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RESUMEN

Con el proposito de determinar un sistema de propagacion in vitro de Oxalis tuberosa Mol., se sembraron yemas axilares y apicales
de brotes de tubérculos, en un medio MS con 1 mg-litro* de benciladenina (BA), al que se agregé 0, 0.1 y 1.0 mg:-litro™* de acido
naftalenacético (ANA). Las condiciones de incubacion fueron: fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 26 °C e intensidad de luz de
90 mmol-m2.s?t, La combinaciéon 1:1 de ANA:BA produjo una tasa de multiplicacion de NUEVE brotes por explante. A los 31 dias
después de la siembra se observé la presencia de brotes vigorosos con capacidad de enraizamiento y longitud promedio de 3 cm.
Se produjeron callos en la parte basal del explante a los 56 dias después de la siembra, favorecidos por la mayor proporcion de ANA,
con apariencia desde verde blanquecino, hasta rosado, con textura friable o compacta, pero no se observd organogénesis sobre
ellos. Los brotes obtenidos fueron transferidos al medio de enraizamiento MS con 0.5 mg:-litro de &acido indolbutilico (AIB), lo cual
ocurrié 15 dias después. El periodo de micropropagacion fue de 155 dias.

PALABRAS CLAVES ADICIONALES: yemas, medio de cultivo, micropropagacion, brotes.

invitro PROPAGATION OF OCA (Oxalis tuberose Mol.)

ABSTRACT

With the aim of determining an in vitro propagation system for Oxalis tuberosa Mol., sowed axillary and apical buds of tuber sprouts
in an MS medium, with 1 mg-liter? of bencyladenine (BA) added with 0, 0.1 and 1.0 mg-liter* of naphtalenacetic acid (ANA). Incubation
conditions included a 16-hour photoperiod, at a temperature of 26 °C, and a light intensity of 90 mmol-m-2-s*. The combination of 1:1 of
ANA:BA resulted in a multiplication rate of nine sprouts per explant. Thirty one days after seeding, we observed vigorous sprouts
with the ability to produce roots and an average length of 3 cm. Calli at the base of the explant were produced 56 days after seeding,
favored by a higher proportion of ANA, with a pale-green to pink appearance and friable or compact texture; but no organogenesis
was observed. Sprouts obtained were transferred to an MS root-promoting medium with 0.5 mg-liter? of indolebutylic acid (AIB),
causing roots to appear 15 days later. The micropropagation period lasted 155 days.

ADDITIONAL KEY WORDS: buds, culture medium, micropropagation, sprouts.

INTRODUCCION andino mas importante después de la papa (Flores et al.,

L . 2002).
Desde el punto agronémico Oxalis tuberosa Mol.,

conocida en México como papa ratona o papa roja, es un Como todas las especies de propagacion vegetativa,
cultivo de origen andino que presenta alto potencial parasu g rante su desarrollo presenta sintomas de enfermedades
desarrollo en el pais, principalmente enlas areas templadas,  sistemicas, las cuales si no son combatidas correctamente,
debido a que tiene similar o mayor rendimiento de tubérculos  terminan por eliminar a la planta, ademas de diseminar el
en comparacion con la papa (Solanum tuberosum L.), con  problema, por lo que es necesario, al igual que en el cultivo
mayor resistencia a plagas y enfermedades y a bajas comercial de papa, establecer protocolos de produccion de
temperaturas; ademas, su valor nutrimental y contenido de  semilla-tubérculo certificada libre de enfermedades, que
carbohidratos ubican a esta especie como el segundo cultivo necesariamente deben pasar por un esquema de
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micropropagacion, el cual de manera adicional, puede ser
aplicado en aspectos de mantenimiento de colecciones,
evaluacion de la diversidad biolégica, eliminacion de virus,
sistemas de propagacion de material sano, seleccién de
materiales uniformesy con calidad, técnicas de produccién
de semillas e investigacion en transmision de enfermedades
de papa ratona a papa y viceversa (Estrada et al., 1896;
Khan et al., 1988).

En términos generales, existen dos factores
fundamentales que determinan el éxito del cultivo de células,
tejidos y 6rganos: el tipo de indculo inicial y el medio del
cultivo (Roca et al., 1978). Stace-Smith y Mellor (1968),
encontraron que la férmula de Murashige y Skoog (1962),
(medio MS) favorece la supervivencia y tasa de desarrollo
de in6culos de las especies de papa; el medio esti
caracterizado por altas concentraciones de iones potasio y
amonio y de I-inositol. El incremento de las concentraciones
de estos elementos, es decisivo para el cultivo de
meristemos apicales de papa, los cuales desarrollan
plantulas mas vigorosas que con los medios anteriormente
usados (Mellor y Stace-Smith, 1977).

Los requerimientos nutricionales, para el desarrollo y
crecimiento de apices de tallos in vitro, varian con el tamafio
delindculo, el uso planeado del cultivo y el genotipo de las
plantas. Las sustancias hormonales decisivas son auxinas
y citocininas (Wang y Huang, 1974).

La accion principal de las auxinas en el cultivo in vitro
de tejidos, es la estimulacion celular y el desarrollo de callos.
La funcion de las citocininas se traduce en provocar también
la division celular y, ademas, regular la diferenciacion de los
tejidos cultivados. Las auxinas y citocininas dan lugar a
expresiones del desarrollo y crecimiento. En general, cuando
la concentracion de citocininas es menor que la de auxinas,
se produce desarrollo de raices, pero cuando la cantidad de
citocininas es mayor que la de auxinas, se desarrollan
yemas adventicias (Mellor y Stace-Smith, 1977).

Recientemente, Fletcher y Fletcher (2001), han
establecido un protocolo in vitro que incluye terapia quimica
y calor para la eliminacion de tres virus presentes en
tubérculos introducidos a Nueva Zelanda (Arracacha virus
B, Papaya mosaic virus y Ullucus mild mottle virus) que
emplea apices de 1.0 cm de longitud cultivados en un medio
MS sin reguladores de crecimiento. Adicionalmente, Pomar
(2004), tomando como base brotes micropropagados en un
medio de MS adicionado con &cido giberélico (AG,), ANAy
bencilamino purina (BAP), propone un método de produccion
de microtubérculos in vitro empleando un medio de White
en combinacion con 0.1 0 0.25 ppm de BAP y 200 ppm de
(CCC). Finalmente, Bais et al. (2003), han abierto un campo
muy impresionante para la producciéon de compuestos de
amplio espectro de actividad antimicrobiana en el suelo, a
partir de exudados de raices de Oxalis tuberosa Mol.
transformadas con Agrobacterium rhizogenes portadoras del
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gen rol Ay que fueron obtenidas en un protocolo de cultivo
in vitro de hojas cultivadas en un medio MS sin reguladores
de crecimiento.

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion
fue establecer un sistema de micropropagacion in vitro de
Oxalis tuberosa Mol. (papa ratona o papa roja).

MATERIALESY METODOS

Se obtuvieron explantes de brotes de tubérculos de
O. tuberosa Mol., seleccionados de agricultores de la zona
de Perote, Veracruz. El medio de cultivo basico utilizado
fue el de Murashige y Skoog (1962), complementado con
tiamina 0.4 mg-litro, acido nicotinico 1 mg-litro?, riboflavina
1 mg-litro?, inositol 100 mg-litroly 3.0 % de sacarosa; el
pH se ajustd a 5.7. Posteriormente fueron agregados los
reguladores de crecimiento BAy ANAen las concentraciones
correspondientes a los tratamientos sujetos de estudio: T1:
BA 1.0 mg-litro’t; T2: BA 1.0 mg:-litro* + 0.1 mg-litro! de
ANA; T3: BA 1.0 mg-litro* + 1.0 mg-litro* de ANA. Para la
fase de enraizamiento se utilizé el mismo medio de cultivo
(MS) al que solamente se le adicion6 0.5 mg-litro de AIB.

La incubacion se llevé a cabo dentro de una camara
de ambiente controlado, con un fotoperiodode 16 hluzy 8
de oscuridad, una intensidad luminica de 90 mol-m?2-sty
temperatura de 26 °C.

El primer transplante a medio nuevo se efectu6 a los
47 dias después del establecimiento. El segundo trasplante
se realizo a los 85 dias y dado el desarrollo de explantes,
en cuanto a nimero y longitud de brotes, éstos fueron
divididos y transplantados en frascos de cristal tipo “gerber”,
colocando cuatro segmentos de brotes por frasco. Cuando
se contd con brotes de 2 a 3 cm de longitud, éstos fueron
transplantados para enraizamiento en el medio basico de
MS adicionado con 0.5 mg-litro! de AIB. Las condiciones
de incubacion fueron las mismas que en la fase de
multiplicacion.

El registro de las variables respuesta se realizé en
cinco momentos; la primera correspondié a los 31 dias
después de establecido el experimento; y, posteriormente,
cada siete dias (38, 45, 52 y 59 dde). Las variables evaluadas
para la micropropagacion fueron: nimero de brotes (NB)
presentes por explante; longitud de brotes (LB en mm),
determinado desde su base hasta su extremo distal,
presencia de callo, que se determin6 una vez que se formo
una protuberancia visible sobre el explante; tamafio de callo
(TC), que se midié con una escala relativa visual que
comprendia los nUmeros del 1 (pequefio) hasta el 10 (grande);
tipo de callo, donde se consideraron dos categorias:
compacto y friable. El callo compacto tuvo la apariencia de
un conglomerado sélido, en tanto un callo friable mostr6
una capa similar a algodon en su superficie.



En la fase de enraizamiento sdlo se determind
visualmente la presencia de raices y su longitud se midi6 de
manera aproximada, por fuera del frasco, mediante el uso
de una regla graduada; a estas variables no se les realiz6
andlisis estadistico.

El analisis de la informacién se basé6 en pruebas no
paramétricas de acuerdo con la naturaleza de los caracteres
evaluados por no tener distribucién normal.

Para las variables NB, LB, TC se uso la prueba de
Kruskall y Wallis, basada en la asignacién de rangos para
comparar muestras independientes, utilizando ajustes por
empates bajo un disefio experimental completamente al
azar (Infante y Zarate, 1984). Posteriormente se efectud la
comparacion mdltiple de rangos basada en la suma de
promedios rangos de acuerdo con la prueba utilizada (Hol-
lander y Wolfe, 1973).

Fue calculada la frecuencia de callos (p) y aplicada
una comparacién de dos proporciones binomiales (Infante y
Zarate, 1984), por pares de tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 aparecen los resultados de la prueba
estadistica de Kruskall y Wallis utilizada para detectar
diferencias entre efectos de tratamientos. El tamafio de callo
(TC) present6 diferencias estadisticas a partir de los 38 dias
después de la siembra de inéculos; en el nimero de brotes
por tubo (NB) no se detectaron diferencias por efecto de los
tratamientos probados, en tanto que la longitud de brote
promedio por tubo (LB), s6lo presento diferencias alos 31y
59 dias después de la siembra.

CUADRO 1. Estadistico T de Kruskall Wallis? para efecto de
tratamientos en tres caracteres de O. tuberosa
Mol. evaluados en cinco fechas.

Dias después del establecimiento

Variable 31 38 45 52 59
TC 2.90 13.8* 10.15* 11.11* 6.42*
NB 4.33 2.15 1.40 2.14 2.0
LB 11.72* 4.22 2.44 0.58 17.7*
Hitity i)

*Significativo a una P<0.05; (X, )
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Los promedios de los caracteres evaluados en los cinco
registros realizados y los resultados de la comparacién
multiple de rangos de acuerdo a Hollander y Wolfe (1973),
se muestran en los Cuadros 2, 3y 4; aparece, ademas, la
frecuencia de repeticiones en cada uno de los registros. En
el caso del nimero de brotes (NB) y de la longitud de brotes
(LB) por tubo, debido a la contaminacién de unidades
experimentales, las cuales fueron eliminadas
inmediatamente, la frecuencia es variable; asi, en los
tratamientos con 0y 0.1 mg-litro* de ANA, las reducciones
por contaminacion fueron considerables, del orden del 65y
54 %, respectivamente, en la Ultima evaluacién; en
contraste, el T3 de (1.0 mg:litro* de ANA) sélo tuvo reduccién
del 17 % por efecto de la contaminacion.

La tasa de multiplicacién oscil6 entre 1.4y 12.0 brotes
por explante; pero s6lo se mostro diferencias significativas
a los 59 dias (Cuadro 2), donde el T1 (sin ANA) tuvo el
mayor nimero de brotes por tubo (12.0) siendo igual al T3
(1.0 mg-litro* de ANA) (9.0) (Figura 1Ay 1B).

Moreira et al. (1999), determinaron en diferentes
especies que la presencia de altas concentraciones de ANA
inhiben la brotacién de yemas, respuesta que es afectada,
ademas por las condiciones de incubacién y la presencia
de BA, la que a su vez afecta la brotacion de yemas, de ahi
gue la ausencia de ANA pudo provocar una tendencia a
producir mayor nimero de brotes. En contraposicion, la
adicién de esta auxina (T2 y T3) caus6 menor emision de
brotes en los explantes sobrevivientes. También se observé
un incremento de tipo exponencial en cuanto al NB lo que
es caracteristico de estos trabajos.

La concentracion de BA aplicada en los tratamientos
evaluados, fue suficiente para garantizar la brotacion y
multiplicacion adecuada de O. tuberosa; esto implica, en
parte, que los niveles enddgenos de la yema son suficientes
para actuar sinérgicamente con la BA. De acuerdo con
Skoog y Miller (1957), la combinacion de auxinas y
citocininas juega un papel importante en los procesos de
desarrollo de brotes. Concentraciones similares de BA, en-
tre 0.5y 1.0 mg-litro?, solos y en combinacion de las auxinas
ANA 0 AIA, son adecuados para garantizar la multiplicacién
a partir de yemas de plantas como clavel (Dianathus
caryophillus L.) y crisantemo (Chrysanthemum x morifolium

CUADRO 2. Comparaciones multiples de rangos entre tratamientos en nimero de brotes in vitro de O. tuberosa.

Dias después del establecimiento

31 38 45 52 59
Trat Prom Frec. Prom Frec. Prom Frec. Prom Frec. Prom Frec
T1 2.1a? 100 36a 92 7.0a 78 7.8 a 78 120 a 35
T2 14 a 100 24 a 93 44 a 93 6.9 a 73 7.2b 46
T3 23a 100 33a 100 6.0 a 88 6.3 a 88 9.0 ab 83

?Valores con la misma letra son iguales de acuerdo con la prueba de comparacién multiple de rangos a una P<0.05.
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Ramat) (Cervantes, 1996).

En el caso de la longitud del brote (LB) se detectaron
diferencias estadisticas en la Ultima semana, del estudio
(Cuadro 3), cuando los tratamientos adicionados con ANA,
tuvieron efecto favorable. En este caso, la adicion con 1.0
mg-litro* de ANA (T3), tuvo mayor efecto al alcanzar longitud
promedio de 2.5 cm, con brotes de coloracion verde intenso,
mayor grosor y, en general, mas vigorosos y de apariencia
mas uniforme con respecto a los otros tratamientos (Figura
1Ay 1B).

Lo anterior coincide con los resultados de Stace-Smith
y Mellor (1968), quienes observaron que el medio MS
favoreci6 la supervivencia y tasa de desarrollo de in6culos
de especies de papa, debido a altas concentraciones de
iones de potasio, amonio e inositol, junto con altas
cantidades de ANA. Es decir, tanto los componentes del
medio de cultivo como el tipo de regulador de crecimientos
empleado, repercuten directamente en el abastecimiento
de nutrientes y sustancias necesarias para el desarrollo de
células, tejidos u érganos (Roca et al., 1978), de ahi que
ésta sea la causa de la respuesta obtenidaen el T3, con la
mayor concentracion de la auxina (Cuadro 3).

En cuanto al tamafio de callo (TC), la frecuencia de
unidades experimentales varié como consecuencia de la
eliminacién de explantes contaminados. Nuevamente, el
tratamiento de 1.0 mg-litro! de ANA mantuvo la mayor
frecuencia al finalizar la prueba, con 77 % de explantes viables
(Cuadro 4); ademas, en este tratamiento el tamafio de callo
tuvo ligero aumento en el tercer registro (45 dde), aunque no
significativo; sin embargo, a los 52 y 59 dde supero
estadisticamente a los otros tratamientos. Lo anterior implica
gue la dosis alta de ANA tiene efecto favorable en el desarrollo
del callo, aunque las ventajas son expresadas posterior a

los 45 dias después de la siembra (Figura 1By 1C).

El desarrollo relativamente bajo de callo en el T1, sin
auxinas, refleja un contenido basal endégeno de éstas. La
adicion de 0.1 mg-litro* de ANA; (T2), aunque expreso in-
cremento apreciable en el tamafio de callo por explante,
éste fue similar al observado en el T1 por lo que no se
observan diferencias estadisticas; finalmente, el T3, con
1.0 mg-litro* de ANA, mostré el maximo tamafio (5.35),
gue corresponde a un tamafio medio en la escala de
medicion empleada.

Hasta el dia 85 en el cual se realizo el transplante al
medio de enraizamiento, no se observo morfogénesis radi-
cal ni foliar en los callos desarrollados.

A partir del dia 31 se observo la presencia de callos en
88 y 66 % de los explantes, en los dos tratamientos
complementados con ANA, en tanto el T1, sélo presento el
7 % (Cuadro 5).

CUADRO 5. Comparaciones de frecuencias de presencia de
callos en explantes de Oxalis tuberosa Mol. para
tratamientos evaluados.

Trat. 31 dde 38 dde 45 dde 52 dde 57 dde
0 0.07 b? 0.15b 0.18 b 0.21b —
0.1 0.66 a 0.80 a 0.85 a 0.73 a 0.71 a
1.0 0.88 a 0.94 a 0.83 a 0.93 a 0.93 a

“Valores con la misma letra dentro de cada columna indica proporciones estadisticamente iguales de
acuerdo (pruebas de hipétesis sobre pardmetros p de la distribucién binomial).

La falta de ANA en el medio redujo el desarrollo de
callos, lo que permitio una frecuencia del 21 % alos 52 dias
después de la siembra de inéculos, con un tamafio minimo.

CUADRO 3. Comparaciones multiples de rangos en longitud de brotes de O. tuberosa Mol. para tratamientos evaluados.

31 dde 38 dde 45 dde 52 dde 59 dde
Trat. Prom Frec. Prom Frec. Prom Frec. Prom Frec. Prom Frec
Tl 0.5 a? 100 0.7 a 92 0.8 a 78 1.1a 78 1.1b 35
T2 0.3a 100 0.4 a 93 0.7 a 93 1.0a 77 1.8b 46
T3 04 a 100 0.7 a 100 1.2a 88 16a 88 25a 83

“Valores dentro de cada columna con la misma letra son iguales estadisticamente, de acuerdo con la prueba de comparacién mltiple de rangos, P<0.05.

CUADRO 4. Comparaciones multiples de rangos en tamafio de callo de O. Tuberosa Mol. para tratamientos evaluados.

31 dde 38 dde 45 dde 52 dde 59 dde
Trat. Prom Frec. Prom Frec. Prom Frec. Prom Frec. Prom Frec
0 1.00 a* 7 15a 14 25a 14 1.5ab 14 0.00 ¢ 0
0.1 2.30 a 66 20a 80 23a 80 1.8b 53 220b 33
1.0 3.06 a 88 38a 94 50a 83 49 a 83 535a 77

“Valores dentro de cada columna con la misma letra son iguales , de acuerdo con la prueba de comparacién maltiple de rangos, P<0.05.
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Asi, la concentracion endégena de esta auxina no fue
suficiente para garantizar el desarrollo de estas estructuras;
sin embargo, siete dias después en todos ellos ocurrid
contaminacion, por lo que al final del estudio en este
tratamiento no se informa la formacion de callos.

Al aplicar ANA al medio de cultivo (0.1 y 1.0 mg-litro®)
la respuesta anterior fue superada estadisticamente, y
aunque no hubo efectos significativos entre estas
concentraciones, numéricamente se favorecio la formacion
de callos al aumentar la concentracion, con resultados fina-
les del 93 % de frecuencia en las unidades experimentales.

No obstante que el tratamiento adicionado con 1.0
mg-litro* de ANA (T3), promovié mayor longitud de brote y
tamafio de callo, la ausencia de ANA, mostré mayor nimero
de brotes por explante (aunque no en forma significativa),
con desarrollo pobre de estos. Lo anterior implica, debido al
numero de brotes producidos, que el T1 puede ser Util para
promover el proceso morfogenético.

Moreira et al. (1999), determinaron en otra especie
gue la presencia de BA inhibe la formacion de callos, por lo
cual en el presente estudio se esperaria que en presencia
de BA (1 mg-litro!) y ausencia de ANA, no hubiese desarrollo
de callos; sin embargo, hubo formacion de éstos, lo cual
podria ser atribuido a niveles endodgenos del explante, aunque
no suficientes para el adecuado desarrollo de callos.

Con respecto al resto de las variables, un aumento en
el TC estuvo asociado con un menor nimero de brotes y
una mayor longitud de éstos, mientras que un tamafio de
callo pequefio se asocié con un numero mayor de brotes de
menor tamafo, situacion reflejada en los tratamientos
evaluados.

En cuanto a la apariencia de los callos se observaron
tonalidades que varian desde rosado hasta blanquecino y
combinaciones de éstas; incluso, en el periodo inicial de
desarrollo del callo hubo tonalidades rosadas como
consecuencia del color rojo intenso del tubérculo, yema o
brote antes de ser inoculados; algunos brotes desarrollados
in vitro mantuvieron estos colores.
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Se pudieron detectar dos tipos de callos: friables y
compactos (Cuadro 6). El primero de ellos con células mas
blanquecinas y disgregadas, con menores posibilidades de
regeneracion de raices y brotes, el cuerpo de los callos
compactos fue mas soélido, de color generalmente verdoso
y con mayor capacidad morfogénica; solo en el segundo
registro no se observaron diferencias estadisticas en la
textura de callo. El tratamiento sin ANA (T1), al final del
experimento produjo Unicamente callos compactos, por lo
gue, desde el punto de vista de diferenciacion de 6rganos,
ventajas al tener mayor probabilidad de obtencion de brotes;
sin embargo, la produccion de explantes con callo es
reducida.

Los tratamientos T2 y T3 presentaron tanto callos
compactos como friables hasta el tercer registro; en el cuarto
(52 dde) y quinto registro (59 dde), el tratamiento con 0.1
mg-litro* de ANA (T2) produjo Unicamente callos compactos,
en tanto que el T3, con una mayor proporcién de esto (1.0
mg-litrot), tuvo mayor porcentaje de callos friables, lo cual
reflejé claramente el efecto sinérgico de la auxina junto con
la BA.

La fase de enraizamiento se realiz6 a los 145 dias del
ensayo y se aplico a los tres tratamientos, el resultado de
este proceso fue exitoso ya que aproximadamente, a los 15
dias, el 80 % de todos los explantes sembrados habia
enraizado; éstas fueron abundantes y con longitud promedio
de 1.0 cm, muy vigorosas y numerosas como para
transplantar las plantulas a condicién de invernadero en esta
etapa de desarrollo (Figura 1E).

CONCLUSIONES

El mejor esquema de multiplicacién para Oxalis
tuberosa Mol. incluye el medio de Murashige y Skoog (1962)
adicionado con 1.0 mg-litro* de BAy 1.0 mg-litro* de ANA
en la etapa de multiplicacion.

La mayor tasa de multiplicacién fue de 12 brotes por
explante, con produccién de callos compactos, lo cual ocurrio
en el medio MS adicionado solamente con 1.0 mg-litro* de
BA.

CUADRO 6. Comparaciones de frecuencias de tipo de callos (friables y compactos) en explantes de Oxalis tuberosa Mol. para los

tratamientos evaluados.

Trat 31 dias 38 dias 45 dias 52 dias 59 dias
COM FRI COM FRI COM FRI COM FRI COM FRI

1 1.0 &z 0.0b 0.84 a 0.16 a 10a 0.0b 1.0a 00b 10a —-

2 0.41b 0.59 a 05a 05a 0.75a 0.25b 10a 00b 1.0a 0.0b

3 0.4b 0.6 a 09a 0.1la 0.14 b 0.86 a 0.14 b 0.86 a 0.22b 0.78 a

“Valores con la misma letra en cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de comparacién muiltiple de rangos a una P<0.05
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FIGURA 1. Morfogénesis de papa ratona (Oxalis tuberosa Mol.). A y B, formacién de brotes a partir de apices y yemas axilares; C
y D, formacién de callo en la base de los brotes desarrollados.

El enraizamiento de brotes ocurrié en el medio MS
con 0.5 mg-litro! de AIB y en un periodo de 15 dias.

El esquema de multiplicacion y enraizamiento ocurrio
en un periodo de 155 dias.
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