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RESUMEN
La higuera (Ficus carica L) es uno de los frutos cultivados en México, sin embargo, la
demanda y la presencia de enfermedades requieren el uso de genotipos mas resistentes. La
propagacion in vitro es una alternativa viable para producir plantas de manera intensiva y
libre de patdgenos, siendo su desarrollo promovido por los reguladores de crecimiento como
las citocininas. Por otro lado, una forma de promover el manejo integrado de enfermedades
es alternar a Trichoderma sp en la propagacion in vitro el cual es caracterizado por ser un
hongo simbionte oportunista dando proteccion a la planta de agentes patogenos. El objetivo
de este trabajo fue propagar vitroplantas de higo (Ficus carica L) variedad ‘Brown Turkey’
inoculadas con Trichoderma sp, durante la etapa de multiplicacion se utilizaron brotes de 1.5
cm de longitud constituido de medio MS suplementado de sacarosa 30 g L', myo-inositol
10 mL L', vitaminas 1.0 mL L' y diferentes concentraciones de BAP para los tratamientos
(0, 25, 50 y 100 pmol) en un disefio completamente al azar, evaluando numero de brotes
longitud de brotes, nimero de nudo del brote inicial, longitud del brote inicial, coeficiente de
multiplicacion. Para la inoculacion se utilizaron plantas de 8-10 cm de longitud y cuatro
tratamientos (7. reesei, T. harzianum, T. longibrachatum y el testigo) analizados de manera
nominal (presencia de colonizacion =1, Ausencia de colonizacion = 0). La adicion de 1.0 mg
L' de BAP en el medio de cultivo, tuvo mejor respuesta al aumentar el nimero de brotes
(2.95) con respecto al testigo, asi como un mayor coeficiente de multiplicacion (6.48), en la

inoculacion no hubo efecto en los tratamientos, siendo optima 7. harzianum.

Palabras clave: Ficus carica L, concentracion, brotes, propagacion, endofitismo.
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ABSTRACT
The fig (Ficus carica L.) is one of the fruits grown in Mexico, however, the demand and
presence of diseases require the use of resistant genotypes. In vitro propagation is an
alternative to produce plants intensively and free of pathogens, the developments of
vitroplants is promoted by growth regulators like cytokinins. One way to promote the
integrated disease management is to alternate Trichoderma sp with the in vitro propagation,
this fungus is characterized by being an opportunistic symbiont giving the protection to the
plant from pathogens. The objective of this research was to propagate vitroplant of variety
‘Bronw Turkey’ of fig inoculated with Trichoderma sp. Shoots of fig were obtained and put
in Murashige and Skook media supplemented with sucrose (30 g L), myo-inositol (10 mL
L), vitamins (1.0 mL L) and different concentrations of BAP were used for treatments (0,
25, 50 and 100 umol) the statistical analysis was a completely randomized design. The
varieties evaluated were shoots number, length of initial shoot, number of nodes of initial
shoot, length of shoot, and multiplication coefficient. For inoculation, plants of 8§ — 10 cm
were used and stablished in four treatments (7. reesei, T. brunneum, T. longibrachatum and
the witness). The addition of 1.0 de BAP in the media had a better response to increasing the
number of shoot (2.95), as well as a higher multiplication coefficient (6.48). The inoculation

doesn’t have effect in the response of vitroplants. Being optimal 7. harzianum.

Key words: Ficus carica L, concentrations, shoots, propagation, endophytism.



L INTRODUCCION
La higuera (Ficus carica L) es uno de los frutales mas antiguos y de los mas cultivados en la
cuenca del Mediterraneo (Valdés et al, 2009), en México este cultivo se ha venido
practicando desde la colonia como una especie marginal, de excelente valor nutricional para

autoconsumo (Villalobos et al., 2015).

México tiene potencial para convertirse en importante productor mundial, por la gran
demanda que existe en los mercados extranjeros y de las favorables condiciones climaticas
en el territorio mexicano, con una superficie cosechada de 12,010 y un rendimiento promedio
de 6.5 ton ha' (INTAGRI, 2020). El estado de Puebla es considerado como uno de los
principales productores de higo en México con una superficie de 33.5 hectareas (SADER,
2015), sin embargo, su produccion anual registrada es baja, pudiéndose ver afectada por la
presencia de enfermedades fungicas que afectan a los cultivos y elevandose los costos de
produccion debido al incremento uso de fungicidas sintéticos, y que ademds generan
problemas de resistencia, efectos toxicos en la salud, en el ecosistema y representando un

riesgo para la poblacion de las zonas agricolas (Gonzalez-Soto et al., 2017).

Aunque la produccién podria aumentarse mediante el uso de nuevos genotipos que ofrezcan
mayor diversidad en el mercado y un sistema adecuado de propagacion como lo es el cultivo
in vitro, el cual ha demostrado ser una alternativa para producir plantas libres de agentes

patdgenos en corto plazo, y cubrir la fuerte demanda de plantas que existen hoy en dia.

Sin embargo, la produccion in vitro esta directamente relacionado por los reguladores de
crecimiento vegetal que intervienen en el desarrollo de las plantas, las cuales son encargadas
de regular una variedad de procesos en el crecimiento y desarrollo, no obstante, tener una
distribucion espacial y temporal adecuada de los reguladores induce en el progreso vegetativo
como las citocininas que son capaces de inducir la proliferacion y division celular
aumentando la producciéon de brotes a nivel vegetal (Alcantara et al., 2019). Pero
recientemente se han comenzado a realizar investigaciones sobre los mecanismos
moleculares por los cuales estas hormonas interactian para producir un desarrollo especifico
(Ortiz-Séanchez et al. 2021), y como esto tiene un efecto en la reproduccion vegetativa en las

plantas de higo.



Una manera de promover el manejo integrado de enfermedades es alternar la produccion in
vitro, con el uso de Trichoderma, el cual es un género fungico de la rizosfera considerado
simbionte oportunista de plantas, que es capaz de producir elicitores que inducen la defensa
vegetal contra patégenos e insectos, disminuyendo de esta manera el uso de agroquimicos

(Hernandez-Melchor et al., 2019).

Estudios realizados mencionan a Trichoderma como un agente potenciador exitoso de
biocontrol, por su alta capacidad antagonica sobre patogenos fungicos como Fusarium spp,
Alternaria spp y Helminthosporium spp a nivel in vitro (Loépez-Valenzuela et al., 2022),
asimismo induciendo a la promocién de crecimiento, la regulacion positiva de los genes de
resistencia a enfermedades, la resistencia sistémica inducida, la produccion de compuestos

volatiles organicos, el micoparasitismo y la competencia directa (Rees et al., 2022).

Finalmente, es necesario establecer o modificar protocolos especificos de propagacion in
vitro adecuados para higo, y conocer el comportamiento de las vitroplantas de higo

inoculadas con especies de Trichoderma.



II. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Propagar vitroplantas de higo (Ficus carica L) inoculadas con Trichoderma sp.

2.2 Objetivos especificos
Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de 6-benzilaminapurina sobre la proliferacion

de brotes in vitro.

Evaluar la induccién de peso y longitud de planta después de la inoculacion de tres especies

de Trichoderma.

Determinar la capacidad de endofitismo de tres especies de Trichoderma en vitroplantas de

higo.



II. HIPOTESIS
El uso de reguladores de crecimiento favorece la morfogénesis de brotes de higo, y las
vitroplantas generadas permiten el endofitismo de 7richoderma sp en su raiz al ser inoculadas

con sus esporas.



IV. REVISION DE LITERATURA
4.1 Importancia econémica

4.1.1 Importancia econdmica mundial
El arraigo en el cultivo del higo se ha mantenido a lo largo de los siglos en los paises de
origen. En la actualidad los principales paises productores se encuentran en la cuenca del
Mediterraneo y se ha establecido con éxito en paises distantes como EE. UU., Brasil, China,
Sudafrica, Japon y México. Para el afio 2019 el cultivo de higo se reportd en 54 paises
alrededor del mundo, con una produccién obtenida de 1,315,588 toneladas y una superficie

cosechada de 289,818 hectareas, con un rendimiento promedio mundial de 4.5 ton ha’!

(INTAGRI, 2020).

4.1.2 Importancia econdmica nacional
En México se cultivan cerca de 1 809 hectareas a nivel nacional con una produccion
estimada de 11 896.31 toneladas en el 2020 (FAOSTAT, 2021). Los principales productores
de higo son los estados de Morelos, Baja California Sur, Puebla e Hidalgo; siendo Morelos

el principal productor con 58 por ciento del total (SADER, 2019).

Sin embargo, registraron 23 huertos de higo con una superficie de 63 hectareas en Morelos
y tres huertos en Puebla equivalentes a 33.5 hectareas, siendo de gran importancia para el
mercado de exportacion de higo a Estados Unidos el cual puede impulsar el incremento de
la superficie plantada de esos cultivos en México, asimismo puede generar un gran

incremento de la tasa economica (SADER, 2015).

4.2 Descripcion morfologica

El higo (Ficus carica L.) es un arbol de porte bajo, perteneciente a la familia de las
Moréceas y al género Ficus, el cual pertenecen mas de 600 especies, el tronco puede medir
de 3 a 9 metros con un didmetro de 17.5 cm, donde se dispersan muchas ramas (Mendoza,

2019).

La higuera tiene un vigoroso sistema radicular, las raices principales son abultadas y
superficiales, que en condiciones favorables se encuentra cerca de la superficie entre 20 a 45
cm de profundidad, el tronco es corto y tiene tendencia a formarse como arbusto rastrero
(Melgarejo, 1999), grueso y de madera fragil que al romperse exuda latex y se descompone

facilmente (Nievas et al., 2021). Posee yemas axilares y terminales; tiende a formar hojas



grandes, de 10.0 a 20.0 cm, los cuales tienen un grosor de 4.0 a 8.0 mm, las flores se
encuentran dentro del siconio que las engloba y encierra el cual tiene solo una salida llamada
ostilo. Los verdaderos frutos se llaman aquenios, los cuales son duros y pequefios (1.0 mm;

el fruto se encuentra dentro del receptaculo carnoso llamado siconio (Lucero, 2018).

4.3 Propagacion asexual
La propagacion vegetativa, se define como la multiplicacion de una planta a partir de una
célula, un tejido, un 6rgano (raices tallos, ramas, hojas) (Rojas et al., 2004) conduciendo a la
perpetuacion de genotipos superiores con una gran ventaja en el mejoramiento genético
obteniendo un numero grande de individuos genéticamente idénticos (Hartman y Kester,
1997), la cual depende de las condiciones de crecimiento (luz, temperatura, nutrientes,
sanidad) (Rojas et al., 2004). Entre los métodos mas utilizados se citan la reproduccién por

estacas y por acodos aéreos.

4.3.1 Propagacion por estacas
La estaca es una porcion separada de la planta, provista de yemas caulinares y hojas, e
inducida a formar raices y brotes a través de condiciones ambientales; con la finalidad de
obtener nuevas plantas (Baldini, 1992). Por otro lado, no todas las partes vegetativas de la
planta sirven para estacas, las de madera dura son aptas para enraizar, pero en cambio las de

madera tierna tienen poca probabilidad de enraizar (Rojas ef al., 2004).

4.3.2 Propagacion por acodos
El acodo es un método de propagacion vegetativa en el que se induce la formacion de
raices adventicias en la rama de la planta cuando atn permanece unida a la planta madre y
una vez enraizado el brote, este es cortado de la planta madre, con la finalidad de desarrollarse

sobre sus propias raices, produciendo una nueva planta (Hartman y Kester, 1997).

4.4 Cultivos de tejido o propagacion in vitro
El cultivo de tejidos est4 basado en la “totipotencia celular”, es decir, que una sola célula
vegetal tiene la capacidad de dar origen al desarrollo de una planta completa, dando comienzo
a la regeneracion rapida y masiva de plantas exactas a la planta madre (clones), a partir de

cualquier fragmento aislado de la planta (Pierik, 1990).



4.4.1 Morfogénesis u organogénesis
La morfogénesis se define como la formaciéon o la génesis de organos que estd
comprendida por el crecimiento y la diferenciacion celular, sin embargo, en células o tejidos
cultivados in vitro el proceso morfogenético puede inducirse porque las células vegetales
bajo determinados estimulos son capaces de desdiferenciarse y diferenciarse de nuevo.
(Gisbert, 2011). En la organogénesis el explante sigue una de las vias para dar origen a una
planta, esta puede ser embriogénesis directa o indirecta, asi como organogénesis directa o

indirecta, la cual va a depender del tipo de explante (Rojas et al., 2004).

4.5  Fases de la propagacion in vitro

4.5.1 Manejo de plantas madre

El cultivo de tejidos se inicia con el empleo de pequenas porciones u 6rganos de la planta
denominados explantes. Estas plantas deben estar sanas, vigorosas y con una estabilidad
climatica, con el fin de que no se modifiquen los niveles de carbohidratos, proteinas y
reguladores hormonales enddgenos que puedan llegar a alterar los procesos in vitro (Perea,
2010). El explante es sometido a procedimientos de desinfeccion en la que se ocupan
compuestos quimicos tales como etanol al 70%, hipoclorito de cloro (NaOCI) del 1% al 3%
o Twwn-20 en algunos casos, con la finalidad de eliminar todo residuo y agentes patégenos

(Mroginsky y Roca, 1991) que puedan afectar la etapa de establecimiento.

4.5.2 [Establecimiento
Luego de la desinfeccion superficial, las semillas o las yemas dependiendo del material
seleccionado, se ponen en medio de cultivo estéril. En un periodo de una semana o quince
dias, comenzando el proceso de germinacién o regeneracion de nuevos tejidos vegetales,

iniciando el ciclo de cultivo in vitro (Castillo, 2004).

4.5.3 Multiplicacion
En esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron originen brotes (de procedencia
axilar o adventicia) con varias hojas. En la base de cada hoja hay una yema que se desarrollara
luego de ser puesta en contacto con el medio de cultivo (Castillo, 2004). A medida que el
explante comienza a crecer y multiplicarse es subdividido (propagulo) que es cultivado
individualmente en un nuevo medio, cuando este se multiplique y crezca sera nuevamente

subdividido, a esto se le llama subcultivo (Rojas et al., 2004).



4.5.4 Enraizamiento
Para enraizar los explantes se utilizan principalmente plantines individuales de un tamafio
aproximado de 2 centimetros. Los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacion se
transfieren a un medio libre de reguladores de crecimiento o que solo contenga hormonas del
tipo auxinas. Algunas especies de plantas no necesitan pasar por esta etapa y emiten sus raices
en el mismo medio de cultivo donde desarrollan yemas nuevas, por lo tanto, el proceso de

multiplicacion y enraizamiento transcurren en forma simultanea (Castillo, 2004).

4.5.5 Aclimatacion
Las plantulas desarrolladas in vitro son transferidas a condiciones de exterior; estas
plantas necesitan un proceso de adaptacion con el fin de proveer estabilidad en campo. Las
plantulas se trasplantan en sustratos estériles y son monitoreadas bajo invernadero, con

estricta atencion en los procesos fisioldgicos que requieren (Perea, 2010).

4.6  Reguladores de crecimiento
Se conocen como hormonas vegetales y son sustancias sintetizadas en un determinado
lugar de la planta donde actian a muy bajas concentraciones, regulando el crecimiento,
desarrollo y metabolismo vegetal (Perea, 2010). Estos reguladores son capaces de controlar
toda la actividad metabdlica en funcién de garantizar la homeostasis intracelular y
extracelular. Las principales fitohormonas utilizadas en el crecimiento vegetal son las

auxinas, giberelinas, citoquininas, entre otras (Alcantara-Cortes, 2019).

4.6.1 Auxinas
Las auxinas son hormonas vegetales, que intervienen en actividades de la planta como el
crecimiento, dominancia apical, enraizamiento, la inhibicidn, la abscision y en la activacion
de las células del cambium (Hartman y Kester, 1997), la regulaciéon de la concentracion
hormonal enddgena implica procesos metabolicos de biosintesis, conjugacion y oxidacion

(Azcon-Bieto y Talon, 2013).

Dentro de las auxinas mas conocidas a nivel vegetal se encuentra el dcido 3-indolacético
(AIA) que es la principal auxina derivada de manera natural, aunque también se conocen otro
tipo de auxinas que son producidas de manera sintética como el acido indol-butirico (IBA),
el acido 2,4-dicloro-fenoxiacetico (2,4-D) y el acido a-naftalenacético (NAA) (Alcantara-

Cortes et al, 2019).



4.6.2 Giberelinas
Las giberelinas son terpenos. Su sintesis se origina en todos los tejidos de los diferentes
organos y puede estar afectada por procesos internos de retroalimentacion negativa o por
factores externos como la luz, que segun su duracion lleva a la produccion de giberelinas o

de inhibidores del crecimiento. Su transporte ocurre via xilema y via floema (Perea, 2010).

4.6.3 Citocininas
Las citoquininas son hormonas vegetales naturales que derivan de adeninas y promueven
la division celular en tejidos no meristematicos. También son producidas a partir de 6rganos
en crecimiento y en el meristemo de la raiz (Perea, 2010). Se encuentran en forma natural y

sintética, las conocidas son: zeatina, kinetina y benzilaminapurina (BAP) (Rojas et al., 2004).

4.7  Propagacion de higo
4.7.1 Propagacion de higo por estacas
La propagacion de higo por estacas en cuatro variedades de higo segun Juarez (2019), que
para un buen enraizamiento se recomiendan estacas de 5 cm con 2 nudos a concentraciones
entre los 500 a 1500 ppm de AIB, por lo que las diferencias entre variedades son debido a la

sensibilidad del tejido de la concentracion de la auxina, a pesar de ser de la misma especie.

4.7.2 Propagacion in vitro de higo
Segun Hepaksoy y Aksoy (2006) para determinar las condiciones y los medios mas
adecuados para la propagacion de tres clones de higos previamente seleccionados (Ficus
carica L.) en el cultivo de tejidos, el medio adecuado en la etapa de multiplicacion, es el
medio Murashige y Skoog (MS) que contiene 1 mg dm™ de 4cido a-indol-3-butirico (IBA),
1 mg dm™ de 4cido giberélico y 5 mg dm™ 6-benciladenina fue la mejor en comparacion con
el medio MS complementado con IBA 1.2 y 2.5 uM o 4cido 1-naftaleno acético (NAA)

teniendo mejor respuesta respecto al enraizamiento.

Por otro lado, el uso de 1- triacontanol a 10 pg L' incrementa un mayor niimero de brotes
en Black Mission, Kadota y Gomez, en agar a 2.8, 2.9 y 3.4 brotes por explante, mientras
que a concentraciones de 5 pg L' incrementa el nimero de brotes de “Netzahualcoyotl” a
4.2 brotes. Por lo que, el genotipo marca diferencias en la etapa de multiplicacion (Judrez,

2019).
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De acuerdo con Flores-Mora et al. (2009), en la etapa de multiplicacion realizaron la
separacion de brotes desarrollados, empleando como medio base Murashige y Skoog (1962)
completo, suplementado con 1,0; 0,5 y 0 mg” de BAP, obteniéndose un promedio mayor de
brotes por explante en el tratamiento con 1,0 mg"' de BAP. Mientras que, en la etapa de
enraizamiento, se implementaron dos tratamientos, medio MS completo con 0,5 y 0 mg L™
de AIB, obteniendo porcentajes mayores de enraizamiento en el tratamiento sin regulador.

Finalmente, en la etapa de aclimatacion, obtuvieron resultados de un 100 % de supervivencia.

4.8 Generalidades de Trichoderma sp.

El género Trichoderma, esta taxondmicamente ubicado dentro de la division Mycota,
subdivision Eumycota, clase Hyphomycetes, orden Moniliales y en la familia Moniliaceae
(Druzhinina et al., 2006). Estos hongos endofitos se distribuyen en una gran diversidad de
suelos, madera y climas; los cuales son empleados como biocontroladores, actuando de
manera positiva en el efecto antagonico con enfermedades como Sclerotinia spp.,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Pythium spp., Phytophtora spp. y Fusarium
spp (Mukherjee et al., 2012).

El control bioldgico es una estrategia que puede aumentar su efecto en combinacion con
otras estrategias. En este sentido, la aplicacion preventiva de 7. harzianum como controlador
tiene potencial para su uso en programas de manejo integrado (Martinez et al., 2022).
Asimismo, Trichoderma asperellum y Trichoderma inhamatum presentan porcentajes de
inhibicion sobre los agentes patogenos, asi como la produccion de enzimas liticas (glucanasas
y quitinasas) siendo importantes para la formulacion de productos de control bioldgico e
incorporacion en sistemas de manejo integrado (Hernandez-Morales ef al., 2021). De esta
manera, el uso de microorganismos para el control de plagas y enfermedades es hoy en dia
una alternativa viable para lograr aumentos en el rendimientos, calidad en cultivos y reducir

el impacto negativo de los agroquimicos en el medio ambiente (Companioni et al., 2019).

4.9 Importancia de Trichoderma como agente de biocontrol
La agricultura de hoy en dia enfrenta muchos retos, siendo una de las mas importantes el
poder alimentar la creciente poblacion a través de una produccion mas sostenible y respetuosa
con el medio ambiente, por lo que las inoculaciones o el uso de microorganismos tienen

efectos positivos en aplicaciones en diversos cultivos, ofreciendo un efecto positivo en el
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crecimiento vegetal. Este género es utilizado como agente de biocontrol contra hongos
fitopatdgenos debido a sus multiples mecanismos de accion, destacando la antibiosis, el
micoparasitismo, la competencia por espacio y nutrientes, y la produccion de metabolitos
secundarios (Poveda y Eugui, 2022; Hernandez-Melchor et al., 2019). Trichoderma es
caracterizado por ser versatil, teniendo una alta adaptabilidad a las condiciones ambientales
y la capacidad de establecer interacciones sofisticadas con otros microorganismos, una de
bondades que tiene Trichoderma es su capacidad de antagonismo hacia patdogenos
provocando respuestas de defensa en contra al estrés biotico/abidtico en las plantas, por lo

que es utilizado en biopesticidas y biofertilizantes comerciales (Vicente et al., 2022).

Ademas, se conoce que Trichoderma presenta otros mecanismos de accion, permitiendo
tener un control a fitopatdogenos, como la competencia por el sustrato, micoparasitismo,
antibiosis, desactivacion de enzimas del patdgeno, resistencia inducida, entre otros, cuya
accion puede ser mas eficiente para el control de patdgenos y asi reducir significativamente

el dafo en el cultivo el cual lo ocasionan los plaguicidas quimicos (Infante et al., 2009).

4.9.1 Uso de Trichoderma en cultivos

Segin Rees et al. (2022) demostraron que trichoderma spp., particularmente 7.
brunneum, puede usarse para proteger las plantas jovenes de la muerte y el dafio por ARR,
causado por el patogeno agresivo A.mellea, y que estos hongos son capaces de proteger
durante varios meses formando una asociacion endofitica dentro de las raices de las plantas
de fresa. Barboza-Garcia et al. (2022) mencionan que Trichoderma viride y T. harzianum
presentan un efecto antagdnico caracteristico contra el crecimiento in vitro de P. cinnamomi
causante de la marchitez radicular en plantaciones de aguacate; y una eficiencia en el control
de Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Fusarium oxysporum en raices de plantas de

tomate (Guedez et al., 2012)

De igual manera, trichoderma forma colonizaciones eficientes en plantulas de cacao, asi
como también en la parte aérea, produciendo una relacion endofitica contra enfermedades
patogenos (Bailey et al., 2008) como Fusarium spp. también forma un ambiente equilibrante
con densidades en sustratos y raices que oscilan entre los 2 'y 2.5 log (UFC mL™) obteniendo
asi una mayor capacidad de establecimiento en plantulas Agave tequilana entre otras especies

(Tlapal et al., 2014)
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4.10 Enfermedades del higo
4.10.1 Roya
La roya (Cerotelium fici) es una enfermedad que afecta al higo. Los sintomas de la
enfermedad aparecen en las hojas y en el fruto, estas esporas se dispersan o se agrupan
alrededor del borde de la hoja, pero en algunos casos se encuentran en forma de gotas de
rocio sobre la lamina de la hoja, son de color marrdn rojizo palido, circulares y llegan a medir
0.5 mm de didmetro, las plantas infectadas arrojan follaje prematuro y frutos inmaduros
(McKenzie, 2014). C. fici estda ampliamente distribuida en los tropicos y subtropicos,

causando defoliacion y pérdida de los rendimientos (Verga y Nelson, 2014).

4.10.2 Negrilla de la higuera
La enfermedad también conocida como fumagina es producida por diversos hongos
capnodiaceos; el micelio de los hongos recubre la superficie aérea de todos los 6rganos de la
planta imposibilitando el desarrollo normal de las funciones vegetativas (Dominguez, 1976).
Esta enfermedad se asocia con presencia de insectos secretores de sustancias azucaradas que
depositan sobre zonas de tallos, hojas y frutos, generando el favorecimiento del crecimiento

del hongo (Tamayo, 2007).

4.10.3 Podredumbre radicular
Armillaria mellea, Rosellinia necatrix, Roesleria hipogea destruyen el sistema radicular
de las plantas atacadas. pudriéndolo, las cuales muestran un aspecto esponjoso y con raices
con aspecto ennegrecidas, con olor a moho; desprendimiento de la corteza con facilidad,
observandose masas lanosas de color blanco, unidas unas con otras por cordones micelares
denominados rizomorfos, los primeros con un color blanquecino y después pardos, que se

entrecruzan bajo la corteza (Melgarejo, 1999).

4.10.4 Virus del mosaico
La enfermedad del mosaico causada por el virus del mosaico del higo (FMV) es
considerada la plaga del higo a nivel mundial (Shahmirzaie et al., 2020). La incidencia de
este virus en los cultivos comerciales afecta al desarrollo de los 4rboles, mermando, en mayor
o menor medida, su rendimiento y rentabilidad (INFOAGRO, 2020). Por lo que su

distribucion se encuentra asociados en todo el mundo 12 virus, incluidos un agente causal
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confirmado y tres viroides. Los sintomas incluyen clorosis foliar, deformacion y patrones de

mosaico (SIC, 2021).
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V.  MATERIALES Y METODOS
5.1 Localizacion del experimento
El experimento se realizé en el laboratorio de propagacion in vitro de la Facultad de
Ciencias agricolas y Pecuarias de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla campus

Teziutlan, con coordenadas geograficas en los paralelos 19° 47°06” y 19° 58" 12” latitud

norte y 97° 18" 54 y 97° 23" 18” de longitud occidental a 1617 m.s.n.m.

5.2 Material vegetal
La primera etapa consistid en, establecer explantes de higo de plantas madre de las
variedad: Brown Turkey que es una de las més cultivadas en México, estas se mantuvieron
en condiciones Optimas de nutricion y sanidad mediante aplicaciones de fungicida

(Bencimidazol), bactericida (sulfato de estreptomicina, oxitetraciclina) e insecticida.

5.3  Medio de cultivo
Se empled es el medio MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con sacarosa 30
g-L"!, myo-inositol 10 mL-L!, tiamina mL-L"', CA 0.5 g L"! y PVPP 0.25 g-L"'. El medio de
cultivo se esterilizé en una autoclave tipo vertical de la marca Man-olve M?, a una presion de

1.5 kg cm? y una temperatura de 120 °C, durante un tiempo de 20 minutos.

5.4  Etapa 1. Establecimiento in vitro de explantes de higo

5.4.1 Colecta
La colecta de explantes, se realizd a partir de yemas secundarias y apices de crecimiento
obtenidas de las plantas madre durante los meses de marzo a mayo, estas se cortaron con
tijeras de podar y se sumergieron los explantes en una solucion de polivinilpolypirrolidone

(PVPP) al 5% previamente esterilizado, para evitar su oxidacion.

5.4.2 Lavado
Los explantes se colocaron en frascos y se realizd un lavado con agua y jabon
biodegradable, agitandolo durante un lapso de 10 minutos, y posterior mente se enjuagaron

con agua del grifo para eliminar restos del jabon.

Después se procedio a la aplicacion de alcohol al 70% durante un minuto, seguido de un

enjuague con agua estéril.
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5.4.3 Desinfeccion
La desinfeccion de los explantes se llevd a cabo dentro de una cabina de flujo laminar,
con bicloruro de mercurio al 0.5% durante 10 minutos, después se realizaron enjuagues con
la solucion de PVPP (polivinilpolypirrolidone) al 5% para retirar el exceso de bicloruro de

mercurio.

5.4.4 Establecimiento o implantacion
De acuerdo con la metodologia de Castillo (2004) una vez realizada la desinfeccion se
procedid a la siembra, que se realiz6 en tubos de manera individual, los cuales contenian 10
mL de medio de cultivo MS descrito anteriormente. Y fueron colocados en una camara de

crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas luz y ocho de oscuridad a una temperatura de 25

+2°C.

Después de diez dias de iniciar el cultivo in vitro se realiz6 la evaluacién de manera visual
para observar si existe contaminacion de patdgenos ya sean hongos o bacterias, asi como la

oxidacion del medio de cultivo y el explante.

5.5  Etapa 2. Multiplicacion
Para evaluar el efecto de citocininas en la fase de multiplicacion se utilizaron brotes de
1.5 cm de longitud ya establecidos in vitro. Los cudles fueron transferidos a frascos de cultivo
que contenian 25 mL de medio sdlido de multiplicacion, constituido por medio basal MS
suplementado con sacarosa 30 g L~ !, myo-inositol 10 mL L', vitaminas 1.0 mL L' y

diferentes concentraciones de BAP (0, 25, 50 y 100 pmol).

Los frascos de cultivo se colocaron en la camara de incubacion a 26 + 2 °C. Después de

30 dias de iniciacion de los experimentos se evalu6 las siguientes variables:
5.5.1 Numero de brotes
Se contabilizo el nimero de brotes de manera visual.
5.5.2 Longitud de brotes.
Con una hoja milimétrica se midio la longitud de cada brote (cm).

5.5.3 Numero de nudo del brote inicial
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Se contabiliz6 el nimero de nudos a partir del primer nudo hasta la parte apical.
5.5.4 Longitud del brote inicial

Se midid con hoja milimétrica la longitud del brote principal o inicial (cm).
5.5.5 Coeficiente de multiplicacion

El coeficiente de multiplicacion se determind de acuerdo con el nlimero de brotes inicial/

namero de brote final.

5.5.6 Disefio experimental
Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos y cinco repeticiones,
donde se evalud: la concentracion de citocinina. La unidad experimental consistié en un

frasco con cinco brotes.

5.6  Etapa 3. Enraizamiento
Para el enraizamiento se utilizaron brotes provenientes de la etapa de multiplicacion de

aproximadamente 1.5 cm de longitud.

Los cuales fueron transferidos a frascos de cultivo que contendran 25 mL de medio sélido
de enraizamiento, constituido por medio basal MS suplementado con sacarosa 30 g L'!, myo-
inositol 10 mL L', vitaminas 1.0 mL L. Los frascos de cultivo se colocaron en la cdmara
de incubacion a 26 + 2 °C. Después de 30 dias de iniciados los experimentos se realizo la

inoculacion de raices con Trichoderma.

5.7  Inoculacion de especies de Trichoderma en raices de vitroplantas de higo

El hongo Trichoderma previamente almacenado se descongelo de -80 °C y se puso a
crecer en medio PDA (Agar Dextrosa y Papa) a 30 °C por cinco dias y se determino la
concentracion (1 x 10* esporas mL™") de cada tratamiento en una cdmara de Neubauer de

acuerdo con el procedimiento de Goettel y Douglas (1996).

En total cuatro tratamientos (7. reesei, T. H.harzianum, T. longibrachatum) y un testigo,
de 20 mL de solucién fueron colocados en vasos de precipitado de 100 mL de capacidad,
posteriormente 7 plantas entre 8-10 cm de altura y con un peso a partir de 1 g, se distribuyeron
de manera homogénea y fueron introducidos en cada tratamiento. Todas las plantas tratadas

fueron sembradas en arena silica y se pasaron a la etapa de aclimatacion.
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5.8  Etapa 4. Aclimatacion

La aclimatacion de las vitroplantas se realizo en bolsas de 10 x 20 cm, utilizando como
sustrato arena silica. Las cuales se colocaron en un sistema de riego por microaspersion y se
dejaron en este ambiente por dos meses, posteriormente todas las plantas se sacaron de las
macetas y su raiz fue lavada con Tween 80 al 0.05%, posteriormente la raiz de las plantas se
cortd en 6 trozos de 0.5 cm con un bisturi, los cuales fueron lavados con hipoclorito de sodio
al 1 % por un minuto y secados en papel sanita estéril, posteriormente fueron colocados en
una caja Petri repitiendo con medio ADS. En total 12 trozos de tejido vegetal de raiz por cada
planta fueron repartidos en dos cajas Petri e incubados a 32 °C+ 2°C por 72 horas y después
de este tiempo se observd su crecimiento. Para la evaluacion se contaron los trozos con
presencia del hongo. Aquellos tejidos, en los que se observd crecimiento de Trichoderma,
del tejido de la planta almacenada a temperatura de 7°C previamente se corto la raiz para
observar tejido interno y corroborar crecimiento de acuerdo con la metodologia de Agrios

(2002).

5.9  Analisis de raiz para la deteccion de crecimiento de Trichoderma

Las raices fueron cortados en trozos de tres cm aproximadamente y lavados con
hipoclorito de sodio al 1% por 1 minuto, enjuagados y secados, posteriormente se prosiguid
a cortar transversalmente la raiz formando trozos de 0.5 cm. Algunos trozos fueron tefiidos
con azul de lactofenol, las cuales se observaron en el microscopio compuesto y electronico

para buscar hongos endofitos.

Para el establecimiento del experimento se utilizaron cuatro tratamientos (tres especies de
Trichoderma y un testigo) para la variedad de higo (Brown Tuerkey), donde la unidad
experimental fue una planta y 7 repeticiones. Los datos obtenidos fueron obtenidos de manera

nominal (presencia de colonizacion =1, Ausencia de colonizacion = 0).

5.10 Analisis estadistico
Los resultados obtenidos fueron analizados por medio de una ANOVA vy la prueba de

comparacion de Tukey (P <.05), con el paquete estadistico SAS version 9.0.
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VI.  RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Etapa de establecimiento in vitro
De acuerdo con Flores-Mora et al. (2009) durante la etapa de establecimiento uno de los
mayores problemas in vitro de higo es la contaminacion fiingica y bacteriana. En la Figura 1
se representa los porcentajes promedios obtenidos durante los ocho meses de evaluacion en
higo (Ficus carica L), mostrando 43.3% de contaminacion por bacterias, el 27.99% de

hongos y el 53.69% de explantes sanos.

Explantes (%)

Bacterias Hongos Limpios

Figura 1. Porcentajes de contaminacion fungica, bacteriana y de explantes sanos de

higo de la variedad ‘Brown Turkey’ a partir de ocho siembras.

Durante el establecimiento del cultivar de plantas in vitro se deben tener protocolos de
asepsia y desinfeccion para el control de ciertos factores ambientales que afectan el
crecimiento de explante (Castillo, 2004) este control de contaminaciéon bacteriana y de
hongos depende del tipo de explante, de las condiciones del ambiente y del método de
desinfeccion. Durante la etapa de establecimiento in vitro de los explantes de higo se utilizo
bicloruro de mercurio (HgCl) al 0.5% y alcohol al 70% los cuales mostraron ser eficaces y
viables para la obtencion de explantes limpios descritos anteriormente en la Figura 1, por lo
que Bedoya-Pérez et al. (2016) nos mencionan que para obtener resultados Optimos en
términos de viabilidad, contaminacion y mortalidad, se debe suministrar el cloruro de
mercurio (HgCl) como agente desinfectante el cual es un precursor rapido y eficaz para la
obtencion de explantes viables y libres de agentes contaminantes, teniendo como resultados
niveles de contaminacién inferiores al 80%. Por esta razon el Hg Cl, es utilizado con éxito
en forma de solucion desinfectante para diversas especies forestales y lefiosas, con problemas

de contaminacién severa, de acuerdo con Zibbu y Batra (2010). Por otro lado, el uso de
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hipoclorito de sodio al 1,5% durante 30 min para desinfeccion de explantes tiene una alta
respuesta en porcentajes del 95.7% en establecimiento y supervivencia de vitroplantas en
condiciones in vitro. Otro desinfectante es el uso de alcohol al 70% que durante tiempos
cortos suele ser un buen precursor eliminador de grasas en la pared celular de la planta
permitiendo una mejor penetracion del agente desinfectante en los explantes (Garcia et al.,
2015; Aguirre et al., 2016). Por lo que el éxito de una buena desinfeccion dependera del
manejo de las plantas madre, del material a utilizar, del agente desinfectante y del protocolo

mas eficiente para la reduccion de contaminacion en el explante.

Otro de los problemas mds recurrentes en el establecimiento in vitro es la aparicion de
oscurecimientos letales en los explantes y en el medio de cultivo; este problema esta
relacionado al estrés oxidativo y nitrosativo que padecen las células del explante cultivado
(Azofeifa, 2009; Novoa et al, 2021). En la figura 2 se muestran los porcentajes de oxidacion
de los explantes en higo, durante las ocho siembras de establecimiento, mostrando una
oxidacion alta en el 22.52 % de los explantes, oxidacion media un 35.35 % de los mismos y
el 43 % de estos tuvieron una oxidacion baja, el cual fue suplementado con carbon activado
(CA) 0.5 g L2y PVPP (Polivinil) 0.5 g L al medio de cultivo, mostrando una respuesta

favorable en la oxidacion en los explantes y el medio de cultivo (Figura 2 y 3).

Oxidacién del explante
(%)
w
o

ALTO MEDIO BAJO

Figura 2. Porcentajes de oxidacion del explante de higo variedad ‘Brown Turkey’ en la

etapa de establecimiento a partir de ocho siembras realizadas.

En la figura 3 se muestran los porcentajes de oxidacion en el medio de cultivo en la etapa

de establecimiento durante los ocho meses de evaluacion en higo, mostrando oxidacion alta
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del medio del 17.04 %, oxidacion media del medio 37.22 % y oxidacion baja del medio 55.36
%.

Oxidacion del medio de
cultivo
(%)

ALTO MEDIO BAJO

Figura 3. Porcentajes de oxidacion del explante de higo variedad ‘Brown Turkey’ en la

etapa de establecimiento a partir de ocho siembras realizadas.

Para reducir la lixiviacion de fenoles, existen métodos mencionados por Abdelwahd et al.
(2008) que, al suministrar adsorbentes y antioxidantes al medio de cultivo se induce la
reduccion de compuestos fenolicos lixiviados que impiden la regeneracion del explante,
como lo es la adicidon de carbon activado (CA) el cual evita el deterioro del explante y actia
removiendo sustancias inhibidoras o toxicas producidas por el medio y el explante (Azofeifa,
2009). Asimismo, el complemento del poliamida (PVP) en apropiadas concentraciones logra
tejidos libres de oxidacion, sin embargo, al implementar una alta concentracion, produce
bajas regeneraciones en los explantes de acuerdo con Sanchez-Cuevas y Salaverria (2004).
Laboratorios comerciales recomiendan el cambio del medio de cultivo en la segunda y tercera
semana debido a la presencia de oxidaciones elevadas en los explantes, causando necrosis en

el cultivo y subsiguientemente una regeneracion baja del tejido (Gémez, 2007).

6.2 Etapa de multiplicacion in vitro
El andlisis de varianza para la las variables respuesta de los tratamientos en la etapa de
multiplicacion in vitro de brotes de higo de la variedad Brown Turkey representado en el
Cuadro 1, donde se puede observar que para las variables longitud de brote y coeficiente de
multiplicacion se encontraron diferencias altamente significativas, por otro las variables

longitud del brote inicial, nimero de brotes tuvieron diferencias significativas entre los
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tratamientos evaluados, finalmente en la variable nimero de nudos no se encontraron
diferencias estadisticas.

Cuadro 1. Analisis de varianza de los tratamientos en la etapa de multiplicacion in vitro

de brotes (Ficus carica L.) de la variedad Brown Turkey.

FV GL LBIE NN NB LB CM
Trata 3 6.60 * 3.15NS 5.06 * 9.73 ** 27.30 **
Error 8 0.33 2.86 1.54 0.42 10.60
Total 11

Cv 9.93 17.23 25.22 15.21 13.62

FV: Fuentes de variacion, CV: coeficiente de variacion, GL: grados de libertad ** altamente
significativo con P < 0.01, *significativo con P < 0.05 y NS: no significativo. Trata:
tratamientos, LBIE: longitud de brote inicial del explante, NN: nimero de nudos, NB:

numero de brotes, LB: Longitud de brotes, CM: coeficiente de multiplicacion.

En el cuadro 2 se presentan las comparaciones de medias de las variables evaluadas,
longitud del brote inicial (LBEI), nimero de nudos (NN), nimero de brotes (NB), coeficiente
de multiplicacion (CM) en la etapa de multiplicacién in vitro 30 dias después del
establecimiento de los tratamientos con 4 concentraciones diferentes de Bencilaminopurina
(BAP), encontrandose como el mejor tratamiento 1.0 mg L' de BAP con una longitud de
2.62 cm en comparacion con el testigo que tuvo un valor de 1.88 cm, para la variable longitud
de brote inicial del explante, lo que significa un aumento del 28 %. De igual manera para la
variable nimero de nudos el tratamiento de 1.0 mg L' de BAP presento el valor mas alto con
6.5 nudos en comparacion con el testigo con 4.17 nudos alcanzando un aumento del 36 %.
En la variable niimero de brotes se obtuvieron 2.95 brotes para el tratamiento 3 (1.00 mg L™!
de BAP) siendo el mejor, sin embargo, los tratamientos 1 y 2 (0.25 y 0.50 mg L! de BAP)
alcanzaron valores de 2.33 y 2.28 brotes en comparacion con el testigo (1.22 brotes) lo que
significa un aumento de 58.6%. Para la variable longitud de brote, los tratamientos 1 y 3
(0.25 y 1.0 mg L' de BAP) tuvieron valores similares (1.60 cm) que fueron mas altos con
respecto al testigo que tuvo un valor de 0.81 cm. En cuanto a la variable coeficiente de
multiplicacién el tratamiento 1.0 mg L' de BAP obtuvo un valor de 6.48 siendo el mejor en

comparacion con el testigo, el cual tuvo un valor 2.03, lo que significa un aumento del 68.6%.
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Cuadro 2. Efecto de la concentracion de BAP en la etapa de multiplicacion in vitro de
brotes de higo (Ficus carica L.) de la variedad Brown Turkey, evaluados 30

dias después del establecimiento de los tratamientos.

Tratamiento  LBIE NN NB LB CM
mg L'BAP  (cm) (cm)
(1)0.25 248 a 579 a 2.33 ab 1.60 a 5.29 ab
(2) 0.50 2.14 ab 5.64a 2.28 ab 1.46 a 448D
(3) 1.0 2.62a 6.50 a 295a 1.60 a 6.48 a
(Testigo) 0 1.88 b 4.17 a 1.22b 0.81b 2.03 ¢
MEDIA 2.28 5.53 1.730 1.37 4.57
DMS 0.05 0.90 0.30 0.043 0.38

LBIE: longitud de brote inicial del explante, NN: nimero de nudos, NB: nimero de brotes,
LB: Longitud de brotes, CM: coeficiente de multiplicacion, DMSH: diferencia media
significativa honesta. Medias con la misma letra en el sentido de la columna son iguales de

acuerdo con la prueba de Tukey a una P < 0.05.

Las citocinas promueven la formacion de organos en los tejidos cultivados in vitro
ocasionando la induccion de yemas axilares o adventicias, la division y alargamiento celular.
Los resultados obtenidos en la fase de multiplicacion, se relacionan con los resultados
obtenidos por Flores-Mora ef al. (2009) obteniendo un mayor niamero de brotes por explante
cuando se adiciond al medio de cultivo 1.0 mg L' de BAP en mini estacas de higo,
obteniendo como resultado seis brotes por explante, asimismo Villanueva et al. (2013), al
adicionar esta misma concentraciéon promovié el alargamiento (longitud) de brotes del
explante hasta 8 mm y la formacion de ramificaciones laterales, por lo que, al suplementar
BAP a una alta concentracion se induce la formacion y proliferacion de brotes en especies de
Ficus carica, descrito por Rajendra et al. (2021) quien adicion6 4.5 mg L™ obteniendo 4.45

brotes en higo variedad Black Jack..

Por otro lado, el tipo y concentracion de regulador de crecimiento influye en el coeficiente
de multiplicacion de los explantes, asi que al emplear al medio de cultivo una mayor
concentracion de citocininas se pueden lograr mejores resultados a los 30 dias del cultivo en

la fase de multiplicacion (Galvez et al., 2013). Gomes et al. (2010) mencionan que los
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resultados obtenidos en la tasa de multiplicacién dependen del genotipo de la planta donante,
asi como también la influencia que tienen estas hormonas en el comportamiento de los brotes
durante la fase de enraizamiento. Sin embargo, esta repuesta a altas concentraciones de BAP
tiene efecto a la estimulacion de formacion de brotes adventicios, las cuales inhiben la
construccion de raices, dando inicio la multiplicacion de tallos y formacion de yemas

laterales, a través de una disminucién en la dominancia apical (Sharry et al., 2015).

6.3 Induccion de peso y longitud en vitroplantas de higo inoculadas con tres
especies de Trichoderma.

El analisis de varianza para las variables longitud de raiz y peso en vitroplantas de higo
inoculadas con Trichoderma no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos,
teniendo como respuesta un efecto asociado a la homogeneidad de las plantas (Figura 4). En
el Cuadro 3 se presentan la comparacion de medias de las variables evaluadas, longitud de
raiz (LR) y peso total de la planta (PTP) de higo de la variedad Brown Turkey evaluadas 60
dias después de la aclimatacion al inocular 3 especies de Trichoderma. Encontrando que la
media mas alta la tuvo el tratamiento con 7. harzianum con una longitud de 10.19 mm en
comparacion con el testigo con un valor en la longitud de 8.16 mm en la variable longitud de
raiz, lo que significa un aumento del 20 %. Para la variable peso total de la planta el
tratamiento 7. longibrachatum alcanzo el valor mas alto de la media con un peso del 1.30 g
en comparacion con el testigo con valores de 1.12 g, lo que representa un aumento del 20.9

%.
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Cuadro 3. Efecto de longitud de raiz y peso en vitroplantas de higo (Ficus carica L.)
variedad Brown Turkey inoculados con Trichoderma sp, evaluadas 60 dias

después de la aclimatacion.

Tratamiento LR PTP

Trichoderma (mm) (2)
(1) P 115 9.12a 1.20 a
(2) OI 5MO2 10.19 a 1.26 a
(3)013.2 9.61a 1.30 a
(4) Testigo 8.16 a .12 a
MEDIA 5.98 0.030
Cv 19.63 10.64
DMS 0.202 0.192

LR= Longitud de raiz, PTP= Peso total de la planta, P I115= Trichoderma reesei, Ol SMO2=
Trichoderma harzianum, Ol 3.2= Trichoderma longibrachatum. CV= Coeficiente de
variacion, DMS= Diferencia media significativa. Medias con la misma letra en el sentido de
la columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P <0.05.

b
b Al ot

Figura 4. Aspecto de la plantas in vitro de Ficus carica L. producidas bajo los

tratamientos a) T reesei, b) Testigo ¢) T harzianum, c) T longibrachatum.

Una de las bondades que tiene Trichoderma, en el sistema radicular facilitar la tolerancia

al estrés por parte de la planta y la estimulacion del crecimiento vegetal, provocando una
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defensa fisiologica y bioquimica de acuerdo con Harman (2000). A diferencia de los
resultados obtenidos en este estudio Gandara y Gutiérrez (2023), obtuvieron resultados altos
y significativos a la aplicacion de yeso agricola con 7. harzianum en plantas de higo
incrementando la altura de la planta hasta un 6.5%, por lo que la respuesta sobre el
crecimiento y produccion de raices con aplicaciones de 7. harzianum mejora el rendimiento
hasta en 41.98 % y un peso mayor en fruto, asi como también un aumento en el desarrollo y
obtencion de raices hasta los 0.20 m de acuerdo con Rojas (2014). Asi mismo Camargo-
Cepeda y Avila (2013) de acuerdo con estudios realizados, desarrollados con Trichoderma
sp tuvieron mejor respuesta con aplicaciones a base de productos comerciales a altas
concentraciones (UFC) originando respuesta en la generacion de raices hasta un 21 % que,

en las inoculadas con la misma especie.

De manera similar a los resultados obtenidos en este estudio, Hoyos-Carvajal et al.
(2015) encontraron resultados negativos en el efecto de Trichoderma spp. durante el
crecimiento y desarrollo de frijol en Ultisol por lo que la respuesta de la planta a la
inoculacion con Trichoderma viene diferenciada por cada especie, estado fisiologico, tipo de
suelo y por efecto de la combinacion planta/ambiente, obteniendo una respuesta a la

variabilidad en la altura de la planta (Eraso ef al., 2014).

6.4  Endofitismo de tres especies de Trichoderma en vitroplantas de higo de la
variedad Brown Turkey.
No se encontré endofitismo de ninguna de las especies de Trichoderma inoculadas,
observando crecimiento de micelio de todas las especies en la parte externa de la raiz de las

plantas de higo Figura 5 (B).
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Figura 5. Representacion de crecimiento de Trichoderma, en el exterior de la raiz en

Ficus carica L, variedad Brown Turkey durante 60 dias de aclimatacion.
A) PIII5= Ausencia de Trichoderma B) Presencia de Trichoderma en raiz,

C) Presencia de Fusarium sp.

En la figura 6 se representa los porcentajes de presencia y ausencia de Trichoderma, en
vitroplantas de higo de la variedad Brown Turkey obtenidas durante las inoculaciones
durante 60 dias, mostrando mejor respuesta de crecimiento externo 7. harzianum con un valor
promedio del 83.3 % de presencia, 7. longibrachatum con valores del 66.7 % y T. reesei tuvo

una baja presencia de 33.3 %, en comparacion con el testigo.
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Figura 6. Porcentajes de presencia o ausencia de Trichoderma en vitroplantas de higo
(Ficus carica L) de la variedad Brown Turkey obtenidas durante las
inoculaciones durante 60 dias. PIII5S= Trichoderma reesei, OISMQO2=

Trichoderma harzianum, OI3.2= Trichoderma longibrachatum.

La respuesta obtenida a la inoculacion con Trichoderma se puede deber a que no hubo
induccion obtenida en el peso y longitud de raiz discutidas en el inciso 6.3, debido a que
crecid en el exterior y no en el interior, esta interaccion que existe entre hongo-huésped es
el resultado de implicaciones del equilibrio antagénico y del o6rgano de la planta infectado,
negando la infeccidn, esto es en algunos casos que el huésped limita el desarrollo de hongos
invasores y de enfermedades (Schulz y Boyle, 2005). Asi mismo la falta de endofitismo en
este estudio puede deberse al tipo de planta ya que de acuerdo con Sanchez-Fernandez et al.,
(2013) mencionan que existen escasas interacciones con hongos endéfitos en plantas lefiosas

(arboles o arbustos).

Por otro lado, la presencia y ausencia de las interacciones es determinada por las
condiciones del ambiente y del suelo, siendo 7Trichoderma un género cosmopolita y
compartiendo una amplia variedad de interacciones con diferentes organismos. Se puede
encontrar aislado del suelo, debido a su rapido crecimiento, grande conidiacion, formacioén

de clamidiosporas y colonizacion de sustratos orgénicos, lo que facilita un rapido desarrollo
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en varios sustratos (Gupta ef al. 2014). Al analizar las raices de plantas de higo para
determinar endofitismo de Trichoderma se encontro la presencia de Fusarium sp. de manera
endofita el cual creci6 al exterior de la raiz por efecto de nutrientes presentes en el medio de

cultivo Figura 5 (C).
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VII. CONCLUSIONES
Al suministrar 1.0 mg L-' de BAP se promueve la regeneracién de brotes adventicios,
alargamiento en la longitud de brotes y un alto porcentaje en el crecimiento de yemas laterales
a un 68.6 %, por lo que la concentracion y tipo de hormona determina la morfogénesis en
vitroplantas de higo, produciendo la regeneracion de nuevos brotes de una manera mas eficaz

e intensiva y libres de agentes patogenos.

La inoculacion con Trichoderma en plantas de higo en respuesta al desarrollo en raices y
peso de la planta, no se encontraron diferencias entre los tratamientos debido a que el higo
es una planta semilefiosa pudo impedir la entrada o el endofitismo con las tres especies de
Trichoderma, sin embargo, T. harzianum tuvo mejor respuesta en crecimiento y presencia de

la misma en las raices, pero este efecto pudo deberse a la presencia del hongo en el sustrato.

Para mejorar el endofitismo se debe tener en cuenta la homogenidad de las plantas, asi
como también un control en el ambiente/suelo, la metodologia adecuada y la aplicacién con

otra especie de Trichderma para obtener resultados mas favorables entre huesped /patogeno.
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