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PLANTAS DE FRESA REGENERADAS IN VITRO MEDIANTE
ORGANOGENESIS DIRECTA EN DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE AUXINAS Y CITOCININAS

Jestis Hernandez Ruiz *, Ana E. Rangel Castillo!, Maria I. Laguna Estrada’, Gibran J. Alejandro
Rojas®, Ana |. Mireles Arriaga® y Jorge E. Ruiz Nieto*

RESUMEN

La fresa (Fragaria x ananassa) es una especie vegetal de gran importancia econdmica y agroalimentaria, que se cultiva en
regiones agroindustriales de México, como el Bajio. El principal insumo de la produccién agricola son las plantas, cuya primera
etapa de multiplicacién empieza con la formacion de clones por cultivo in vitro a partir de las plantas madre seleccionadas. Sin
embargo, diversas caracteristicas de las plantas regeneradas pueden presentar variaciones que reducen su valor agronémico y
comercial. Dicha variabilidad es debida a multiples factores, aunque destaca el efecto que tienen las combinaciones de auxinas y
citocininas, asi como sus concentraciones. El objetivo del presente estudio fue evaluar las caracteristicas de plantas de fresa
regeneradas in vitro mediante organogénesis directa ante diferentes concentraciones de auxinas y citocininas. Los explantes se
obtuvieron de meristemos apicales en los estolones de plantas madre de la variedad Camino Real. Se utilizaron 21 tratamientos de
auxinas (AIB y 2,4-D) y citocininas (BAP y cinetina) para evaluar la organogénesis. El mayor nimero de vitroplantas se obtuvo
con la combinacién del AIB y el BAP a 0,4 mg-L™, con una tasa de regeneracion promedio de 68,3 %. En dicho tratamiento se
presentaron la vitroplantas con mejor desarrollo y alta respuesta antioxidante. La mayor concentracion promedio de prolina de 1,7
g mL?, en el tratamiento control sin auxinas ni citocininas.
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ABSTRACT

Strawberry plants regenerated in vitro by direct organogenesis at different concentrations of auxins and cytokinins
The strawberry (Fragaria x ananassa) is a plant species of great economic and agri-food importance, which is grown in agro-
industrial regions of Mexico such as Bajio. The main input for agricultural production is seedlings, whose first stage of
multiplication begins with the formation of clones by in vitro culture from selected mother plants. However, several
characteristics of the regenerated plants may present variations that reduce their agronomic and commercial value. This variability
is due to multiple factors, although the effect of auxin and cytokinin combinations, as well as their concentrations, stands out. The
aim of the present study was to regenerate strawberry plants in vitro by direct organogenesis at different concentrations of auxins
and cytokinins. Explants were obtained from apical meristems on the stolons of mother plants of the Camino Real variety. A total
of 21 treatments of auxins (indole-3-butyric acid —IBA and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid —2,4-D) and citocinins
(benzylaminopurine —-BAP and kinetin) were used for organogenesis evaluation. The highest number of vitro plants regenerated
with the combination of IBA and BAP at 0,4 mg-L’l, with an average regeneration rate of 68,3 %. In this treatment, the vitro
plants showed better development and high antioxidant response. The highest average proline concentration of 1,7 ug mL™, in the
control treatment without auxins or cytokinins.

Additional keywords: Cloning, Fragaria x ananassa, in vitro culture, vitroplants
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INTRODUCCION FAOSTAT (2022), México fue el cuarto pais

productor y un importante exportador de fresa en

El cultivo y la produccion de fresa (Fragaria x el mundo, y en el 2023 la produccion fue cerca de
ananassa) es importante desde el punto de vista 650 mil toneladas, con un valor superior a 800
econémico porque los frutos son altamente millones de ddlares (SIAP, 2024). Los frutos de
demandados por los consumidores. Segun fresa son ricos en vitaminas, antioxidantes y
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fibras, contribuyendo a dietas saludables
(Giampieri et al., 2015). Ademas, la fresa es un
cultivo con posibilidad de produccion intensiva y
tecnificada, lo que permite innovaciones en
practicas de cultivo para sustentar la demanda del
mercado (lbrahim et al., 2022). El sistema
productivo de fresa depende de la oferta constante
de plantas como principal insumo y en regiones
agroindustriales de México como el Bajio, la
experiencia de los productores y el avance técnico
favorecen la oportunidad de especializacion para
recuperar el liderazgo por el que se solia
caracterizar esta region.

La oferta de plantas se puede generar en
viveros de produccidn a partir de los estolones de
las plantas madre; sin embargo, en este sistema la
produccién de plantas esta sujeta a temporadas
especificas ya que la formacion de estolones es
controlada principalmente por sefiales hormonales
y respuestas ambientales, como el fotoperiodo y la
temperatura (Al-Madhagi, 2023). Igualmente,
como desventaja, la propagacion masiva de
plantas en los viveros es susceptible a problemas
fitosanitarios si no se siguen las précticas
correspondientes (Poothong, 2020), resultando las
enfermedades virales las méas criticas (Valliath y
Mondal, 2023). Para soslayar estas desventajas,
las plantas madre son clonadas por cultivo in vitro
para generar poblaciones con un mayor nimero de
individuos que mantengan la misma identidad y
presenten menos fitopatégenos (Mahmoud et al.,
2017). Sin embargo, a pesar de las ventajas
biotecnolégicas de esta técnica, existen retos
importantes como las variaciones somaclonales
(Palei et al., 2015).

Las principales auxinas utilizadas en la
regeneracién in vitro de fresa son el acido
indolacético, el acido indol butirico y el &cido
naftalenacético. Estas auxinas promueven la
formacién de raices y pueden influir tanto en el
desarrollo de callos como de érganos, cuando se
combinan con citocininas como la benziladenina o
Thidiazuron (Cappelletti et al., 2016). Mientras
que las principales citocininas utilizadas en la
regeneracién in vitro de fresa, son la
benciladenina y el Thidiazuron. Estas hormonas
son conocidas por estimular la division celular y la
organogénesis; se utilizan especialmente para la
formacion de brotes (Gupta et al., 2020). La
interaccién entre las auxinas y las citocininas es
esencial para la organogénesis; una alta

proporcion de auxinas favorece la formacion de
raices, mientras que una mayor proporcion de
citocininas promueve la produccién de brotes. El
equilibrio preciso de estas hormonas en el medio
de cultivo determina la via por la cual se lleva a
cabo la regeneracion in vitro y éste puede
ajustarse segun el objetivo de cada proyecto, ya
sea la generacion de callos, raices o la
propagacion de brotes (Shanthala et al., 2021).

La evaluacion de auxinas y citocininas es
esencial para cada variedad de una misma especie,
ya que las diferencias genéticas dan lugar a
respuestas morfolégicas también  diferentes
(Suraya et al., 2021). Katel et al. (2022) indicaron
que la variacion en las respuestas a los reguladores
de crecimiento, entre variedades de fresa, ocurre
también a nivel fisiolégico.  Diferentes
concentraciones y combinaciones afectan la
regeneracion, el crecimiento y la diferenciacion de
los tejidos. Por ejemplo, para Anuradha et al.
(2016) la mayor respuesta en la multiplicacion de
brotes de la variedad Ofra, se obtuvo en medio
MS con cinetina (CIN) a 2,5 mg-L™ y &cido indol
acético (IAA) a 0,1 mg-L™" Kim et al. (2019)
indican que, el tratamiento benciladenina fue el
mas eficiente en la proliferacion in vitro de las
variedades Goha y Seolhyang; sin embargo, se
recomendd su uso en bajas concentraciones para
evitar variaciones morfologicas y genéticas. Sukhi
et al. (2021) reportaron que los explantes de
puntas de meristemos de la linea BARI
Strawberry-1 mostraron el mejor desempefio en
medio MS suplementado con bencilaminopurina
(BAP) a 1.0 mg, acido giberélico (GA3) a 0,5 mg
y CIN a 0,5 mg-L™* para la iniciacion de brotes; y
el medio MS se suplementé con acido indol-3-
butirico (AIB) a 1,0 mg vy A&cido 2/4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) a 0,5 mg-L™ para la
iniciacion de raices.

Determinar las concentraciones dptimas para
cada condicion asegura la produccién de plantas
in vitro con las caracteristicas morfolGgicas
requeridas por cada sector productivo regional
(Khromova y Matsneva, 2022). La determinacion
de aminoacidos como la prolina permite evaluar el
nivel de estrés osmatico en los tejidos vegetales en
regeneracion, lo que facilita la identificacion de
lineas celulares mas tolerantes (Mékeld et al.,
2019). Piwowarczyk et al. (2017) reportaron la
acumulacion significativa de prolina en los brotes
in vitro de las variedades Derek y Krab de
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Lathyrus sativus, en los cuales se indujo estrés
osmatico con polietilenglicol a 11 mM. La prolina
también ha demostrado proteccidn contra varias
especies reactivas de oxigeno (ROS) en sistemas
in vitro; Rehman et al. (2021) indican que la
prolina posee la capacidad de eliminar el
superoxido mediante una transferencia de
electrones. Si bien su eficiencia de eliminacion es
baja a nivel molar, su elevada presencia en células
vegetales sometidas a estrés le permite contribuir
de manera significativa a la eliminacion de ROS,
complementando la accién de otros eliminadores
no enzimaticos.

Los tejidos vegetales cultivados in vitro estan
expuestos a diversos factores que pueden generar
estrés oxidativo como la alta luminosidad, la
composicion del medio, la manipulacion excesiva
y la bioacumulacion de compuestos toxicos
(Chaki et al., 2020). Los ensayos in vitro ofrecen
un entorno controlado para estudiar las respuestas
al estrés oxidativo. En estos ensayos, el estrés se
puede inducir, por ejemplo, suplementando los
medios de cultivo con peroxido de hidrégeno o
metilvioldgeno, los cuales generan la formacion
de especies reactivas de oxigeno (Claeys et al.,
2014). Evaluar la respuesta antioxidante permite
optimizar los protocolos in vitro, asegurando
plantas méas sanas y productivas al minimizar el
estrés oxidativo y maximizar la regeneracion de
plantas (Nieto et al., 2020).

Como hipotesis se plante6 que las diferencias
en la combinacién de auxinas y citocininas
tendrian efecto en las caracteristicas expresadas en
las plantas de fresa regeneradas in vitro. El
objetivo del presente estudio fue evaluar la
variacién de las caracteristicas de plantas de fresa
regeneradas in vitro mediante organogénesis
directa en diferentes concentraciones de auxinas y
citocininas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y obtencién de explantes

Los ensayos se realizaron en el laboratorio de
Genética Vegetal del Departamento de Agronomia
de la Universidad de Guanajuato. Se utilizaron
plantas madre de la variedad Camino Real por su
importancia agroindustrial y econémica en el
Bajio. Se obtuvieron 252 explantes de meristemos
apicales en estolones de 1,5 cm de altura
(EIKichaoui, 2014) y se utilizaron 12 explantes

por tratamiento. Como pre-desinfeccion, los
explantes se lavaron con una solucion de N-
(triclorometiltio) ciclohex-4-en-1,2-dicarboximida
a 1,0 g-L™ por 20 min en agitacion constante; y
posteriormente, en etanol 70 % durante 1 min con
dos enjuagues finales utilizando agua destilada
estéril. Después, se mantuvieron en cloro al 1,5 %
v/v durante 3 min y se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril. Finalmente, los explantes se
lavaron con detergente neutro 0,5 g-L™* por 3 min
y se enjuagaron 3 veces con agua desmineralizada.
Para la desinfeccion, se lavaron en hipoclorito de
sodio al 2,0 % durante 15 min en agitacion
constante y se enjuagaron 3 veces con agua
destilada estéril y se mantuvieron en agua
destilada estéril hasta antes de ser transferidos al
medio de cultivo.

Establecimiento in vitro. Se utiliz6 el medio
de cultivo WPM (sacarosa 30 g-L*, agar
bacteriolégico 6 g-L™ y carbon activado 1 g-L™),
segun la recomendacién de la empresa Berrie
Gene Innovation para el cultivo in vitro de fresa.
El pH y la conductividad eléctrica se ajustaron a
5,5y 0,12 uS-cm™, respectivamente. Los primeros
cinco dias, los explantes se conservaron en
oscuridad y posteriormente se mantuvieron en un
fotoperiodo de 10 h luz y 14 h oscuridad, los
explantes se mantuvieron a 20 cm de la fuente de
luz LED blanca donde recibian 280 Ix. La
oscuridad durante los primeros dias del cultivo in
vitro ayuda a reducir el estrés, especialmente el
oxidativo, que experimentan las plantas durante
esta transicion. Al evitar el estrés por luz, se
previene la deshidratacion de los explantes y y se
favorece la aclimatacién de las plantas (Diaz et al.,
2021). La incubacién se realiz6 en un cuarto de
crecimiento (12,6 m®) a 22 °C.

Organogenésis directa. Después de 75 dias
del establecimiento in vitro se indujo la
organogénesis directa, subcultivando los explantes
en medios conteniendo las combinaciones de
auxinas y citocininas presentadas en el Cuadro 1.
Estas concentraciones se disefiaron con base en
estudios de Dutta (2022), Rukh et al. (2023) y
Gonzales et al. (2023).

Variables evaluadas. A los 30 dias después de
la induccion de la organogenésis directa, se
evaluaron las caracteristicas morfoldgicas de las
vitroplantas. Se contabiliz6 el nimero plantas
regeneradas (NPR) y la tasa de regeneracion de
vitroplantas (TRVP, %), el numero de raices
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(NRC) y tallos (NTA). Se midi6 la longitud de la
raiz mas larga (LRL, cm) y del tallo mas largo
(LTL, cm). Para evaluar el desarrollo, se
determind la biomasa de las vitroplantas, también
de forma separada en raices y tallos (BVP, BRZ,
BTS, g). Para lo cual se calentaron las muestras a
70 °C por 72 h, posteriormente se registro el peso
seco (Al-Khateeb et al., 2014). Se determind la
concentracion de prolina (PRO; pg-mL™) por la
reaccion del aminoacido con el 2,2-
dihydroxilndeno-1,3-diona; la medicion se realizd
por espectrofotometria a 517 nm (Bates et al.,

1973). Respecto a la respuesta antioxidante, se
determind la concentracion de compuestos
fendlicos (CF; pug-mL™ de acido gélico) con base
en la formacion del complejo fosfotlngstico-
fosfomolibdeno y la medicion se realizé por
espectrofotometria a 750 nm (Martinez y Paredes,
2014). La actividad antioxidante se analizo
mediante el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) y su absorbancia por espectrometria a 515
nm, los resultados se reportaron como porcentaje
de radical remanente (Brand et al., 1995).

Cuadro 1. Tratamientos de combinaciones de auxinas y citocininas evaluados.

Tratamiento  Auxina mg-L™* Citocinina mg-L™*
T1 AlB 0,2 BAP 0,2
T2 AlB 0,2 BAP 0,4
T3 AIB 0,2 CIN 0,2
T4 AlB 0,2 CIN 0,4
T5 AlIB 0,2 Sin citocinina 0,0
T6 AlB 0,4 BAP 0,2
T7 AlB 0,4 BAP 0,4
T8 AlB 0,4 CIN 0,2
T9 AlB 0,4 CIN 0.4
T10 AIB 0,4 Sin citocinina 0,0
T11 2,4-D 0,2 BAP 0,2
T12 2,4-D 0,2 BAP 0,4
T13 2,4-D 0,2 CIN 0,2
T14 2,4-D 0,2 CIN 0,4
T15 2,4-D 0,2 Sin citocinina 0,0
T16 2,4-D 0,4 BAP 0,2
T17 2,4-D 0,4 BAP 0,4
T18 2,4-D 0,4 CIN 0,2
T19 2,4-D 0,4 CIN 0,4
T20 2,4-D 0,4 Sin citocinina 0,0
T21 Sinauxina 0,0 Sin citocinina 0,0

AIB: Acido indol-3-butirico; 2,4-D: acido 2,4-diclorofenoxiacético; BAP: bencilaminopurina; CIN: cinetina

Andlisis estadistico. Los datos obtenidos en
los 21 tratamientos de las diferentes variables se
analizaron a través de un disefio completamente al
azar con 10 repeticiones, mediante el analisis de la
varianza y pruebas de comparacion de medias de
Tukey. Para reducir la complejidad de las
relaciones multidimensionales entre los datos de
las variables, se realizd6 un andlisis de
componentes principales y los tratamientos se
agruparon mediante el algoritmo k-means. Los
andlisis estadisticos se realizaron empleando el
programa Minitab 16.2.3 (Pennsylvania State
University).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se identificaron  diferencias  altamente
significativas (p<0,01) en el NPR, donde el mayor
namero de brotes se obtuvo agregando la auxina
AIB vy la citocinina BAP, en ambos casos a 0,4
mg-L™ (Figuras 1 y 2). Segin Gomes et al.
(2021), cuando la concentracion de AIB es
superior a 1,5 mg-L™, se induce la multiplicacion
de las vitroplantas por organogénesis indirecta;
AIB es una auxina similar en estructura y funcién
a la hormona vegetal original, por lo cual se
promueve el enraizamiento mediante el
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alargamiento y la division celular. Por su parte, el
2,4-D es un agente plaguicida con efectos
herbicidas en altas concentraciones, pero que en
cultivo de tejidos vegetales promueve una
respuesta en el crecimiento (de Castro, 2017). La
BAP contiene un grupo bencilo unido a la base de
adenina, mientras que la CIN posee un grupo
furfurilo. Esta variacion en su estructura quimica
afecta la estabilidad y forma en que las
vitroplantas  metabolizan  estas  citocininas
(Plihalova et al., 2016). Para el cultivo de tejidos
vegetales la BAP puede inducir efectos mas
pronunciados en concentraciones mas bajas. Sin
embargo, la eleccion de la citocinina depende de
la especie, el tejido para los explantes y la etapa
de desarrollo, entre otros factores especificos
propios de cada investigacion (Rodrigues et al.,
2022). En los resultados reportados por Rahman et

al. (2015), el mayor numero de brotes fue de 15,0
por disco de hoja en medio MS, con BAP a 3,0
mg-L™* y é4cido giberélico a 0,5 mg-L™; con una
longitud de 2,0 cm. En el caso de los resultados de
Dutta (2022), el medio MS con CIN fue menos
efectivo para el desarrollo de brotes en
comparacion con el medio suplementado con
diferentes concentraciones de BAP. Sin embargo,
Naing et al. (2019) indic6 que las vitroplantas
regeneradas de callos cultivados en medios con
CIN 0,5 mg-L™" mostraron mejores parametros de
crecimiento en comparacion con las que se
obtuvieron sin CIN. Lo cual resulta similar a los
resultados del presente estudio, cuando se
comparan los tratamientos de control T5, T10,
T15, T20 y T21 donde no se utiliz6 la
combinacion auxinas y citocininas.

Figura 1. Vitroplantas de fresa (Fragaria x ananssa) variedad Camino Real regeneradas por
organogénesis directa en medio de cultivo suplementado con la auxina &cido indol-3-butirico y la
citocinina bencilaminopurina, ambas a 0,4 mg-L™.

Para la wvariable NRC, se identificaron
diferencias altamente significativas (p<0,01) con
el mayor namero de raices de 9,5 presente en el
T7. Una  proporcion mas alta de
auxinas:citocininas, generalmente, favorece el
desarrollo de las raices, mientras que una
proporcion mas alta de citocininas:auxinas
estimula la proliferacion de los brotes (Salvador et
al., 2014); sin embargo, los resultados del
tratamiento T7 corresponden a una proporcion de
AIB y BAP de 1:1. Regular el equilibrio hormonal
en el medio de cultivo es esencial para una
regeneracion y crecimiento exitoso (Kurepa y

Smalle, 2022). En cuanto al enraizamiento, Danial
et al. (2016) reportaron que en el medio MS
suplementado con 0,75 mg-L* de 4cido
indolacético se presenté el mayor nlmero de
raices por vitroplanta de fresa de 6,265 cm y una
longitud de 4,393 cm. Por su parte, Saridas et al.
(2021) indicaron que las vitroplantas de fresa de la
variedad 291 en un medio de MS 44 g-L",
Sacarosa 30 g-L™ y agar 7 g-L™, sin reguladores
de crecimiento, presentaron 30 raices en promedio
y en la variedad Kaska ocurri6 la mayor longitud
de raiz de 5,0 cm, promedio, también en el mismo
medio. Al garantizar un sistema de raices sano y
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extenso, las plantas propagadas in vitro pueden
alcanzar un crecimiento de brotes y tallos méas
vigoroso, lo cual promueve la produccion y

10,0

distribucion de hormonas vegetales como las
citocininas (Espinosa et al., 2018).
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Tratamientos para inducir la organogenésis directa

Figura 2. Numero de plantas regeneradas promedio por tratamiento a partir de 12 explantes iniciales
obtenidos de meristemos apicales de estolones de fresa (Fragaria x ananssa) variedad Camino
Real, en medio de cultivo suplementado con diferentes concentraciones de bencilaminopurina y
cinetina a los 105 dias. Tratamientos T1 a T21 descritos en la Tabla 1.

En el caso del NTA, se identificaron
diferencias altamente significativas (p<0,01) con
el mayor namero tallos de 4.0, también en el T7.
Igualmente, se identificd una correlacion de 0,91
(p<0,01) identificada entre las variables NRC y
NTA. El desarrollo de raices y tallos in vitro se ve
influenciado por el equilibrio  hormonal,
principalmente auxinas y citocininas. Las
condiciones de cultivo podrian haber favorecido la
organogénesis en aquellos tratamientos donde se
logré dicho equilibrio (Lapiz et al., 2020). Un
sistema radicular mas desarrollado facilita una
mayor absorcién de agua y nutrientes del medio
de cultivo, lo que a su vez puede promover el
desarrollo de un mayor niimero de tallos (Gao et
al., 2023).

Las mayores longitudes en la raiz y el tallo se
presentaron en la combinacion de AIB a 0.4 mg-L™
con BAP a 0,4 mg-L", con 44 y 35 cm,
correspondientemente; igualmente, se identificd
una correlacion de 0,97 (p<0,01) entre las
variables LRL y LTL. La longitud de las raices de
las plantas in vitro esta influenciada por diversos
factores hormonales, como el tipo y Ila
concentracion de auxinas, la interaccion con las
citocininas y la duracién de la exposicion a las
hormonas (Danial et al., 2016). La integridad y

composicion del medio basal de cultivo, incluido
su contenido hormonal, influyen altamente en la
longitud de la raiz (Fragoso et al., 2018).

Se identificaron  diferencias  altamente
significativas (p<0,01) entre los tratamientos en la
BVP, asi como su segmentacion en raices y tallos.
En el T7 se determind la mayor cantidad de
biomasa con 252 g por Vvitroplanta,
principalmente debido a que el desarrollo de
raices permitié la mayor relacion de biomasa en
los tallos; las proporciones fueron de 38,1y 61,9 %
en las raices y los tallos, respectivamente (Cuadro
2). Contrariamente, el menor desarrollo de 1,90 g
se presentd en el T21 (control absoluto) donde no
se utilizaron reguladores de crecimiento; las
proporciones de biomasa de raices y tallos fueron
de 758 y 24,2 %, segin correspondio.
Complementar el sistema radicular con auxinas
durante la regeneracion de plantas in vitro
conduce a una mayor capacidad de desarrollo y
crecimiento de los brotes (Sahoo et al., 2021).
Mientras que en comparacion con los resultados
de Al-Khateeb et al. (2014) que utilizaron el
medio MS y la variedad Chandler de fresa, el
tratamiento con 4&cido naftalenacético presentd
mayor peso seco, del cual los tallos y las raices
representaron el 57,6 y 42,4 %, respectivamente.
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Cuadro 2. Andlisis estadistico entre los tratamientos por cada variable evaluada y relacionada con el
crecimiento de cada vitroplanta de fresa.

Trat. NRC** NTA** LRL** LTL** BVP** BRZ** BTS* PRO** CF** DPPH**
T1 7,1de 33ad 36bd 30ad 235be 1,25de 1,10d:f 2,78cie 1,08de 70,4c:f
T2 7,6ce 35ac 36bd 3lac 240ad 1,22de 1,18d 2,73e 1,10cd 71,2be
T3 6,4ef 32bd 33cd 29bf 228df 1,30b:d 098fh 287b:d 1,02d:g 68,4 eqg
T4 6,8ef 32bd 34cd 30ad 232ce 1,25de 1,07d:f 2,80ce 1,06d:f 69,7 d:f
T5 49¢gh 16fg 25¢gh 25dh 197ik 140ac 057kl 187hi 0,61ij 495Im
T6 9,2ab 3,7ab 4,1ab 32ac 249ab 102fg 147ab 244fg 127ab 76,2ab
T7 95a 40a 444 35a 252a 09%g 156a 242g 132a 780a
T8 82bd 33ad 38ac 30ad 245ac 1,13de 1,32c 255f 1,21bc 73,9ad
T9 8,7ac 35ac 40ab 32ac 247ac 106fg 141bc 251fg 124ab 753ac
T10 51gh 19ef 28eg 25dh 200hi 140ab 060k 192h 0,68i 52,8 kl
T11 6,5ef 30bd 3,3cd 29b:f 209¢gj 1,23de 0,86hj 3,15a 094g 63,0hi
T12 6,8ef 3,1bd 34cd 29bf 212fi 121de 091gi 294b 097fg 64,1¢q:i
T13 56fg 26de 31df 2,7ch 203ik 127cd 075j 320a 081h 56,8jk
T14 65ef 29cd 32df 28bg 208hj 1,25de 0,83ij 3,13a 093g 61,0ij
T15 44¢h 13fg 22gh 23h 194jk 144a 050kl 1,75ifj 058ij 47,2m
T16 69e 32bd 36bd 30ad 233be 123de 1,10df 2,79ce 1,06d:f 69,4 dg
T17 75ce 34ac 35bd 3,0ad 238ad 126de 1,12de 2,74de 109d 706cf
T18 6,5ef 29cd 32d:f 28b:g 220eh 121de 0,99eh 288bc 098eqg 653fi
T19 6,7¢f 30bd 3,3cd 29b:f 225dg 1,22de 1,04eqg 2,84be 101dg 67,8¢eh
T20 50gh 19ef 26fh 25dh 196jk 1,39acc 057kl 1,72] 0,63ij 50,31Im
T21 4,0h 1,19 21h 23gh 190k 144a 0461 1,65] 0,53 ] 45,0 m

Trat.: tratamientos, NRC: nimero de raices, NTA: nimero de tallos, LRL: longitud de la raiz mas larga (cm), LTL:
longitud del tallo méas largo (cm), BVP, BRZ, BTS: biomasa de las vitro plantas y separada tanto por raiz como tallos
(g-planta™), PRO: concentracion de prolina (ug-mL™), CF: concentracion de compuesto fenélicos (ug-mL™ de 4cido
gélico), DPPH: actividad antioxidante (%). **: Diferencias altamente significativas (p<0,01) en las variables. Los
valores con el mismo rango de letras dentro de las filas de cada columna indica que los valores medios son

estaticamente iguales segun la prueba de Tukey (p<0,05).

En el caso de la PRO, se identificaron
diferencias altamente significativas (p<0,01). La
mayor concentracion de prolina de 3,20 pg-mL™
se determind en el T13, el cual contenia 2,4-D y
CIN a 0,2 mg-L™, es relevante sefialar que el T13
presentd la menor cantidad de BVP (2,03 g).
Varios factores pueden provocar un aumento de la
concentracién de prolina en los tejidos en
regeneracion, lo cual se relaciona con la respuesta
al estrés y la adaptacion. Estos factores incluyen
estrés osmdtico e hidrico, desequilibrio de
nutrientes, condiciones culturales, equilibrio
hormonal y dafio fisico. La prolina funciona como
un osmoprotector y molécula de sefializacion en
respuestas al estrés, al estabilizar proteinas y
membranas mientras elimina los radicales libres

para proteger las células vegetales (Kavi et al.,
2015). Hussein et al. (2016) reportaron el
incremento del contenido de prolina de 0,53 a 3,95
ng-g’yde 3,31 a 7,81 mg-g* en vitro plantas de
las variedades Fortuna y Festival de fresa, en
medio MS con NaCl 1,0 g-L™. Mozafari et al.
(2018) indicaron un aumento en la concentracion
de prolina de 0,50 a 1,12 mg-g™, en vitroplantas
de fresa en medio MS con benciladenina 2 mg-L™
y &cido indol-3-butirico 0,01 mg-L* con
polietilenglicol de 0,0 a 5,0 %. El incremento
intracelular de los niveles de prolina libre se
consideran un distintivo de las reacciones
adaptativas en las plantas (Forlani y Funck, 2020);
por lo cual, la importancia de su determinacion en
estudios de regeneracion de plantas in vitro. En el
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caso de la respuesta antioxidante, se identificaron
diferencias altamente significativas (p<0,01) entre
los tratamientos para la variable CF. La mayor CF
y actividad antioxidante se determinaron en el T7
con 1,32 pg-mL™ de 4cido gélico. Se determing
una correlacion altamente significativa (p<0,01)
entre la CF y la BVP de 0,95. Los compuestos
fenodlicos pueden actuar como antioxidantes,
protegiendo a los tejidos vegetales del dafio
causado por especies reactivas de oxigeno. Segun
Selim et al. (2021) las antocianinas, un tipo de
fendlico, aumentan en respuesta al estrés, lo que
sugiere que estos compuestos pueden reducir el
dafio oxidativo y favorecer un mayor crecimiento
y acumulacion de biomasa. Vilkickyté y Raudoné
(2021) indican que los compuestos fendlicos
varian segun la etapa de desarrollo y el nivel de
estrés de las plantas, lo que implica una funcion
protectora de estos metabolitos.

Se identificaron  diferencias  altamente
significativas (p<0,01) en la actividad antioxidante
determinada por el radical DPPH. La mayor
actividad se determind en el T7 con 78 %, lo cual
confirma que en dicho tratamiento una mayor
respuesta antioxidante favorecio el crecimiento de
las vitro plantas. También se explicaria la
correlacién entre la actividad antioxidante y BVP

de especies reactivas del oxigeno, cuyos efectos
acumulativos eventualmente conducen a la
inhibicién de la embriogénesis, organogénesis o la
muerte de los explantes, lo que hace crucial que
las plantas in vitro sean capaces de iniciar una
potente respuesta antioxidante metabdlica y
enzimatica (Sachdev et al., 2021).

En el analisis de componentes principales, los
CP1 y CP2 explicaron acumulativamente el 99 %
de la variacion. Para el CP1 la mayor correlacion
se determiné con la variable CF con 0,31y para el
CP2 con la variable PRO con 0,90. En el analisis
de conglomerados para los tratamientos, se
formaron 4 grupos que explicaron el 94 % de la
variacion (Figura 3). El grupo 1 solo incluy6 el
T21, por lo que fue equivalente al centro de grupo.
El grupo 2 se formé con centro en el CP1 de 0,218
y CP2 0,039, incluyendo los T1, T2, T4, T11,
T12, T13, T14, T16, T17, T18 y T19. EIl centro
del grupo 3 tuvo el CP1 0.217 y CP2 0.296,
abarcando los T6, T7, T8 y T9; este grupo incluy6
los tratamientos que presentaron la expresion de
las caracteristicas morfoldgicas evaluadas en las
vitroplantas relacionadas con un mejor desarrollo.
El grupo 4 presentd su centro en el CP1 0,218 y
CP2 -0,277, formado por los T3, T10, T15y T20.
Las vitroplantas de los grupos identificados

de 0,96 (p<0,01). Diversas condiciones del cultivo comparten las caracteristicas sefialadas en el
in vitro de tejidos pueden dar lugar a la generacion Cuadro 3.
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Figura 3. Agrupaciones formadas por el analisis de conglomerados para los tratamientos con base en los
componentes principales. Centros de grupos (C1<, C2 [0, C3A y C40), tratamientos del grupo 1
4, 2l 3A y 4@ Componentes principales (CP1y CP2).
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Cuadro 3. Caracteristicas compartidas por las vitroplantas de los grupos formados por el analisis de

conglomerados.

Grupo Caracteristicas compartidas

Menor namero de raices y tallos, menor longitud la raiz y el tallo principal, mayor biomasa de
1  las raices, menor biomasa de los tallos, menor concentracion de prolina, menor concentracion de

compuestos fendlicos, menor actividad antioxidante.

2 Alto numero de tallos, mayores concentraciones de prolina
Mayor numero de raices y tallos, mayor longitud de la raiz y el tallo principal, mayor biomasa de
3 las vitroplantas, mayor biomasa de los tallos, bajas concentraciones de prolina, mayor
concentracién de compuestos fendlicos, mayor actividad antioxidante.

Bajo nimero de raices, Bajo namero de tallos, mayor biomasa de las raices, baja concentracion
de compuestos fendlicos, baja actividad antioxidante

CONCLUSIONES

Las caracteristicas morfolégicas de las
vitroplantas  variaron en funcion de la
combinacion de auxinas y citocininas utilizadas
para su regeneracion. En el tratamiento 7
constituido por la combinacién de acido indol-3-
butirico y la citocinina bencilaminopurina, en
ambos casos a 0,4 mg-L™, se presentaron los
siguientes valores promedio: el mayor nimero de
vitroplantas con 8,2; la mayor tasa de
regeneracién con 68,3 %; el mayor nlimero de
raices con 9,5; el mayor niamero de tallos con 4,0;
la raiz mas larga con 4,4 cm; el tallo mas largo
con 3,5 cm; la mayor biomasa como vitroplanta
completa con 2,52 g; la mayor biomasa de los
tallos con 1,56 g; la mayor concentracién de
compuestos fenélicos con 1,32 pg-mL™ de acido
galico y la mayor actividad antioxidante con 78,0
%. Es decir, el tratamiento 7 exhibié el mayor
desarrollo y concentraciones de antioxidantes. En
el tratamiento 15 con &cido 2,4-D a 0,2 mg-L™ sin
combinacién con citocinina, y el tratamiento 21
sin auxina ni citocinina (control absoluto) se
identificd la mayor cantidad de biomasa en las
raices con 1,44 g por vitroplanta, lo cual indica
que es posible la regeneracion de raices con bajas
concentraciones de auxina o incluso sin su
presencia. En el tratamiento 21, se presentd la
mayor concentracién de prolina con 1,7 pg-mL™,
explicando en parte la deficiencia en la formacion
de tallos y un mejor desarrollo.
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