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La Universidad Nacional Daniel Alcides Carrion, el Vicerrectorado de
Investigacion, el Instituto Central de Investigacion, y el proyecto "Desarrollo de
protocolos en la propagacion in vitro de orquideas y cultivos de importancia
econdmica para la provincia de Oxapampa", presentan el Protocolo de propagacion
in vitro de fresa (Fragaria x ananassa Duch.) producto de la investigacion en el
laboratorio de Biotecnologia Vegetal e Invernadero de las instalaciones del Programa

de Agronomia filial Oxapampa.

El protocolo ha sido validado en las variedades ‘Aromas’, ‘Albion’ y
‘Camarosa’; sin embargo, podria ser utilizado para multiplicar otras variedades de

este cultivo (para programas de introduccion y recambio varietal).

Por Gltimo, mencionar que el proceso de la micropropagacion en fresa ha sido
posible gracias al trabajo del equipo investigador y técnico que ha venido laborando
en la ejecucion del proyecto "Desarrollo de protocolos en la propagacion in vitro de

orquideas y cultivos de importancia econdmica para la provincia de Oxapampa".
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El cultivo in vitro es la principal técnica del cultivo de tejidos vegetales para
la propagacion de genotipos a escala comercial (Briones, 2015) y obtener plantas
libres de enfermedades; esto implica trabajar en condiciones asepticas utilizando un
medio de cultivo y reguladores de crecimiento adecuados (Murashige & Skoog,
1962). La fresa (Fragaria x ananassa Duch.) es un hibrido adaptado a zonas
templadas, sub templadas y constituye un alimento nutritivo e importante en la
economia (Karim et al., 2015); por otro lado, la micropropagacion de la Variante
‘Aromas’ es a partir de yemas de corona o de estolones (Gonzales-Arteaga et al.,
2022) de las cuales se obtiene una gran cantidad de vitroplantulas que pueden ser

Ilevadas a aclimatacion y salir a campo productivo.

Los tejidos deben ser seleccionados para el establecimiento inicial de plantas
completamente sanas e intactas, para la desinfeccion de la superficie con hipoclorito
de sodio (NaOCI) a una concentracion de 1 a 3% (Roca & Mroginski, 1993). En la
micropropagacion de plantas se utiliza como fuente de macro y micronutrientes al
medio Murashige y Skoog (MS) que, en combinacion con reguladores de crecimiento
y una fuente de energia generalmente sacarosa, permite la obtencidn de plantas in
vitro a partir de estructuras denominadas explantes. En fresa, con MS + 2,0 mgL™* de
bencil amino purina (BAP), se ha logrado una regeneracion del 82% y 7 brotes por

explantes; mientras que, en combinacion de BAP, 4cido naftalen acético (ANA) y




acido giberélico (AGs), en 2,5, 0,5 y 0,5 mgL™, respectivamente, produjo el 98% y
20 brotes por explante (Badal et al., 2019).

En cuanto a fresa cv. 'Sweet Charlie' y 'Winter Dawn' se logro el
establecimiento y multiplicacion en MS mas la adicion de diferentes cantidades de 6-
benciladenina y Kkinetina, y para el enraizamiento con acido indol-3-butirico (IBA)
(Dhukate et al., 2021). Por otro lado, en cv. ‘Santa’, ‘Fanta’, ‘Berrystar’, ‘Honeybell’
y ‘Okhyang’, en MS + kinetina a 2,0, 3,0 y 4,0 mgL* desarrollé callos, que después
de 8 semanas no produjo brotes; mientras que, con 0,5 mgL™, indujo brotes que
mejord al sub cultivarlos en IBA a 0,75 mgL (Naing et al., 2019). En relacion a la
multiplicacion de cv. ‘Fortuna’, con una concentracion de 1,0 mgL* de BAP en MS
en varios subcultivos, gener6 8,3 brotes por explante en promedio (Mohamed et al.,
2018). Desde que se obtuvo plantulas de fresa libre de virus por la técnica de
micropropagacion in vitro, el interés se extendié al uso preferido por los viveros e

institutos de investigacion para sus reservas (Martinelli, 1992).

La importancia de contar con un protocolo para la micropropagacion de fresa
pondera en tener procedimientos estandarizados que permitan un eficiente progreso
en la obtencion de semilla vegetativa y asi garantizar la inversion en la produccién.
Por tal motivo, la Universidad Nacional Daniel Alcides Carrion a través del
Vicerrectorado de Investigacion y el Instituto Central de Investigacién, desarrollo el
protocolo de micropropagacion del cultivo de fresa variedad ‘Aromas’ a partir de
yemas de corona, efectuado en el laboratorio de Biotecnologia vegetal, Filial
Oxapampa y en el ambito del proyecto "Desarrollo de protocolos en la propagacion
in vitro de orquideas y cultivos de importancia econdémica para la provincia de
Oxapampa", iniciativa que busca impulsar el cultivo in vitro de fresa Fragaria X
ananassa Duch. a favor de los agricultores de esta fruta; también, como un medio

para la conservacion de germoplasma.




« Balanza analitica RADWAG AS 220.R2 PLUS;
« Balanza de precision NIMBUS;

Equipos

« Agitador magnético VELP;

o Multiparametro HANNA (potenciémetro);
« Horno microondas SAMSUNG,;

« Bomba peristéltica con cabezal Masterflex COLE-PARMER,;
« Autoclave vertical EFE Clave;

« Estufa BINDER;

« Conservadora de frio ILUMI;

« Camara de flujo laminar EFE Clave;

o Deshumedecedor BIONAIRE;

« Sistema de ventilacion COLDPOINT;

« Ablandador NOYI,

o Destilador de agua GFL;

« Termohigrometro TRACEABLE;

« Estantes con sistema de iluminacion LED;
« Temporizador horario ALION;

« Refrigeradora SAMSUNG;

« Sistema de riego por aspersion;

o Mochila fumigadora de 15 litros; y,

« Pulverizador manual.
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Materiales e insumos

En laboratorio

« Materiales de plastico: bandejas, jarras graduadas, vaso de precipitados de 50, 100,
1000 y 2000 mL, probeta de 500 y 100 mL, bandejas de pesado, pisetas, bolsas de
polipropileno, Parafilm y otros).

« Materiales de vidrio: vaso de precipitados de 100, 500 y 1000 mL, probeta de 50
mL, botellas de 100, 250 y 1000 mL, tubos de ensayo de 25x150 mm, placas de Petri,
frasco, mechero y tapas para tubos de ensayo;

« Materiales de metal: espatula/cuchara, gradillas para tubos de prueba, pinzas con
ranuras y mangos para hojas de bisturi N°10 y 11.

« Materiales de desinfeccion: jabon liquido antibacterial, NaOCI, tween-20 y etanol
al 96 y 70%.

« Medio de cultivo: solucién concentrada de sales y vitaminas (Murashige y Skoog,
1962, MS), reguladores de crecimiento (BAP y Acido indolacético, AIA), sucrosa y
agar agar.

« para ajustar pH: hidréxido de sodio (NaOH) y &cido clorhidrico (HCI).

En invernadero

« Materiales para colecta: papel toalla, bolsas plasticas, guantes, rotulador y cinta
masking.

« Materiales e insumos para la aclimatacion de vitroplantulas: bandejas de
plastico, bandejas semilleras, macetas, etiquetas, piseta, pinzas, mechero, placas de
Petri y etanol 96°.

« Sustratos: Jiffys, Premix N°3, arena, humus y tierra agricola;

« Insumos para manejo agronomico de plantas madre y vitroplantulas: fungicida
y bactericida Kasumin (kasumicina) y Amistar Top (azoxystrobin + difeconazole);
acaricida Konga (etoxazole + abamectin) y Acaristin; aceite agricola; insecticida
Cyperklin (cipermetrina); fertilizante foliar Pantera Nitro (macro y nutrientes) y
Nitrofoska N - P.Os — K20 — (MgO- SO3) 12 — 12 -17 (2 — 20) de aplicacion edéfica.
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Cullive 2 vitbe de fresa .

Para la propagacion in vitro es importante contar con un laboratorio distribuido en

ambientes de lavado, preparacién de medios y auto clavado, inoculacion de explantes e
incubacion de las etapas de la micropropagacion (establecimiento, multiplicacion y
enraizamiento); asimismo, un invernadero para la preparacion de las plantas donadoras de

explantes y la aclimatacion de la vitroplantas generadas en el laboratorio.

Infraestructura del invernadero

Area de preparacion de plantas madre

Las plantas madre deben estar en un area especifica e identificada (Figura 1), bajo
cobertura que no permita la entrada de lluvia para poder controlar el riego y evitar
pudriciones. Debe estar lo mas iluminado posible, disponer de instalacion de agua y sistema

de riego por nebulizacion
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Area de aclimatacion

El area de aclimatacion (Figura 2) tiene que ser un lugar aséptico, cerrado, seco para
evitar contaminacion por hongos ambientales, iluminacién gradual que va a depender de las
vitroplantas de fresa, mantener la humedad del sustrato a capacidad de campo.

Figural Figura 2
Identificacion del invernadero. Area de aclimatacion.

o 4

INVERNADERO DEL PROYECTO:

N i vitro de orquideas y cultives de importancls
ampa”

Sistema de riego automatizado

El invernadero cuenta con riego por nebulizacién (Figura 3) programado para treinta

(30) minutos inter diario (invierno) y, diario (verano).

Preparacion de plantas madre en Invernadero

Manejo de plantas madre

La planta ‘madre’ o donadora de explantes debe tener vigor, sanidad, buen desarrollo
y abundante follaje (Figura 4) el cual se consigue con un adecuado sustrato, bajo condiciones

de invernadero y riegos segun el régimen de calor.
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Figura 3 Figura 4
Sistema de riego por nebulizacion. Plantas madres de fresa.

Control fitosanitario

El control fitosanitario (Figura 5) se realiz6 con la aplicacion de fungicida Amistar
Top (Azoxistrobina + Difenoconazole), acaricida Konga (lzopropil-alkohol, 1,0 mi/10L) e
insecticida Argén (imidacloprid, 1,0 ml/L) en 10 L de agua.

Fertilizacion

Se fertilizd con Nitrofoska, 0,57 g/maceta y fertilizante foliar Pantera Nitro, 5 ml/L

de acuerdo al requerimiento de las plantas.

Pretratamiento

A la planta madre seleccionada, tres (3) dias antes, se aplica fungicida-bactericida
Kasugamicina 1,0 mL/L de agua (Figura 6) con el proposito de eliminar la posible presencia
de hongos y bacterias.
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Figura 5 Figura 6
Control fitosanitario de plantas madre de Aplicacion de Kasugamicina.

fresa.

Eleccion de planta madre

Extraccion de la planta seleccionada de la maceta (Figura 7) con total asepsia en la
manipulacion. Eliminar el sustrato residual de las raices, mediante un lavado gradual con
agua de cafio, luego envolver en papel toalla e introducir en una bolsa de polipropileno
nueva, rotulada, con fecha y nimero de muestra (Figura 8). En una bandeja desinfectada, se
colocan las bolsas que contienen las muestras y se cubren con tela blanca limpia y
desinfectada para ser entregada inmediatamente al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal.

Figura 7 Figura 8
Extraccion de la planta madre seleccionada. Muestra colectada y rotulada.
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SIS

Con el lavado del material vegetal se busca reducir la incidencia de contaminacion

Lavado

microbiana causada por hongos y bacterias durante el establecimiento del cultivo in vitro.
Es importante tener en cuenta que el proceso de desinfeccion dependera de la procedencia

del explante (campo o invernadero).

Desinfeccion del material vegetal, muestra yemas de corona

Para llevar a cabo el proceso de desinfeccion de coronas de fresa, se procede
previamente a extraer el material vegetal de las bolsas plasticas y colocarlo en bandejas
limpias (Figura 9). En seguida, se retira el exceso de sustrato presente mediante un lavado
con agua de cafio. Posteriormente, con hojas de bisturi N° 10 se defolian (Figura 10) y se
retiran las raices de las plantas, teniendo cuidado de no dafar las coronas (Mamani Gonzales-
Arteaga et al., 2022).

Inmediatamente después, se realiza un lavado de las coronas en agua corriente de
cafio por treinta (30) minutos, y en un vaso de precipitados que contiene una solucion de
jabon liquido antibacterial, 15 mL/L, se continGa con el lavado durante cinco (5) minutos,

(Figura 11), luego se realizan seis (6) enjuagues con agua auto clavada.
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Figura 9 Figura 10
Material vegetal de fresa. Defoliacion de plantas de fresa.

En la cdmara de flujo laminar, se sumergen las coronas en etanol al 70% durante un

(1) minuto, en un recipiente limpio y estéril (Figura 12).

Figura 11 Figura 12
Lavado de coronas con jabon liquido Coronas sumergidas en etanol al 70%.
antibacterial.
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Se continda con una inmersion en una solucién al 2,0% de NaOCI + 2 gotas de Tween
20 por cada 100 mL durante veinticinco (25) minutos (Figura 13). Luego se realizan tres

enjuagues con agua destilada auto clavada y en agitacion de dos (2) a tres (3) minutos, cada

vez (Figura 14).
Figura 13 Figura 14
Inmersion de las coronas en NaOCI. Enjuague con agua destilada auto clavada.

Finalmente, se realiza una inmersién en solucién antioxidante de acido ascorbico 300
mg/L + &cido citricol00 mg/L estéril, durante diez (10) minutos (Figura 15).

Figura 15
Inmersion en solucién antioxidante.




Extraccion de yemas

En la cAmara de flujo laminar se procede con la extraccion de las yemas de corona,
con el uso de un estereoscopio binocular, pinzas, mangos y hoja de bisturi N° 11 (Figura 16).

Establecimiento in vitro

Las yemas de corona extraidas (Figura 17) se siembran individualmente en 9 ml de
medio de establecimiento preparado con sales nutritivas y vitaminas MS, suplementado con
0,5 mg/L de BAP, 0,6 mg/L de AIA, 30 g/L de sucrosa, 9 g/L de agar, y el pH ajustado a 5,6
contenido en tubos de ensayo de 16x150 mm; el medio de cultivo debe estar previamente
esterilizado en autoclave a 121°C y 0,1 MPa por veinte (20) minutos. En esta fase, se espera

que las yemas de corona desarrollen brotes vigorosos.

Figura 16 Figura 17
Extraccion de yemas de corona. Yema de corona de fresa.

Después de la siembra, los tubos de ensayo se sellan con Parafilm y se codifican
(especie, variedad, medio de cultivo, explante y fecha de siembra). Finalmente, las gradillas
con los tubos de ensayo son trasladas a la sala de incubacion a condiciones de 23°C, 60% de
humedad relativa y fotoperiodo de 16 horas luz (Figura 18). Durante los primeros 8 dias

19




después de la siembra (dds), se debe hacer un monitoreo de los explantes para identificar la
presencia de contaminacidn causada por hongos y/o bacterias; de darse el caso, el tubo debe
ser retirado de la sala de incubacidn para su descarte. Las yemas deberan permanecer en

incubacion durante 32 dias.

Multiplicacion in vitro

La multiplicacién in vitro se realiza a partir de los treinta y dos (32) dias, momento
en el cual, las yemas establecidas in vitro han desarrollado brotes vigorosos (Figura 19) y se

encuentran listos para la siguiente fase.

Figura 18 Figura 19
Incubacién de yemas de corona en medio de Brotes de yema de corona para la fase de
establecimiento. multiplicacion.

En la camara de flujo laminar de los brotes establecidos (32 dds) con pinzas largas,

se procede a extraerlos y se sitlan sobre papel esterilizado en placas de Petri y luego se
realiza la individualizacion con bisturi N° 11 (Figura 20). Seguidamente, con ayuda de
pinzas largas, se toma un brote y se siembra individualmente en 9 ml de medio de cultivo
para la multiplicacion in vitro, MS + vitaminas, suplementado con 0,5 mg/L de BAP, 30 g/L
de sucrosa, 9 g/L de agar, y el pH ajustado a 5,6 contenido en tubos de 25x150 mm

previamente esterilizado en autoclave a 121°C y 0,1MPa por veinte (20) minutos.
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Posteriormente, los tubos de ensayo se sellan con Parafilm y se rotulan; finalmente, las
gradillas con los tubos de ensayo son llevadas a la sala de incubacion a condiciones de 23°C,
60% de humedad relativa y fotoperiodo de 16 horas luz, hasta los 32 dds.

Enraizamiento in vitro

Después de 32 dds de incubacién en medio de multiplicacién, se obtienen numerosos
brotes (Figura 21) que empiezan a competir entre si y es momento de seleccionar los tubos
para proseguir con la fase de enraizamiento, donde se espera la obtencion de vitroplantulas
completas, es decir, que desarrollen un buen sistema radicular acompafiado de una buena

presencia y desarrollo de hojas.

Figura 20 Figura 21
Individualizacion de brotes. Brotes de yemas de corona en medio de
multiplicacion.

En la cdmara de flujo laminar, con pinzas largas, se procede a extraer los brotes de
los tubos y se colocan sobre papel estéril dentro de una placa de Petri. Luego, con pinzas y
bisturi N° 10, se procede a individualizar los brotes, escindiendo hojas presentes hasta
reducirlos a pequefias coronas. Con pinzas largas, se cogen las pequefias coronas y se
siembran individualmente en tubos de 25x150 mm conteniendo 12 mL de medio de
enraizamiento, preparado con sales nutritivas y vitaminas MS + 30 g/L de sucrosa con 9 g/L
de agar y pH 5,6; el medio debe estar previamente esterilizado en autoclave a 121°C y 0,1
MPa por veinte (20) minutos. Los tubos de ensayo se sellan con Parafilm y se rotulan;
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finalmente, las gradillas con los tubos de ensayo son llevadas a las mismas condiciones de
incubacidn de la fase de establecimiento y multiplicacion. Después de 32 dias de incubacion,
las pequefias coronas desarrollan nuevas hojas y un buen sistema radicular con numerosas
raices, dando lugar a vitroplantulas completas (Figura 22).

Figura 22
Vitroplantulas de fresa var. ‘aromas’ obtenida de yema de corona.

Condiciones y tiempo de cultivo in vitro

Las condiciones microclimaticas en el area de incubacion del laboratorio que
favorecen el crecimiento de los explantes durante su establecimiento, multiplicacion y
enraizamiento in vitro deben ser: temperatura de 23+1°C, humedad relativa alrededor del
60%, fotoperiodo de 16 horas luz e intensidad luminosa de 14 a 16 pmol/m?s en la posicion
del tubo de ensayo.
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En invemadenc .

Se recomienda dos (2) tipos de sustrato para la aclimatacion de las vitroplantulas de

Sustrato

fresa: Jiffys (disco de turba compactada) y Premix N°3, ambos con buena capacidad de
retencion de humedad y aireacion. Previamente, se remojan los Jiffys en agua destilada un
dia antes del trasplante (Figura 23) con la finalidad de hidratar y brindar humedad necesaria

a las vitroplantulas.

Aclimatacion de vitroplantulas

Las vitroplantulas proveniente del laboratorio contenidas en tubos de ensayo son
trasladadas al invernadero en una bandeja desinfectada y cubierta con tela limpia, luego son
extraidas con pinzas (Figura 24) y bisturies previamente sumergidas en alcohol 96°, a
continuacidn se flamea en mechero y se deja enfriar en cada extraccién de las vitroplantulas,
seguido se lavan las raices con agua destilada (Figura 25) para eliminar el medio de cultivo
residual y asi evitar la pudricion radicular durante la aclimatacion. Se trasplanta en cada hoyo
de la bandeja semillera conteniendo el sustrato (Jiffys) previamente hidratados. Una vez
instaladas las vitroplantulas, se cubre la bandeja semillera con bolsa de polipropileno,
(Figura 26) y se mantiene bajo sombra (cAmara hiUmeda); todo el proceso se ejecuta en forma

consecutiva el mismo dia.
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Figura 23 Figura 24
Jiffys en agua destilada un dia antes del Extraccion de las vitroplantulas con pinzas
trasplante. previamente desinfectadas.

Figura 25 Figura 26
Lavado de las raices con agua destilada. Bandeja cubierta con bolsa polipropileno.

7 S, W G
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Las vitroplantulas son mantenidas durante quince (15) dias en condiciones
ambientales bajo sombra y a los siete (7) dias se retira el plastico de polipropileno (Figura
27) y se monitorea la humedad del sustrato para evitar la deshidratacion. Posteriormente, se

traslada la bandeja semillera al invernadero durante quince (15) dias adicionales (Figura 28).
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Transcurrido quince (15) dias en el invernadero, se trasplantan a las macetas de 1 kg

con sustrato Premix N°3 (Figura 29) para su crecimiento y desarrollo (Figura 30).

Figura 27 Figura 28
Retiro de plastico de polipropileno Bandeja semillera en el invernadero.

(camara himeda).

Figura 29 Figura 30
Trasplante de vitroplantulas en macetas.  Vitroplantulas en crecimiento vy
~ desarrollo en invernadero.
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Flyjograma

Desinfeccion del material vegetal, muestra yemas de corona

Material vegetal Lavado en agua Corte de raices y
corriente hojas

Lavado_de coronas en agua Lavado en jabon liquido Seis enjt_estéril
corriente por 30 min (15 ml/L), 5 min. destilada destilada estéril

Desinfeccion en Desinfeccion en 2% NaOCI Triple enjuague en
etanol 70%, 1 min + Tween 20 por 25 min agua destilada estéril

Inmersion en solucidn antioxidante por 10 min
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Establecimiento, multiplicacion y enraizamiento in vitro en fresa

Extraccion de yemas Yema de corona Siembra en medio de
de corona establecimiento in vitro

Incubacion de Brotacién con 32 dias Siembra de brotes en

explantes en medio de de establecimiento medio de multiplicacion
establecimiento

Incubacién de Obtencién de brotes Individualizacién de
explantes en medio por multiplicacién brotes y siembra en
de multiplicacion medio de enraizamiento

-

Brotes en medio

de enraizamiento Vitroplantulas

Incubacion de
explantes en medio de
enraizamiento enraizamiento

Vitroplantulas luego de
32 dias en medio de




’ @ . .

Composicion de soluciones nutritivas medio MS (Murashige y Skoog, 1962)

Medio MS
Macronutrientes (g/L)
NHsNO3 1,65
KNO3 1,90
MgS04.7H20 0,37
CaClz.aq 0,33
KH2PO4 0,17
Micronutrientes (mg/L)
Kl 0,83
H3BO3 6,20
MnS0O4.H20 16,90
ZnS04.7H,0 8,60
Na:Mo004.2H20 0,25
CuS04.5H20 0,025
CoCl2.6H20 0,025
Na,EDTA 37,30
FeS04.7H20 27,80
Vitaminas (mg/L)
Mioinositol 100,0
Glycina 2,0
Acido Nicotinico 0,5
Piridoxina 0,5
Thiamina 0,1
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Composicicr de los medics de cullive

Medio de establecimiento in vitro

Macro y micronutrientes MS (solucién)

BAP (6-Bencilaminopurina) 0,5 mg/L
AIA (Acido indolacético) 0,6 mg/L
Sucrosa 30,0 g/L
Agar 9,0 g/L

pH 5,6

Medio de multiplicacion in vitro

Macro y micronutrientes MS (solucién)

BAP (6-Bencilaminopurina) 0,5 mg/L
Sucrosa 30,0 g/L
Agar 9,0 g/L

pH 5,6

Medio de enraizamiento in vitro

Macro y micronutrientes MS (solucion)

Sucrosa 30,0 g/L
Agar 9,0 g/L
pH 5,6
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