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RESUMEN
La vainilla pertenece ala famlia de las orqui deas, la cual tiene la capacidad de convivir con

diversos hongos del suelo para obtener sus nutrientes que le per mtan un buen desarrdlo
vegetativo. Snembargo en Mxico setienen pocos estudi os rel aci onados con hongos benéfi cos
que se puedan uilizar de nanera conercial. Por 1o que el objetivo del presente trabajo fue
inocular pantdas de Vanilla ganifdia G Jackson propagadas in vitro con tres especies de
hongo del genero Trichoder ma spp. Yy conocer su efecto en e desarrollo vegetaivo Se
obtuvieron plantuas in vitro de vainilla las cuales se inocularon con Trichoder ma
longi brachiaum Trichoder ma harzianum y Trichoderma reesei. Se uiliz6 un disefio
experi nental conpletanente al azar con cuatrotratamentos, dnco repeticiones y cono uni dad
experi nental cuatro plantas. Las variables que se evaluaron fueron el porcentaje de
endofistisno, longitud de tallg déanetro de tallg ninero de hgas, longitud de raiz, dametro
de raiz, ninero de raices pri narias y peso de la nateria seca. Todos | os datos obteni dos fueron
analizados por nedio de un andlisis de varianza y prueba de nedias de Tuckey. Los resultados
indicaron que las tres especies lograron entrar al sistena radicuar de las vitroplantas. Sn
enbargo, fue Trichoderma longibrachiaumla que present6 nayores valores en las variables
medi das, por |o que dcho hongo puede ser consi derado para ser includo enlos sustratos que se

utilizan de nanera conercial para el cutivo de vainilla

Pal abras clave: Vanillaplanifdia invitra mitualiso, nedio de cutivo.
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ABSTRACT

Vanilla bel ongs tothe orchid famly, which has the abilityto coexist wth various sal fungi to
obtaintheir nutrients that alow good vegetative devel opnent. However, in Mxico there are
fewstudies related to beneficda nushroons that can be used comnercialy. Therefore, the
objective of this work was toinoculate Vanilla planifdia G Jackson seedlings propagated in
vitro wth three species of fungus of the genus Trichoder ma spp. and know its effect on
vegetative devel opnent. In vitro vanilla seedings were obtained which were inoculated wth
Trichoder ma longi brachiat um Trichoder ma harzianumand Trichoder ma reesei. Aconpletely
randomzed experi nental design was used wth four treat nents, five repetitions and four plants
as experi nental unit. The variables that were evaluated were the percentage of endophistism
stemlength stemdaneter, nunber of leaves, root length roa daneter, number of pri nary
roats and dry natter weight. Al the data obtained were analyzed by neans of an anal ysis of
variance and Tuckey s test of neans. The results indicated that the three species managed to
enter the roat system of the vtroplants. However, it was Trichoder ma |ongi brachi atumt hat
preserted the highest values inthe neasured variables, sothis fungus can be considered to be
includedinthe substrates that are used comnercially for vanilla cultivation

Keywords: Vanillapanifdia invitro mitualism cuture nedium



I I NTRODUCCI ON
La vainlla (Vanilla panifdia G Jackson) es una especie perenne, con creci mento vegetativo
durante los dos pri neros afios y en el tercer afio comi enza la producci 6n de fl or, después de este
mo mentq, la planta produce fruos anual mente. La vainilla es la Unica especie de la fanilia de
las orqui deas que produce frutos conestibles (Herndndez- Hernandez, 2011).

En Mxico € principal estado productor de vainilla es \eracruz con aproximadamente el 70 %
del taal, en orden de i nportancia le siguen los estados de (axaca y Puebla con el 30 %Yy por
sus caracteristicas di maticas y cuturales los estados de Hdalgo Chiapas y Quiintana Roo

producen cantidades no significativas de vainas de vainilla (\azquez et d.,2014).

La i nportancia del estudio dela vainillacono cultivo, nosd oradicaensu potencia econonco,
sinotanbién por surelevancia conp recurso genetico pri nario que se encuentra severanente
anenazado ensu habitat original. Las causas funda mental es estan asociadas a desconoci ment o
de la variaci 6n genética de especies sil vestres, a la excesiva recalecci6n para su propagaci on
vegetativa y ala pérdida de la calidad del producto, debido alasubutilizacién de atras especies
distirtas a VV panifdia(Castarios et d., 2017).

Actual nente, la vainillaesta catal ogada conp una especie en peligro de extinci on (NOM 059
SEMARNAT — 2010) ya que esta siendo expl aada 1o que ha llevado a la ds minuci 6n de sus
pobl aciones silvestres y a una reduccion de su diversidad genética (Soto- Aenas, 1999;
SAGARPA 2010).

La vainilla es hospedera de microorganis mos endofitos los cuales habitan en | os tejidos i nternos
de una planta sinresutar pat 6genos para ella En general, lainvestigaci 6n ha de mostrado que
los enddfitos bacterianos pueden ser un factor clave en la reduccion de la vegetacion, la
promoci 6n del creci niento de la gdarta, e aunento de la absorcion de ninerales, lafijaci 6n de
nitrégeno, la supresion de enfer nedades y lainduccidn de necanisnos de defensa (Bailey y
Lunsden, 1998).

Trichoder ma spp. es un hongo benéfico que se encuentra de for na nat ural yque ha sido uwilizado
anplianente enlaagricultura cono bi ocontrd ador de pat 6genos y pronotor del creci mento de
las pantas. Tiene una anplia capaci dad para colonizar y establecer una relaci 6n con las raices
de vainilla (Fernandez et al., 2014).



La vainilla puede for nar una asociaci 6n con hongos enddfitos es por eso que inocular vainilla
con Trichoder ma produce beneficios en su capacidad para protegerla contra enfer nedades
causadas por hongos patégenaos. Trichoder ma spp. actUa cono un escudo, conpitiendo por 1cs
nutrientes y espacio con los hongos perjudiciales, i npi diendo asi su crecimiento y evitando la

aparic 6n de enfer nedades cono la podredumbre de laraiz ylaroya (Quesada et d., 2015).

Ade més, Trichoder ma spp. es capaz de producir enzi mas y netabolitos que esti milan el
creci mento de las plantas. Estas sustancias promueven el desarrdlo de las raices, ngjoranla
absorcion de nutrientes y aunentan la resistencia de la vainilla frente a condiciones adversas
cono lasequia ylasalindad del suelo De esta manera la vainillainocul ada con Trichoder ma

spp. tiene un nayor patencia paraadaptarse ysobrevivenencanpo abierto(Baldiaet d., 2017).



1. OBJETI VOGS
21 (pjetivo gererd

e Inocular tres especies de hongo del genero Trichoder ma spp. en plantuas de Vanilla
planifdia G Jackson ohbtenidas de cutivoinwtra

22 (hjetivos especificos
e Obtener gantuas de Vanillaganifdia G Jackson mediante cutivoin vitro

e Inocuar wMtroplantas de Vanilla planifdia G Jackson con Trichoder ma

longi brachiaum Trichoder ma reesei y Trichoderma harzianum

e Determnar la capacidad de endofitismo de tres especies de Trichoderma spp. en
vitroplantas de Vanilla panifdia G Jackson



I1l.  HPOTESIS
H hongo Trichoder ma | ongi brachi e umtendra nayor capaci dad de endofitis no enlas rai ces de
vitroplantas de Vanilla planifdia G Jackson que Trichoder ma harzianum y Trichoder ma
reesei, debido a que la especie longi brachi @ umtiene mayor capaci dad de reproducirse y crecer

en distirtos nedios.



IV REMISION DE U TERATURA

4.1 I nportanciaecondnica delavainlla
La vainilla es ariginaria de las selvas tropicales del sureste de Mxico y Angrica Central.
distribuido desde \kracruz, San Luis Patosi, Puebla, Tabasco, Chiapas, hastala Peninsula de
Yucatan en Mixico Actual nente, arededor del 80%de la vainilla natural del rmundo proviene

de pequefias granjas en Madagascar e Indonesia ( Barrales- Qurefio y Herrera- Gabrera, 2023).

En Mxico en e afio 2021 se produjeron 609.57 toneladas de vainilla y se cosecharon
1,046.46 hectéreas. Los principales estados en los que se cultivd dichas cartidades fueron
\Veracruz con una produccion de 465 38 toneladas, Puebla con una produccién de 74 06
toneladas, Caxaca con una produccion de 61 53y San Luis Patosi con una produccion de 8 6
toneladas (SADER 2022).

Los paises que exportan y reciben product os derivados de la vainilla, Madagascar es el pais
que nas produce vainilla nientras EUAes el principal i nportador a nivel mundial. Michos de
| os paises exportadores de la vainilla entera son paises product ores: Midagascar (56 %), segui do
por Francia (8%, Indonesia (79, CGanada (6%, Aerania (5%, Papla Nueva Quinea (49%).
En el caso de la vainilla triturada o nolida, 1os paises que produjeron y conerciaizaron las
vainas de vainilla son Francia (26%, Aemania (21%, Mdagascar (16%, EUA (6%,
Conoras (4% Reino Lhido, Republica Checa e Indonesia (3%cada uno), seguidos por Pol onia
y Papla Nueva Quinea (2% y el resto con 14%(SER 2022).

4.2 @neraidades delavanilla
La vainilla pertenece alafanilia delas Qrchidasea y for na parte del género Vanillaen él se
incluyen aproxi nadanmente 155 especies, para la produccion conercial de vainilla sdo se
cultivan tres especies; Vanilla panifdia G Jackson o Vanilla fragans Salisburi, Vanilla
ponpona Schiede y Vanillatahitensis ( Herrera- Cabrera, 2018).

4.21 Descripcion norfdégica
Las hgas son flexibes, subsesiles, dipicas, laureadas y suculentas, cono el talo y se
disponen de nanera aterna a lo largo del talo aconpafiados de una yema, la cual no se
desarrdla y por la raiz adventicia en el lado opuesto de la hgja La hga es una estructura
i nportarte, dado que sumorfologia es ttil paralaidentificaci on de la especie yla variedad de
lapgarta de vainlla(Palacios et d., 2021).



Las flores se presentan eninfl orescencia o racimos conoci dos cono macetas y bratan de las
axilas de las hgas; por lo general, sonsinples de 5a 8 cmde longitud y agrupadas. La planta
llega atener de 10 a 15raci nmos de flores, conpuesto cada uno de nés de 10 fl ares i ndi vi dual es,
las cuales son de cd or aperlado, Hanco anarillento cuyos brates florales abren de uno atres
cada mafiana enla pri mavera pero nueren por las tardes y cuando son painizadas danlugar a
un fruo carnoso y alargado, de 15 a 25 cmde longitud ( Rodriguez- Lopez y Mrtinez- Gastill g
2019).

H fruto es una capsula dehiscente, que presentatres costados concavos, enfor ma cilindrica,
de color verde brillante cuando innaduro y e cual setorna de verde a anarillo a nedida que

madura Sulongitud varia de 13a25cmysudanetroerntre 10 y 15 mm( Rui z- Espi nosa, 2018).

4.3 Definicion de endofitismo
Los mcroorganis mos enddfitos son bacterias, hongos o virus que viventotal o parcial nente
dentro de los tejidos internos de las plantas sin dafiar a su huésped y que participan en una
interaccion si nbidica que nodula la salud de las plantas y su capacidad para adaptarse a
di versos factores estresantes anbientales (Hrdoim et d., 2015).

Las bacterias enddfitas representan un subgrupo dentro de la conunidad de bacterias de la
rizosfera y del rizoplano que col onizan | os tgjidos de las raices internas de la planta huésped y
ofrecen ventajas ecol 6gicas sobre aras pobl aci ones que cd onizan epifitanente ( Rosenbl ueth y
IVartinez- Roer o, 2006).

4.4, QUtivo de tejidos o propagaci 6ninvitro
H cultivo detejidos vegetales comenzainciamente a partir de explantes y estos pueden ser
de cualquier teido vegetal, aunque principal nente se uilizan enbriones, raices y brates
(Cchoa- Mllared e d., 2015).

Esta técnica se basa en el concepto de tatipatencialidad de las céluas vegetales, nisnma que
se define cono la habilidad de una célua de expresar el genonma conpleto por nedio de la
division celuar (Hussain & d., 2015).

4.4.1 Norfogénesis uorganogénesis
La organogénesis puede ocurrir de dos formas diferentes de acuerdo con el proceso
morfogenético que da origen a los nuevos talos, y que a su vez depende del grado de



conpetencia y deter ninacion preserte en las células que confor nan el explante (Schwarz y
Beaty, 1996).

La conpetencia se define cono la condicidn en la cual las céluas han adquirido o retenido
la capacidad de diferenciaci on organogénesis cel ular para for nar nuevas estructuras, mientras
que la deter mnacion se ertiende cono el grado de conpronmso que tiene la célua en su
programaci 6n hid 6gica para seguir un proceso norfd ogico contrdado genéticanente sin verse
afectadas por los esti mulos externos (Christianson y Vérni k 1983).

4.5 Fases de la propagaci 6ninvitro
4.51 Manejo delas dantas madre

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia se deben ohtener expl antes con
un nivel nuricdonal y un grado de desarrdlo adecuado. Para obtener estos explantes es
reconmendable mantener alas plartas madre, es decir la planta donadora de yenas, durante un
periodo de tienpo que puede oscilar ertre unas sermmanas o varios Neses enun invernadero baj o
condi ciones contradadas. En ese anbiente se cutivala panta en condiciones sanitarias opti nas
y con un contrd de la nutrici én y riego adecuados para per nitir un creci niento vigoroso ylibre
de enfer nedades ( Gastillo, 2004).

4.52 Estadeci mento
Luego de la desinfeccidn superficia, las semllas o las yenas dependiendo del naterial
sel ecci onado, se ponen en nedio de cultivo estéril. En un periodo de una semana a quince dias,
conenzando el proceso de ger minaci 6n o regeneraci én de nuevos tejidos vegetal es, inciando el
cicode cdtivoinwtro (Castillg 2004).

Gominnente se enplea comp nedio basal & medio Ms conpleto sugerido por Mirashi ge
y Skoog (1962) suple mentado con 3%de sacarosa cono fuente de carbono. Aeste nedio sele

adi ci onan ade mas regul adores de creci niento, tanto del tipo de auxi nas como de citoci ni nas.

453 Mitidicacion
H objetivo de esta etapa es mantener y aunentar la cantidad de brates paralos nuevos cid os
de multiplicaci 6n sucesivos (subcultivos) y poder destinar parte de ellcs ala siguiente etapa de
producci 6n (enraizamentqg bul bificaci on, etc.). Arbas vias de regeneraci on, organogénesis y
embriogeénesis, pueden darse en for na directa oindirecta Esta dti na i nplicalafor nacion de



calla En general, la organogénesis conduce ala producci 6n de vastagos unipol ares que enrai zan
en etapas sucesivas, nientras que por e nbriogénesis sonatica se for man e mbriones hipoares a
través de etapas ortogénicas si nilares a la enbriogénesis dgdica (AQmos et d., 2010).
CGenera nente esta etapa conprende dos periodos, la fase de induccidon y la fase de
multiplicacion propiamente dcha La prinera inplica genera nente, e enpleo de
concentraci ones elevadas de reguladores de creci miento (general nente de auxinas nas que
citocininas) para favorecer la desdiferenciacion La segunda etapa requiere del enpleo de un
balance hor nonal adecuado para favorecer los procesos de diferenciacion y multiplicaci 6n
celdar (Q nos et d., 2010).

4.54 Enraizamento
Para ernraizar los explantes se uilizan principal nente yenmas individuales de un tanafio
aproxi mado de 2 certinetros. Los brates obtenidos durante la fase de multipicacién se
transfieren a un nedio libre de reguladores de creci mento o que sd o contenga hor nonas del
tipo auxi nas. Agunas especies de plartas no necesitan pasar por esta etapa y e miten sus rai ces
en el msnmo nedio de cultivo donde desarrdlan yenas nuevas, por lotanto e proceso de

multiplicaci 6n y enraizam ent o transcurren en forma si miltanea ( Gastillg 2004).

455 Acli matacion
Las plantuas que fueron desarrdlandose in \itro se transfieren a condiciones de exteriar;
estas plantas necesitan un proceso de adaptaci 6n con el fin de proveer estabilidad en canpo. Las
plant ulas se trasplantan en sustratos estériles y son nonitoreadas baj o invernadera con estricta

atenci 6n enlos procesos fisid 6gicos que requieren (Perea, 2010).

4.6 Gneralidades de Trichoder ma spp.

Los hongos Trichoder ma nor nal nente se encuentran en tejidos vegetales que estan en
desconposicion Son organisnos que domnan el suelg debido a que poseen una natural eza
agresiva tienen la capacidad netabdlica que permite que comnpita con ctros nacroor ganis nos
(Insuasty et d., 2014).

Sanuels e Isnail (2009) nencionan que Trichoder ma conprende alrededor de 386 especies
sinfase sexual evidernte. H nicelio que produce son septas si nples. Las especies son hapl ol des
y su pared celuar esta conpuesta por quitina y glucano. Su reproduccién es asexual por

coni di 0s. Muestran conididforos hialinos ramficados, fiaides si nples o que esta por grupo, 1os



conidios presentan un didnetro de 3 a 5 um nor nal nente son ovalados uniceluares, de
col oraci 6n nor nal nente verde, con un desarrdlovel oz en nedi os sirtéticos. Posee la capaci dad
de producir damdosporas unicel uares que pueden unirse ertre dos o nés. Son estructuras de
valiosa i nmportancia para poder sobrevivir en el suelo bajo condiciones desfavorables. Este
organis o se desenrdlay se ranifica desarrdlando hifas, de 5a 10 umde ancho. Los hongos
Trichoder ma son aerobicos, que posee la capacidad de resistir un drastico canmbio de

tenperat ura, encontrando especies aisladas que sobreviven entenperaturas desde 4° a 35°C

La luz es un factor importante en el desarrdlo de Trichoder ma ya que esto per mite que la
esporulaci 6n aunente. Las especies de Trichoderma pueden crecer en suelos con pHdesde 55
a 85 pero sus valores Opti nos estan entre 55y 6.5 es decir en un anbiente acido. Para que
Trichoder ma pueda desarrdlarse se necesita de hunedad, con una retencién del suel o opti ma
del 60% Se encuentran principal mente en suel os ricos en nateria organica y por su relacion
con esta, se encuentra dentro del grupo de hongos hipogeos, lignicaas y predadores ( Mirtinez
et d., 2013).

4.7 I mportancia de Trichoder ma spp cono agente de biocontra
Trichoder ma es considerado conmop buen hbiocontrdador ya que tiene la capacidad de
sirtetizar conpuest os artagoni cos cono loson las prateinas, enzi nas y artibi &icos, ade més de
sustancias pronotoras de creci niento cono 1o son las vitaninas y hor monas, favoreciendo asi
alos cutivos agricd as (Navaneetha et d., 2015).

Trichoder ma posee propi edades antagdni cas contra hongos pat égenos las cual es se basan en
la activaci 6n de miltipes necanis nos que influyen enla conpetencia por nutrientes y espaci g,
el nmicroparasitisno, la artibiosis la pronocion del creci mento vegetal e induccion de
respuestas de defensa vegetal (De Aguiar et d., 2014). Es el proceso de microparasitis no,
Trichoder ma produce enzi nas que hidrdizan la pared celuar de los hongos los cuales esta
parasitando, las cuales cominnente son reconocidas por las prateasas, quitinasas y las
gl utanasas ( Mircello et al., 2010) que provocan que la ne nbrana plas nética se retraiga y el
citoplas ma sufra una desorganizaci 6n. De igual manera inhiben la ger ninaci6n de esporas y la

el ongaci 6n del tubo ger mnativo (Ronero- Cortes et d., 2016).
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4.8 Mecanisnos de accionde Trichoder ma spp

Los hongos de Trichoder ma deben estar en un suel 0 que contenga nateria organica para que
pueda realizar el contrd de pat6genos correctanmente. Lho de los principales necanismos que
estan invol ucrados en laactividad de biocontrd es la conpetencia por espacio y nutriertes, la
producci 6n de artibi&icos y enzi mas hidrditicas (Ros e d., 2016). Las enzi nas hidraditicas
tienen la funci én de degradar parcia mente la pared cel uar de los pat 6genos y llevan a cabo la
funcion de parasitismo. Trichoder ma spp. cominmente produce hifas enredando a los
pat 6genos, por 1o cual lasenzi mas que contienen ellos seinactivan; asociandol o ala plantalibera
una resistencia sisté mca haciendo que el creci mento aunente, nejorando & desarrdlo de las
raices, la productividad la resistencia a estrés abi &ico la absorcion y el uso de nutrientes
(Contreras- Corngjo et d., 2016).

En la defensa de las plantas Trichoder ma spp. penetra las pri neras dos capas de la célua
epidér mca en el tgjido de laraiz invaden | os espaci os y comenzan a crecer ertre la ne nbrana
plasmética y la pared celuar de la plarta (Infante et d., 2009). La cd onizaci 6n esti mila €l
creci mento en las plartas, conpite por la obtencidn de hionasa generando asi una nayor
ger mnaci 6n enlas se mllas y nodificala conposicdon de laraiz, aunmentando la productivi dad
(Hernosa et d., 2012). Asi cono tanbién tiene la capacidad de nmodular los niveles de las
hor monas producidas por la planta, estos hongos poseen la capacidad de cortribuir con sus
propias hor monas (Pacheco et d., 2016).
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V. MATERI ALES Y METODOS

51 Localizacién del experimento
H presente trabgjo se realizé en el laboratorio de Qultivo de Tejidos de la Facultad de
CGencias Agricdas y Pecuarias, de la Benenerita Universidad Autonoma de Puebla, que se
localiza en San Juan Acateno, enel nunicipio de Teziulan Puebla (Fgural); con coordenadas
geograficas enlos paralelos 19° 47 06” y 19° 58" 12” latitud norte y 97° 18" 54” y 97° 23" 18”
de longitud occidertal auna altitud de 1 617 m

fFacuItad de
(?iiem':ias Agricolas y...

o

Hgura 1 Localizaciondel experi nento. Fuente: Gogle Earth (2013)

52 Miteria vegeta uilizado
H naterial vegetal uilizado fueron esquejes de vainlla de la especie V. panifdiaque se

conservan en el Banco de ger noplas ma de la Benemérita Uhiversidad Autonona de Puebla que
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esta ubicado en el municipio de Tenanpulco Puebla Cada esqueje contenia alrededor de 10
ye mas Mviabl es.
5.3 Preparacion del nedi ode cutivo
Se prepard e nedio de cutivo M5 ( Mirashige y Skoog 1962), suplenentado con sacarosa
30 g 1, agar 95 g -1 ymyo-inositd 10 ml: 1.

La preparaci 6n del nedio consistié en dsdver el nedio M5 en 100 L de agua, agitarlos y
agregarlos en un natraz Erlenneyer con capacidad de un litrg después la sacarosa se disdvi6
en 100 mL de agua y deigual for na se agregd al natraz, se agregaronlos 10mL de nyo-inositd
y se aforo el matraz, posterior mente conla ayuda de un patencidnetro se ajustoel pHa 57 £1
con NAOH 0.1 N se agregaronlos 95 g de agar y se llevo a nicroondas durante 9 mnutos a
punto de ebullicion Posterior mente, se adicionaron 15 mL del nedio de cultivo en tubos de
ensayo estériles con capacidad de 25 x 150 mm los tubos fueron sellados con tapas p asticas,
para posterior nente esterilizarl os en una aut ocl ave tipo vertical dela narca Man-olve ™R a una

presion de 15 kg cnd y unatenperatura de 120 °C, durante untienpo de 15 ninut os.

54, (otencidn de los exp antes
Se uilizaron conmo explantes secciones de talo de V. panifdia que contenian al nenos una
ye g, dchos trozos de tall o se cortaron con ayuda de navajas afiladas realizando un corte de 1

cmarriba delayema y 1 cmdebajo de la ye ma.

55 Desinfeccion
Los explantes, se caocaron en frascos y fueron sonetidos a cuatro lavados continuos con
agua corriente, con jabon en povo hiodegradable marca Roma® y cloro activo en la
presentacion comercial a base de hipoclorito de sodo a 5 % narca Qarasd ® agitandol o
durante un lapso de 10 min, y posterior mente se erjuagaron con agua del grifo para eli mnar
restos del jabon.

Lha vez ohtenidas las yenas, los explantes se dejaron en inmnersion durante una hora en 2
g L1 fungicida (Bencimidazol) y 2 gLl de bactericdda (sufao de estreptomcing,
oxitetracidina). Seguido a estq se realizaron cuatro enjuagues con agua desionizada estéril
dentro de la canpana de flyo lamnar narca LabTech ® nodelo LCB-1202H donde los
explantes fueron tratados por 15 minutos en constante agitaci dn en una sauci 6n de hi pocl orito
de sodioa 30 %+t ween80.
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Posterior nente, se deron atros cuatro enjuagues con agua desionizada y estéril, se dejaron
las yenas axilares por 2 minutos en alcohol a 70 %y con la finalidad de re nover excesos se

dieron cuatro enjuagues nueva nmente con agua desi oni zada estéril.

56 Pri nerasienbra de expl antes

La sienbra de explantes se llevd a cabo en una canpana de flyo laminar, cuyas paredes
fueron previamente desinfectadas con acohd al 70 %y flaneada, asi misnmo el naterial
utilizado cono pinzas, histuris ytapas de cgjas Petri, fue flaneado con acohol a 90 %con la
finalidad de evitar contam naciones externas en el nedio de cutivo.

(on el apoyo de un histuri con hgja ndmero 20 y un bisturi con hgja ndmero 15, se cortaron
los extrenos sobrantes de cada yema, procurando eli mnar gran parte del naterial vegetal
innecesario y con pinzas bacterid 6gicas se senbraron los explantes de nanera que el naterial
vegetal quedara conpletamente horizontal, se sellaron las tapas con papel parafil mde un ancho
de 3 cm cada tubo fue etiquetado con la fecha de sienbra, los tubos fueron puestos en una
camara de incubacién a28 £ 2 °G con lanparas de luz fluorescente y un fatoperiodo de 16 h
luz y 8 h oscuri dad

57 Segunda sienbra

En la pri nera sienbra se tuvo una contaninacion del 95 %por lo cual se requiri6 de una

segunda sienbra, uilizando yemas axilares de vainilla y usando el misno tipo de nedio M

descrito anterior nente.

La sienbra serealizdsiguiendo el proced nientoarterior, sdo, se nodificdla concentraci 6n

ytienpo de exposiciona dorg a 10 %ytres ninut os en conparaci 6n con la pri nera sie nbra

58 Tercerasienbra
Gono en la segunda sienbra hubo un 80% de oxi dacidén y contaninacion se realizé una
tercera sienbra. Se obtuvieron esquejes de Vanillapganifdia G Jackson con yenas naduras

viables. Uilizando el nedio de cutivo MB descrito anterior nente

En esta sie mbra en comparaci 6n con las de nas, fue usado, bidoruro de mercurio a 0025 %
ytarto el tienpo de exposic 6n comno la concentraci 6n de d oro fueron reducidos a Q25 %por
10 segundos, asi nis o, la concentraci 6n del al cohol fue reducida al 50 %con una exposici 6n

de 5 segundos.
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59 Adquisicion de exp antes
Gono enlatercerasiembra hubo un 20 %de contam naci énse conplementdlostratament os
con vainilla que se adquirieron de la enpresa LAJOYA DEL TOTONACAP AN consi derando
que fueranla ms na variedad, misno tanafio y edad

510, Desarrdlo de dantuas en canmara de i ncubaci n
Las plantuas se desarrdlaron enla canara de incubaci 6n en un fatoperiodo de 16 hluz y 8
h oscuridad a unatenperatura pronediode a28 + 2°C durante 6 neses.

511 Obtencidny preparaci 6n de hongos Trichoder ma
Los hongos que se inocularon en las plantdas correspondieron a Trichoder ma
longi brachiaum Trichoder ma harzianumy Trichoder ma reesei los cuales se obtuvieron del
Laboratorio de B d ogia Mol ecular que se encuentra dentro de la Facultad de Gencias Agricoas

y Pecuarias de la Bene mérita Uhi versidad Auténoma de Puebla

La preparacion consistié en la descongelacion para tenerlos a tenperatura anmnbiente,
paralelanmente se realizo la preparacion del nedio de cutivo Agar Dextrosa y papa (PDA).
Pri nero se cd ocaron 67 g de PDAen un natraz Erlenneyer con capacidad de 1litroy se aforo
al 100% de su capacidad. H natraz fue cdocado en un agitador nagnético con placa de
agitacion y parrillairntegrada, durante 15 minutos con el objetivo de dsdver e PDA Después
se agregaron 25 nh en cajas Petri previanente esterilizadas y se llevo a esterilizar durante 15
m nutos en una autoclave tipo vertical de la narca Man-olve MR auna presion de L5kgcni y
una tenperatura de 120 °C después se llevaron a la cAmara de incubaci 6n que se encuentra a
una tenperatura de 30 °C por cinco dias para después deter mnar la concentracion de 1 x 104
esporas m:1 en cada traamento en una caAnara de Neubauer. Después se utilizaron 20 nb de
la concentracion de esporas de los tres tratanmientos (Trichoder ma longibrachiatum
Trichoder ma harzianumy Trichoder ma reesei) y 80 nh de agua destilada y fueron col ocados
en vasos de precipitado de 250 L de capaci dad

512 Inocu aci 6n de exp antes
La inocul aci 6n consistio en sacar las plantulas invitro de los frascos y se lavaron las raices
con agua destilada con la finalidad de eli mnar los restos de nedio de cutivo. Dchos explantes
tuvieron una longitud aproxi nada de 15 a 20 cm Las raices de vitroplantas se sunergieron en

el nedio que contenianlos hongos micorrizicos durante 1 mnuto.
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513 Sustrato uilizado para acli nataci on
H sustrato wilizado consistio en una nezcla de bocashi 50 % tierra de monte 25 %y perlita
25 % Pi nerose nezclaron bienlos dstintos conponentes del sustratoy se cd ocaron en bol sas
de papel estas se cubrieron con bolsas plasticas para después ser esterilizado en una aut ocl ave
tipo vertical dela narca Man-ove MR auna presion de L 5kgcn? y unatenperatura de 120 °C
durante 30 mnutos. Después de su esterilizacion y una vez que estuvo frio dicho sustrato se

puso en bolsas de pléstico negro de 10 x 20 cm

514 Traspante delas vitroplantas d swstrato
Las Mtroplantas inoculados fueron senbrados en las bosas que contenian el sustrato
esterilizado a una profundi dad de 3 cmsyjetadas a untutor de nadera de 30 cmde largo y 0.5

cmde danetro

515 Acli mataci 6n
La acli nataci 6n consistié en poner las vitroplartas en nacetas y estas en una estructura
si mulando las condiciones de un invernadero. Las wutroplantas fueron codocadas en una
estructura elevada construi da de netal de 25 mde largo y 1 mde ancho, dicha estructura fue
cubierta por nallasonbraa 80% Asi nisno seleinstal o unsistena de riego por nebulizaci 6n
En el nes dejunio de 2023 se realizaron siete riegos conlos horarios de 7am 10am 1 pm 4
pm 7 pm con una duracion de 2 nminutos por riego. Para el nes de juio de 2023 se realizaron

cuatroriegos conlos horarios de 7am 11am 3 pmy 7pmcon duraci 6n de 2 minutos por riego.

516 Creci mento del hongo a partir delaraiz
(on la finalidad de conocer la presencia de hongos en las raices, se realizd un nedio de
cultivo PDA descrito anterior nente. Se obtuvo un trozo de raiz de las pantas de vainilla con
edad aproxi mada de 8 neses, con di nensiones de Q5 cmy se pusieron enel nedio de cultivo,
con lafinalidad de que los hongos enddfitos crecieran en dicho nedio

5.17. Observaci 6n del creci mento de los hongos enmnedio de cutivo
Después de 5 dias, a observar la presencia del creci mento de los micelios de los hongos se
realizo un conteo y esti maci on del porcentgje del endofitis mo, infiriendo que aquellas cajas Petri
gue presentaban mceliodesarrdlado fueronlos hongos que se encontraban dentro de las rai ces
de las plartas de vainilla La esti naci 6n se realiz6 de nanera visual considerando la cal oraci 6n

y for ma desarrdlada de los micelios que sontipicos en cada especie de hongo.
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518 Observaci 6n de endofitis mo de los hongos enlaraiz
Se tomaron unas secciones de raiz de las plantas enlas que si se observo un creci mento del
hongo. Se lavaron con agua del grifa se secaron con sanitas y después se cortaron 0.5 cmde
raiz para poder ser observada a nicroscopio, se wilizé azul de lactofend y naranja de netilo
paratefir y detectar cada parte de laraiz y confir mar el endofitisno que se tuvo dertro de la
raiz
519 Obtencion del peso fresco y porcentaje de nateria seca
Se sel ecci onaron nueve plantas por cadatraamento después se llevaron a laboratorio para
lavar las raices con agua del grifo de cada planta se secaron con sanitas y se hizo un corte para
separar laraiz dela parteaérea Lha vez cortadas las secci ones con ayuda de una bal anza d gital
se pesaron cada una de las secciones y posterior mente se fueron caol ocando dentro de una bolsa

de papel, para después llevarlas a una est ufa de secado a 70 °C + durante tres dias.

Posterior nente a secarse las plantas, se retiraron las plantas de las bdsas de papel y conla
ayuda de una balanza d gita seregistré el peso seco

H porcentge de materiaseca se obtuvo conlasiguente for mula

Can ( Kg) nateria seca (MS)
Can (Kg) nateria verde (MV) X100 = % MB

520 Variabes aeva uar

e Narmero de hgas (NH. Se contahilizé el namero de hgas taa nente desarrdladas.

e Danetro de talo (DT). Con ayuda de un vernier dectronico se mdi6 el dianetro del
taloenla parte nedia

e Longitud delapanta (LP). Gon ayuda de unareda graduada en cmse nmdi6 lalongitud
de la panta desde la base del tallo hastala Uti ma hoja

e Nunero de raiz prinaria (NRP). Se contabilizd el namero de raices prinarias
desarrdladas en el sistema radicular.

e Dianetroderaiz(DR. Con ayuda de un vernier electronico se md o el danetro de la

raiz principal enla parte media
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e Longitud de raiz (LR. Gon ayuda de una rega graduada en cmse nidi 6 la longitud de
laraiz desde el conmienzo del talo hasta el tér mino del sistena radicular.

521 Dsefio experi nental
Se uilizé un disefio conpletanente a azar con cuatrotratamentos 1os cuales consistieron
en ¢l tipo de hongo uilizado, siendo T1: Trichoder ma longibrachiaum T2 Trichoder ma
harzianum T3 Trichoder ma reesei y T4 Testigo, con cinco repeticiones y cada unidad

experi nental consistio en 4 pantas.

522 Andlisis estadistico
Los datos ohtenidos fueron analizados por nedio de un andlisis de varianza y prueba de

medias de Tuckey (P <.05), con el paquete estadistico SAS version 90
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VI. RESULTADOS Y D SCUSI ON
6.1 Endofitis no

6.1 1 Trichoder ma longibrachi aum

Se observo el 85 %de partas inocul adas parael traaamento 1 (T longibrachiatun) (Hgura
2a). También se observo una col onizaci 6n del hongo que nace a partir de la muestra de raiz y
que fue creciendo de forma radial hasta ocupar la superficetaa delacaa Petri (Fgura 2b).

.

Hgura 2 a Infestacionde Trichoder ma longi brachia umen nedio de cultivo; b Qreci mento

de nicelio a partir de raiz

Asi nis o se observo una col oraci 6n anarill o palido, dicho col or es debido alos netabolitos
liberados por parte de esta especie de Trichoderma (Hgura 3a). Se observd una col oraci 6n
blanca con apariencia algodonosa y una esporulacidon gris oscuro en los nérgenes de la
coloracion banca (Fgura 3b). H cdor ylaforma del desarrdlo de los nicelios sontipicos de
Trichoder ma longibrachiaum Estos resutados concuerdan con lo descrito por Qupta et d.
(2014) quienes nencionan que a gunas cepas de Trichoder ma longi brachi atuma veces pueden
tener una co oraci on verde oscuro. En este sertido Gorio- Concepci On et al. (2013) describen
que Trichoder ma longi brachiatum presenta micelio de apariencia esponjosa y abundante, de
una pignentaci 6n anarilla, para el caso delos conidaes presenta una ca oraci 6n que va desde

verde claro a verde oscuro.
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Las caracteristicas de Trichoder ma longibrachiatum fueron si nilares a las descritas por
Barnett y Hiunter (1972) donde la forma y pignentaci on del micelio corresponde a la especie

Trichoder ma | ongi brachiatum

Hgura 3 a Qreci mento de nacelio en Trichoder ma longibrachiaum b ol oraci én

bl anqueci na de Trichoder ma longi brachi aum

A observar a nicroscopi o bid 6gico conpuesto se puede notar que las conidias fueron de
for ma ligeranente oval adas, las damdosporas, abundantes y g obosas, |os conidi &f oros fueron
ramficados (A gura 4), dichas caracteristicas coinciden con lo reportado por Sarmuels e d.
(2010).

Hernandez (2023) reporta que wilizando las mismas tres especies de Trichoder ma en el
cultivo de higo no presentd endofitis o, debi do a que 1os hongos no lograron penetrar las capas
de la pared cel dar, en este sertido se sabe que las orquideas tienen una gran relaci 6n con los
hongos micorrizicos (Shan et d., 2002, Qtega-Larrocea, 2008). por lo cual fue posible la
invasi 6n de estas especies de Trichoder ma enlas raices de vainilla(Fgura 5).
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FAgura 4 Trichoder ma longi nbrachiaumvistoa nncroscopi o a 100 x

0.2 mm! 0.2 mmjy
L2l

Hgura 5 Invasion de Trichoder ma longibrachiatumen raices de vitropl antas de vainlla

vistod nncroscopioa40 X
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6.12 Trichoder ma harzianum
Enrelacion al tratamento dos, correspondiente a Trichoder ma harzi anum se okt uvo el 65 %
de endofitisno (Hgura 6a). Se observd en el fondo de la cga Petri una cd oraci 6n amarillo

oscuro (A gura 6b), que corresponde a netabolito que libera esta especie d ir cd onizando el

nmedi o de cultivo

FHgura 6 a Porcentaje de endofitis mo de Trichoder ma harzianumen ned o de cutivo; b

Creci nmiento del hongo Trichoder ma harzianum en raices de vainlla

Por aro lado, tanbién se observé una caoraci on blanqueci na con apariencia a godonosa
abultada (Hgura 7b) y una esporulacién cdor verde musgo (Hgura 7a). En este sentido Rfay
(1969) nenciona que enlas pri neras etapas de creci mento de Trichoder ma harzi anumse puede
observar un nicelio cdor blanco conforme va comenzando la esporulacion el cdor va
canbiando a verde oscuro, estas caracteristicas son si nilares alos resutados que se pudieron
observar en este trabaja Asi nmisno se compararon las caracteristicas arterior nente
mencionadas con las descri pci ones realizadas por Gans y Bssett (1998); Sanuels et d (1996).
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Hgura7 a loracion verdosa de Trichoder ma harzianum kb Apariencia a godonosa de

Trichoder ma harzianum

\isto a nicroscopio la especie harzianum presenta conidios de ramficacion piramdal
(Hgura 8) se puede observar que las ranas que estan nas cerca del ge principal son nucho nés
largas que las de nés, esta descripcion caincide con loreportado por Sanuels e d. (1996) que
indica que las ramas que se encuentran més cerca a la punta for man un angul o de 90° con
respecto a ge de donde nacen (Fgura 9). En cuanto alas ranas que estan nas lejos ala punta
for man un angulo nenor de 90° con respecto al €je donde surgen nenciona que las filiales
presentan una for ma de botella y es debido a que pueden ser nés anchas en el centro y se van

adel gazando confor ne se van aejando, reflgjando asi lafor ma de batella

Fgura 8 Trichoder ma harzianumvisto a nacroscopio a 100X
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10.2 mm|

=il

Fgura 9 Invasion de Trichoder ma harzianum en raices de vai nllavisto d nicroscopio a
100X
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6.13 Trichoder ma reesei

Se observo el 35 %de endofitisno en el tratamento tres (Trichoder ma reesei). Se observo
que el creci mento del hongo nace a partir de las raices dejando una cdoracién café rgizo
siendo né&s daroenlas partes cercanas alaraiz ymas oscuro hacialas partes nés algjadas ala
raiz (FHgura 10a), asi misnmo se observa que en e &rea circundante de la raizz nuestra el
creci mento de mcelios de co or danco al godonoso y abultado (F gura 10b) y enla periferia de
esta drea se observo la esporuacién de cdor verde alga (Fgura 11). Estas descripci ones
coinciden conlo definido por Barnett y Hunter (1972) que nenciona que las cdonias presentan

una coloracion verde daro a oscuro con una textura polvoso y a godonosa, con conidics,

coni odofora y nicelio de cd or verde.

FHgura 10 a Endofitisno de Trichoder ma reesei. b Apariencia agodonosa de

Trichoder na reesei

FHgura 11 Gl oracion verdosa de Trichoder ma reesei
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A observarlo al nicroscopio (Fgura 12) se puede ver que presenta micelio aéreo y su
estructura es en ranificaciones piramdales. las estructuras caracteristicas enla for ma de las
esporas Y filiades son correspondientes a Trichoder ma presentando caracteristicas y color de
acuerdo alaespecie T. reesei que coincide conloreportado por Jakitsch y Vogl nmayr (2015).

).2 mm
=

Fgura 12 Trichoder ma reesei vistoa nacroscop o a 100x

Hgura 13 Invasion de Trichoder ma reesei en raices de vainlla vsto d
m croscopio a 100 X
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6.2 Variabes norfoldgicas de dantuas invitroinocu adas con tres tipos de

hongos del género Trichoder ma

6.21 Longitud de tadlo de vitrop antas de vainilla

Los resultados conrespecto alongitud detallo de las vitropl antas i nocul adas contres ti pos
de hongos del género Trichoder ma se muestran en la figura 14, donde las nedias de T1
(Trichoder ma longibrachiaun) presenté la nayor longitud de talo con 1455 cm T3
(Trichoder ma. reesei) y T2 (Trichoder me. harzianum) presentaron una longitud de tallo de
1205 cm y 1165 cm, respectivanente, estas dferencias entre T2 y T3 no fueron
estadisticarmente significativas. H testigo (T4) presentd la nenor longitud de tallo con 10. 63
cm, dferencia que fue estadisticanente significativa en conparaci 6n alos de més tratanment os.
Con estos resultados se deduce que el hongo Trichoder ma | ongi brachiaumtuvo nmayor efecto
en las partas para tener un nmayor desarrdlo en la longitud del tala \erna et d. (2007)
detallaron que Trichoderma spp. produce enzi mas hidraditicas que aunentan el nmovi mento de
meteria organica presente en el sustrato y de esta for na se nejorala absorcidn de conpuestos
que son nés si nples por la planta y posterior mente estas influyen en su estado nutricional.
Asi ms o, tienen la capaci dad de sd ubilizar os fosfatos y dros nutrientes. De esta nanera se
mejora el desarrdlo dela panta ( Youssef et d., 2016).
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T1.T. T3. T. ressei T2. T. harzianum T4. Testigo

longibrachiatum
Tratamientos

Hgura 14 Longitud de talo de vairnilla donde medias conla nis na letra en cada barra
soniguales de acuerdo conla prueba de Tuckey (P< 0 05)
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6.22 Danetro detdlo de vitrop antas de vainilla

Los resutados para d danetro de tadlo (Fgura 15) indican que e traamento 1
(Trichoder ma longibrachiaun) presentdé un démetro de 322 cm y d traanmento 3
(Trichoder ma reesei) con 284 cm estos tratanmientos sus nedias no fueron estadisticanente
diferentes. Asi msnolostraamentos 2 (Trichoder ma harzianun) y 4 (Testigo) con 2 38y 2 36
cm respectivanente, tanbién resutaron ser estadisticanente iguales. Se encontraron
diferencias estadisticanente diferentes (P < 0.05) entre los tratamentos TI, T3 con T2 y T4
Con estos resutados se infiere que los hongos Trichoder ma longi brachiatumy Trichoder ma
reesei tuv eron un efect opositivoen el desarrdlodel danetro detaloenlasvitroplantas. Bailey
y Lunsden (1998) nencionan que uno de los necanis nmos antagonistas que presenta el género
Trichoder ma spp. consiste en la esti mulacién en el creci mento vegetal. Al gunos aislados de
este contrd ador hid égico producen nés de 70 netabalitos, a gunas de ellas son sustancias que

estimulan el creci mentoy desarrdlo dela ganta (Singh et d., 2016).

3549  322a
3 - 2.84a
2.5 1 2.38Db 2.36 b
IS
o
o 27
@
515 ]
&) 1]
0.5 A
O T T T 1
T1.T. T3. T. reseei T2. T. harzianum T4. Testigo

longibrachiatum
Tratamientos

Fgura 15 Danetro de talo de vitropantas de vai nilla donde nedas conla nis na letra

en cada barrasoniguales de acuerdo conla prueba de Tuckey (P<0.05)
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6.23 Nunero de hojas envitroplantas de vainlla

Parala variable nimero de hgjas los resutados que se presentan enla Hgura 16, se observa
que el traamento 1 (Trichoder ma longibrachiaum tuvo el nayor nimero de hgjas con un
promnedio de 10. 45 el tratamento 2 (Trichoder ma harzianun) y el tratament o 3 (Trichoder ma
reesei), presentaron un pronedio de 845 y 84 hgas, respectivanente, nnentras que T4,
present0 el nenor ndmero de hgas, estas dferencias encorntradas ertre los tratamentos
resutaron ser estadisticamente dferentes (P <0 05). Debido a estos resutados, se relaciona que
el uso de Trichoder ma puede nejorar los efectos en el creci mento de la panta Qubillos-
H noj osa (2009) ha sefialado que Trichoder ma sp. puede sd ubilizar fosfatos, micronutrientes y
m nerales los cuales tienen un papel i nportante en el creci mento y desarrollo de las plantas.
Por arolado, Gircia et al. (2017) indica que una caracteristica que tiene Trichoder ma spp. es
su potencial de creci mento los cuales son capaces de producir fitohormonas que la planta

utiliza para su desarrdla
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FHgura 16. Nanero de hojas en vitrop antas de vainilla donde nedias conla nis ma letra
en cada barra soniguales de acuerdo conla prueba de Tuckey (P<0.05)
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6.24 Longitud de raiz envitroplantas de vainlla

Los resutados de longitud de raiz se presentan en la figura 17 donde el tratanmento 1
(Trichoder ma longibrachiaun) presento una longitud de 7.65 cm e traamento 2
(Trichoder ma harzianum) 598 cm y seguido del tratamento 3 (Trichoder ma. reesei) y
tratamento 4 (Testigo) con 544 y 540 cmrespectivanente. Estos dos Uti mos sus resultados
fueron muy si mlares. Sn enbargo, e traamento 1 ytratamento 2 sus medias resutaron ser
diferentes estadisticanente significativas en conparacion atraanmento 3 ytraamento 4 Con
estos resultados se infiere que el hongo Trichoder ma longibrachiaum pudo haber tenido un
efecto positivo para obtener nmayor longitud de raiz Mlusae d. (2007) examnaron el efecto
que se produce en el creci mento ylos cambios nmorfd 6gicos en las raices en cultivos de fresa
tratados con el hongo Trichoder ma spp. obteniendo diferencias visibles enel creci mento de las
rai ces, que pueden depender de la nodificaci 6n de los procesos de larizésfera por el desarrdlo
de microorganisnos y la respuesta genatipica del cutivo arte la inoculaciéon De la msma
manera, Gynder et d. (2002) descubrieron un efecto positivo en el desarrollo de las pantas de
fresa inocul adas con Trichoder ma spp. en este sentido, Har nan (2000), nenciona que mientras
laraiz posea un nmayor desarrdlotendra una mayor tderancia a estrés hidtico de acuerdo a
esto el emraizamento nejorado podria producir un efect o positivo enlatderancia a plagas que

puedan afectar ala panta.
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Hgura 17. Longitud de raiz de vitrop antas de vainlla donde nedas conla ms ma letra
en cada barrasoniguales de acuerdo conla prueba de Tuckey (P<0.05)
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6.25 D anetro de raizenvitropantas de vainlla

Los resutados de dametro de raiz (Fgura 18) nuestran que el traamento 1 (Trichoder ma
longibrachiaum tuvo 2.15 cmde dénetrg el traaamento 3 (Trichoderma reesei) 184 cm
seguido del traamento 4 (Testigo) con 170 y final nente el traamento 2 (Trichoder ma
harzianun) con 0.99 cmde dianetro deraiz Las diferencias encontradas entre | os tratament os
fueron estadisticanente diferentes (P < 0.05). A respecta Chang et d. (1986) nenciona que
cuando se usa Trichoderma en los cultivos, ayuda a desarrdlo de las pantas, debido a que
coonizan las raices desplazando a dras nicrofloras resutando una praeccion para
enfer nedades y disninuci6n al estrés, per mtiendo que las raices sean nas robustas y grandes.
Asi misno, Pascale et d. (2017) nencionan que con el uso de Trichoder ma se tienen di versos
benefid os enlas plartas, ya que la presencia de metabolitos secundarics y enzi mas pronueve
el desarrdlo y creci niento en la parta, nejora @ contrd sobre enfer medades y pat 6genos,

también presenta nayor disponibilidad de nutrientes.
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FHgura 18 Danetro de raiz de vitrop antas de vainillg donde nedias conla ms nma letra
en cada barra soniguales de acuerdo conla prueba de Tuckey (P<0.05)
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6.26 Nanero de raices pri marias envitrop antas de vairilla

Para el caso de nanero de raices pri marias se puede observar los resutados enlafigura 19,
donde € traamento 1 (Trichoder ma longibrachiaun) tuvo un pronedio de 4 15 de raices
pri narias el traamento 2 (Trichoder ma harzianum) 35 d traamento 3 (Trichoder ma reesei)
28yel tratamento4(Testigo) 221 deraices pri marias. H traamento 1y 2tuveron dferencias
estadisticas significativas con respecto del traamento 3y 4 Para el caso del traaamento 3y 4
no hubo diferencias estadisticas significativas. Ezziyyani e d. (2003), infieren que
Trichoder ma posee la capacidad de crear un anbierte propicio para el desarrdlo radical en
plantas, 1o que anplifica latderancia de las plantas al estrés. De igual for ma Har nan (2006)
menciona que los Trichoder mes estan asociados a las raices de varios cutivos o cual ayuda a
que su nasa radial aunente y asi se puede nejorar la absorcidn de nutrientes por la panta y
tanbién puede ayudar a liberar los necanismos de defensa de la parta lo cual hace que se

encuentre capacitada paralallegada de pat 6genos.
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Fgura 19 Ninero de raices pri marias en vitroplantas de vainillag donde nedias conla

m s ma letra en cada barra soniguales de acuerdo conla prueba de Tuckey (P< 0.05)
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6.3 Porcentaje de nateriaseca ( Mp)

H creci mento de una planta puede nedirse por dversas for nas en donde se incluye la
el ongaci 6n de l os tall os, ndero de ranas, ndnero de nudos, aeafdiar, producci 6n de nateria
seca ( Mb), entre dras. B peso dela nateriasecaes producto delos dferentes procesos llevados
a cabo en lafaosintesis que realizan las plantas, la cual es una de las herramentas uilizadas
para estudiar las dferentes etapas de desarrdlo en una panta Asi mismo, para conocer la
pl asticidad de un cultivar, larespuesta al s insunos, respuesta a canbi os anbientaes ytamnbién
para diferenciar cutivares (Aaljoet d., 2009, White e Izquierdo, 1991).

Los pesos dela nateria seca del presentetrabajo se nuestranenel cuadro 1, donde se observa
que el traaamento 1 (Trichoder ma | ongi brachi aum) present6 el nayor porcentgje con 7.24 %
seguido de traamento 3 (Trichoder ma reesei), tratamento 2 (Trichoder ma harzianun) y T4,
con 585 % 583 %y 523 9% respectivanente. Las diferencias encorntradas erntre los
tratamentos fueron estadisticanente dferentes (P < 0.05). Fte nmisno conportamento se
observa para el porcentaje de nateriasecaenraizyla parte aérea. También se observa que hubo
mayor acumulacion en la parte radical que en la parte aérea. Estos resutados, indican que el
tratamento 1, correspondiente a Trichoder ma longi brachiaumfue el que ayudo a acumnul ar

mayor peso de la materia seca

Quadro 1 Porcentaje de nateriaseca( Mp) en pdantas i nocu adas con hongos del género

Trichoder na

Tratamentos % M5 A %MS R % M5 T
T1 6.82a 800 a 7.24a
T2 582ab 586 ab 583b
T3 581 ab 6.26 ab 585ab
T4 512b 569 b 523b

% M5 A=porcentge de nateria seca de la parte aérea, %VB R = porcentgje de nateria seca
de laraiz % Mb T =porcentge de la nateria seca taal; Mdias conlamsma letra en cada
col uma sonigual es de acuerdo con la prueba de Tuckey (P <0 05).
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VIl.  CONCLUSI ONES
Las vtroplantas de vainllatienen la capacidad de per mtir € endofitismo de Trichoder ma

longi brachiaum Trichoder ma harzianumy Trichoder ma reesei en su siste ma radicul ar

Trichoder ma | ongi brachiatumfue el hongo que presentd nayor endofitismo en el sistema
radicuar y el que presento efectos positivos en el desarrdlo de las vitroplantas de vainilla por
presentar nayores val ores de longitud de tallq déametro detallg nlimero de hgjas, longitud de
raiz, damnetro de raiz ndmero de raices pri nariasy peso de la nateria seca

La Vanilla panifdia G Jackson por ser una de las especies pertenecientes alas orqui deas,
tienen la capaci dad de convi vir con diferentes tipos de hongos que pueden ser benéficos para su
desarrdlo vegetativo y Trichoder ma | ongi brachi atumpuede ser una opci 6n para ser incl uido en

la fabricaci 6n de sustratos para el cutivo conercial de vainlla
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