos obten1dos .de meristemos. cul- .
tivados- zn vztro de p]antas de fresa del cv T1oga. desarrollados en un

lote del Campo;Exper1menta1 de San Martin.

Las caracteristicas del cv Tioga son las siguientes: Originado
en Davis, California porABringhuerst R. S.y Voth’fv.; es pariente de
los cvs - Fresno y Torrey, provenlente de la cruza Lassen x California
42.8-16; cruza hecha en 1953 y seleccionada en 1955, es introducida co
mercialmente en 1963, Planta con muy alta produccidn, vigorosa, alta-
mente susceptible a marchitéz por vertieilliun y modefadamente resisteg
te a virus, manifestando ocasionalmente sintomas del enchinado de las
hojas, un tanto resistente a la salinidad. Adaptable a todas las areas
de cultive de California, particularmente en plantacién de verano. ET
fruto tiene un peso promedio de 12 a 14 g, es largo y cénico, de forma
acufiada, piel rojo-brillante; aquenios amarillos que brillan en l1a su-
perficie, pulpa medio roja, excepcionalmente firme, de buen sabor; de
7 a 10% de s6lidos solubles con acidez media, excelente para el embar-

que y con produccién muy alta, comparada con otros cultivares incluyen
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do el Fresno (Brooks y Olmo, 1972).

Medio de cultivo

E1 medio de cultivo empleado fue una mod1f1cac1on del de Murash1ge,
'y Skoog (MS) (1962), el ‘cual se elaborﬁ de Ia s1gu1ente manera prime-
ramente fueron preparados grupos de sales m1nerales (soluciones madre
I, II, III,‘IV y“V,,Cuadro,lA),;de‘1as~cua1es se emp}earon 5m de.;ada
5010c16n»para bfép&rar50n'lifrd“dé"médib'dé cultivo y se vertieron s0-
bre: un matraz aforado de 1 litro que contenia 600 ml’ de agua tridesti-
lada, sigu1endo el orden correspondiente Los demas componentes del me
dio var1aron de acuerdo al experimento que se estuviese rea11zando y

que a continuacibn’ se menciona:

a) Enraizamiento empleando c#rbén‘activado. Las sales minerales
diluidas al 50% fueron complementadas con 1 mg/l de tiamina dicloro,
100 mg/T de mioinositol, 1 mg/j‘de'AIB. 30'9/1 de sacarosa y 5 g/1 de
agar. El carbdn activado fue agregado al mismo tiempo que el agar en
las siguientes cantidades: 'cl =0.09/1, C, =0.59/1, C; =1.0g/1y
Cq = 2.0 g/1.

b) Efecto de AIB y ANA en el enraizamiento con carbdn activado.
Las sales minerales diluidas al 50% fueron complementadas con 1 mg/1
de tiamina dicloro, 100 mg/1 de mioinositol, 30 g/1 de sacarosa, 5 g/}
de agar, 1 g/1 de CA y las auxinas se agregaron de acuerdo a las si-

guientes concentraciones:



AIB ANA

A Ag
Ay Ag
A3 A;
Ay Ag

Para amb0$:exper1mentos]e1-pﬂ se ajustd a 5.7 con NaOH o HC1 1 Ny
fue medigb‘céhfuh'boteanémetfb (Corning Mode]_iZ) ahtes_delagregar'e1
agar y el CA.- Para qUé-$é df§61v1eré el agar éé colocﬁ,en faéﬁc‘Maffa"
dentro de una -olla‘de presién;(QO?C'durantecls”minutos), posteriormente
se vacié en tubos de ensaye de fondo plano de 1601x 25 mm uti]i:andd
una jeringa de f]ujo cdntihuq;(Cornwell 10 cc), agregando 15 ml del me
dio en cada tubo, los cuales fueron tapados perfectamenté cbn papel
aluminio y colocados en una autoclave a 20 1b de presion a 121°C duran
te 15 minutos 6on‘1a finalidad de esterilizarlos. Al ser sacados de
_1akautoclave 1qs‘tubbs se agitaroh periddicamente para obtener una dis

tribucidn uniforme del CA.

4. Implantacibn del material vegetativo

Para 1a implantacibn se utiliz6 una campana de flujo laminar y me
cheros de alcohol para mantener las condiciones de asepsia. Se emplea
ron brotes de 1 mes de crecimiento, los cuales eran colocados en cajas
de petri esterilizadas, donde eran separados cada uno de los brotes em
pleando para ello bisturi y pinzas de diseccidn, los cuales eran colo-
cados en alcohol al 96% y pasadas por fuego antes de cada corte. Cada
brote fue implantado en un tubo con medio de cultivo, el cual previa-

mente habia sido flameado, Después de la implantacion los tubos vol-
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vian a ser tapados con papel aluminio flameado con el fin de Tograr 1la
mayor asepsia posible, evitando asi la contaminacién.
6. Condiciones ambientales

LosftUbds fueron colocados en el cuarto de cultivo con ambiente
controlado; el fotoperfodo fue de 16 hrs/luz al dia, con una intensi-
dad luminica de 1500 lux aproximadamente, en tanto que la temperatura

fue controlada a 27 + 1°C.

6. Materiales y equipo

6.1. Materiales de laboratorio

Tubos de ensaye de fondo plano de 25 x 160 mm
- Vasos de precipitado de 20 y 100 ml

- Matraces aforados de 500 a 1000 m]

- Matraces Erlenmeyer de 500 y 1000 mil

- Pipetas graduadas de 1, 5 y 10 ml

- Rejillas circulgres metalicas de 28 cm de diametro
- Pinzas de diseccibn

- Mangos para bisturf (No. 3)

- Navajas para bist&ri (No. 11)

- Mecheros de alcohol

- Cajas de petri

- Reactivos

- Papel aluminio 1001 usos (Reynolds Wrap)

- Ligas de hule

~ Marcador Esterbrook



6.2. Equipo

- Autoclave vertical y horizontal
- Pdtenciémetro;(corningvModeT 12)
- Jeringa de flujo continuo (Cornwell 10 cc)

- Campana de flujo laminar

—,Cuéktd,de'ihcubabiénfcon control de tiempo y lamparas fluores-
centes SR

~ Balanza-analitica
- Balanza granataria
- Refrigerador

- Calentador (solar automdtico IEM)

7. Fecha de siembra

E1 15 de Octubre de 1982 se tomaron los brotes que se utilizaron
para el experiménto con carbdn activade, y el 25 de Enero de 1983, los
brotes empleados en la investigacidn del efecto de diferentes dosis de

AIB y ANA.

8. Disefio experimental
8.1. Efecto del carb6n activado

Se utilizaron brotes de 1 cm de longitud, los cuales fueron colo-
cados sobre 4 medios que contenian diferentes concentraciones de CA(CI,
Cz, C3 y C4). El disefio experimental utilizado fue completamente al
azar con 25 repeticiones para cada tratamiento., La unidad experimen-
tal estuvo constituida por 1 tubo de ensaye (1 brote). Todo esto dio

un total de 100 tubos.
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E1 factor de estudio a probar fue la dosis de carb6n activado.

8.2. Efecto del tipo y concentracién de auxinas.

Se tomaron brotes de 1 cm que fueron cd]ocadps en 8 medios dife-
rentes, 4 que co#tehfan AIB'en aiférentes'cbhcentraciones (Al; AZ' A3
y A4) y 1os otros 4, d1ferentes concentrac1ones de ANA (AS’ AG’ A7 y
A8). E1 d1seno exper1mental enpleado fue comp]etamente al azar con 15
repet1c10nes. y la un1dad exper1menta1 estuvo const1tu1da por 1 tubo

de ensaye, dando un total de 120 tubos.

. Toma de datos
La toma de datos se realizb en base a las siguientes variables:

a) Porcentaje de enraizamiento
b) Nimero de plantas grandes y nﬁmgro y tamafio de raices

c) Nimero de plantas pequefias y nGmero y tamafio de raices

Para el experimento con CA, en los tratamientos 2, 3 y 4, el con
teo se realiz6 a las cuatro semanas de haberse implantado, mientras que
en el tratamiento 1 se 1levd a cabo un mes después, debido a que las

plantas estaban muy pequefias y no era conveniente transplantarlas.

En el experimento de tipo y concentraci6n de auxinas el conteo se

hizo al mes de haberse implantado.

En ambos experimentos, fueron consideradas como plantas grandes

aquellas que tenfan mds de 3 cm, obteniéndose plantas hasta de 8 cm y



como plantas pequefias aquellas con un tamafio menor de 3 cm, presentando

la mayorfa 1 cm.

Las plantas considéradas como aptas para el tfahsp]ante,fueron
aquellaélmayores‘de’S cm de altura y por lo menos con 4 rafces mayores
de 2 cm. E1 nimero y tamafio de rafces se contd y midié en forma indi-

vidual.

Las plantas fueron transplantadas bajo condiciones de nebuliza-

ci6n.en charolas de plastico que contenian tierra de monte mezclada con

agrolita.

10. Analisis de datos

Los datos fueron analizados en base a sus medias aritméticas y
porcentaje de enréizamiento, tomando para ello el total de datos obte-
nidos y registréndo1ds grificamente; también se 1levé a cabo un andli-

sis de varianza y comparacién de medias.
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V. RESULTADOS
1. Efecto.de 1a concentracidon de carbon activado

El andlisis de varianza de l1os datos obtenidos (Cuadro 2A) indica
que existen diferencias altamente significatiVaé para las variabies,p]ag
tas grandes y su tamafio de raices, mientras que para el nimero de raj-
cés no existe diferencia significatiya. Con relacion a Ias‘plantas pe-
quenas se observan diférehcias altamente significativés pafa el ndmero

de plantas obtenidas, asi como para el nimero y tamafio de raices.

Debido a que la toma de datos para el tratamiento 1 se realizé 30

dias después, unicamente se analizaron los tratamientos 2, 3 y 4.

1.1. Tamafio de planta

En 1a comparacion de las medias para la variable plantas grandes
de acuerdo a la prueba DMSH de Tukey, se encontrd que el tratamiento 3
presentd una media de 7.24 que difiere significativamente con los tra-
tamientos 4 y 2, siendo estos dos estadisticamente iguales. También se
observa para la variable plantas pequefias que existen diferencias sig-

nificativas entre el tratamiento 3 y el 4 (Cuadro 1).

En la Grdfica 1 visualiza que en el tratamiento 3 se obtiene un ma
yor niimero de plantas grandes y con el 2 el menor, mientras que con el

tratamiento 4 se logra el mayor nimero de plantas pequefas.



Grifica 1. Efecto de ?a concentracién de carb6n activado sobre el nimero de p]antas de fresa
in vitro de acuerdo al tamafio. ’ '
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Cuadro 1. Comparacifn de medias para la variable nimero de plantas de
acuerdo a su tamano, dependiendo de 1a concentraci6n de car
bon activado

Tratamiento Conc. CA Media P. G. Media P. P.
g/1
2 0.5 3.40 bl 4.12 b
3 1.0 7.24 a 8.76 ab
4 2.0 3.68 11.52 a
1

Valores con la misma letra son estadisticamente iguales, de acuerdo
con la prueba DMSH de Tukey.

Plantas Grandes (PG) p > 0.5 = 2.37
Plantas Pequefias (PP) p > 0.5 = 4.94

1.2. Namero de rafices

La comparacién de medias para la variable niimero de raices en plan
tas grandes no muestra diferencias significativas. En las medias para
la misma variable pero en plantas pequefias se observa, que el tratamien
to 4 es estadisticamente superior a los tratamientos 3 y 2, que a su vez
son estadisticamente iguq]es (Cuadro 2). De 1a misma forma, la Grafica
2 nos indica que el tratamiento 4 es en el que se obtiene un mayor nﬁmg
ro de raices por planta grande, siguiéndole los tratamientos 3 y 2.
Ademds, se observa que el nimero de rafces en plantas pequefias crece a
medida que aumenta la concentracién de CA, siendo el tratamiento 4 el

qQue presenta mayor nimero,
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NUMERO DE RAICES

Grifica 2. Efecto de la concentracién de carbfn activado sobre el niimero de rafces de plantas
de fresa in vitro.
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Cuadro 2. Comparacion de medias para la variable nimero de raices por
planta dependiendo de la concentracidén de cartdn activado

Tratamiento Conc. CA Media P. G. Media P. P,
g/l
2 0.5 3.44 al 1.28 b
3 1.0 4.16 a 1.38 b
4 2.0 4.18 a 2.92 a

1Valores con las mismas letras son estadisticamente iguales, de acuer-
do con la prueba DMSH de Tukey.

Plantas Grandes (P.G.) p > 0.5 = 0.85
Plantas Pequefias (P.P.) p > 0.5 = 0.95

1.3. Tamafio de raiz

Para la variable tamafio de raiz tenemos que al hacer la comparacién
de las medias, los tratamientos 4 y 3 son estadisticamente iguales, pero
superiores significativamente al tratamiento 2 (Cuadro 3). Cabe mencio-
nar que el tratamiento 1 en esta fecha presentaba un tamafio promedio de
mids o menos 0.5 cm. En la Grafica 3 observamos que aunque es poca, Si
existe diferencia entre el tratamiento 3 y 4, de tal forma que podemos
apreciar que tanto en plantas grandes como en plantas pequefias, a mayor

concentracidon de carbon activado mayor es el tamafio de raiz.
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TAMANO DE RAIZ

Grdfica 3. Efecto de 1a concentraci6n de carbdn activado sobre el tamafio de rafces en plantas
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Cuadro 3. Comparacion de medias para la variable tamafio de raiz depen
diendo de la concentracién de carbdén activado

Tratamiento Conc. CA Media P. G. Media P. P.
g/1
2 0.5 3.81 bl 0.52 b
3 1.0 4.50 a 0.95 a
4 2.0 4.56 a 1.09 a

1Valores con la misma letra son estadisticamente iguales, de acuerdo a
ja prueba DMSH de Tukey.

Plantas Grandes (P.G.) p
Plantas Pequefias (P.P) p

0.5 = 0.60
0.5 = 0.41

>
>

1.4. Porcentaje de enraizamiento

En la Gréfica 4, se puede observar que todos los tubos presenta-
ron plantas enraizadas; sin embargo, el procentaje de tubos que conte-
nfa plantas aptas para ser transplantadas fue menor, siendo el trata-
miento 1 el que no presentd tubos con plantas listas para el transpian
te, mientras que el tratamiento 3 fue el que presenté el mayor porcen-
taje (72%).

2. Efecto del tipo y concentracién de auxina

E1 andlisis de varianza (Cuadro 3A) muestra que existen diferen-
cias altamente significativas para las variables plantas grandes, y su
ndmero y tamafio de rafces dependiendo del tipo de auxina, no asi para
las variables plantas pequefias, su nimero y tamafo de rafces, las cua-

les mostraron no ser significativas.
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En cuanto a la concentraci6n de auxina, el andlisis de varianza
indica que no existen diferencias significativas para la variable plan
tas grandes, pero para su nimero y tamafio de rafiz encontramos diferen-
cias altamente significativas. Para la variable plantas pequefias asfy
como para niimero y tamafio de raices se encontrd que no existen diferen

cias significativas.

2.1, Efecto del tipo de auxina

2.1.1. Tamafio de planta

En l1a comparacion de medias (Cuadro 4) encontramos que existen
diferencias significativas para la variable niimero de plantas grandes
por tubo, siendo el AIB el que presenta la media mds alta (1.90), mien
tras que para plantas pequefias, aun cuando el AIB y ANA son estadisti

camente jguales la media mds alta se obtiene con AIB (2.43).

Cuadro 4. Comparacion de medias para la variable niimero de plantas
de acuerdo a su tamafio, dependiendo del tipo de auxina

Tipo Media P. G. Media P. P.
ALB 1.90 al 2.43 a
ANA 0.85 b 1.96 a

1Valores con 1a misma letra son estadisticamente iguales, de

acuerdo a 1a prueba DMSH de Tukey.
Plantas Grandes (P.G.) p > 0.5 = 0.51

Plantas Pequefias (P.P.) p > 0.5 = 0.85
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2.1.2. Nimero de rafces

Las medias para la variable nimero de rafces en plantas grandes de
aquerdo a la prueba DMSH de Tukey, sefiala la existencia de diferencias
significétivas entre el tibo de auxina, presentando mejores resultados
el AIB; en cambio, para la misma variable, pero en plantas pequefias, no
muestran diferencias significativas; sin embargo, la media de AIB resul

ta ser superior a la obtenida con ANA (Cuadro 5).

Cuadro 5. Comparacién de medias para la variable nimero de raices de-
pendiendo del tipo de auxina

Tipo Media P. G. Media P. P.
AIB 3.16 a> 1.75 a
ANA 1.90 b 1.45 a

2.1.3, Tamafio de raiz

A1 comparar las medias de la variable tamafo de raiz, tenemos que
existen diferencias significativas en plantas grandes, siendo el mejor
tipo de auxina el AIB; en cambio, en plantas pequefias no hay tales dife
rencias; no obstante, la media de AIB (0.85) es mayor que la de ANA (Cua

dro 6).




Cuadro 6. Comparacion de medias para la variable tamafio de raiz depen
diendo del tipo de auxina

Tipo Media P.G. Media P. P.
AIB 2.52 al 0.85 a
ANA 1.46 b 0.71 a

1Valores con las mismas letras son estadisticamente iguales, de acuer-

do con la prueba DMSH de Tukey.

P. Grandes (P.G.) p > 0.5 = 0.55
P. Pequefias (P.P.) p > 0.5 = 0.25

2.1.4. Porcentaje de enraizamiento

Los porcentajes muestran que para el tipo de auxina, los trata-
mientos que contienen AIB son los que presentan mas altos porcentajes
de enraizamiento (98.3%); siendo también, en general, los que presen-
tan el mayor nimero de tubos con plantas en condiciones de ser trans-

feridas a tierra (78.33%).

2.2. Efecto de la concentracion de auxina
2.2.1. Tamafio de planta

En los tratamientos con AIB, las concentraciones de 0.5 y 2.0
mg/1 Jograron el mayor nimero de plantas por tubo tanto grandes como
pequefias; sin embargo, mostraron ser estadisticamente iguales a 1la
concentracién de 1.5 mg/1, pero superiores a 1.0 mg/1, mientras que
en los que se utilizo ANA, la mejor concentracidn resulté ser 1.5 mg/

1 existiendo diferencias significativas entre éste y los demds trata
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NUMERO DE PLANTAS POR TUBO

Grafica 5. Efecto del tipo y concentracién de auxina sobre el nimero de plantas de fresa in vitro de
acuerdo a su tamafio.
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mientos en plantas grandes, en cambio para plantas pequefias, 1.0, 1.5
y 2.0 mg/1 fueron estadisticamente iguales; no obstante, en la gréafi-
ca se cbserva que a la concentracion de 1.5 mg/1 se obtiene un mayor

tamafio de planta (Cuadro 7 y Grdfica 5).

Cuadro 7. Comparacién de medias para la variable nimero de piantas
por tamafio dependiendo de la concentracién de auxina

Tipo Concentracion Media P. G. Media P. P.
mg/1

AIB 0.5 2.20 a 2.93 a
1.0 1.46 b 1.80 b
1.5 1.73 ab 2.06 ab
2.0 2.20 a 2.93 a

ANA 0.5 0.26 ¢ 0.73 b
1.0 1.06 b 2.46 a
1.5 1.93 a 2.60 a
2.0 0.13 ¢ 2.06 a

1Va]ores con las mismas letras son estadisticamente iguales, de acuer
do a la prueba DMSH de Tukey.

Plantas Grandes (P.G.) p > 0.5 = 0.62
Plantas Pequefias (P.P.) p > 0.5 = 0.78

2.2.2. Namero de rafces

Al comparar las medias para esta variable, encontramos que existe
una gran diferencia en el comportamiento por efecto de 1la concentra-
ci6én dependiendo del tipo de auxina. Con AIB tenemos que para plantas
pequefias no hay diferencias significativas, pero la media mayor fue con
seguida con 1.5 mg/1; en plantas grandes se logré el mdximo nimero de
rafces con 1.5 mg/l, siendo estadfsticamente igual con 0.5 y 2.0 mg/1
y difiriendo con 1.0 mg/1. Utilizando ANA, tanto en plantas grandes
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como en pequefias, 1.5 mg/1 result6 ser la concentracidn en la cual se

consiguid el mayor nﬁmerq de raices, siguiendo 1.0 mg/1 y por Gltimo

las concentraciones de 0.5y 2.0 mg/1, no existiendo diferencias sig-

nificativas entre estos dos {iltimos, mostrando como tendencia general,

que tanto a las concentraciohésvmés‘altas (2.00) como a las mds bajas

(0.5) se obtiene un menor nimero de réices\(Cuadro 8 y Gr&fica 6).

Cuadro 8. Comparacidn de medias para la variable nimero de raices de

pendiendo de Ta concentracién de auxina

Tipo Concentracion Media P.G. Media P.P.
mg/1

AIB 0.5 3,20 ab! 1.46 a
1.0 2.53 b 1.73 a
1.5 4.13 a 2.00 a
2.0 2.80 ab 1.80 a

ANA 0.5 0.60 ¢ 1.00 bc
1.0 2.26 b 1.73 ab
1.5 4.26 a 2.13 a
2.0 G.46 c. 0.93 ¢

1Valores con la misma letra son estadisticamente iguales, de acuerdo

con la prueba DMSH de Tukey.

P.G. p > 0.5
P.P. p > 0.5

2.2.3.

1.44
0.61

Tamafio de raiz

En la comparacion-de medias para ia variable tamafio de rafz de

acuerdo a la concentracidn de auxina, se encontrf que 1os tratamientos

resultaron ser estadisticamente iguales para plantas pequefias con am-

bos tipos de auxina, sin embargo, se observa que a mayor concentracidn
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Grifica 7. Efecto del tipo y concentracién de auxina sobre el tamafio de rafz en plantas de fresa in vitro.
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de AIB, se incrementa el tamafio de raiz, y que con ANA el mayor tamafio
es logrado con 1.5 mg/1. En plantas grandes, con AIB no se tienen di-
ferencias signifi;ativas,'aunquevse observa que la media mds alta se
obtiene con 1.5 mg/1 y la men&r éon 1.0 mg/1; en cambio, con ANA, 1la
concentracién‘dg 1;5 mg/1 es la mejor‘y muestra diferencias significa-
tivas con las otras concentﬁaciénes, obteniendo el menor tamafio de

raiz a 2.0 mg/1 (Cuadro 9 y Grafica 7).

Cuadro 9. Comparacidn de medias para la variable tamafio de raiz depen
diendo de la concentracidn de auxina

Tipo Concentracibn " Media P.G. Media P. P.
mg/1

AIB 0.5 2.45 al 0.61 a
1.0 2.33 a 0.81 a
1.5 2.95 a 0.96 a
2.0 2.35 a 1.00 a

ANA 0.5 0.70 bc 0.41 a
3.0 1.48 b 0.80 a
1.5 3.18 a 1.03 3
2.0 0.50 ¢ 0.61 a

1Va]ores con las mismas letras son estadisticamente iguales, de acuer-

do a la prueba DMSH de Tukey.

.5 = 0.67
.5 = 0.54

2.2.4,. Porcentaje de enraizamiento

En el Cuadro 10 y en la Grafica 8, se puede apreciar que la con-
centracién de auxina 2n la cual se obtiene un mayor porcentaje de en-

raizamiento, asf como un mayor nimero de plantas aptas para el trans-




plante, es 1a de 1.5 mg/1 para ambas auxinas; no obstante, se observa
que el efecto que causa 1a concentracidon varia de acuerdo al tipo de

auxina.

Cuadro 10. Porcentaje de enraizamiento y de plantas aptas para el

transplante

, Concentracion Porcentajes

Tipo mg/1 Enraizamiento Plantas aptas

AIB 0.5 100.00 80.00
1.0 100.00 66.66
1.5 100.00 93.33
2.0 93.33 73.33
X 98.33 78.33

ANA 0.5 60.00 20.00
1.0 73.33 66.66
1.5 93.33 86.66
2.0 66.66 13.33

X 73.33 46.66




o Grafica 8. Efecto del tipo y concentracidn de auxina sobre el porcentaje de enrajzamiento en plantas de fre-
o sa in vitro. ’
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VI. DISCUSION
1. Efecto de 1a concentracién de Carbdén Activado

. En base a los resultados obtenidos observamos, que a pesar de que
el nimero de raices en plantas grandes no muestra diferencias significa
tivas y que en plantas pequefias sGlo existe diferencia entre el trata-
miento 4 y los demds, el niimero de raices por planta aumenta al elevar-
se la concentracién de carb6n activado (CA). La misma tendencia se tie
ne en el tamafo de rafz, en donde tenemos que no existe diferencia sig-
nificativa al usar 1 6 2 g/1 de CA y s7 1a hay al probar 0.5 g/1. Lo
anterior puede ser causado por la concentraci6n de carbdn activado que
al ser mids elevada adsorba una mayor concentraci6n de auxina y esto per
mita un mayor crecimiento y nimero de raices. Los resultados obtenidos
difieren con 1o encontrado por Damiano (1978) quien menciona que no im-
porta la cantidad de carbdon activado que se emplee, si no que éste se

encuentre presente en el medio de cultivo.

En todos los tratamientos se obtuvo el 100% de enraizamiento; sin
embargo, el porcentaje de plantas aptas para el transplante fue mayor
con 1 g/1. Ademds, en el tratamiento 1 (sin carbdn activado), la plan
tula tard6é un mes mds en estar lista para ser transferida a tierra, lo
cual refleja 1o reportado por Damiano (1980), quien encuentra que 1la
adicidn del carbdn activado al medio de cultivo durante 1a fase de en-
raizamiento, acorta el perfodo de emisi6n de rafces acelerando la velo

cidad de enraizamiento.

En el nimero de plantas pequefias se observa que a medida que au-
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menta la concentracién de CA aumenta el nimero de plantas por tubo, no
asi en plantas grandes donde 1a mejor dosis resultd ser la de 1 g/1; el
que no se haya obtenido un mayor nimero de plantas grandes con la mayor
dosis se debié probablemente a que con este tratamiento hubo una mayor

proliferacion.

E1 efecto benéfico del carbdn activado sobre el enraizamiento pue
de atribuirse, principalmente, a que adsorbe ciertos metabolitos tdxi-
cos que son producidos por el brote, de acuerdo a lo propuesto por Klein

y Boop, 1971; Reuveni y Lilien-Kipnes, 1974 y Wang y Huang, 1976.

Otra de las causas que puede provocar este crecimiento y desarro-
110 de raices, es la propiedad de adsorcidon que tiene el CA sobre algu-
nos componentes del medio, principalmente de las auxinas (segin lo re-
porta Fridborg y Erickson, 1975; Constantin et al., 1977; Snir y Erez,
1980 y Cruz, 1983), las cuales si bien inducen 1a formaci6n de inicia-
les de raiz inhiben el desarrollo de las mismas de acuerdo con To encon

trado por Cheng y Voqui - Dinh (1976).

En el experimento se empleé 1 mg/1 de AIB, el cual de acuerdo con
lo reportado por James y Newton (1977) es una concentraci6n elevada, ya
que encuentran que el rango de las concentraciones para 1a obtencidn de
un mayor enraizamiento es de 0.5 a 2.5 uM/1 de AIB (0.1 - 0.5 mg/1).
Sin embargo, el que se logre un buen enraizamiento con 1 mg/1 puede de
berse a que con esa concentracion se provoca una rdpida estimulacién en
las inicifales de raiz y si la dosis continuara siendo ia misma, proba-

blemente ocurrirfa la formacion de callo o bien el retraso en el desa-



rrollo de la raiz como se observa en el tratamiento 1, pero como el car
bén activado adsorbe la auxina provoca una disminucidén en la cantidad
existente en el medio, la cual ya no es inhibitoria y permite el desa-

rroilo de la raiz.

2. .Efectos del tipo y concentracidon de auxina

De acuerdo al-andlisis de varianza las diferencias altamente sig-
nificativas, dependiendo del tipo de auxina utilizado, las encontramos
en plantas grandes y en su nimero y tamafio de raices, mostrando ser el
AIB la mejor auxina. Por otro lado, a pesar de que no existen diferen
cias significativas en plantas pequefias, su nimero y tamafio de raTces,
las medias mds altas son obtenidas con AIB. También el porcentaje de
enraizamiento y de plantas aptas para el transplante, el AIB resultd
ser el mejor tipo de auxina, obteniéndose 98.33% y 78.33%. Esto puede
deberse a que el AIB tiene una accidon auxinica lenta pero por un tiem-

po mas prolongada.

En cuanto al efecto de la concentracién de las auxinas tenemos un
comportamiento diferente entre ellas, mostrando AIB menor variacidn en
tre concentraciones, mientras que ANA presenta diferencias mayores; 1o

anterior da una idea de la consistencia de cada una de las auxinas.

La tendencia general que se presenta en las dos auxinas, nos in-
dica que en la medida que se incrementa la concentracidon de 0.5 a 1.5
mg/1, existe un incremento en el nimero y tamafo de raices por planta,
logrando su mixima expresidn a esta Gltima concentracién; sin embargo,

al elevarse la concentracién a 2.0 mg/1 existe una disminuci6n en el nd
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mero de raices. Lo anterior puede deberse a que en ese nivel las auxi-
nas inhiban el desarrollo de raiz, ya que probablemente, la cantidad de
carbon activado empleada 'se sature y quede libre una concentracién de
auxina tal que sea inhibitoria, coincidiendo este resultado con el re-
portado pbr Cheng y Voqui-Dinh (1976)._ Por otro lado, 1a reduccidn que
se observa con 1 mg/i_dé AIB pudiera ser causado por el tipo de propagu

1o empleado y no a la concentracién.

Con respecto a]lporcentaje de enraizamiento se observa que con_AIB
en las 3 primeras dosis se logra el 100%, pero con la concentracion mds
elevada disminuye a 93.33%. Una tendencia similar se refleja en el por

centaje de plantas aptas para ser transferidas a tierra.

En relacion al ANA, esta auxina muestra la misma tendencia pero
con una mayor variacidn, siendo el minimo 13 y el mdximo 86% para el por
centaje de plantas aptas y de 60 a 93% para el enraizamiento respecti-

vamente.

La tendencia mostrada por las dos auxinas, de reducir los porcen-
tajes de enraizamiento al aumentar la dosis a 2 mg/1, puede deberse, co

mo se mencioné anteriormente, a que esos niveles sean inhibitorios.

Una cuestidén importante que se observa al comparar los 2 experi-
mentos, donde las dosis de carbdn activado y AIB son igquales (1 g/1 y
1 mg/1), se obtienen resultados muy diferentes siendo mayores los logra
dos durante la investigaci6n del efecto de la concentracifn del carbén

activado; esto puede atribuirse a que en el caso del efecto del tipo y




concentracion de auxina, los brotes utilizados tenfan un mayor nimero
de recultivos, lo cual pudo ocasionar las diferencias observadas tanto

en el nimero de plantas por tubo como en el ndmero y tamafio de rafz.
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VII. CONCLUSIONES

E1 carbén activado muestra un efecto benéfico sobre el crecimiento

y desarrollo de raices en plantas de fresa cultivadas in vitro.

Al aumentar la dosis de carbbn activado se incrementa el nimero y

tamafio de raices, resultando ser la mejor dosis 1 g/l.

E1 &cido indolbutirico presenta una respuesta mds consistente que
el dcido naftalenacético. Ademds, con dcido indolbutirico se ob-

tiene el mayor y mejor enraizamiento.
La mejor concentracién para ambos tipos de auxina es 1.5 mg/1.

La utilizacién de 2.0 mg/1 de dcido indolbutirico y dcido naftale

nacético ocasiona una reduccién en el enrajzamiento.

Existen diferentes respuestas al enraizamiento dependiendo del nd

mero de recultivos del propdgulo utilizado.
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Cuadro 1A. Soluciones concentradas de las sales inorgdnicas del medio
modificado de Murashige y Skooc (1962)

I. NITRATOS _ g/1
Nitrato de Amonio (NH4N03) 165.0
Nitrato de Potasio (kNO,) 190.0

II. SULFATOS

Sulfato de Magnesio (MgSO4.7H20) 37.0
Sulfato de Manganeso (MnSO4.H20) 1.690
Sulfato de-Zinc'(ZnSO4.7H20) 0.860
Sulfato Ciiprico (CuSO4.5H20) 0.0025

II11. HALOGENOS .

Cloruro de Calcio (CaCl,.H,0) 44.00

Ioduro de Potasio (KI) 0.083

Cloruro de Cobalto (CoC]z.ZHZO) 0.0025
Iv. P04BO3, M004

Fosfato de Potasio (KH2P04) 17.00

Acido Borico (H3804) 0.620

Molibdato de Sodio (NaMoO4.2H20) 0.025
v. NaFeEDTA

Sul fato Ferroso (FeSO4.7H20) 2.784

Acido Etilendinitrilotetra-acetato (NazEDTA) 3.724
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Cuadro 2A. Significancia de las pruebas de F del factor de variacidn
carbon activado para cada variable estudiada

Variable C. A. c. V.
Plantas grandes *% 65.68
Nimero de raices N.S. 29.82
Tamafio de rafz *k 56.58
Plantas pequefias ** 61.12
Nimero de raices *% 76.19
Tamafio de rafz *k 73.36

N.S. = No significativo

** = Significativo al 1%

C.A. = Carbén activado

C.V. = Coeficiente de variacion




Cuadro 3A. Significancia de 1a prueba de los factores de variacion ti-
po y concentracién de auxina para cada variable estudiada

Variable Tipo Concentracion c. V.
Plantas grandes *k N.S. 104.29
Numero de raices Tk *k 75.93
Tamafio de raiz bl *ok 77.33
Plantas pequefias N.S. N.S. 108.00
Nimero de raices N.S. N.S. 84.33
Tamafio de rajz N.S. N.S. 88.28
N.S. = No significativo

*%

Significativo al 1%

c.v.

Coeficiente de variacion
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