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INTRODUCCION,

La propagacidn masiva por medio del cultivo de tejidos -
viene a ser un método bastante promisorio y muy importante pa
ra muchas especies herb3ceas y lefiosas, de especial manera pa
ra la fruticultura actual. Ya se ha probado en 150 especies -

aproximadamente (Rosati y Tognani, 1979), habiéndose obtenido

excelentes resultados y potencialmente es aplicable para todas

las dem3s. Por éste método se tiene una multiplicacidn rdpida
de grandes cantidades de plantas, en las cuales se mantienen
las caracteristicas de 1a planta madre. Esta técnica permite
controlar las condiciones ambientales que rodean a la planta
durante el periodo de propagacién; siendo imposible esto en -
el campo. Ademds se pueden producir plantas libres de organis
mos patdgenos, factor determinante en la propagacidén de plan-

tas.

La micropropagacidn permite que este material se pueda ~
producir durante todo el afio y en cantidades suficientes para
surtir a los productores y en el caso especffiéo de la fresa,
el tener planta certificada producida en nuestro pafs vendrfa
a bajar los costos de la misma, ya que los productores de fre
sa importan de los E.E.U.U., una gran cantidad de material, -
la planta madre para vivero, que después propagan aquf en Mé-

xXico.

Por esto y otras razones, la micropropagacidn estid revo-

lucionando el viverismo actual.




OBJETIVOS.

Este trabajo presenta 3 objetivos fundamentales:
- Adaptacidn de la técnica de propagacidn masiva a nuestras -
condiciones.
- Propagacidn masiva de plantas libres de virus.

- Reducir los costos de la propagacidn in vitro.

A mi8s largo plazo se podria llegar a:

~ Surtir a los viveristas de planta de calidad durante cual-~

quier época del afo.

- Dejar de importar planta de los E.E.U.U., que no siempre es

td en las mejores condiciones de sanidad.

- Liberacidén de la dependencia sobre todo cientifica, en este
rubro, lo que conllevaria a la apertura de nuevas fuentes -

de conocimientos profesionales y nuevas fuentes de trabajo.




Figura 1. ESQUEMA DE UNA PLANTA DE fragaria x
ananassa, Duch. (TOMADO DE EVANS, 1969).




1.- ANTECEDENTES.

1

.- Taxonomfa y Descripcidn Boténica.

La fresa se clasifica como:

+ Clase: Dicotiledbnea
+ Subclase: Dialipétala.
+ Familia: Rosacea

+ Genero: Fragaria

+

Especie: X anannasa (Duchense).

Las plantas de este género son perennes, con un
fruto del tipo llamado falso, que es alargado general
mente, ya gque la parte comestible es un receptéculo
ancho y suculento, con los aquenios, es decir los -~
verdaderos frutos, incrustados en la superficie del
receptidculo. Estos aquenios son pequefios, secoS Yy du
ros, y tienen la semilla insetada en la pared del o-

vario, que es delgada (Seeling, 1975).

En 1966, Darrow, una de las mayores autoridades
en fresa (Scotty Lawrence, 1975), enlista once espe
cies de fresa en base a su nGmerb cromosémico (n=7),
ya que por las cruzas, naturales y sobre todo artifi
ciales, la botédnica de ia especie se ha hecho muy =--

complicada.

Las especies estdn clasificadas en cuatro gru-

pos cromosdmicos®

Diploides.

- F vesca, 1.

- F sempreflorens, Duch:,

- F nilgerrensis, Schelcht.
- F daltoniana, Gay.

- F nubicola, Lindl.




Tetraploides.

- F.moupiensis, (Franch.) Card.

- F.orientalis, Losinsk

Hexaploides.
- F.moschata, Duch
Octoploides.

Chiloensis, (L.) Duch.

F.
- F. virginiana, Duch.
F. ovalis, (lehn.) Rydb.

Las variedades comercialmente cultivadas per-

. tenecen o se enclavan dentro de Fragaria x ahanna-

sa, Duch., que es el resultado de la hibridacidn -

de dos especies nativas de América, F. chiloensis

(L.) Dbuch,y F. virginiana, Duch; por lo que tal es

pecie es un octoploide (Darrow x Seeling, 1975).
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Origen y Dispersién.

El cultivo moderno de la fresa es relativamente re
ciente (S. XIX), pero las formas nativas se han adapta-
do a varios climas y se tienen especies originarias en

todos los continentes, excepto en Africa y Oceanfa.

Se tienen datos de que las fresas se conocen desde
algunos sigios antes de Cristo. Se les atribufan ciertas
propiedades curativas y hasta la fecha prevalecen estas

creencias.

Los escritores clasicos, Ovidio, Plinio y Virgilio,
hacen referencia de la fresa comln europea la F.vesca, -
la cual fue cultivada en Francia e Inglaterra, por el S,
XVil, siendo 1la fresa llamada '‘Alpina' la mas popular, -
la caal es originaria del Sur de los Alpes. Otra especie

muy cultivada fue la F. moschata (Seeling, 1975).

Sin embargo, desde el S. XIV se tienen referencias
de que habTa una cocleccidn de 1,200 plantas de fresa en
los Jardines Reales del Louvre en Francia; por otro la-
do, en ese pais se sabe que también se cultivaban en los
jardines de las casas. En Inglaterra se cultivaban tipos
similares a finales del S, XV. Amherst {1894) reporta -~-
que las fresas se mencionan como cultivo doméstico desde
el afio de 1440, Wilhelm y Sagen (1974) mencionan que se
encuentra algln rastro de distribucidon de fresa, como --
fruto fragante, en la zona Anglo-Sajona por el S. VI --
(Seeling, 1975).

En este lado del Atlantico, los colonizadores de -~
Massachusetts conocen un frutillo de exquisito sabor que
los naturales consumfan bastante; era la F.virginiana. -
Roger Williams en 1643 reporta que los indigenas tenfan

plantada y cultivada la fresa. Pero ya desde 1624 la F.

virginiana emigra a Francia, a3 los jardines de Luis Xilt,




Pasa a Inglaterra por el afio de 1629; esta especie y o-~
tras nativas desplazan r3pidamente a las viejas varieda~

des europeas.

La otra especie originaria de América, ta F.chiloen-
sis, ta fresa chilena, fue descrita en los comienzos del
S. XVl y por el 1557 ya era cultivada en jardines perua-
nos. Esta especie se encuentra distribuida desde la cos-
ta sur de Chile} al sur de los Andes, hasta las playas vy
montafas costeras de Norteamérica y las montafias de Ha--
waii. Es llevada a Francia por el capit8n Frazer en 1712

y de ah7 1a trasladan a Inglaterra en 1727.

Aparentemente esta especie ya era cultivada por los
aborfgenes desde antes de la llegada de los espafioles --
(Wilhelm y Sagen, 1974 - (Seeling 1975).

Hedrick en 1925 reporta que existid un catdlogo de
fresa en 177}. En el afio de 1 800 ya eran muchas las va-
riedades cultivadas. Para 1834-1850, se reconocen las va
riedades cultivadas y se cae en cuenta que son de la es-

pecie de F. virginiana.

En 1838 se hace la primera hibridacién artificial en
América, por Charles M. Hovey, dando lugar a la variedad
"Hovey' (Seeling, 1975).

Schiede y sus co!ega§ (18338) escribieron extensamen
te acerca de la flora de México y describieron un tipo -
silvestre de fresa que se encontraba en las cercanfas de
los viejos volcanes vecinos a Jalapa, Ver., esta fresa -

es denominada Fragaria mexicana. Esta especie atrajo la

atencidn de los viveristas norteamericanos y William R,
Prince colecté 1a planta en México por el afio de 1850. -
En 1853, Prince introdujo a la F. mexicana dentro de las
especies cultivadas y la llamd "Alpina Mexicana'; fue tam
bién conocida como la Mexicana siempre-verde. Por 50 afios

se cultivd en los E.E.U.U., esporidicamente, como una =--

——




novedad. Lambertye (1864}, observé y estudid la fresa --
mexicana y llegé a la conclusién de que era una forma de
F. vesca. (Wilheim y Sagen, 1974).

A fines del S. XiX 1lega a México una fresa mds gran
de que 1a nativa del pafls, con fines puramente domésticos
y ornamentales. Posteriormente adquirié gran importancia -
comercial hasta llegar a ocupar una de los principales lu
gares en la produccidn nacional. Esta fresa era de 1a es~
pecie F. chiloensis (Wilhelm y Sagen, 1974; DGEA, 1979).

En 1972, la produccién alcanza los mds altos niveles y Mé

xico ocupa el tercer lugar a nivel mundial, compitiendo -
en produccidén con E.E.U.U., ltalia y Polonia, aportando -

1

el 10.1% de la produccidn mundial (DGEA, 1979).
Valor Nutricional.

La fresa es una de las frutas mds consumidas, tanto
en fresco como industrializada en una gran variedad de -
formas, por su agradable sabor. Incluso se le 1legé a con
siderar con propiedades altamente curativas para un sin-

nimero de enfermedades de diversa Tndole.

En cuanto @ su valor nutritivo, se presenta a conti-
nuacién una tabla (No. 1), de la composicién quimica y su

valor energético.

Por su importancia econémica en varios paises, incluf
do el nuestro, ha sido objeto de muchas investigaciones -
para mejorar su produccidén y calidad, tanto optimizando -

los sistemas tradicionales como aplicando nuevas técnicas.




TABLA No. 1.- Composicidn quimica y valor energético de la fre-

sa. {(por cada 100 gr. de parte comestible).

Agua.......... oo e e 9 gr
Proteinas.......... PR gr
Lipidos......cuov... e 0.4 gr.
Gldcidos.

disponibles. ..., 5.3 gr.
solubles.......... e 5.3 gr.
fibra........ e ‘e 0.6 gr
Energia.eeeeeeeennens Ceeee.. 27 Kcal.
Fierro......... et e 0.8 mg.
Calcio......... e et e ee ve-. 35 mg .
Fésforo........ I A . mg .
Tiamina............ e e 0.02mg.
Riboflavina..uweeee e ennnnn 0.0lmg.
Niacina....... . e 0.0.5 mg.
Vitamina A............ e Trazas
Vitamina C....... e e 54 mq

Fuente: Tabelle di composizicne degli alimenti. ROMA.1977.

I

b

Importancia de la Fresa en México.

A partir de 1950 ta produccidn nacional de fresa tu-
vo un acelerado crecimiento a consecuencia de la fuerte -
demanda en el mercado de los Estados Unidos. E! fendmeno
estimuld el cultivo en varias zonas, en especial el Esta-
do de Guanajuato, habiéndose generalizado mds tarde en el
Estado de Michoacdn, lo que origind una expansién andr--
quica de la superficie cultivada a mediados de la década
de los 60's. Asi como también, una elevacidn constante -
en los rendimientos por unidad de superficie, debido es-
to a la rdpida tecnificacidén de las labores y la eSpécig
lizacién de 13 mano de obra. Todas estas circunstancias

Fepercutieron dristicamente en el mercado, por desajustes




entre la oferta y la demanda en aquella época.

La zona del Bajfo, en Guanajuato, y la zona de Za-
mora en Michoacdn, se han mantenido a la cabeza comoc -~
los principales productores-exportadores de fresa en =--
nuestro pais, a pesar de gue existen otros estados en -
donde se cultiva y que tienen un gran potencial para -~
ser los lT7deres en la produccidn nacional. Entre los que
sobresalen, se encuentra Jalisco, y en menor proporcidn

los de México, Querétaro, y Puebla (DGEA, 1979).

En 1978 la superficie total cosechada fue de 5 150
has., teniendo una produccidn de 75 000 tons., y siendo
la utilidad de 373 millones de pesos; el nlmero de jorna
les utilizados en ese mismo afio fue de 3 435 000. Estos
datos en general nos dan una ligera idea de la importan

cia econdmica del cultivo en nuestro pafls.

En cuanto al consumo nacional aparente, en 1978 se
requirieron 55 876 tons., siendo el consumo per-capita =~
aproximadamente de casi 900 grs. (CONAFRUT, 1979).

Sin embargo, para cultivar esta especie se hace ne-
cesario utilizar planta de la llamada certificada, esto

es, que esté libre de patdgenos en general.

A pesar de la importancia del cultivo, en Mé&xico no
se cuenta con una produccidn masiva de plantas libres de
enfermedades y se compra el material a viveristas de los
Estados .Unidos. (Villalobos y Ortega 1978).

En 1980 se importaron alrededor de 20 millones de -
plantas de fresa, pero las plantas importadas no siempre
estdn libres de enfermedades, mucho menos de virus, sin
embargo, la demanda es tan intensa que los vaeristas no
se dan abasto a todos ios pedidos y muchos productores -
establecen viveros propios para satisfacer sus necesida-

des, que no siempre estdn en las mejores condiciones de -
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sanidad y la planta obtenida no es de la mejor calidad
(Ddvalos 1983).

Esta situacidn ha llevado a buscar una metodologfa
adecuada para desarrollar en nuestro pais y bajo nues--
tras condiciones, una produccidn masiva de plantas de -
fresa libres de virus {(Slowik y Villalobos 1975; Villa-
lobos y Ortega 1978; Villalobos 1980); sin embargo, es-
tos trabajos no se han reflejado en la produccidn comer
cial de planta en nuestro pais, entre otras razones, -

porque aflin estdn en investigacidn para perfeccionarlos.

'




2.- REVISION_DE LITERATURA.

2.1.- El Cuitivo de Tejidos.

Existé una confusidén considerable y hay falta -
de uniformidad en la terminologfa del cultivo aséptl
co de vegetales. El término "cultivo de tejidos vege
tales!, aunque ha sido usado comunmente para abarcar
todos los tipos de cultivo aséptico, debemos hacer un
uso méas réstringido del mismo. Por lo que tomaremos
la definicidn que hace Street (1977) para distinuir
las diferentes terminologfas usadas en los distintos
tipos de cultivo aséptico, esto es posible de acuer-
do al origen de la parte vegetal tomada para su cul-
tivo.

E1 cultivo de plantulas o plantas bien constitul
das y completas (cultivo vegetal), de embriones ais-
lados, maduros e inmaduros (cultivo de embriones), -
de 6rganos aislados (cultivo de &érganos, incluyendo
aquellos que se derivan de puntas de rafces,meriste-
mos apicales, primordios foliares, primordios flora-
les o partes florales inmaduras, frutos inmaduros),
de los tejidos provenijentes de la proliferacidn de -
segmentos {explantes) de Srganos vegetales (cultivo
de tejidos o de callo), de células aisladas o peque-
fios agregados celulares que perpanecen dispersos en

un medio liquido (cultivo en suspensidn).

En si, el término cultivo de tejidos puede ser
aplicado apropiadamente a cualquier cultivo que cre-

ce sobre un medio nutritivo.

Haciendo un poco de histria, ya desde 1898 Haber
landt tratd de cultivar partes de vegetales, como cé
lulas del tejido foliar, parénquima, epidermis y pe-

los epidérmicos de varias plantas, en un medio artifi




cial aséptico. Este intento falld y ahora en nuestros -
dfas ya se han desarrollado técnicas para el cultivo de
tejidos (Street 1977; Hartman y Kester, 1380), tales co
mo el rescate de plantas enfermas o infectadas por virus,
obtencidn de lineas homocigbticas, esto es, lineas puras
por medio del cultivo de haploides para mejoramiento ge-
nético (Rosati y Devereux, 1975; Boxus y Druart, 1979),
multiplicacidn clonal répida de especies valiosas y la
conservacidn por largo tiempo de tal germoplasma, mante

niéndolo en refrigeracién (Zuccherelli, 1979).

Ademds el cultivo de tejidos noc ofrece otras ven-
tajas como serian la propagacidn vegetativa de especies
que por otros medios serfan dificiles de propagar, aun-
que en este caso no es posible generalizarlo para todas
las especies; produccidn y prdpgacién durante todo el -
afioc de la especie, sin importar la é&poca; ya que se pue ‘
den controlar las condiciones ambientales en el labora-
torio y sin faltar la calidad y fitosanidad del material
multiplicado (de Fossard, 1976; Ramborg, 1976; Bini, --
1977; Bozzini, 1979; Rosati y Tognoni, 1979; ingram, =--
1980, Levine, 1982).

Segln algunos autores, esta técnica permite obtener
varios millones de plantas al afio a partir de un solo -
brote (Langhans, 1977; de Fossard, 1978) cuando se hace
"propagacidn masiva, teniendo por otro tado la ventaja -~
de que un gran nGmero de plantas ocupan un espacio redu

cido, hasta 25,000 plantas por mt? (Centrale Orto frutti

cola alla Produzioné, 1979).

En el caso de propagar planta con un alto grado de

sanidad, sobre todo que estén libres de virus, se hace

necesario el cultivo de meristemos; esto se fundamenta
en que los apices de las plantas jdovenes se encuentran

en una acelerada divisidn celular, con la que compite -




desfavorablemente el patdgeno. Aunado a esto, los teji-
dos contenidos en el meristemo estan indiferenciados, -
por lo que no se han formado conductos fibrovasculares
pbr los que se pueda traslocar el virus hasta el &dpice;
y por otro lado, en el meristemo hay una gran actividad
metabolica debido, eatre otras causas, a la divisidn mi
tética tan profusa, por lo que existe un medio intrace-
lular poco favorable para la sintesis de la proteina u-
tilizada en la replicacidn del patdgeno, ademds, alguno
de esos metabolitos pueden actuar como inhibidores de -
los virus (villalobos, 1980).

Se considera que ademads de cultivar meristemos, pa
ra lograr que la planta esté libre de virus, se combine
con tratamientos de calor (Termo—terapia), para tener -
la absoluta seguridad de que las plantas obtenidas es-

tén libres de cualquier contaminacidn viral,

El tratamiento combinado, cultivo de meristemos vy
termoterapia, ha dado resuitados con el 100% de efecti-
vidad (Langhans, 1977; de Fossard, 1978; Bozzini, 1979;
ingram, 1980), y para ratificar esta certificacidn es -
conveniente hacer pruebas de indexado (Langhans, 1977;

Boxus y Druart, 1979).

Dentro del cultivo de tejidos, la propagacidn in -
vitro ha aportado, en estos Gltimos afos, una notable -
contribucidén en el sector de la multiplicacidn de las -

plantas cultivadas tanto herbdceas como lefiosas.

Inicialmente 'y por muchos afos la atencidon de los
investigadores se enfocd casi exclusivamente a plantas
herbadceas; Murashige, en 1974, menciona 110 especies to
das herbdceas, las cuales al cultivarlas in vitro, ha--

bTan dado resultados positivos, mds nunca menciond algu

na planta lefiosa.




Abbot en 1977, incorpora 40 especies lefiosas a esa
lista, que en el breye lapso de 3 afios dieron resultados

positivos (Rosati y Tognoni, 1979).

Potencialmente todas las especies se pueden propa-
gar mediante esta técnica, sin embargo, no en todas se -
ha tenido el &xito deseado, por 1o que se sigue investi-

gando en tal cuestidn.

Especialmente en lefiosas, algunas especies foresta-
les ya han sido propagadas con éxito,; en lo referente .a
frutales, algunas especies del tipo caducifolio han res-~
pondido bien a tal técnica (Bonga, 1979); (Boxus y Druart
1979; Durzan, 1979; Minocha, 1979; Németh, 1979; Zucche-
relli, 1979).

Para el cultivo de tejidos in vitro, el medio nutrij
tivo que se utiliza tiene cinco grupos de ingredientes -
que son: nutrientes inorgénicos, fuente de carbono, vita
minas, reqgquladores del crecimiento y otros componentes -

organicos (Gamborg, 1976).

El seleccionar un medio de cultivo para una especie
en particular es una de las cosas mas dificiles de hacer
pero también una de las primordiales. La decisibn de em-
plear un determinado medio de cultivo va a depender de -~
la especie y del tipo de células que se estén cultivando
Ya que la tasa de crecimiento Yy los rendimientos que se
obtengan se pueden atribufr a varios factores que se enp-
cuentran en el medio y el tejido responders de distinta
manera (Murashige vy Skoog, 1962; Gamborg, 1976); estos -
factores serfan por ejemplo; el pH, la metodologfa de 1ia
esterilizacidn, en 1a Gue se puede afectar algitn componen
te -giberelinas, por ejemplo-, o la adicién de una 4 mas
hormonas, como también puede influjr otro tipo de cosas,

como la temperatura o la cantidad e intensidad de 1a luz




(Murashige y Skoog, 1962}, en fin, hay gque considerar un buen
nimero de factores, que en un momento dado puedan darnos el &

xito en la realizacién de un trabajo de este tipo.

A pesar de todas las ventajas que ofrece el cultivo de te
jidos, hay que tener ciertos cuidados en el manejo de las plan
tas cultivadas in vitro , ya que se pueden dar mutaciones even
tuales indeseables {Rosati y Tognonl, 1979; Zuccherelli, 1979)

tosa qQue se puede evitar renovando el clon en multiplicacidn.
2.2.- Propagacién tradicional de la fresa.

Las fresas se propagen por estolones o en los tipos
de produccidén continua (que producen pocos estolones) --
por divisién de la corona. Generalmente se lleva a cabo
la propagacidn por estoldn. La propagacidn por semilla -
solo se emplea en ltos ﬁrpgramas de mejoramiento genético,
pam desarrollar nuevos cultivares (Scott e Ink x Hartmann
y Kester, 1980).

La multiplicacién bor estolones es el sistema mis -
sencillo, puesto que se hace naturalmente y se asegura -
fa perpetuacidn de la esbecie y de las variedades conser
vando a3 las plantas con caracteres absolutamente idénti-

cos. (Alisina, 1978).

En México se propaga por medic de estolones en los
viveros comerciales, pero la planta producida en estos -
viveros tiene una calidad sanitaria bastante dudosa. Ge-
neraimente se le da poca importancia al origen de las -~
plantas. {(Salas, 1969),

Aunado a esto, la produccién viveristica es insufi
ciente; a todo esto se debe, como ya se ha mencionado, -

que la planta se compre en los E.E.U.U.

En el campo, en la plantacidén, que consiste en el -




transplante de estolones, se utilizan tres tipos de plan

tas:

+ Directa verde.- Esta plantas es obtenida en viveros
nacionales, ﬁtilizandése 100 000 plantas/ha. y plan
tindose por lo regular a doble hilera y a upa distan,
cla de 20-25 cms., duranté el mes de agosto; en este
sistema se tiene la desventaja del replante, el cual
llega 2 ser de un 20%,.

Esta planta se utiliza para produccién de fruta.

+ Semi~directa refrigerada.~ Este tipo se Importa de
E.E.U.U. vy se utilizan alrededor de 20 000 plantas
por ha., se plantan en los meses de abril y mayo. -
La superficie despoblada es cubierta por los esfo]g
nes que nacen durante los meses de julio y agosto,
con este método se evita el replante, pero es mas =~
cara la planta. Esta planta se utiliza para producir

m&s planta.

+ Directa refrigerada.- Esta planta puede ser nacional
o de importacidén; se utilizan de 80 000 2 100 000 -
plantas por ha., las cuales deben tener al menos, -
1 000 horas dé refrigeracidn. Su plantacidn se ini-
cia en marzo, teniendo buenas producciones de fruta
durante noviembré y diciembre. Tiene la desventaja

de su alto costo.

- Cultivo de tejidos en Fresa.

Al comenzar a hacer cultivo in vitro de fresa, el -
objetivo due se persegufa era el de obtener planta libre
de virus. Se utilizaron diferentes técnicas y Belkengren
y Miiler (1962) fueron los brimeros en reportar la elimi
nacién de virus por medio de la termoterapia. Al ir pro-

"gresando en el cultivo de meristemos "in vitroy se llegé

a la conclusién de que por medio de esta técnica se po--




2.

drfa obtener planta libre de yirus., Los mismos Belkengren
y Miller y posteriormente Hilton (1970), sugieren gue an- |
tes de colocar los meristemos in vitro se les de un trata
miento de calor, con este tratamiento combinado se tendrd
un 100% de sequridad de que la planta estd libre de cual-
quier patdgeno. Hay algunas'discrepancias, ya gue .algunos
opinan gue la eliminacidn de virus solamenpte por medio -~

del cultivo de meristemos es definitiva. (Boxus 1977).

Aunque la termoterapia se considera un tratamiento -
no esencial para la élim?nacién de virus, si se encontrd
un crecimiento més rapido de los meristemos que hablan si
do tratados con calor (Vine, 1968; Mullin, et.al.x Boxus,
et.al., 1977; Zimmerman, 1980).

En 1973 Niski y Ohsawa, inducen el meristemo apical
a tejido indiferenciado (callo) vy obtuvieron alrededor de

50 plantas a partir de tal tejido.

Se han cultivado anteras con el fin de obtener plan

- tas laploides para mejoramiento genético, y en principio

se observaron cambios fisicos y fisioldgicos er 21 grano -

de polen {(Rosati y Devereux, 1975;Maeda, et.al.,1978.)
Micropropagacidén de la Fresa.

Posteriormente a la fase de eliminar virus por me-
dio del cultivo de meristemos se procedid a tratar de -
aprovechar la potencialidad de proliferacién del meriste
mo para obtener el mayor nimero de plantas en el menor -

tiempo posible y completamente sanas.

Vine (1968), ya comenzaba a vislumbrar las posibili-
dades de la propagacidn masiva de plantas por medio del'~
cultivo de meristemos, sin embargo, su objetivo primordial

era el de obtener planta de fresa libre de virus. En 1972



Adams mejora el método descrito por Vine, obteniendo un

gran resultado en la propagacidn masiva de fresa.

Boxus (1974} basdndose en las experiencias de inves
tigadores anteriores a EI y especialmente en Adams, modi
fica algunos rangos hormonpales sobre todo. y el método -
en general, vy reporta que por medio de su proceso se pue
den obtener, en e! té€rminoc de un afio varios millones de

plantas, de 156 a 256, partiendo de un meristemo.

En México se han hécho v fos trabajos en lo que a -
micropropagacidn dé fresa sé refiere (Slowik y Villalo-~
bos, 1975; Ortega y Villalobos, 1978; Villalobos, 1980},
siguiendo otros métodos variando ya sea nutrientes, vita
minas u hormonas y sé ha logrado obtener planta libre de

yvirus.

Boxus, et.al.(1977) reporta que la metodologia des-
crita 3 afios antes, se puede aplicar a cualquier variedad

de fresa cultivada.

A partir de la pﬁblicacién de Boxus en 1974, se han
hecho péqueﬁas modificaciones al método sin cambiar la --
esencia del trabajo, logrando algunas mejoras en cuanto a
manualidad y nutricidn (Damfano 1977; Zuccherelli, 1979;

Zimmerman, 1980).




3.~ MATERIALES Y METODOS,

Las variedades empleadas en este trabajo fueron la --
“Tioga' y la "Alisae’, Las pléntulas de estas variedades fue
ron proporcionadas bor él Instituto Sperimentale per la --
Frutticoltura de Roma (ltalia), donde fueron obtenidas a -

partir de meristemos.

De estas 2 variédadéslla "Tioga'', tiene especial impor
tancia en nuestro pafs ya que es la m3s cultiyada, (Ddvalos
1983), ademds de que se cultiva en otros pafises, siendo por
ejemplo en los Estados Unidos una de las variedades mas cul
tivadas (Seeling 1975); la otra variedad tiene también impor

tancia en otras zonas del! mundo (Converse 1981).

La propagacién masiva in vitro de fresa se llevdé a ca

bo con la siguiente metodologfa.
3.1. Medio de cultivo.

Como ya se méncioné antes, el medio de cultivo -
es a base de los elémentos nutritivos que normalmente
requiere una planta (Gamborg, 1976; Street,1977); los
componentes Yy sus ﬁroborciones se pueden apreciar en
la Tabla 2

‘ Como agente gelificante se utilizd Agar-Agar en
una proporcién de 7 grs/lt.; el pH se ajustdé con soly
"cién KOH 0.IN., al 5.6,

Este medio nutritivo es el utilizado por Boxus -~
(1974) en el que la solucién de macronutrientes de --
Knop reporta, que posteriormente fue modificada por Zuccherelli
(1979); los macronutrientes y las yitaminas, son las repor

tadas por Murashige y Skoog (1962).

El Fierro (Fe 504.7H20) se afadid al medio con -
N,EDTA (etilen—diam?no-tetracetato de sodio) en forma

de quelato, con el fin de asegurar su disponibilidad




TABLA 2

—
MEDIQ NUTRITIVO EMPLEADO.

MACROELEMENTOS

Ca (N03}2. h Hzo

KNO3

MgSOy4. 7 H,0
KH2 POy |
MICROELEMENTOS
MnSOL4. H,0
ZnS0),. H,0

H3 803

Kt

NapgMOy. 2 Hy0
CuS0y. 5 H,0

OTROS COMPONENTES
Fe EDTA
VITAMINAS

tnositol

Tiamina

Acido Nicotinico
Piridoxina

Glicina
FUENTE DE CARBONO

Sacaross

mg/ 1t medio

1000
250
250
250

.25
.025

6
8
6
0.83
0
0
0.025

toa

N OO
[ TRV SRS Y

20 grs/lt,




y translocacidén en lgs tejidos en desarrollo (Street -
1977; de fossard x Levine, 1982).

Las concentraciones hormonales ~variaron segiin la

fase en que se encontrase el material, (Ver tabla 3).

El medio nutritivo completo se vacib en frascos
de vidrio refractario tipo Gerber, conteniendo de 20-
25 ml., cada frasco; estos se taparon perfectamente y
esterelizaron en aﬁtoclave a 120°C y 1.5 Kg/Zcm? de pre

sién durante 15 minutos.
Cultivo

En Ta metodologta sefialada por Boxus (1974) y --
Zuccherelli (1979), vy seguida en este trabajo, se con-
templa una primera fase qﬂé es la de adaptacién del te
jido a las condiciones in vitro; én este caso el teji-
do ya estaba adabtado?'buésto que el material se reci-

bié en tubos de ensaye.

Por lo que se describirg a partir de la fase de

multiplicacidn.
Fase de multiplicacién de los brotes.

Una vez gelificado el medio, se colocaron los ex
plantes en posicién vertical. Estas medfan aproximada-
mente de 1 a 2 cm., teniendo de | a 5§ brotes cada uno vy

algunos mostraban hojas perfectamente desarrolladas.

Esta sfembra y todos los subsecuentes transplan-

tes se efectuaron en campafia de fluyjo ltaminar,

Las condiciones de crecimiento bajo las que fue-

ron colocadas las pldntulas se sefalan a continuacién;

Colocados en una cdmara de crecimiento la lumino-~
sidad fue de 2,100 ¢ 100 lux, obtenida de ldmparas fluo

rescentes Toshiba de 40 W. Plantalux; el fotoperfodo fue




FIGURA Z.-CAMARA DE CRECIMIENTO




TABLA No.

3

CONCENTRACIONES HORMONALES UTIL1I1ZADAS.
FASE DE ADAPTACION Y CRECIMIENTO.

Auxinas (1BA) 1 mg/lt.

Citocinina (BA) 0.1 mg/it.

Giberelina (GA3) 0.1 mg/1t.
FASE DE MULTIPLICACION

Auxina (!1BA) 1 mg/lt.

Citocinina (BA) 1 mg/it.

Giberelina (GA3) 0.1 mg/lt.
FASE DE ENRAIZAMIENTO

tsA

BA

GAz
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.
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de 16 horas luz por 8 de oscuridad y la temperatura de

23°a 26°C durante el dfa y de 26°a 29°C por la noche.

La variacidén de la temperatura, al principio no se
pudo controlar, posteriormente se pudo mantener con ayuda

de un climatizador.

Periddicamente (cada 3 semanas aproximadamente) se
estuvo transplantando el material a medio fresco, elimi
ndndose, previamente al transplante, las hojas maduras
Yy seniles, partes necrosadas y en general tejido oxidado,
esto para evitar la acumulacién de sustancias tdéxicas -
perjudiciales al cultivo (Nitsh x Hernidndez, 1981). Las
masas de brotes fueron divididas en grupos de 3 y 4 par-

tes.

Se transplantaba todo aquel! material que se mantu-
viera sin contaminacidn; aquellos que presentaban ataques
de hongos y/o bacterias se eliminaron, obviamente para

mantener la asepsia del cultivo.

Con esta fase se incrementa fuertemente la citocini
na para inducir a una mayor proliferacién de brotes y ve
mas auxiliares (Boxus, 1974; Pieniazek x Barba, 1981) --
(Ver tabla No. 3).

Fase de enraizamiento.

Para inducir al enraizamiento se deben eliminar las
fuentes hormonales (Boxus 1974) (Zuccherelli, 1979), de-
jdndose los explantes durante 4 semanas en este medio; -
al final del lapso se pasaron a la fase de adaptacién a

invernadero,
Modificacién de 1la Metodologfa.

Las rutas de multiplicacién in vitro son dos: di--

recta e indirecta (Abbot, 1978). Para este trabajo se -




siguié la ruta directa que pasa por diferentes fases co
mo son la de adaptacidn, de multiplicacidn de brotes y
enraizamiento, Posteriormente se pasan al ambientamien-
to en plena tierra (in vivo ). Esta ruts es 1a seguida
por Boxus (1974), Damiano (1977) Yy Zuccherelli (1979) vy
ta que tradxcxonalmente se sigue para hacer propagacidn

masiva in vitro (Ver figuraz )

Pues bien, considerando que la fresa es una especie
de alta capacidad rizégena, por un lado y por otro, que
dunque no estd muy claro el papel de las citocininas en
el enraizamiento, se ha encontrado que influyen de una -
manera favorable en la formacién de rafces laterales e -
incrementando el didmetro de 1a rafz primaria (Németh, -
1979); y en este caso la cantidad de citocininas emplea~
das para la fase de multiplicacién son suf;c:entes para

promover la pro]oferacnén y desarrollo de ralces

Adem&s, Debergh y Maene (1981) consideran que el en
raizamiento de los brotes in vitro es una labor particu-
larmente delicada por el tipo de manejo que se debe hacer
Estos autores consideran que el proceso de enraizamiento
in vitro se lleva aproximadamente un 35% de los costos -

totales de la planta producida in vitro.

Otros (Anderson y Neagher, 1978 x Debergh y Meane,
1981; y Donnan x Debergh y Meane, 1981) sefialan hasta un
75%Z y un 56% del costo toal en esta fase, respectivamen-

te, mencionando diferentes especies.

Al dejar el explante durante m3s tiempo del recomen

dado (Boxus, 197k, Zuccerelli, 1979) en el medio de mul-
tiplicacidn, las pléntulas broducen raices, por lo que -
consideramos que én an lahso de 10 a3 11 semanas en este
medio la blanta va estaba lista para pasarlias dxrectamen

te a invernadero sin haber empleado el medio nutritivo -




FIGURA No. 3

RUTAS DE MULTIPLICACION Y REGENERACION DE PLANTAS EN EL CULTI-

YO DE TEJIDPOS (MODIFICADD DT ARBOT, 1978).
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de enraizamiento. ( Ver figura 4).

3.6.- Fase de Adaptacién a Pnvernadero,

Las pldntulas obtenidas in vitro se llevaron al in
vernadero y se colocaron en un sustrato formado en base
a tierra de hojla, musgo y arena.

En este tiempo se les dieron riegos constantes has

ta que la planta comenzd a producir estolones. Incluso

en algunas se observd produccidn de fruta.
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b.- RESULTADOS Y DISCUSLON,

Multiplicacién de los Brates,

Desde el momento de recibir el material y pasarlo a medio
cultivo pasaron aproximaﬂamgnte 17 difas en los que las --
pldntulas estuvieron bajo condiciones ambientales, lo que
definitivamente afectd el desarrollo fisiolégico normal -
de éstas. Ademds algunos brotes se presentaban alargados

y blanquecinos, lo cuail indica gue probablemente estuvie-
ron algtn tiembo en refrigéracién; también se presentaron

algunas necrosis en el tejido.

Esto influyd seguramente para que hubiera pérdidas -

de algunas plantas de los clones.

A los 37 dfas abroximadamenté se transplanté el mate
rial a medio fresco y se hizo la primera divisidn; en este
momento se presentaba ya una ligera multiplicacidn de los
brotes. También hubo qué déshéchar algunas plantas debido

a contaminacién.

Para los 60 dfas tas plantas mostraban una tasa de -

multiplicacién mids o maps normal, influida seguramente por
el nivel de citocininas (Boxus, 197k; Abbot, 1978; Debergh
y Maene, 1981), !

<

Después de 25 dfas se pasaron las plantas a2 medio ~-
fresco, siendo este el tercer transplante y algunas plén-
tulas mostraban pequefias rafces (.5-.7 cms); por esto se -
confirmé lo reportado ﬁor Nemeth (1979), que las citocini-
nas de alguna maners influyen en la produccidn de rafces.
Estas rafces fueron eliminadas Junto con partes necrosadas

y hojas viejas.

En la gréfica 1 se puede observar el range de multiplj

caclén que presentaron ambas variedades en este lapso.




NUMERO DE BROTES

AFICA No. 1

MERO DE BROTES EN MULTIPLICACION OBTEN{DOS EN LOS PRIMEROS 2 TRANSPLANTES.

TI0GA
AL 1SO




Debido a que el material estuvo expuesto a condicio~
nes no adecuadas, como ya se mencioné, se decidié dejarlo
un poco mds de tiempo entre el tercer y cuarto trmnsplante
para que acabara de ambientarse de nuevo a las condicio-
nes de multiplicacidn en las que se estaba trabajando el

material.

En la grafica 2 se cuantifica el nimero de brotes -
deshechados en este lapso a causa de la contaminacidn -

provocada por hongos y/o bacterias.

Esta contaminacién vino a afectar la potencialidad

reportada (Boxus, 1974).

Tomando en cuenta desde el primer transplante hasta
el onceavo, la multiplicacién de brotes fué distinta, en

cuanto a su nimero, en las variedades.

Mientras que en la variedad "Aliso'" se tuvo un total
de 3850 brotes, en la "Tioga" se alcanzé un nimero de 5000
brotes (Grafica 3), por lo que podemos observar que la a1l
“tima variedad tiene una tasa de multiplicacién mayor que -
la otra, coincidiendo ast con los resultados reportados por

Damiano, et. al. en 1979.

Como se puede apreciar en la Grafica 4, el nimero de
brotes se vi6 reducido debido a la contaminacidén; se nota
Claramente la cantidad, considerable, de plantas desecha-

das.
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Ademés el hechp de que las plantas estén afectadas por
patSgeno hace que disminuyan su yigor {Smith, et.al., 1970;
Quak, 1977),

Tamb{én se puede mencionar que las condiciones en la -
cdmara de crecimiento, saobre todo las de temperatura, no fue
ron las Sptimas y en ocasiones hubo variaciones hasta de % 8

grados cuestidn que mermé Ja multiplicacién de los brotes.

Enraizamiento,

Como se puede observar en la tabla 3 las hormonas se -
eliminan en esta fase, deJando los demis elementos del me~

dio nutritivo en las mismas condiciones.

En ambas variedades se obtuvo un 100% de enraizamien-~

to; a los 20 dfas, ya se tenfan rafces bien-formadas y 5 -
dfas después eran pasadas las plantas a invernadero (gréfi
ca 5 ).

También en esta fase se tuvo el problema de contamina-
cién, sin embargo las plantas no manifestaron alguna inhibi
cién en la proliferacidn de rafces, aunque tuvieron que des

hecharse éor dicho problema,

Las plantas fueron pasadas a invernadero en el sustra-

to ya mencionado,
Modificacibdn del MEtodo.

Al considérar la facilidad de enraizamiento natural de
Ta esbecie, se élfmina como ya se pudo notar, cualquier hor
mona que estlmu]e la emergencba y crecimiento de las rafces
en el método reportado (Zuccherell 1979) . Por 1o que al -
haber de;ado por a!gﬁn t?empo mas 1a planta en medzo de mul

tlpltcac tén, ésta produc:a rafces,

La presencia de auxinas en este medio def{nitivamente
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provaecé el enraizamkﬂto y la eiopgacién radicular (Scott -
1972 y Hill, 1977 x Herndndez, 1981}, ademds, algo que tam
hién ya se tocd anteriormente, la cantidad de citocininas

empleada influyd en este ﬁroceso de alguna manera (Németh,

1979), actuando sinergfsticamente ambas hormonas.

Algunas plantas presentaron hasta 11 rafces, variando

desde 7 hasta 16 y con una longitud de hasta 8 cm.

Al tener esta respuesta de las plantas a las 9 semanas
de estar en el medio de multiplicacién se evitd asf el pro
ceso de transplante de enraizamiento in vitro, detalle que

ahorré tiempo y gasto de materital, adem&s de mano de obra.

Sitn embargo, habfa que tomar en cuenta algunos detalles

que son tratados en la parte de conclusiones.

Adaptacidén a lnvernadero,

Al llegar a este #unto? se siguié el método reportado -
por Damiano (1977}, én el que antés dé pasar a invernadero
se fndividﬁalizan las plantas, motivo por e! cual la mani-
putacidn es mis fdcil ya que Estas estdn mds grandes y son

mds fé&cilmente separables,

Tanto en las plantas que se pusieron en medio de enrai-
zamiento in vitro, como las que se dejaron en medio de mul-
tiplicacién (en la modificacidn al método), se obtuvieron -

resultados similtares.

En la tabla ndm. & se comparan diferentes par&metros en
tre las plantas que se enraizaron directamente Yy aquellos -

que siguieron la metodologfa sefalada.




PLANTAS ENRAIZADAS
AN VITRQ SIN MEDIO
DE_EMPAIZAMIENTO

PLANTAS ENRAIZADAS
JH VITRO EN MEDIQ
DE ENPAJZAMIENTO

LONGFITUD inicial
DE HOJAS
(cM) final

0.5 - 0.8

9.5 - 16.5

0.5 - 0.8

106.0 - 16.5

LONGITUD inicial
DE PECIOLOS
(cMS) final

1.5 - 5.5

10.5 16.5

1.5 - 6.0

10.0 16.0

NUMERQ

MED1O

DE ESTOLONES
POR PLANTA

152

14b

TIEMPO ‘EN
QUE COMENZARON
A PRODUCIR
ESTOLONES,

4.5 meses

b meses

TIEMPO EN

QUE COMENZARON
A PRODUCIR
FRUTA

5 meses

5 meses

TABLA No. &

COMPARACION DEL COMPORTAMIENTO DE LAS PLANTAS EN INVERNADERG.
a) varid desde 11 hasta 33 '
b) varié desde 10 hasta 23




FIGURA 5.- VARIEDAD '"ALISO'' EN FASE DE MULTIPLICACION AN VITRO.
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FIGURA 6.~ VARIEDAD “'TIOGA' EN FASE DE MULTIPLICACION AN VITRO.




FIGURA 7.- PLANTAS ENRAIZADAS IN VITRO DE AMBAS VARIEDADES.
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FIGURA 8.- PLANTAS EN FASE DE ADAPTACION A INVERNADERC.




FITURA G - ASPECTO GENERAL DE LAS PLANTAS EN NV 2NADERD
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FIGURA 11.- DETALLE DE ESTOLONES PROVENIENTES DE UNA SOLA PLANTA.
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FIGURA 13.- FRUCTIFICACION DE LAS PLANTAS EN INVERNADEROC.
(NOTESE EL NUMERO DE FRUTOS EN UN RACIMO).



5.- CONCLUSIONES.

- En lo referente al método en si tiene grandes ventajas, méds
se hace necesario investigar y seguir trabajando en la opti
mizacidén del mismo, cuestidn que da la pauta para realizar
un gran ndmero de investigaciones posteriores a diferentes

niveles.

- En base a los resultados obtenidos, avalados por el éxito -
gue se ha tenido en otros trabajos, se puede pensar en que
la metodologia ha sido mejorada en una pequefia parte, aun-

gue hay que revisar algunos detalles, lo que nos darfa ma-

yor infomacidn que complementaria este trabajo, y estos pun

tos serfan:

a) Tiempo adecuado y minimo en la fase de enraizamiento di-
recto.

b) Buxar concentraciones’, rangos hormonales precisgs para -
favorecer 1a emisién y elongacién de rafces.

c}) Probar diferentes sustratos en la adaptacién a inverna-

dero.

d) Llevar las plantas a pleno campo para evaluar su capaci

dad estolonifera.

e) También evaluar su capacidad en cuanto a produccidn de

fruta y su calidad.
&

f) Hacer up andlisis econdmico de tal modificacién, evaluan
do, ahorro de material y mano de obra contra nimero de -~

plantas y tiempo, por ejemplo.

- Por la potencialidad que promete el método se hace mas evi-

dente la falla en la manipulacidén que se tuvo a lo largo --

del trabajo y en las diferentes fases del mismo.

- Las condiciones en las que estuvieron las plantas, tanto en

laboratorio como en el invernadero, causaron pérdida de gran



des cantidades de material, ademis que se menoscabd y afecté
la fisiologfa de Ias‘plantas, por lo que su multiplicacién -

también se vié restringida.

~ Superando lo mencionado en los dos puntos anteriores el métg
do puede llevarse a niveles comerciales, o sea proveer a los
viveristas del pafs, como se hace ya desde hace tiempo en di
ferentes paises. fsto serfa la aplicacidén final de este tra-

bajo.

Todo esto encaminarfa y seguramente con pasos firmes y a-
gigantados a la realizacidn del Gltimo objetivo del trabajo pPa
ra poder liberarnos, al menos en algln punto de esto, de la de
pendencia extranjera y asf dejar de ser, como dirfa el Dr. ---
Ernst Feder "el campo e industria de fresa que tienen los Esta

dos Unidos en Méxica'.
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