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Resumen

La fresa es uno de los cultivos mas importantes tanto a nivel econémico como nutricional. Sin
embargo, enfrenta diversos desafios debido a plagas como gusanos jobotos, cortadores y
acaros, que afectan su rendimiento y calidad. El método convencional de propagacion mediante
estolones presenta altos costos laborales y el riesgo de transmision de enfermedades, lo que
hace que la introduccion de aguenios in vitro sea una alternativa crucial. Por ello, se evaluan
diferentes tratamientos, como la exposicion a radiaciéon, incubaciéon a bajas temperaturas,
variaciones en las condiciones ambientales y distintas dosis de hipoclorito de sodio con
tiempos de exposicion variados. La micropropagacion in vitro emerge como una solucion para
la produccion de clones libres de patdégenos y la mejora de caracteristicas genéticas, procesos
qgue requieren el uso de reguladores de crecimiento y aminoacidos, cuya eficacia depende de
factores como la dosis, el tipo de explante y las condiciones ambientales. Para optimizar estos
parametros, se probaron varios explantes, observandose que la hoja inferior y la yema son los
mas eficientes para inducir la formacién de callo debido a su morfologia y mayor densidad
celular. En cuanto a los medios de cultivo, el Medio 3 destacd por ofrecer la mejor sobrevivencia
de explantes, con un 26%, aunque no se observaron diferencias significativas entre los medios.
En la etapa de proliferacion, el Medio 3 mostré el mejor rendimiento al promover la regeneracion
y la formacion de brotes, los cuales presentaron estructuras totipotentes y fibrosas.
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Abstract

Strawberry is one of the most important crops both economically and nutritionally. However,
it faces several challenges due to pests such as rootworms, cutworms, and mites, which
affect its yield and quality. The conventional propagation method using runners involves high
labor costs and the risk of disease transmission, making the in vitro introduction of achenes a
crucial alternative. Therefore, different treatments are evaluated, such as exposure to radiation,
incubation at low temperatures, variations in environmental conditions, and different sodium
hypochlorite doses with varied exposure times. In vitro micropropagation emerges as a solution
for producing pathogen-free clones and improving genetic traits, processes that require the use
of growth regulators and amino acids, whose effectiveness depends on factors such as dose,
explant type, and environmental conditions. To optimize these parameters, several explants
were tested, with the lower leaf and the bud proving to be the most efficient for callus induction
due to their morphology and higher cell density. Regarding culture media, Medium 3 stood
out for offering the best explant survival rate, at 26%, although no significant differences were
observed between the media. In the proliferation stage, Medium 3 showed the best performance
by promoting regeneration and the formation of shoots, which exhibited totipotent and fibrous
structures.
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Introduccién

La fresa es uno de los cultivos mas populares y valorados a nivel mundial, gracias a su
alto contenido de vitamina C; asi como su abundancia de antioxidantes como antocianinas,
catequinas, entre otros; y minerales esenciales [1]. Estos compuestos han demostrado tener un
impacto positivo en la salud, destacandose por su potencial en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, la mejora de la salud visual y su efecto contra el cancer, la diabetes y
la obesidad [2]. Esto convierte a la fresa en un producto altamente demandado tanto para
consumo fresco como para la industria alimentaria y de saborizantes.

Segun el ultimo reporte registrado, en Costa Rica durante el 2014 se registraron 342 fincas
dedicadas a su produccion, principalmente ubicadas en la provincia de Cartago [3]. Para 2022,
el area cosechada alcanz6 aproximadamente 163 hectareas, con un rendimiento promedio
de 30,531.4 kg/ha y una produccion total de 4,972.38 toneladas [4]. Sin embargo, este cultivo
enfrenta importantes desafios debido a su alta susceptibilidad a plagas y enfermedades que
afectan la calidad y el rendimiento del fruto. Entre las plagas mas comunes se encuentran los
gusanos jobotos (Phyllophaga spp.), que dafian raices y tallos, induciendo marchitamiento y
caida de hojas; los cortadores (Prodenia sp. y Spodoptera sp.), que atacan durante las primeras
etapas de crecimiento y la cosecha; y los acaros como la arafita roja (Tetranychus urticae)
y el &caro de la fresa (Steneotarsonemus pallidus), que ralentizan el desarrollo de la planta,
afectando principalmente las hojas maduras [5]. Actualmente, la reproducciéon de la fresa se
realiza principalmente a través de estolones, un método que requiere una alta inversion en
mano de obra y puede servir como vector de enfermedades [5]-[6].

En este contexto, las técnicas in vitro se posicionan como una alternativa prometedora para la
micropropagacion masiva de plantas de fresa, ofreciendo soluciones innovadoras frente a los
métodos tradicionales. Entre estas, destaca la embriogénesis somatica indirecta, un proceso
que involucra la formacion inicial de un callo, el cual actia como un precursor para el desarrollo
embrionario. A partir de callo, es posible inducir tanto la proliferaciéon como la regeneracion
de brotes, etapas esenciales en la obtencién de plantas completas [7]. Estas técnicas no
solo garantizan la produccion de clones libres de patdgenos, sino que también contribuyen
significativamente al mejoramiento genético. Esto permite optimizar aspectos clave, como
caracteristicas morfoldgicas y productivas, para satisfacer las demandas de las variedades
comerciales y mejorar la competitividad del cultivo [2]-[5].

El uso de reguladores de crecimiento y aminoacidos resulta esencial en dichos procesos,
ya que su efectividad depende de la dosis empleada, el tipo de explante y las condiciones
ambientales, 1o que resalta la importancia de estandarizar protocolos especificos [7]-[8]. Por
lo tanto, el presente trabajo tiene como objetivo aplicar pruebas in vitro a distintos explantes
bajo diversas concentraciones de reguladores de crecimiento, con el fin de identificar las dosis
Optimas para maximizar la eficiencia en la propagacion y regeneracion de plantas de fresa.

Materiales y métodos

Se realizaron los experimentos en el Centro de Investigacion de Biotecnologia (CIB) del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica, ubicado en Cartago, Costa Rica durante 2023 al 2024.

Desinfeccion de aquenios

Los aquenios fueron irradiados y sometidos a condiciones de humedad y seco, ambos
incubados a 4 °C durante una semana [9]. Posteriormente, los aquenios se dividieron en cinco
grupos de 100 unidades cada uno, y cada grupo fue expuesto a distintas dosis de irradiacion:
0, 40, 80, 120 y 160 Gy. Tras la irradiacion, cada grupo se subdividié en cuatro subgrupos de
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25 aquenios. Los explantes fueron lavados con una solucion al 20% de jabdn y dos gotas de
Tween 20 durante 15 minutos, seguidos de tres enjuagues con agua destilada estéril, cada uno
de dos minutos. Luego, se aplicd etanol al 70% durante 60 segundos. Finalmente, se utilizaron
dos concentraciones de hipoclorito de sodio al 3% y al 4%, aplicadas durante 10 y 20 minutos,
respectivamente [9], [10].

Introduccion de callogénesis

Se utilizaron hojas, peciolos y yemas como explantes de Fragaria x ananassa, 10s cuales fueron
previamente introducidos en laboratorio y obtenidos de productores de la zona de Cartago.
Para el experimento, se emplearon tres medios de cultivo con composiciones especificas. El
Medio 1 contenfa 0,5 mg/L Thidiazuron (TDZ), 1 mg/L Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y
0,5 mg/L 6-bencilaminopurina (BAP). EI Medio 2 estaba compuesto por 1 mg/L TDZ y 2 mg/L
2,4-D. Finalmente, el Medio 3 inclufa 0,5 mg/L TDZ, 1 mg/L 2,4-D, prolina (100 mg/L) y caseina
hidrolizada (100 mg/L) [2], [7], [12]. Todos los explantes fueron incubados a 21 + 2 °C en
condiciones de oscuridad.

Induccién de proliferacion

Los explantes obtenidos previamente en la etapa de callogénesis fueron distribuidos entre cinco
medios de proliferacién, manteniendo siempre su posicion original. Cada medio contenia 100
mg/L de prolinay 100 mg/L de caseina hidrolizada, combinados con diferentes concentraciones
de reguladores hormonales. El Medio 1 estuvo constituido por 0,2 mg/L de 2,4-D, 1,0 mg/L de
TDZ y 0,1 mg/L de Acido Giberélico (AGK) [13]. El Medio 2 se conformé por 1,5 mg/L de TDZ
y 0,5 mg/L de BAP [9]. El Medio 3 incluydé 1 mg/L de TDZ y 0,2 mg/L de &cido indol-3-butirico
(AIB) [14]. EI Medio 4 consistié en 1,0 mg/L de AGHK, 0,5 mg/L de BAP y 0,3 mg/L de IBA [15].
Por ultimo, el Medio 5 actué como control y no contenia reguladores hormonales. EI material
vegetal fue incubado a 21 + 2 °C en condiciones de oscuridad y se subcultivaron cada dos a
tres semanas.

Resultados y discusion

Desinfeccion de aquenios

Durante el proceso de desinfeccion de aquenios, Unicamente las semillas incubadas a 4 °C en
seco y tratadas con 4% de hipoclorito de sodio por 20 minutos lograron germinar (Figura 1). El
pretratamiento con altas temperaturas durante un periodo de hasta cinco semanas actla como
un estimulo vernalizante, acelerando el proceso de germinacion, al inducir cambios metabdlicos
y estructurales que preparan al embrién para germinar bajo condiciones favorables [16]. Dicho
efecto se atribuye a la ruptura de la dormancia de las semillas, mediante alteraciones en la
actividad hormonal, como la reduccion del acido abscisico y el incremento de giberelinas, o
que favorece al proceso de introduccion in vitro de aquenios [16].
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Figura 1. Resultados de introduccion de aquenios de Fragaria x ananassa. (A) 40 Gy a 4%
por 20 minutos incubado en seco y (B) 120 Gy 4% por 20 minutos incubado en seco.

De igual forma, la aplicacion de radiacion como los rayos Grays en la introduccion de material
vegetal ofrece beneficios y limitaciones. A dosis bajas, esta radiacion puede estimular el
crecimiento de las plantas, mejorando la tasa de germinacion, asi como el desarrollo de brotes
y raices nuevas [17]. Contrario a lo anterior, en dosis superiores a 250 Gy se ha evidenciado
alteraciones significativas en los tejidos meristematicos y una reduccion en la actividad de
enzimas criticas como a-amilasas y lipasas, esenciales para la movilizacion de reservas
energeéticas durante la germinacion [17]. Por consiguiente, los tratamientos vistos en la Figura
1 resultan favorables en el proceso de germinacion de aquenios.

Introduccion de callogénesis

En el desarrollo de la embriogénesis somatica de Fragaria x ananassa, 10s explantes hoja abajo
y yema destacan por su mayor porcentaje de formacion de callo en comparacion con otros
explantes, lo que sugiere un mejor rendimiento en los medios evaluados. Por otro lado, los
explantes hoja arriba y peciolo corto presentan una menor variabilidad en los porcentajes de
formacion de callo entre los diferentes medios utilizados, indicando una mayor consistencia en
Su respuesta. En contraste, el explante peciolo largo muestra una marcada variabilidad entre
medios, con un porcentaje alto en el Medio 1 para un 100% vy significativamente menor en el
Medio 2 con12.5% y el Medio 3 con 37.5% (cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentajes de formacion de callo por tratamiento segun la posicion del explante.

Hoja arriba 66.6 50 50
Hoja abajo 66.6 66.6 333
Peciolo largo 100 12.5 3.5
Peciolo corto 50 50 12.5

Yema 75 50 25
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En la Figura 2, se observa que el explante Hoja arriba presenta una concentracion media mas
baja en comparacioén con Hoja abajo, acompafiada de una menor variabilidad, lo que refleja
resultados mas consistentes. Por otro lado, el explante Peciolo corto muestra una concentracion
media intermedia con una baja variabilidad, lo cual sugiere resultados homogéneos entre los
tratamientos evaluados. En contraste, Peciolo largo exhibe un rango intercuartilico amplio
y valores extremos alejados, lo que evidencia una alta variabilidad en la obtencion de
callo. Finalmente, el explante Yema presenta una concentracion media intermedia con una
variabilidad moderada, posicionandose como un tratamiento mas equilibrado en términos de
eficacia y consistencia.

Distribucién de concentracion por explante

100

75

Explante

B3 Hoja abajo

— Hoja arriba

B Pediolo corto

30 ES Peciololargo
F -

Hoja abajo Hoja arriba Peciolo corto Peciolo largo Yema
Explante

Concentracién

Figura 2. Comparacion de los resultados obtenidos de explantes de Fragaria x ananassa
en la etapa de callogénesis, representados mediante un gréfico de cajas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el tipo de explante empleado juega un papel crucial
en la eficiencia y la calidad del proceso de callogénesis. Este es el caso de las hojas, ya que
estudios previos han demostrado que laminas basales y hojas enteras son explantes altamente
eficaces, alcanzando tasas de induccion de callos de hasta un 100% en un periodo de dos
semanas [18], debido a la superficie de contacto con el medio de cultivo, que favorece una
absorcion mas eficiente de nutriente, y la mayor densidad de células pluripotentes, las cuales
pueden ser estimuladas en vias embriogénicas, dando como resultado la formacion de callos
verdes compactos, ideales para aplicaciones en regeneracion y micropropagacion [11], [13],
[19], [20].

Al utilizar yema, este se ha reportado como una alternativa prometedora en la obtencion de callo,
en conjunto con el uso de AlB, con una respuesta de 58,5% [18]-[21]. Mientras, al usar peciolos
como explantes, se observa una respuesta mas limitada en la induccion de callogénesis, lo que
puede estar asociada a la estructura simple de estos y a su menor densidad de celular, lo cual
impacta negativamente en su capacidad regenerativa [18]-[19].
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Tras analizar los medios utilizados (cuadro 2), se observa que la formacion de callo es
consistente en todos ellos, alcanzando un 100%. Sin embargo, al evaluar la sobrevivencia de
los explantes, el Medio 3 presenta los mejores resultados, con un 26% de sobrevivencia. En
contraste, el Medio 2 muestra el mayor porcentaje de descarte de explantes, con un 82%, lo
que sugiere menos efectividad para el desarrollo de las plantas en comparacion con los otros
medios estudiados.

Cuadro 2. Porcentaje de formacion de callo, sobrevivencia y descarte de
explantes de Fragaria x ananassa segun el medio utilizado.

Medio 1 100 22 78
Medio 2 100 18 82
Medio 3 100 26 74

Por otro lado, los valores presentados en el cuadro 2 no evidencian diferencias significativas
entre los medios evaluados, esto se confirma mediante los resultados del andlisis de varianza
(ANOVA), que arrojo un valor de p = 0.8826 mayor al preestablecido, por lo que no se rechaza
la hipotesis nula confirmando que no existen diferencias significativas entre los tratamientos
analizados. Por ello, se elabord un gréfico de intervalos de confianza (Figura 3), el cual muestra
que las diferencias de medias entre los tratamientos se ubican dentro de los intervalos de
confianza y proximas al valor cero.

95% family-wise confidence level

M2-M1

—_
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M3-M1

-
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—_
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o Lo s s e e e

10 20

Linear Function

Figura 3. Grafico de intervalos de confianza que muestra la comparacion
entre los medios de callogénesis de Fragaria x ananassa.
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La combinacion de auxinas y citoquininas es ampliamente reconocida por su capacidad
para regular procesos fundamentales, como la division y diferenciacion celular, durante la
callogénesis [2]. En particular, las auxinas, como el 2,4-D, desempefian un papel esencial en
la iniciacion de la formacion de callos y embriones somaticos, mostrando resultados 6ptimos
a concentraciones de hasta 2 mg/L, donde fomentan la proliferacién celular sin inducir efectos
téxicos [22]. Las citoquininas, como el TDZ y el BAP, complementan esta accion al inducir
la organogénesis y favorecer el desarrollo de estructuras como brotes y raices. Ademas, la
combinacion de dos citoquininas, como el TDZ y el BAP, potencia su eficacia al equilibrar los
procesos de division y diferenciacion celular [18].

El Medio 1, que incorpora una combinacion de 2,4-D, TDZ y BAP, ha demostrado ser altamente
eficaz, logrando una produccion de brotes de hasta el 90% y un desarrollo significativo del
tamafio del callo tras cuatro semanas de cultivo [2]-[18]. Asimismo, cabe destacar que los
medios que incluyen TDZ son mas efectivos para el desarrollo de callos bajo condiciones
de oscuridad [2]. En contraste, los Medios 2 y 3, que consisten Unicamente en 2,4-D y TDZ,
muestran mejores resultados en explantes de hoja y peciolo [2]-[18].

Por otro lado, el Medio 3 combina hormonas y aminoacidos, lo que se asocia con una alta tasa
de formacion de callos de hasta un 70%, facilitando el desarrollo de estructuras globulares
y torpedo [22]. Entre los aminoacidos estudiados, la prolina destaca por su capacidad para
actuar como un mecanismo de defensa y promover el desarrollo celular, siendo mas efectiva
que otros aminoacidos como la alanina y la glutamina. No obstante, su efecto depende de la
concentracion utilizada: mientras que dosis moderadas (hasta 100 mg/L) favorecen el desarrollo
embrionario, dosis mas altas pueden inhibir este proceso [7]-[22].

Induccién de proliferacién

Durante la etapa de proliferacion (Figura 4) se obtuvo un 100% de callogénesis de F. x ananassa
en los cinco medios utilizados. En cuanto a la oxidacion, se observé Unicamente en los Medios 3
y 4, con valores del 76% y 24%, respectivamente. En cuanto a la proliferacion, esta dinamica se
mantuvo con un 44% para el Medio 3 y un 12% para el Medio 4. No obstante, la regeneracion
se limitd al 24% de los explantes del Medio 3, lo que impacto significativamente en la formacion
de brotes, reduciendo su valor a un 16% en este mismo medio. Como se puede ver en la Figura
5, los brotes obtenidos cuentan con estructuras totipotentes, con explantes fibrosos.
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Figura 4. Porcentaje de los resultados obtenidos en la etapa de proliferacion de Fragaria x ananassa
segun las variables evaluadas (brote, callo, oxidacion, proliferaciéon y regeneracion).

Figura 5. Formacion de brote en hoja de Fragaria x ananassa tras 100 dias de induccién de proliferacion.

Con base en los resultados obtenidos, el Medio 3 destacd por su desempefio favorable en
todas las variables evaluadas (Figura 4), el cual es capaz de inducir la diferenciacion de brotes
mediante la organogénesis (Figura 5). Se constituye de una mezcla de IBA 'y TDZ, mostré una
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eficacia superior para la induccion de brotes y la regeneracion, en concordancia con estudios
previos que reportan indices mas altos de proliferacion al combinar estos dos reguladores
en comparacion con tratamientos basados en IBA y BAP [2]. Aunque el uso exclusivo de
IBA no genera efectos significativos en la regeneracion, su combinacion con TDZ crea un
equilibrio 6ptimo entre auxinas y citoquininas, 10 que potencia la division y diferenciacion celular
necesarias para estos procesos [14]-[23].

Por otro lado, el Medio 4 indujo la proliferacion en seis explantes (Figura 4), este medio
se compone por AIB, AG3 y BAP, mostré resultados positivos, especialmente debido a la
incorporacion de AG3 en bajas concentraciones, lo cual favorece la formacion de brotes mas
vigorosos y de mayor tamafo [13]-[24]. Ademas, el uso de BAP en dosis inferiores a 0.5 mg/L
demostrd ser particularmente eficiente para la proliferacion celular y la formacion de brotes,
reforzando su papel como una citoquinina clave en protocolos de regeneracion [2]-[15].

Conclusiones

En la introduccion in vitro de aquenios, Unicamente dos explantes lograron germinar, lo que
permite deducir que el pretratamiento en seco y la exposicion a una solucion de hipoclorito de
sodio al 4% durante 20 minutos resultan ser los métodos mas efectivos hasta el momento. No
obstante, se recomienda ampliar el tiempo de evaluacion del protocolo, asi como expandir el
tiempo de incubacion.

Al realizar el analisis estadistico de la etapa de callogénesis, se concluyé que los explantes
con mayor eficacia fueron hoja abajo, peciolo y yema, debido a que proporcionaron datos mas
consistentes. Aunque los medios empleados no presentaron diferencias significativas entre si,
investigaciones reportan medios de callogénesis con IBA que muestran resultados efectivos,
por 1o que se recomienda incluir un cuarto medio con tal de evaluar si su incorporaciéon mejora
los resultados observados en callogénesis.

Durante la etapa de proliferacion, el Medio 3 dio resultados positivos al inducir la formacion de
brotes. En contraste, el Medio 4 favorecié la proliferacion de explantes, pero no logré inducir
brotacion, 1o que resalta la necesidad de ajustar las concentraciones de reguladores de
crecimiento, de manera que se promueva tanto la proliferacion como la brotacion de manera
mas eficiente, asi como realizar una comparacion mas exhaustiva entre los medios para
optimizar las condiciones de cultivo.
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