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MICROPROPAGACION DE HIGUERA (Ficus carica L. cv. Netzahualcdyotl) A
PARTIR DE YEMAS EN CONDICIONES DE INMERSION TEMPORAL.
Luis Angel Aradillas Tovar, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015.
El Higo (Ficus carica L.) cuenta con un valor nutricional excelente. Tradicionalmente
propagado por acodos aéreos y estacas, métodos con desventaja al generar una sola planta
por material original ademéas de ser muy tardado. Por otro lado, el cultivo in vitro y el uso
del sistema de inmersion temporal (SIT) han demostrado ser una alternativa eficaz al
producir plantas libres de enfermedades y a corto plazo, ademas al combinar las técnicas
tradicionales de produccion de estacas con el método de asepsia y desinfeccion del cultivo
de tejidos, se cred una novedosa alternativa para cubrir la fuerte demanda de plantas que
existe hoy en dia, dado que en México se pretende aumentar la superficie sembrada para
abastecer al menos 220 toneladas anuales de fruta fresca al mercado de exportacion. El
objetivo del presente trabajo fue obtener el mayor nimero de brotes axilares y de plantas
con el cultivo de microestacas provenientes de &rboles adultos de higuera cv.
Nezahualcoyotl. Para el establecimiento in vitro de ambos métodos de micropropagacion se
utilizé un sistema de desinfeccion con fungicidas y bactericidas seguido de un tratamiento
de OH 30 seg y CI 20 min, para el cultivo de apices se utiliz6 un medio semisolido MS
modificado, mientras que para el uso de microestacas se manejo arena de rio revuelta con
agrolita 2:1 v/v. La mayor proliferacion la proporciono el tratamiento con BA 0.2 mg L™ +
ANA 0.02 mg L™ dando como resultado un promedio de dos brotes por explante. El
tamafio de los brotes obtenidos independientemente del tratamiento oscild entre 0.2 y 1.93
cm, con 1 a 3 hojas. Mientras que con el uso de 1-Triacontanol junto con los anteriores, se
aumento el numero de brotes a 3. Por otro lado el mejor tratamiento para enraizar las
microestacas fue el de 1000 ppm mientras que el de 500 ppm genero las raices de mayor
tamaiio (5.25 cm). Con este protocolo, la incorporacion del SIT y el cultivo de microestacas
se dan alternativas mas eficientes para cumplir con el objetivo de abastecer el nimero de

plantas suficientes para los productores en menor tiempo y con mayor calidad.

Palabras Clave: Cultivos semisdlidos, Biorreeactores, Microestacas, Micropropagacion,
1-Triacontanol.



MICROPROPAGATION FIG (Ficus carica L. cv. Netzahualcdyotl) FROM BUDS IN
CONDITIONS OF IMMERSION TIME.
Luis Angel Aradillas Tovar, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015.
The Fig (Ficus carica L.) has an excellent nutritional value. Traditionally propagated by air-
layering and cuttings, methods disadvantage to generate a single plant per original material
in addition to being very slow. Furthermore, in vitro culture system and the use of
temporary immersion (SIT) have proven to be an effective alternative to produce plants free
from short-term illnesses, further by combining traditional production techniques stakes
with the method of sterilization and disinfection of tissue culture, a novel alternative was
created to meet the strong demand of plants that exist today, Mexico aims to increase
planted areas to supply at least 220 tons of fresh fruit to annually export it. The aim of this
study was to obtain the highest number of axillary shoots and plants growing from adults
microcuttings fig trees cv. Netzahualcdyotl. To establish in vitro micropropagation of both
methods a disinfection system with fungicides and bactericides used followed by treatment
of OH 30 sec and CI 20 min, apices for growing a semisolid modified MS medium was
used, while for the use of micropiles river sand revolt was managed with agrolita 2: 1 v/ v.
The most proliferation was provided for treatment with BA 0.2 mg -* + ANA 0.02 mg -*
resulting in an average of two shoots per explant. The size of the shoots obtained regardless
of treatment ranged from 0.2 to 1.93 cm, with 1-3 leaves. While using 1-Triacontanol
together with the above, the number of buds was increased to 3. Furthermore the best
treatment for anchoring the microcuttings was 1000 ppm while the genre 500 ppm larger
roots (5.25 cm). With this protocol, the incorporation of SIT and cultivation of
microcuttings more efficient to meet the objective of supplying a sufficient number of

plants for producers in less time and with higher quality alternatives exist.

Keywords: Semisolid cultures, Benzyladenine, Bioreactors, Microcuttings,

Micropropagation, 1-Triacontanol.
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1. INTRODUCCION

El higo es un fruto que proporciona un alto valor nutricional, ya sea tanto como fruta fresca
0 seca, una cualidad mas es que aporta una alta alcalinidad y accién laxante en farmacos de
preparacion (Criticar y Basu, 1986). También este fruto es rico en azlcares y vitaminas A,

B y C (Flores y Jiménez, 2007).

En México, tiene un uso minimo, usandose solo para producir fruta cristalizada, siendo asi
un complemento en la alimentacion y progresando tan solo como un huerto de traspatio.
Sin embargo, su antigliedad abarca desde las primeras higueras introducidas en 1560,
cultivdndose de manera aislada. Mientras que en lugares como Estados Unidos, esta especie
se cultiva de manera comercial; un ejemplo de ello es el estado de California contando con
8,000 hectéreas, lo cual genera un valor superior a los 15 millones de délares (Reyes,

2010).

La higuera se ha multiplicado tradicionalmente por medio de estacas y acodos, dando
buenos resultados en paises que son grandes productores (Flores, 1990). En la aplicacion de
estas técnicas se requiere que las plantas se encuentren en etapa vegetativa y solo produce
una planta por estaca, en muchos de los casos, no cumple con las exigencias del mercado,

limitando asi la produccion masiva de este cultivo (Rojas et al., 2004).

El cultivo in vitro se caracteriza por producir plantas masivamente en espacios reducidos y
en un menor tiempo, como también en conseguir plantulas libres de cualquier agente
patdgeno, y es muy utilizado también para la preservacién de las especies de importancia,
ya que se puede obtener plantas en cualquier época del afio y su maximo aprovechamiento

del propagulo vegetal (Flores, 1990).



Recientemente se han implementado nuevas estrategias en el cultivo de tejido buscando
superar las limitaciones que puede presentar la micropropagacion. Una de las mas
importantes es el uso de biorreactores de inmersion temporal entre otros sistemas liquidos
presentan produccién a bajo costo, se ha reportado que la produccion de plantas en este
sistema de inmersion temporal a comparacién a el cultivo de tejidos convencional ha
logrado reducir los costos en la produccion de entre 40 y 60 % pero también mejora de
manera significativa la calidad de la planta (Chu, 1995), por estos motivos se decidié

utilizar estos sistemas en esta especie.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Propiedades y fisiologia de la higuera como también su produccion mundial y

nacional.

2.2 Aspectos fisiologicos y propiedades de la higuera.

La higuera tiene una clasificacion taxondmica perteneciente al reino plantae, filo
Magnoliophyta, clase Urticales, familia Moraceae, genero Ficus y su especie corresponde a
carica (Flores y Jiménez, 2007). El fruto de higuera como tal aporta a la nutricion humana
tanto como glucosa y fructuosa, pero también provee importantes minerales como los son el
calcio y magnesio (Sabed y Sabir, 2005; Goncalves et al., 2006; Aljane et al., 2007). Al
consumir un higo fresco, se esta adquiriendo también un alto porcentaje de antocianinas,
polifenoles totales y flavonoides totales (Mendoza, 2009). Donde (Solomon et al., 2006)
aseveran que estos compuestos son asociados a actuar como antioxidante contribuyendo asi

a mejorar la salud y prolongacion de la juventud en quien los consuma.

Las hojas de F. carica poseen un aceite de categoria esencial donde se han logrado
identificar los monoterpenos beta farneseno, limoneno, linalol, mirceno, beta-ocimeno, alfa
y beta-pineno y sabineno; y los sesquiterpenos cariofileno, alfa-farneseno y germacreno D.
Asimismo, las hojas también contienen las camarinas bergapteno, marmesin, psoberan,
psoralén, el 4'-5'-dihidro-compuesto, umbeliferona, xantotoxin y xantotoxol; los triterpenos
beta-amirina, acetato de calotropenol, 24-meti-lene-cicloartenol, acetato de lupeol, acido

oleandlico, taraxasterol, baurenol; los flavonoides, rutin, schaftésido y el iso-componente;



los alcaloides N.N-dimetil-antranilato y Ficus carica piridilos I, II, IIl, IV y V; la
sapogenina ficosugenin; y el componente fenilico, glucofurandsido del &cido fico-

cumarico.

Los flavonoides especificos que se han podido observar en el fruto son antocianina,
astragalin, rutindsido de quercetin, rutin, schaflésido; la cumarina glucésido de psoralén, el
carotenoide beta-caroteno; y el componente azufrado 2-etil-I-2-dehidro-tiofeno. La planta
completa presenta cumarinas bergapteno, psoralen, escopoletin y umbeliferona. (Zolla y

Argueta, 2011).

La composicion nutrimental constituye una de las caracteristicas mas importantes, pues de
ello depende la calidad comercial que tome el fruto. Al alcanzar su madures proporciona
azlcares como la glucosa en cantidades de 1.216 a 6.133 g 100™g de peso fresco en el fruto

y fructuosa 1.916 a 4.658 g 100" g de peso fresco del fruto (Aljane et al., 2007).

Tanto el higo fresco como seco aportan elementos minerales como el K, Ca, Mg y Zn de
los cuales se destacan el Ca y el Mg (Aljane et al., 2007). El jugo del higo que ha sido
extraido de la pulpa presenta: P, Ca, Mg, K, Na, Fe y en menores cantidades Cu, Ni, Co,
Ba, Zn, Cr, Mn, Sr, Cd y Al. Fundamentales en las exigencias dietéticas de los humanos

(Sabed y Sabir, 2005).

También por su contenido de antocianinas, polifenoles totales y flavonoides totales,

presentan una funcién como antioxidante en el cuerpo humano. (Solomon et al., 2006).



2.2.1 Produccién mundial y nacional de hiquera.

Este frutal tiene una procedencia de la zona del mediterraneo (Khadari et al., 2005). En
algunos paises como Turquia, Brasil, Espafia y Portugal, entre otros, disponen de grandes
cantidades de su territorio para su cultivo. Esto debido a su valor econdmico que ha ido
ascendiendo, en muchos paises (Flores y Jiménez, 2007). Los unicos paises que compiten

contra ellos son Iran, EE.UU. y Brasil (Agusti, 2010) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Produccion Mundial de higo por afio.

Toneladas producidas por afio
Pais

2007 2008 2009 2010 2011 2012

Turquia 210,152 205,067 244,351 254,838 260,508 274,535
Espafia 25,906 30,828 24,400 30,351 28,993 24,900
Brasil 23,225 22565 24,146 25,727 26,233 28,010
Italia 17,013 15,900 18,000 12,022 12,171 10,054
China 8,000 9,000 10,000 10,000 11,000 12,000
México 6,123 5,000 3,186 3,640 3,642 4,591
Francia 2,251 3,977 3,494 3,405 2,678 3,187

Total 292,670 291,937 327,577 339,982 345,225 357,277

Principales paises productores de Higo fresco por volumen anual en toneladas y total mundial 2007-

2012. Fuente elaboracion propia segun FAO (2014).
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Si bien la produccion de Higo en algunos paises europeos esta decreciendo al igual que en

México estos Ultimos afios, mientras que en otros como en Turguia va en acenso.

En Meéxico el cultivo de la higuera solo cuenta con una superficie plantada de
aproximadamente 840 hectareas, lo cual solo nos produce anualmente 3,400 toneladas, en
donde presenta un precio de 5y 10 pesos por kilogramo. Mientas que en los estados de
Baja California y Sonora su precio difiere, esto debido a la calidad que presenta producto,

alcanzando hasta los 20 pesos por kilogramo (Reyes, 2010).

Los estados productores de higo en el pais son Morelos (85 %), Hidalgo (14 %), Veracruz
(10 %), Baja California Sur (6.5 %), Distrito Federal (3.5%), Puebla (2.6), Durango (2.4
%), San Luis Potosi (1.5%), Sonora (1.1 %) y Baja California Norte (0.4 %) (Cuadro 2)

(Reyes, 2010).



Cuadro 2. Produccion anual de higo a nivel nacional.

Afo Sup. Sup. Produccion  Rendimiento
Sembrada  Cosechada (Ton) (Ton/Ha)
(Ha) (Ha)
1999 1,213.00 853 3,067.70 3.6
2000 1,170.00 825 2,425.26 2.94
2001 942 828 2,798.90 3.37
2002 994.5 898.5 2,770.20 3.08
2003 998.5 895 3,094.70 3.46
2004 1,024.60 919.1 3,893.20 4.24
2005 1,051.40 976.7 4,644.40 4.76
2006 1,047.35 1,034.35 6,340.65 6.13
2007 1,086.05 1,084.05 6,122.89 5.65
2008 836.45 803.45 3,430.01 4.27
2009 860.95 814.95 3,185.87 3.91
2010 1,201.45 826.45 3,640.30 4.4
2011 1,302.55 813.55 3,641.63 4.48
2012 1,204.55 1,092.55 4,590.78 4.20
2013 1,194.55 1,155.55 5,255.03 4.56
Totales 16,127.90 13,820.20

Produccion agricola de Higo en México (http://www.siap.gob.mx)

2.3 Métodos de propagacion de la planta de higuera.

El arbol de higuera tiene la habilidad de poderse adaptar a distintos tipos de suelo, sin
embargo tiende a presentar un mejor desarrollo y productividad en suelos fértiles y

profundos como también en suelos aluviales bien drenados, cuando las raices de la higuera


http://www.siap.gob.mx/

se desarrollaron hacia la profundidad del suelo y no sobre la superficie se presenta una
mejor absorcién de agua y nutrientes favoreciéndole en periodos de escases de lluvia

(Sintes, 1996).

2.3.1 Propagacion tradicional de higuera.

La higuera se ha multiplicado tradicionalmente por medio de estacas y acodos, dando
buenos resultados en paises que son grandes productores (Flores, 1990). Teniendo ventaja
como la produccion de individuos genotipicamente iguales al progenitor, y bajo costo.
Ademas, en la aplicacion de estas técnicas se requiere que las plantas se encuentren en
etapa vegetativa y solo produce una planta por estaca, en muchos de los casos, no cumple
con las exigencias del mercado, limitando asi la produccion masiva de este cultivo (Rojas et
al, 2004). Una estaca de higuera adecuada debe de tener un tamafio de entre 30 y 40cm

(Espinosa, 1996).

En Brasil, la propagacion en el cultivo de la higuera es por el medio de estacas, método mas
utilizado en el pais (Almeida y Silveira, 1997), estos segmentos desprendidos de la madre
colocados en condiciones adecuadas generan raices y producen una planta idéntica a la que
le dio origen (Valio, 1986). Nogueira et al. (2006), utilizaron estacas de higuera de 25 cm y
15 mm de didmetro provenientes de arboles de aproximadamente 8 afios de edad, y
dandoles tres tratamientos que consistian en 0, 150 y 300 mg L™ de AIB, a las estacas que
se les aplico estos tratamientos se les realizo un corte en la parte basal y se les dé una
inmersion en 5¢cm de la estaca durante 24 horas seguido de una inmersién en Captan 2.5 %.

Después de haber sido expuestas a los tratamientos fueron colocadas en bolsas de
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polietileno color negra de dimensiones de 18 x 30 cm. Dando como mejor resultado para
enraizar el tratamiento de 300 mg L™ de AIB, y llega a concluir que las estacas colocadas
con hojas y sin hojas tienen gran diferencia al momento de enraizar esto cuando no se les
coloca ningun estimulante. Dolgun y Ekmel (2008), implementaron un sistema con menor
gasto monetario al sembrar plantas madre de higo de forma horizontal, con distancias de 70
x 60 cm buscando producir un mayor nimero de brotacion, los brotes formados de lado de
la tierra fueron separados con alambre galvanizado en forma de u siendo estos como tutores
para estos brotes, las plantas que alcanzaban los 20 cm de altura eran cubiertas con tierra
hasta 10 cm. Se logr6 un 77.5 % de plantas con caracteristicas cualitativas y cuantitativas
adecuadas para su venta. Concluyen que es un método econdmico para producir plantas de

higuera bajo condiciones de vivero.

Otra de las técnicas mas empleadas en la produccion de higuera es el acodo aéreo, donde la
planta obtenida es genéticamente igual a la utilizada para llevar a cabo este método de

regeneracion (Harrison, 1990).

2.4 Biotecnologia.

2.4.1 Propagacion in viro de higuera.

Pero como cualquier frutal, es posible multiplicarlo con el método de cultivo in vitro. De
manera que es aplicado para que las plantas producidas por este método no presenten
infestacion de virus. Ademas de que permite obtener plantas en cualquier época del afio,

masivamente y a corto tiempo dando asi un impulso a la motivacion de los productores en
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nuestro pais (Rojas et al.,, 2004), teniendo como vias alternas la organogénesis,

propagacion por microestacas y el uso de biorreactores.

2.4.2 Cultivo in vitro en sistema tradicional ST.

El cultivo de tejidos es basado principalmente en la “totipotencia celular”, a lo cual refiere a
la capacidad de una célula vegetal para dar lugar al desarrollo de una planta completa,
dando a lugar a la regeneracion rapida y masiva de plantas idénticas a la planta madre

(clones) a partir de cualquier segmento aislado de la planta (Pierik, 1990).

El cultivo de tejidos ha sido utilizado por mucho tiempo para distintos fines, de los cuales
se destacan los siguientes a) estudios basicos de fisiologia, genética, bioquimica y ciencias
a fines; b) bioconversion y conversion de compuestos Utiles; c) incremento de la
variabilidad genética; d) obtencién de plantas libres de patdgenos; e) propagacion de

plantas; f) conservacién e intercambio de germoplasma (Mroginsky y Roca, 1991).

2.4.3 Asepsia en el cultivo in vitro.

La integracion entre el explante y su medio, las condiciones fisicas en que son incubados
los cultivos acceden a un ambiente propicio para la regeneracion tanto de hongos como de
bacterias (microorganismos), los cuales pueden dafar severamente al explante donde se
presente dicho microorganismo, ya que puede competir por el medio de cultivo, cambiarlo

0 hasta destruir el cultivo. Para lograr un cultivo libre de cualquier microorganismo es
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necesario llevar a cabo las siguientes précticas; a) trabajar en &reas adecuadas, b) esterilizar
los medios de cultivo, c) desinfectar previamente los explantes a utilizar liberdndolos de
hongos y bacterias exdgenos. Para llevar a cabo dicha actividad existen diversos
compuestos quimicos tal y como son el etanol al 70 % y de hipoclorito de sodio (NaOCI)
del 1 % al 3 %, aclarando que es un producto de uso doméstico. También se puede utilizar
el hipoclorito de calcio [Ca (OCl), 6 % a 12 %] y el cloruro de mercurio (HgCl,, 0.1 % a
1.5 %), aunque con menos frecuencia pues este Gltimo compuesto es altamente toxico y es
muy dificil de retirar del explante. También en algunos de los casos puede ser de utilidad

emplear Tewwn-20, agente tensoactivo (Mroginsky y Roca, 1991).

Después del método de desinfeccidn es necesario retirar todo tipo de residuo que pudiese
presentar del componente que se emple6 en el explante, esto se puede llevar a cabo
mediante varios enjuagues con agua destilada estéril haciendo un minimo de 3 enjuagues
sucesivos (Mroginsky y Roca, 1991). Con este método de desinfeccion superficial se nos
permite obtener explantes con un minimo dafio y lo mas importante libres de cualquier

microorganismo que nos pudiese afectar a la hora de llevar a cabo el establecimiento.

Flores y Jiménez (2007), llevaron a cabo la desinfeccion de estacas de Ficus carica L. con
un lavado de agua y jabon comercial, sin embargo utilizaron fungicidas y bactericidas como
6 g L™ Benlate, 6 g L™ Agri-mycim y 3.5 gL™ de Ferban por un periodo de 75 min, donde
posteriormente se realizaron 3 enjuagues con agua destilada estéril, enseguida se les coloco
hipoclorito de sodio al 3.5 % durante 10 minutos dentro de la campana de flujo laminar y
nuevamente se le realizo 3 enjuagues mas. Mientras que Hepaksoy y Aksoy (2006), nos
hacen mencion de que al realizar la etapa de desinfeccidn, su procedimiento fue el siguiente

tomaron puntas de brotes de entre 3 y 4 cm de largo de arboles de 20 afios de edad de Higo
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y se evaluaron tres clones 37, 50 y 82. Las puntas fueron lavadas con agua corriente del
grifo y mantenidas durante 20 minutos en 2% de hipoclorito de sodio con 1 o 2 gotas de

Tween 20, después fueron enjuagadas con agua destilada estéril tres veces por 5 minutos.

2.4.4 Establecimiento in vitro.

Una parte fundamental para el establecimiento del cultivo con el que se esta trabajando es
el explante, su dominio en el medio de cultivo se ha confirmado (Villalobos et al., 1984).
Pues depende de la edad que tenga el explante que se desea utilizar (Bonga, 1982),
habitualmente, la mricroopropagacion tiende a ser respectivamente sencilla cuando se

utilizan tejidos juveniles.

Otro punto importante, son los componentes del medio de cultivo que se utiliza, estos
generalmente se han agrupado en cinco clases de compuestos: a) macro y microelementos,
b) sacarosa, ¢) vitaminas, d) nitrogeno reducido y e) reguladores de crecimiento. La clave
para que exista la regeneracion del explante por medio de brotes es el uso de cinctina, pero
el uso de auxinas en bajas concentraciones también ha presentado favorables resultados en

algunas especies de arboles lefiosos (Villalobos y Thorpe, 1991).

Existen también los factores fisicos, siendo los mas importantes los siguientes: a) la forma
fisica del medio, b) humedad en el medio y su atmosfera gaseosa, c) la exposicién a la luz,

y d) la temperatura (Villalobos y Thorpe, 1991).

En la mayoria de los cosos, se es necesario el trasplante a un medio modificado en cuanto al

balance tanto hormonal como nutricional, para la formacion de brotes adventicios. En otras
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circunstancias, el trasplante a un segundo medio de cultivo, tiene como objetivo, el
desarrollo de los tallos, en este caso el constante cambio de medio nos permite la

regeneracion de una gran cantidad de brotes.

En cuanto al recipiente que se utiliza para mantener los tejidos vegetales in vitro, es un
factor importante, ya que su volumen puede ser determinante, tanto para el almacenamiento
optimo de los explantes, como también para definir la frecuencia en que se realizaran los
subcultivos (Engelmann 1991; Keller et al., 2006). Tal y como lo probo Cousins y
Adelberg (2008), aumentando el tiempo de almacenamiento de seis semanas en recipientes
de 180ml, a un periodo prolongado de hasta 23 semanas en recipientes de 2.5 I, logrando

asi la optimizacién del almacenamiento.

La reduccioén del explante se puede lograr tanto con el control adecuado de fitohormonas
como también la disminucion del oxigeno (Sanchez y Jiménez, 2010). Sin embargo usar
este Ultimo método tiene como consecuencia conseguir explantes que presenten sobre

hidratacién, necréticos y su crecimiento sea mas lento (Engelmann, 1991).

Sin embargo en el establecimiento es posible el uso de reguladores de crecimiento, Ilamado
establecimiento con induccion rapida de brotes, tal y como lo realizo Ocampo y Nufiez,
(2007) en el cultivo de Psidium guajaba donde evaluaron diferentes medios de cultivo, MS
(Murashige y Skoog, 1962), Mc (George, Puttock y George, 1982) y WPM (Woody Plant
Medium, Lloyd and McCown, 1980), adicionados con 0,1 mg L™ de &cido indol acético
(AIA) y 0,25 mg L™ de 6-benzil aminopurina (BAP), 15 % y 30 % de sacarosa. Los medios
fueron ajustados a un pH de 5.8, se esterilizaron con autoclave durante 15 minutos a 15
libras de presion y 121 °C. Para la solidificacion de los medios se utilizé gelrite al 2%, el
medio de cultivo fue suministrado en 10 ml en cada recipiente donde se colocarian los
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explantes. Al igual que hiso Kyung- Moon et al. (2007), que al momento del
establecimiento utilizo un medio (MS), adicionado con sales basales, vitaminas y 1.0g L™
de 6-bencilaminopurina (BAP), floroglucinol 0.5 mM, 3 mM de 2-(N-morfolino) éacido
estanosulfonico (MES), 3 % de sacarosa y 0.7 % de Gellix®. Cada recipiente que se usé

contenia 50 ml de este medio con cuatro brotes ubicados horizontalmente.

2.5 Multiplicacién in vitro.

2.5.1 Caracteristicas de los requladores de crecimiento.

Las hormonas vegetales se caracterizan por ser pequefias moléculas quimicas capaces de
afectar tanto el desarrollo como el crecimiento de las plantas en bajas concentraciones,
estas hormonas son sintetizadas por las plantas. En etapa, cada planta se desarrolla y genera
cierto nimero de brotes, los cuales son subcultivados y transferidos a un medio de cultivo
fresco, dependera de la especie que se trabaja el éxito del trabajo, pero siempre se usara el
medio de cultivo utilizado para el establecimiento, sin embargo en esta etapa se es
necesario el aumento en la concentracion de los reguladores de crecimiento (citoquinina)

(Hartmann y Kester, 1995).

El descubrimiento de las primeras hormonas de crecimiento, tiene mucho que ver con la
observacion comun de las partes aéreas de las plantas, pues en su estudio se demuestra que
se inclinan hacia una fuente unidireccional de luz. Esta desviacion es a causa de un
crecimiento desigual en los dos lados de la planta madre, dandonos a conocer que es mas

favorable el crecimiento del lado donde la planta recibe mas luz a comparacion de la parte
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donde no hay luminosidad. Durante casi 50 afios de estudio, varios cientificos lograron
establecer que la flexion se debe a una sustancia natural, llamada acido indol acético (AlA),
generado en la punta de la planta y que se difunde hacia la parte de abajo, provocando un
desarrollo desigual en los dos lados. Por ser una sustancia difusible, se puede almacenar v,
aplicar en los explantes, dando asi una respuesta medible y creando asi el primer bioensayo
para crear una hormona vegetal. En los afios 1950 y 1960, surgieron otras sustancias de
origen natural, tales y como son las giberelinas (GAs), citoquininas (CQs), &cido abscisico
(ABA) y etileno, mostrando que su uso influye y presenta muchas respuestas en las plantas,
estas se encuentran entre las principales hormonas vegetales de uso comun (Srivastava,

2002).

2.5.2 Uso de las fitohormonas en el cultivo in vitro.

Las fitohormonas pueden tener un distinto fin, ya que pueden promover o inhibir algunos
desarrollos en las plantas a las que se les administran. Es por esto que se han clasificado en
estas dos acciones, donde dentro de las que promueven el desarrollo son cuatro grupos
destacando las auxinas, citocininas, giberelinas y etileno (Rost y Elliot, 1979). Las auxinas
como tal promueven la division celular en el cultivo de tejidos. También son caracterisadas
por ser “naturales” dentro de las que se encuentran AlA, indol-3-acetonitrilo, etilindol-3-
acetato, indol-3-carboxialdehido, indol-3-acetaldehido, indol-3-acetamida, acido indol-3-
carboxilico, &cido indol-3-propidnico, y otros; de todo este grupo la mas usada es AlA
(Scout, 1984). De igual manera existe un grupo de auxinas sintéticas provocando un efecto

fisioldgico similar al ya mencionado, en ellas se encuentran las siguientes: el 2,4-D, ANA y
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ABI; el uso de cada una de estas es denominado como un arte, pues no existe aun una
concentracion especifica de auxina que su uso es un arte ya que no es posible establecer
una concentraciéon particular de auxina que actué de manera satisfactoria en todos los

cultivos (Roca, 1993).

Las giberelinas tienen una procedencia del hongo Gibberella fujikuroi, estas intervienen en
el desarrollo celular, en la elongacion de los entrenudos y el crecimiento de los meristemos
0 yemas del explante in vitro; una funcion mas que presentan es que también pueden
romper la dormicion de embriones aislados o yemas (Pierik, 1990).

Skoog proposo el término cinina como generico en el afio de 1955, para toda aquella
sustancia que tuviera el mismo fin de actividad bioldgica, asi fuesen naturales o sintéticos.
Pues el principal papel de las citoquininas es promover la division celular o citosinesis, la
induccion de yemas adventicias en callos y la proliferacion de brotes axilares por la ruptura
de la dominancia apical (Murashige y Skoog, 1962). La mayor parte de las citoquininas son
derivados de la adenina, ya sean naturales o sintéticas (Hurtado y Merino, 1988). Las
citoquinas que tienen un uso mas frecuente son la KIN, BAP (bencil amino purina),
kinetina, 2-ip (isopentenil-adenina) y zeatina (extraida del endospermo del maiz) (Gamborg
et al., 1968). Algunas citoguininas como la KIN no presentan alguna actividad si no es en
presencia y conjuncion con una auxina.

Y en el grupo que tiene la accién de inhibir se encuentran las el &cido abscisico (ABA), los
inhibidores, morfactinas y retardantes del crecimiento (Rost y Elliot, 1979). Pero cabe
mensionar que el (ABA) tiene otras funciones, en algunos casos interviene en la
maduracion de embriones y en los cultivos de células en suspension provee la

sincronizacién de la division celular (Pierik, 1990).
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En el cultivo de higuera ha demostrado tener tanto auxinas como giberelinas, en altas
concentraciones Bradley y Crane (1969). En general, las concentraciones de auxina fueron
mayores en la primera cosecha de fruto, y las concentraciones de giberelinas mayor en el
segundo. Las altas concentraciones de giberelinas coincidieron con los bajos de auxinas y
viceversa.

Kumar et al. (1998), nos comentan el uso de algunas fitohormonas en el cultivo de tejidos
de higuera, empleando en un medio (MS) (1962) suplementado con 2.0 mg L™ BAP y 0.2
mg L™ ANA. Los brotes regenerados in vitro se multiplicaron atin mas en esas condiciones
y la tasa de multiplicacion promedio fue de cuatro por subcultivo y se establecié en un 90
%.

Existen hormonas de crecimiento que tienden a sustituir tanto la actividad de la citoquinina
como la actividad de la auxina (Mok et al., 1982; Visser et al.,1992; Huetteman y Preece
1993; Murthy et al., 1998), también se ha comprobado que en muchos cultivos el uso de
este regulador de crecimiento es eficaz para la estimulacion y regeneracién de brotes
(Yakushiji et al., 2003; Gu y Zhang 2005; Du et al., 2006; Debnath et al; 2006), tal y como
lo menciona Wang et al. (2008), al demostrar que el uso de TDZ en el cultivo de
Boehmeria nivea (L.) Gaud, fue més eficaz al momento de compararlo con BAP, KT y ZT
bajo las mismas condiciones. Olivera et al. (2000) al utilizar TDZ comprueba que con el
uso de esta fitohormona es posible obtener brotacion anticipada, en comparacion con la
aplicacion de la ciatina y BA, ya que con el TDZ se logré obtener brotes en un periodo de 8

dias trascurridos desde el cultivo en Gerbera jamesonii H. Bolus.
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2.5.3 Requladores de crecimiento de nueva generacion.

Existen hormonas promotoras de crecimiento denominadas de “nueva generacion” tal y
como es el 1-TRIACONTANOL (TRIA). EI 1-Triacontanol es un alcohol saturado de
cadena larga (Cs Hs2 O) que se sabe tiende a presentar una actividad promotora de
crecimiento cuando se suministra exdgenamente en la planta ademés de una alta tasa de
asimilacion fotosintética de CO, (Houtz et al., 1985). Es un componente natural que crece
en la parte epicuticular de las plantas. Investigaciones recientes en distintas variedades de
plantas han aportado pruebas convincentes sobre el uso de esta fitohormona (Borowski et
al., 2000, Kumaravelu et al., 2000). La aplicacion exdgena de TRIA en combinacion con
Ca**/Mg*? genera una répida estimulacion en las raices (Lesniak et al., 1986). Se ha
utilizado también para la induccion de embriogénesis somatica en Coffea Arabica L. donde
el uso de TRIA provoco el aumento de la media de embriones por explante y el alza de
explantes productores de embriones (Gatica et al., 2008). También se han mostrado buenos

resultados en Bupleurum fruticosum, con la aplicacion del TRIA (Fraternale et al., 2002).

2.6 Uso de biorreactores.

En los Gltimos afios se ha tratado de mejorar el sistema de cultivo de tejidos, principalmente
en el costo-beneficio, se ha realizado el uso del medio liquido, sin embargo el contacto
constante del explante con el medio puede producir vitrificacion en estos, para lograr
reducir o eliminar de forma permanente este problema, se proponen sistemas donde el
explante estd en un contacto intermitente con el medio, este sistema produce una

renovacion continua de la atmosfera evitando asi la acumulacién de gases toxicos como por

18



ejemplo el etileno (Giménez y Colmenares, 2004); Con este fin se han logrado disefiar
distintos sistemas semi-automatizados también conocidos como biorreactores, los cuales
han tenido un éxito usual quienes lo han aplicado en distintos cultivos. Este tipo de sistema
provee una mejor asimilacion de nutrientes a los explantes ya que se esta en contacto total
con el medio liquido. En los ultimos afios se ha dado a conocer el uso de un nuevo tipo de
biorreactor denominado RITA® (récipient & inmersién temporaire automatique), su
funcionamiento es sumergir el cultivo vegetal por cortos periodos de tiempo (Etienne y
Berthouly, 2002). Este sistema ha proporcionado resultados importantes tanto en
produccion como en calidad de las vitroplantulas que se llegan a obtener, asi lo ha sido en
cultivares como café, rabano, banano, palma de aceite, citricos, entre otros. Sin embargo es
de gran importancia administrar los tiempos de inmersién que se les den a los explantes,
pues de esto depende su desarrollo y el evitar la hiperhidricidad (Berthouly y Etienne,
2005). Resultados que sin duda han logrado una reduccion en los costos de produccion y
coeficientes de multiplicacion altos. Teisson et al. (1993), indican que los explantes
obtenidos a base de este sistema tienden a presentar un alto porcentaje de enraizamiento y

sobrevivencia en la etapa de aclimatizacion.

Quiala et al. (2012), mencionan la comparacion de ambos sistemas de cultivo de tejidos,
utilizando la misma concentracion de BA para estos dos sistemas, los resultados fueron los
siguientes; en el sistema de inmersion temporal logro una media de 7.7 en brotacion,
mientras que en el sistema tradicional semisolido los resultados arrojaron una media de 3.6
brotes, comprobando de esta manera que el SIT es un sistema eficaz en cuanto a la
regeneracion de brotes en Tectona grandis L. Este sistema ha sido probado en distintos

cultivos, tal es el caso donde Vilchez et al. (2007), demuestran una vez mas que el uso del
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SIT es mas eficiente ante el sistema tradicional semisolido, esto en zabila, donde
obtuvieron mejores resultados tanto en multiplicacion como en longitud del explante. Otro
ensayo con este tipo de sistema fue realizado por Castro y Gonzélez (2002), al multiplicar
Eucalyptus grandis Hill ex Maiden y proponer una cantidad de nueve explantes como
ndmero Optimo para el desarrollo de estos, permitiendo lograr asi un coeficiente de
multiplicacién de 11.5 brotes y la mejor calidad de estos. Dando como resultado cinco

brotes nuevos por vitroplantula que se colocé.

2.7 Propagacion in vitro por microestacas

Ya que la produccion de plantas producidas in vitro ha generado sin duda grandes
beneficios a quien busca la conservacion de especie, produccién masiva de plantas madre,
la generacion de plantas en un menor o corto tiempo entre otros puntos importantes que

presenta esta técnica.

Berthouly (1995), al buscar nuevas alternativas para mejorar resultados y beneficios para la
micropropagacion de café, usan como explantes de partida microestacas, con el uso del
sistema de inmersion temporal RITA®. Estas microestacas que utilizan para su
propagacion tienen como caracteristica un tamafio medio de entre 3 a 4 cm de largo
presentando de una a dos hojas. Colocando 10 explantes por unidad de cultivo
denominados RITA®. Los resultados que obtuvieron en esta investigacién fueron realmente
buenos pues disminuyeron el tiempo de la tasa de multiplicacién a comparacion del
sistema tradicional, ya que la misma tasa de multiplicacion que se obtiene en un periodo de

3 meses en el sistema tradicional en este sistema de reduce a tan solo 6 semanas, logrando
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asi llevarlas a la etapa de subcultivo en condiciones de invernadero directamente en tan
solo dos meses, con plantas que tenian 4 pares de hojas y entrenudos elongados tamafio

ideal para lograr esta fase de la investigacion.

2.7.1 Aclimatizacion.

El proceso de aclimatizacion de las plantulas que se obtienen con el sistema de cultivo in
vitro tiende a ser muy complicado, sobretodo en este tipo de especies consideradas lefiosas
Martinez et al. (2005), realizaron un ensayo con la variedad de Eucalyptus Urophylla S. T.
Blake EucalyptuS Grandis Hill Ex Maiden, donde tomo como plantas ideales para la fase
de aclimatizacion explantes que van de 3 a 7 cm de longitud con por lo menos 3 raices,
fueron clocadas en bolsas que contenian suelo arcilloso arenoso como sustrato, teniendo un
70 % de sombra en el vivero donde fueron colocadas, dandoles aspersion durante 15 dias y
fertilizacion a los 25 dias de que se inici0 la etapa de aclimatizacion y aspersiones con
oxicloruro de cobre cada 7 dias. Con este proceso lograron obtener plantas de
aproximadamente 20 cm de altura en un tiempo de dos meses las cuales fueron
consideradas para ser trasplantadas a campo, con la variedad de E. urophylla se obtuvo un

85 % de aclimatizacion y E. grandis 75 %.

Fraguas et al. (2012), indican que la falta de informacién sobre el cultivo de Ficus carica es
una gran limitante tanto para su establecimiento como para su aclimatizacion. El objetivo
de su trabajo fue la evaluacion de distintos tiempos en el medio de cultivo y el sustrato
donde se tenian las plantas. Las plantas provenientes de in vitro estuvieron en un medio de

cultivo Wood Plant Medium (WPM), y las evaluaciones en la etapa de aclimatizacién
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fueron en 0, 15, 30, 45 y 60 dias. Las plantas con mejor caracteristica para ser llevadas a
etapa de aclimatizacion son las obtenidas después de estar durante 30 dias en el medio de
cultivo (WPM), llega a la conclusién que las plantas in vitro tienen diferencia estomatica a

comparacion de las plantas que son generadas en viveros.
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3. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo general.

Disefar un protocolo eficiente para el establecimiento y multiplicacion in vitro del cv.
Netzahualcoyotl de higo, seleccionado en el estado de México por su alta productividad y
calidad, utilizando diferentes reguladores del crecimiento bajo un sistema de inmersién

temporal.

3.2 Objetivos especificos.

1.- Evaluar el uso de diferentes reguladores de crecimiento en la multiplicacion masiva y
enraizamiento de higo generados in vitro bajo tres sistemas de micropropagacion (ST, SIT

Y por microestacas).

2.- Evaluar la tasa de multiplicacion in vitro de brotes axilares entre los sistemas

semisolidos con agar (ST) y el sistema de inmersion temporal (SIT).

4. HIPOTESIS.

La capacidad morfogenética in vitro del higo (Ficus crica L.) serd& mas eficiente y
productiva en un sistema de micropropagacion por inmersion temporal (SIT) que en los

sistemas semisolidos (SS).
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Area de trabajo.

Laboratorio de cultivo in vitro y area de invernaderos, Colegio de Postgraduados, Campus

Montecillo, Estado de México durante 2011 al 2013.

5.2 Desinfestacion de los explantes a utilizar.

Se utiliz6 como material de partida 100 apices de arboles adultos de higuera cultivar
Netzahualcdyotl de aproximadamente 10 afios de edad, con alrededor de 1 cm, provenientes
de invernadero, de la Universidad Auténoma Chapingo. La etapa de desinfestacion
consistié en retirar las hojas mas grandes de los apices y posteriormente lavarlos con jabon
comercial y agua corriente durante 10 min, de esta manera se facilité la limpieza de los
apices retirando el polvo u otro material ajeno al necesario. Posteriormente, fueron tratados
con 2 g L™ de fungicidas y bactericidas comerciales (Captan®, Promyl® y Agry-gent plus
806®) en agitacion (250 rpm) durante 15 min. Se evaluaron diferentes tiempos de
Hipoclorito de calcio comercial (20 %) y etanol (OH al 70 %), segin (Hepaksoy y Aksoy,
2006) y (Kumar et al., 1992); Cuadro 3. Por ultimo los explantes fueron enjuagados durante
5 min, tres veces con agua destilada estéril en la campana de flujo laminar (Cura et al.,

2004) retirandoles las partes vegetativas dafiadas por la desinfestacion, de esta manera se
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obtuvo la parte adecuada quedando en un tamafio aproximado de 0.5 cm (Salazar et al.,

2009).

Cuadro 3. Tratamientos de Etanol y Cloro comercial par desinfestacion de apices de

higuera.

Tratamientos para la desinfestacion de apices de higuera cultivar Netzahualcoyotl.

T1 Etanol (OH) 70 % durante 30 seg. + Cloro comercial (Cl) 20 % durante 30 min.
T2 Etanol (OH) 70 % durante 1 min + Cloro comercial (Cl) 20 % durante 30 min.
T3 Etanol (OH) 70 % durante 30 seg + Cloro comercial (Cl) 20 % durante 20 min.
T4 Etanol (OH) 70 % durante 1 min + Cloro comercial (Cl) 20 % durante 20 min.

5.3 Establecimiento in vitroen el ST.

Para el establecimiento in vitro se introdujo un apice por tubo de ensaye de una dimension
de 15 x 100 mm que tuvieron 10 mL de medio MS (Murashige y Skoog 1962) modificado
con la sustitucion del Cloruro de calcio por el Nitrato de calcio y se eliminé el loduro de
potasio (Cuadro 4). El medio fue solidificado con 6 g L™ de agar y complementado con 30
gL' desacarosay1g L™ de carbon activado, para disminuir la oxidacion del explante. El
pH se ajustd antes de la esterilizacion con autoclave a 5.7. Todos los explantes fueron
colocados de manera vertical sobre el medio de cultivo en una cdmara de incubacion a 25
+ 2 °C con 16 horas luz y 8 de obscuridad y una intensidad luminosa de 47.3 pmol-m2s™.

Colocando un total de 25 explantes por tratamiento y por repeticion.
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Cuadro 4. Medio de cultivo utilizado para la micropropagacion de higuera.

Medio MS
Macronutrientes mM
Nitrato de Amonio 20
Nitrato de Potasio 18.8
Nitrato de Calcio 30
Sulfato de Magnesio 15
Fosfato de Potasio 12
Micronutrientes UM
H3BO; 100
MnSO, 4H,0 100
ZnSO4 7TH,0 30
Na;MoO, 2H,0 1
CuS0O, 5H,0 0.1
CoCl, 6H,0 0.1
Quelatos UM
FeSO, 7H,0O 2.72
EDTA 1
Vitaminas mg L™
Inositol 100
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina HCI 0.5
Tiamina HCI 0.1
Acido ascorbico 100
Agar 6gL™
Azlcar 30gL™?
Carbon Activado 1gL™?
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5.4 Multiplicacion in vitro en el ST.

Durante la etapa de multiplicacion, que inicié después de 30 dias de su establecimiento se
evaluaron los siguientes tratamientos: T1 0.2 mg L™ de Benciladenina (BA) + 0.02 mg L™
de Acido Naftalen Acético (ANA) y T2 0.5 mg L™ de BA + 0.05 mg L™ de ANA. Estos
tratamientos fueron evaluados cada treinta dias durante cuatro subcultivos. Para el
subcultivo cinco se incorporé un tercer tratamiento con 0.1 mg L™ de Thidiazuron (TDZ) +
0.01 mg L™ de ANA. Con la finalidad de conocer a qué tipo de hormonas de crecimiento
responde de mejor manera el cultivar de higuera Netzahualcdyotl. Para la implementacion
de este tercer tratamiento se utiliz6 material vegetal proveniente de los dos primeros
tratamientos, también se decidié cambiar el uso de tubos de ensaye por frascos de vidrio de
100 mL con 20 mL de medio, ya que el explante tiende a producir hojas de gran tamafio
afectando su desarrollo dentro de los tubos de ensaye, de igual manera se probé la posicion
de los explantes en forma horizontal eliminando los &pices, buscando un mejor

aprovechamiento e interaccion entre el tejido y el medio de cultivo dentro de los frascos.

5.5 Comparacion entre 1-Triacontanol (TRIA), ANAy BA.

El experimento se realiz6 con la finalidad de visualizar el comportamiento de las plantas a
la exposicion del TRIA (Sigma® catalogo N° T3777) denominado como regulador de nueva
generacion. Los efectos se compararon con los reguladores comunes, utilizando un medio
de cultivo igual a la etapa de multiplicacion. El 1-triacontanol se uso en distintas

concentraciones 0, 2, 5, 10 pg L™ junto con 0.1 mg L™ de BA + 0.01 mg L™ de ANA, los
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tratamientos fueron comparados con la mejor relacion y concentracion de la multiplicacion
(0.5 mg L™ de BA + 0.05 mg L™ de ANA) que fungié como testigo (Cuadro 5). Los tejidos
fueron colocados en frascos de vidrio de 100 mL con 20 mL de medio en posicion
horizontal, eliminando el &pice y las hojas. Todos los tejidos fueron colocados en una
camara de incubacion a 25 + 2 °C con 16 horas luz y 8 de obscuridad y una intensidad

luminosa de 47.3 umol-m?-s™.

Cuadro 5. Tratamientos de 1-Triacontanol contra ANA y BA.

Tratamientos
TRIA2pugL"+BA 0.1 mgL™*+ ANA 0.0l mg L™
TRIA5pgL*+BA 0.1 mgL™*+ANA 0.0l mg L™
TRIA10 pg L*+BA 0.1 mg L™* + ANA 0.01 mg L™
BA05mgL™+ANA0.05mgL™

5.6 Multiplicacion en Sistema de inmersién temporal (RITA®)

5.6.1 Material vegetal

Una vez definido el protocolo de multiplicacién en agar se procedié a implementar su uso
en el sistema de inmersion temporal (SIT). Se usaron porciones de tallo (nudos con 1 0 2
yemas) que fueron multiplicados en sistema semisélido de aproximadamente 1 cm de

longitud. Para este procedimiento de multiplicacién fue necesario retirar por completo las
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hojas y el apice, para romper la dominancia apical y que se lograra obtener mayor

brotacion.

5.6.2 Multiplicacion en el SIT.

Para la prueba de este sistema, se colocaron 10 explantes por biorreactor tipo RITA® de 1 L
de capacidad previamente esterilizados en autoclave durante 20 minutos a 1.5 Ib pulgada 2
con 150 ml de medio liquido Se usé el medio MS con las mismas caracteristicas que el
medio de cultivo utilizado en el sistema tradicional (ST) sin agar ni carbén activado. Se
evaluaron los siguientes tratamientos: BA 0.5 g L + ANA0.05g LYy TRIA10 ug L™ +
BA0.1gL™+ANAO0.01gL™ Las condiciones de incubacién en la camara fueron de 25 +
2 °C, con 16 horas luz y 8 de obscuridad y una intensidad luminosa de 47.3 pmol-m™-s™. Se
probaron 3 intervalos de inmersion de 1 min cada 4, 6 y 12 horas, destinandose dos RITA®
por tratamiento. La evaluacion de los explantes fue realizado 30 dias después de

establecidos los experimentos.

5.7 Enraizamiento de microestacas en condiciones asépticas in vitro.

Se planted una alternativa mas para generar plantas de higuera intensivamente. Con este

sistema se pretendié generar un mayor nimero de plantas en el menor tiempo posible con

uniformidad y libres de enfermedades. Se utilizaron porciones de tallo con uno o dos nudos
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de arboles adultos de higuera provenientes de invernadero ubicado en las instalaciones de la

Universidad Autonoma Chapingo.

5.7.1 Desinfestacién de microestacas.

Las microestacas fueron tratadas con jabon comercial y agua corriente, durante 10 min,
posteriormente, una vez ya limpias fueron sometidas a 2 g L™ de fungicidas (Captan® y
Promyl®) y bactericidas comerciales (Agry-gent plus 806®), los explantes fueron expuestos
a estos productos durante 15 min a 250 rpm, posteriormente se les aplicé el tratamiento de
desinfestacion obtenido en el sistema semisélido de etanol (OH) al 70 % durante 30

segundos y cloro comercial (Cl) al 20 % durante 20 min.

5.7.2 Material usado para la siembra de microestacas.

En el primer experimento se usaron charolas marca SIGMA® completamente estériles
provenientes de fabrica, con peat moss y agrolita 2:1 v/v. La mezcla se esterilizé durante

una hora un dia antes de ser utilizado en la siembra de los explantes.

En el segundo, tercer y cuarto experimento se utilizaron tubetes de 11.5 cm de alto por 6
cm de ancho que fueron previamente desinfestados con cloro y se utiliz6 como sustrato
arena de rio con agrolita 2:1 v/v, que fue previamente esterilizado por lo menos 1 hora
antes de ser utilizado. Los tubetes fueron cubiertos con bolsas de polipapel, que fungieron

como domos Y tela rafe en la base de este para evitar la pérdida del sustrato.
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5.7.3 Etapa de establecimiento y enraizamiento de microestacas.

El uso de microestacas en el experimento donde se usaron charolas SIGMA®, presentaban
por lo menos una yema axilar y estuvieron sujetas a los siguientes tratamientos de AIB; 10
pg L™ 20 pg L™, 30 pg L, 40 ug L™ y 50 pg L™ y el testigo sin hormonas. Después de la
aplicacion de los tratamientos, las charolas fueron colocadas en la camara de incubacién
que presenta las siguientes condiciones 25 + 2 °C, con 16 horas luz en donde duraron un
periodo de 30 dias consecutivos, monitoreadas constantemente durante su estancia en la

camara de incubacion.

Las microestacas que fueron empleadas en los siguientes experimentos tuvieron por lo
menos una yema axilar y fueron preparadas igual que las anteriores. Los tratamientos que
se probaron fueron cuatro concentraciones 250, 500, 750 y 1000 ppm formuladas a partir
del enraizador comercial Radix 10000® mas un testigo. EI modo de riego para este sistema
fue por medio de capilaridad con agua destilada agregando 2 g L™ de Captan ® para asi
mantenerlas libres de algin contaminante que les pudiera afectar, este proceso se llevo a
cabo en el interior de la camara de incubacién, donde nuestras estacas estuvieron por un

periodo de 30 dias.
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5.8 Variables estudiadas.

En la etapa de desinfestacion se evalud el porcentaje de apices libres de hongos y bacterias
generados por los tratamientos compuestos por etanol e hipoclorito de calcio comercial.
Una vez conseguido el establecimiento del cultivar de higuera Netzahualcdyotl se
evaluaron el nimero de brotes, hojas y el tamafio por explante, variables que se estudiaron
en el sistema semisdlido con hormonas de crecimiento de uso comun y con 1-triacontanol,
asi como también en el sistema de inmersion temporal. Por otro lado las variables
estudiadas en los experimentos con microestacas fueron el porcentaje de sobrevivencia,

enraizamiento, raiz con mayor longitud y nimero de raices por microestaca.

5.9 Andlisis Estadistico.

5.9.1 Propagacién en el ST y SIT.

Se condujeron cuatro experimentos por separado. Para la etapa de establecimiento se
utilizé un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos los cuales constaron de 25
repeticiones. La unidad experimental consto de un explante. Repitiendose dos veces en el
tiempo. En el uso de hormonas convencionales también fue usado un disefio
completamente al azar que consto de seis repeticiones por tratamiento, la unidad
experimental consto de cuatro explantes por frasco de vidrio de 100 mL con 20 mL de
medio y se repitio 11 veces mediante subcultivos sucesivos. Los experimentos llevados a

cabo para evaluar el regulador de crecimiento 1-triacontanol (TRIA), se utilizo un disefio
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completamente al azar con ocho repeticiones por tratamiento y la unidad experimental
constd de cuatro explantes por frasco de vidrio de 100 mL con 20 mL de medio y se repitio
seis veces en el tiempo. Por otro lado, los experimentos llevados a cabo para evaluar el
sistema de inmersion temporal SIT, se utilizd un disefio completamente al azar con dos
repeticiones por tratamiento. La unidad experimental consté de un biorreactor tipo RITA®
con 10 explantes cada uno y los experimentos fueron repetidos durante tres veces mediante
subcultivos sucesivos. Los resultados fueron analizados por medio del ANOVA y cuando
hubo diferencias significativas se utilizé la separacion de medias con la prueba de Tukey (p

<0.05), utilizando el paquete The SAS System for Windows 9.0.

5.9.2 Propagacién por microestacas.

En el experimento con AIB liquido se produjeron 6 tratamientos con una repeticion cada
uno. La unidad experimental consto de 20 explantes por tratamiento, el experimento se
realizd una vez en el tiempo para el andlisis de las variables estudiadas utiliz6 un ANOVA
con una prueba de medias de Tukey con un nivel de significancia de a = 0.05. Por otro lado
en el experimento para evaluar el uso de Radix 10000® se realizaron 5 tratamientos con 3
repeticiones cada uno. La unidad experimental consto de 20 explantes por tratamiento, el
experimento se realizd durante tres veces en el tiempo. En el analisis de las variables se
utiliz6 un ANOVA con una prueba de medias de Tukey con un nivel de significancia de a

= 0.05 utilizando el paquete The SAS System for Windows 9.0.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Etapa de desinfestacion.

Durante la etapa de desinfestacion de los apices de Ficus carica L. utilizados para el
establecimiento del cultivo in vitro. Se observo una diferencia significativa (p < 0.05) entre
los tratamientos evaluados. EI mejor resultado lo mostro etanol al 70 % durante 30 seg y
una inmersion de 20 min en la solucion de cloro comercial al 20 %, registrando un 90 % de
explantes establecidos (Cuadro 6), estos resultados fueron consistentes durante las dos
ocasiones en que se repitié el experimento. Mientras que con los tres tratamientos restantes

se observd una mayor incidencia de contaminacion y oxidacion.

Flores et al. (2009), Mencionan que la etapa de desinfestacion en el cultivo in vitro es la
etapa mas complicada en la higuera, ya que se presenta contaminacion de hongos como por
bacterias, estos autores utilizaron una serie de tratamientos para la desinfestacion de mini
estacas de 3 cm de longitud, 6 g L™ de benomilo®, 6 g L™ de sulfato de gentamicina y de
clorhidrato de oxitetraciclina y 3.5 g L™ de dimetil tiocarbamato por un periodo de 90
minutos. Posteriormente se llevo a cabo una segunda desinfeccion con hipoclorito de sodio
al 4 % durante 10 min dentro de la campana de flujo laminar y en seguida tres enjuagues
con agua destilada estéril, con este método de desinfestacién lograron un porcentaje de
explantes limpios libres de agentes patdgenos del 32 %. Mientras que Flores y Jiménez
(2007), llevaron a cabo la desinfestacion de estacas provenientes de invernadero de 8 cm de
longitud de Ficus carica L. con un lavado de agua y jabon comercial y posteriormente el

uso de fungicidas y bactericidas en cantidades que van de 6 g L™ Benlate, 6 g L™ Agri-
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mycim y 3.5 gL de Ferban por un periodo de 75 min, consecutivamente se realizaron 3
enjuagues con agua destilada estéril, en seguida se colocaron en una solucion de hipoclorito
de sodio al 3.5 % durante 10 minutos dentro de la campana de flujo laminar y nuevamente
se les realizo 3 enjuagues méas. Los resultados obtenidos por estos autores no concuerdan
con los nuestros ya que tuvieron un 20 % de contaminacion fungosa y 100 % de

contaminacion bacteriana.

Lt

Figura 1. Explante de higuera en desarrollo y libre de agentes contaminantes.

Cuadro 6. Porcentaje de apices libres de agentes fungicos y bacterianos con 4 distintos

tiempos de etanol al 70 % y cloro comercial al 20 %.

Tratamiento Porcentaje de Medias

establecimiento.

OH 30 seg, Cl 20 min 90 + 3.15 a’
OH 1min, CI 20 min 81+ 21.03 b
OH 1 min, CI 30 min 75+ 28.31 b
OH 30 seg, CI 30 min 60 + 35.41 c

Las variables expresadas en porcentajes, para su analisis fueron previamente transformados con la
funcion arcosenX 2. Porcentajes de 50 explantes por tratamiento durante dos repeticiones. > Medias

con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p <0.05).
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6.2 Capacidad de brotacion de los explantes durante los primeros subcultivos.

En el primer subcultivo no existieron diferencias significativas (p < 0.05) en relacion al
namero de brotes entre tratamientos, sin embargo, se observo en promedio 2 brotes por
explante, pero si se present6 una diferencia significativa (p < 0.05) (Cuadro 7) en el nimero
de hojas teniendo hasta 3 hojas por explante con BA 0.5 mg L™ + ANA 0.05 mg L™, en
cuanto al tamafio alcanzado también existio diferencia significativa (p < 0.05) entre
tratamientos logrando una elongacién promedio de 2 cm con BA 0.2 mg L™ + ANA 0.02
mg L™ . Flores et al. (2009), al reducir sus estacas a 3 cm de tamafio de Ficus carica L. y
haberles eliminado el tejido dafiado durante el proceso de desinfestacion, obtuvieron un 25
% de brotacion con 3 brotes por tejido vegetal en la etapa de establecimiento al haber
utilizado un medio MS a la mitad de sales minerales con 30 g L™, 1 mg L de BA
adicionandole 300 mg L™ de é4cido ascérbico, 175 mg L™ de ciprofloxacina y 3.5 g L™

phytagel con 5.7 de pH.

Cuadro 7. Numero total de brotes, hojas y tamafio alcanzado durante el primer
subcultivo de &pices de higuera cultivar Netzahualcdyotl, establecidos en un medio ms

modificado con dos relaciones de BA'y ANA.

Tratamiento Brotes Hojas Tamarfio
BA0.2mgL '+ ANAO0.02mgL" 175+096a 1.33+0.88b 1.29+0.62a
BA0.5mg L'+ ANAO0.05mgL* 175+105a 3.16+285a 0.75+0.39b

Medias de 24 unidades de explantes de higuera en relacién a brotes hojas y tamafio. Medias con letras
distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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6.3 Periodo de estabilizacion de los cultivos.

Al principio de todo cultivo los tejidos suelen exhibir respuestas de crecimiento
impredecible en las especies perennes tanto herbaceas como lefiosas. La estabilidad en la
etapa de multiplicacion y desarrollo del tejido vegetal suele ocurrir después de multiples
subcultivos (Trigiano y Gray, 2000). Durante el periodo de los primeros subcultivos
independientemente del tratamiento, se observé una fluctuacion en el indice de
multiplicacién que presento el cultivar de higuera entre un subcultivo y otro, sobre todo
entre el 4 y 5. En la Figura 2 se observa que se logro conseguir la estabilizacion del cultivo
hasta el séptimo subcultivo, donde a partir de este se mantuvo el nimero de brotes entre 30-
50 segun el tratamiento. Ese tiempo lo han descrito algunos autores como Hartmann et al.,
(1990), donde mencionan que por lo general lleva de 5 a 6 meses en que se logre la
estabilidad y esto depende de la especie. Comportamiento que también depende del estado
juvenil del cultivo. La etapa de estabilidad de los cultivos se define como el periodo en el
cual los tejidos estandarizan la emisién de brotes después de un cierto numero de
subcultivos sucesivos y en general los tejidos juveniles se estabilizan en un tiempo mucho
mas corto que los tejidos de origen adulto, en donde es necesario un régimen de subcultivos
sucesivos durante un periodo de tiempo variable. Corredoira et al., (2011), observaron que
el periodo de estabilidad de los cultivos de Alnus glutinosa L. establecidos a partir de
estaquillas de 2 a 4 cm de longitud de 20 y 25 afios de edad, fue mayor (12 meses) en el
material de partida que era ontogénicamente mas viejo, mientras que este disminuyo a 5

meses con el clon G1 que fue el material mas juvenil.
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40 -

T1: BA: 0.2 mg L-1 + ANA: 0.02 mg
30 L-1

T2: BA: 0.5 mg L-1 + ANA: 0.05 mg
20 L-1

T3:TDZ: 0.1 mg L-1 + ANA: 0.01 mg
10 A L-1

Numero de Brotes por Tratamiento

Figura 2. Etapa de estabilizacion de Ficus carica L. cultivar Netzahualcdyotl bajo tres
distintos tratamientos de ANA, BA'y TDZ en el sistema tradicional de cultivo in vitro.

6.3.1 Efecto de los reguladores de crecimiento ANA, BAy TDZ

Durante la evaluacién realizada en el sistema tradicional semisolido, se pudo observar que
la brotacién obtenida con cada uno de los tratamientos formulados arrojo resultados
exitosos (Figura 3 a), debido al método de cultivo que se utilizd entre cada subcultivo al
colocar los explantes de manera horizontal y seccionar los apices de cada una de las
plantas, pues esto contribuye a eliminar la dominancia apical, evitando de esta manera que
la mayoria de los nutrientes se dirija hacia esta parte pues es la mas demandante, con este
metodo los nutrientes pueden distribuirse por toda la planta y las yemas laterales
aprovechan los reguladores de crecimiento para su brotacion y desarrollo, teniendo
asimismo una mayor cantidad de brotes laterales, El tratamiento que presento la mayor tasa
de multiplicacion en el periodo estable del cultivo fue el de 0.2 mg L™ de BA + 0.02 mg L™

de ANA generando 2.17 brotes por explante (Figura 3 c), caso contrario de Flores et al.
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(2009), mencionan que al usar microestacas de 3 cm de longitud consigui6 hasta 6 brotes
por explante con 1 mg L™ de BA mientras que con 0.5 mg L™ se redujo la generacién de
brotes, observando que entre méas cantidad de BA se disminuye la cantidad de brotes, tal y
como se observd en nuestra investigacion. En cuanto a la produccion de hojas el mejor
tratamiento fue también el de 0.2 mg L™ de BA + 0.02 mg L™ de ANA presentando 2.13
hojas por vitroplanta (Figura 3 c), y para el mayor tamafio donde se obtuvo una diferencia
significativa (p < 0.05) con el tratamiento de 0.5 mg L™ de BA + 0.05 mg L™ de ANA, se
alcanzo6 un tamafio promedio de 1.91 (Figura 3 d) al igual que Borges et al. (2004); Con el
uso de BA en concentraciones de 0.5 mg L™ en el sistema semisélido la especie de Ficus
carica L. cultivar roxo de valinhos, tiende a presentar un desarrollo de 2.62 cm por
vitroplantula, mientras que al aumentar la dosis de BA a 2.0 mg L™ tuvieron disminucién
tanto en brotacion como en el tamafo de brote, estos tuvieron un desarrollo tan solo de 1.5
cm. El resultado obtenido para la variable longitud de brotes (2.62 cm) también estuvo en
linea con la respuesta de Ficus carica c.v kalamon adicionandole 0.5 mg L™ de BA
(Pontikis y Melas, 1986). Mientras que el tratamiento con TDZ obtuvo la menor tasa de

multiplicacién al igual que la menor produccién de hojas por tejido vegetal (Cuadro 8).

La polaridad de regeneracién del tejido vegetal puede tener una variacion con el genotipo y
puede ser revertida por los tratamientos de reguladores de crecimiento que se le suministren
(George, 1993). Un aspecto importante para lograr un mayor nimero de brotes es la
ubicacion de los tejidos vegetales en el medio de cultivo, al colocarlos de forma horizontal
estos asimilan de mejor manera los nutrientes ya que estan en contacto total con el medio
de cultivo, factor importante para su desarrollo. Victoriano et al. (2010); prueba que la

posicién en que se coloca el explante y este en contacto con el medio de cultivo tiende a ser
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un factor de gran importancia para su asimilacion de nutrientes, emision de brotes y la
formacion de hojas en Vaccinium corymbosum L. obteniendo 5 brotes y 20 hojas
expandidas por vitroplantula, al colocarlos de manera vertical, caso contrario al momento
de ser orientados horizontalmente, pues de esta manera alcanzaron hasta 27 brotes y 55
hojas expandidas por tejido vegetal, los tejidos presentaron una marcada polaridad
morfogenetica al ser colocados en esta posicion, esta respuesta seguramente podria deberse
a que el explante tiene una mayor superficie de contacto con el medio de cultivo (Debnath y
McRae, 2002; Debnath 2005), demostrando que la orientacion de estos en el medio de
cultivo es un importante factor para el aumento de brotes como de hojas, método que se
pudo comprobar con la especie Ficus carica L.(Figura 3 b).

Cuadro 8. Efecto de ANA, BA y TDZ en tres distintos tratamientos en relacion a

namero de brotes, hojas y tamafio del explante de higuera en el sistema tradicional
(ST).

Tratamientos Ndmero de NUmero de Tamafio (cm)
Brotes Hojas
BAO0.2mgL®+ANA0.02mg L™ 217+145a 213+ 2.09a 143+0.55b

BA0.5mgL™+ANA0.05mg L™ 1.88+0.91ab 173+ 217ab 191+0.69a

TDZ0.1mgL™*+ANA0.01 mg L™ 1.72+0.92 b 1.32+208b 1.73+0.89a

Medias de 24 unidades en el tiempo. Letras diferentes entre columnas existe diferencia significativas con p <
0.05 de acuerdo con la prueba de Tukey.
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Figura 3. Aspecto de brotes de higuera cultivar Netzahualcdyotl en el sistema
tradicional (ST). a) Condiciones de cultivo en los tres diferentes tratamientos de
hormonas de crecimiento convencionales. b) Modo de localizacion de los explantes
dentro de su frasco. ¢) Nimero de brotes y nimero de hojas con BA 0.2 mg L™ + ANA
0.02 mg L™. c¢) Tamafio promedio obtenido por explante en relacién al tratamiento de
BA0.5mg L™+ ANA 0.05mg L™
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6.4. Multiplicacion del cultivar con 1-TRIACONTANOL.

6.4.1 Efecto de 1-TRIACONTANOL en el sistema tradicional in vitro de higuera

cultivar Netzahualcdyotl.

Una vez que se logro la estabilidad del cultivo, se procedié a evaluar el efecto de un
regulador de crecimiento de nueva generacion, que ha sido utilizado para favorecer la
multiplicacién en diferentes especies como Arabica L. cv. Caturra y Catuai al inducir
embriogénesis somatica (Malabadi, 2005) o mejorar el crecimiento de la planta y sus
actividades fisiologicas en diversas especies y condiciones de cultivos (Naeem et al., 2011),
con el uso de 1-triacontanol durante esta investigacion las plantas que fueron evaluadas con
los distintos tratamientos de este regulador de crecimiento estuvieron expuestas a
condiciones de 25 + 2 °C, con 16 horas luz y una intensidad luminosa de 47.3 pmol-m?-s*
durante un periodo de 30 dias y seis subcultivos consecutivos. Fueron establecidas tres
diferentes concentraciones de 1-triacontanol que van de 2, 5y 10 pg L™ en combinacién de
0.1 mg L™ de BA + 0.01 mg L™ de ANA respectivamente, con un cuarto tratamiento como
testigo con reguladores de crecimiento convencionales. En la evaluacién se observé una
diferencia significativa (p < 0.05) con el uso de esta nueva hormona de crecimiento ya que
se mantuvo superior en cuanto a los resultados que brindo el tratamiento (0.5 mg L™ de BA
+0.05 mg L™), de las hormonas convencionales (testigo). El tratamiento que tuvo mejor
resultado para generar brotes fue el de 5 pg L™ generando 2.41 brotes (Figura 4 a) por
tejido, siendo este también el mejor tratamiento tanto para hojas como para el tamafio,
emitiendo 5 hojas (Figura 4 b) con un tamafo promedio de 3.55 cm de longitud (Figura 4

c), de esta manera se comprobd que el uso de TRIA en la especia Ficus carica L. cultivar
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NetzahualcOyotl es més eficaz que el uso comun de las hormonas de crecimiento

convencionales (Cuadro 9).

Gatica et al. (2008), en concentraciones de 1.1 BA, 2.85 AIA, 455uM de TRIA
respectivamente, lograron generar callos discontinuos en la superficie, y al paso de diez
semanas estos callos produjeron embriones somaticos tanto globulares como de torpedo
aumentando significativamente la media de embriones por explante y el porcentaje de
explantes productores de embriones. Mientras que al utilizar concentraciones mayores de
TRIA observaron que se revierte el efecto pues obtuvieron un resultado negativo al no
generar embriones somaticos siquiera a las 25 semanas de ser sembrados los explantes.
Tantos et al. (2001), al utilizar TRIA en especies lefiosas (Malus domestica cv. JTE-E4) y
cereza agria (Fruticosa cerasus cv. Probocskai), observan la eficacia de este regulador de
crecimiento al obtener buenos resultados en concentraciones muy similares a las nuestras
2,5y 20 pug L™ aumentando el nimero de brotes y el peso fresco de los explantes, sin
embargo también observaron que la actividad de este fitoregulador aumenta
considerablemente cuando es combinada con la citoquinina denominada AIB en
concentraciones de 0.5 mg L™ desarrollando de manera considerable tanto la brotacién
como el tamafio de la raiz del tejido vegetal en las especies lefiosas. También en especies
herbaceas como Bupleurum fruticosum L. el uso del 1-triacontanol ha generado estupendos
resultados (Fraternale et al., 2002) ya que al evaluar cuatro distintas concentraciones de
TRIA (2, 5,10 y 20 pug L™) y al compararlo con el uso de AIA y BA observaron que el 1-
triacontanol es mas eficaz en la etapa de multiplicacion al evaluar el nimero de nodos,
brotes y peso fresco, donde el mejor tratamiento de 1-triacontanol fue la concentracién de 2

ug L™, mientras que para el desarrollo en cuanto a tamafio el mejor tratamiento fue 10 pg
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L™, mientras que en Thymus mastichina el uso de 20 pg L™ fue el mejor tratamiento para
lograr el mayor tamafio de los explantes (Fraternale et al., 2003), el aumento de tamafio
originado por TRIA no es solamente causada por la absorcion del agua y de la ampliacion
de la célula sino que también se debe por el aumento en el nimero de célula. La eficacia de
este regulador de crecimiento también fue demostrado durante la evaluacion de higuera

donde también se puede observar el desarrollo de sus raices (Figura 4 d).

Cuadro 9. Respuesta al uso de 1-TRIACONTANOL en el sistema tradicional
semisolido (ST).

Tratamientos Numero de Numero de Tamario (cm)
Brotes Hojas

Triacontanol 2 pg L™ 241+ 1.04a 477+3.12a 325+ 0.12a

Triacontanol 5 pg L™ 237+1.16a 5.39+386a 355+0.05a

Triacontanol 10 pg L™ 237+121a 491+3.74a 3.43+0.33a

BAOSmgL' yANA0.O5S5mgL* 158+096b 4.37+455a 3.13+0.11a

Medias de 8 unidades experimentales con cuatro explantes por unidad en cada tratamiento en relacion a
nimero de brotes, hojas y tamafio del explante. > Tratamientos de 1-triacontanol combinados con 0.1 mg L™
de BA + 0.0lmg L™ de ANA respectivamente. Medias con letras distintas entre columnas son
significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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Figura 4. Efecto de 1-Triacontanol sobre el cultivo de higuera en el sistema semisoélido.
a) NUmero de brotes por efecto de TRIA 5 ug L™ b) Aspecto y nimero de hojas
obtenidas con la hormona de crecimiento TRIA. c¢) Tamafio alcanzado por los
explantes desarrollados con 5 pg L™ de TRIA. d) Desarrollo de la raiz por motivo del

1-Triacontanol en el (ST).
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6.5 Multiplicacion en el sistema de inmersion temporal SIT.

6.5.1 Comparacion entre la micropropagacion generada en el sistema tradicional en

semisolidos (ST) v el sistema de inmersion temporal (SIT) con el uso de hormonas

convencionales y de nueva generacion.

Una vez definido el protocolo de multiplicacion en agar se procedid implementar su uso en
el sistema de inmersion temporal (SIT) (Etienne y Berthouly, 2002) (Figura 5 a), ya que
con este tipo de sistema la produccién de plantas aumenta significativamente y se reduce el
tiempo al obtenerlas, pues los efectos morfogenicos de los explantes pueden depender de
las relaciones hidricas, el intercambio gaseoso y el incremento de la asimilacion de
nutrientes que se logra con los tiempos de inmersién (Salazar y Hoyos, 2007). Aspectos
que de alguna forma favorecen el desarrollo y crecimiento del material vegetal (Figura 5 b).
Con base a este sistema previamente se realizaron 2 ensayos con 3 distintos tiempos de
inmersion, los cuales consistieron en 1 cada 4, 6 y 12 horas, de los cuales los explantes
obtenidos por las inmersiones de 1 min cada 4 horas presentaban sobre hidratacion en todo
el tejido mientras que los obtenidos por la inmersion de 1 min cada 12 horas no alcanzaban
a desarrollarse durante el periodo de evaluacion que consta de 30 dias después de ser
sembrados, por dichos motivos se decido trabajar con el tiempo de inmersion que fue mas
satisfactorio para el desarrollo de las vitroplantulas, el cual fue el de 1 min cada 6 horas. Se
observo una diferencia significativa (p < 0.05) entre las dos teécnicas probadas, el SIT fue
superior que el sistema en semisélido (ST), tanto en el nimero de brotes, hojas como el
tamafio del explante. La inmersion temporal en el cultivo de higuera -cultivar
Netzahualcoyotl origind un incremento significativo (p < 0.05) en la emision de brotes

generando 2.90 por tejido (Figura 5 ¢) ha comparacion al ST donde solo generaron de 1.90
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brotes en el tratamiento de BA 0.5 mg L™ + ANA 0.05 mg L™ (Cuadro 10), mientras que
con el tratamiento de TRIA 10 ug L™* BA 0.1 mg L™ + ANA 0.01 mg L™ no se observaron
diferencias significativas para nimero de brotes, sin embargo aunque no se encontraron
diferencias significativas se pudo visualizar que el sistema de inmersién temporal con
RITAS® origind un mayor nimero de brotes por vitroplanta. De igual manera se observé
que la implementacién del SIT favorecid significativamente ambos tratamientos (p < 0.05)
en el desarrollo de hojas (Figura 5 d), alcanzando 9.12 hojas con TRIA 10 pg L™ BA 0.1
mg L™ + ANA 0.01 mg L™y 10.92 hojas por explante con BA0.5mg L™ + ANA0.5mg L’
! mientras que en el ST se obtuvieron 4.20 y 1.27 hojas por explante respectivamente. En
el tamafo de los tejidos se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre los
sistemas evaluados al igual que entre tratamientos, en el SIT el tamafio de los tejidos oscil6
entre los 2.75 cm (Figura 5 d) con TRIA10 ug L* + BA0.1mg L™ + ANA0.01mg L™ty
2.53 cm con BA 0.5 mg L™ ANA 0.05 mg L™, mientras que en el ST oscilo entre 2.32 con
TRIA10 pg L* + BA0.1 mg L™ + ANA 0.01 mg L™ y 1.83 cm con BA 0.5 mg L ANA
0.05 mg L™. También se pudo observar que el desarrollo del tejido vegetal es mas rapido
pues al paso de 3 semanas es posible llevar acabo el subcultivo de estos a comparacion del
ST donde es necesario que transcurran 4 semanas para lograr los resultados ya
mencionados. En investigaciones realizadas por otros autores (Salazar y Hoyos, 2007), el
medio de cultivo liquido también ha presentado un favorecimiento en el cultivo de fiame
tanto en el tamafio y vigorosidad donde se observo que la mejor emision de brotes fue en un
tiempo de inmersién de 10 min en el SIT con 0.5 mg L™ de kinetina teniendo resultados a
los 6 dias de a ver sido sembrados con una emision de 2 brotes para ambos tratamientos y 8
hojas con un tamafio de 3.38 cm por explante. Quiala et al. (2012), mostraron que la

multiplicacién de brotes de Tectona grandis L. en sistemas de inmersion temporal fue
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mayor en comparacion al sistema tradicional en semisélidos, utilizando 2.22 uM de BA,
mostrando una morfologia normal de estos con una medida de 4.1 de brotes normales.
Vilchez et al., (2007), obtuvieron resultados similares en cuanto al tiempo de la emisién de
brotes con Aloe vera (L.) Burm. f. desarrollando brotes a los 10 dias de ser sembrados en
los RITAS®, mientras que en el sistema semisélido obtuvieron brotes 15 dias después de
ser sembrados. Estos resultados concuerdan con el rapido desarrollo de nuestro material
utilizado. Por otro lado, los autores deducen que la alta generacion de brotes (2.75) y el
tamafio fue debido al efecto que producen las fitohormonas que usaron, ademéas pudo
deberse al contacto intermitente de los brotes con el medio de cultivo, el cual esta reducido
a una delgada capa adherida por cohesion a ellos y que cada vez que existe una inmersion
es renovada, al igual que la atmdsfera gaseosa en el recipiente permitiendo de esta manera

un mayor aprovechamiento de los nutrientes y un intercambio gaseoso mas eficiente.
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Cuadro 10. Uso del sistema de inmersién temporal (ST) con RITAS® en comparacién al sistema tradicional (ST) bajo las

mismas condiciones de incubacion y con dos diferentes tratamientos.

Tratamiento Numero de Brotes Numero de Hojas Tamario (cm)

(ST) (SIT) (ST) (SIT) (ST) (SIT)
TrialopL'+BA0ImgL'+ANAO0OImgL? 235+1.27a> 280+185a 420+360b 9.12+642a 232+126a 275+127a

BA0.5mg L+ ANA 0.05 mg L™ 192+1.92b 290+290a 1.27+158b 1092+950a 1.83+066b 253+1.12a

N Medias de 40 explantes durante 5 repeticiones en el tiempo en condiciones de incubacion 25 + 2 °C, con 16 horas luz. *Medias con letras distintas entre hileras
© son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).



Figura 5. Explantes generados con base al sistema de inmersién temporal RITA®. a) Modo
de empleo y condiciones de incubacién para el (SIT). b) Desarrollo de los explantes de
higuera dentro de los recipientes de inmersion temporal RITA®. ¢) Ntimero de brotes por
efecto del TRIA en condiciones de inmersion temporal. d) Tamafio obtenido y niamero de
hojas generadas a partir de la inmersién temporal.
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6.6 Enraizamiento de microestacas de higuera cultivar Netzahualcdyotl en condiciones in

vitro con el uso de peat moss y arena de rio como sustrato.

El uso de microestacas en el cultivo in vitro ha presentado altos beneficios al generar un
porcentaje esencial de raices logrando de esta manera una planta funcional para la fase de
aclimatacion, tal es el caso con Nothofagus glauca donde Uribe (2012), al utilizar microtallos de
esta especie en cultivo in vitro para enraizarlos con dos hormonas de crecimiento como son
ANA y AIB en concentraciones de 1, 3y 5 mg L™ respectivamente, ademas de un control libre
de hormonas, a los cuales se les evaluaron el porcentaje de enraizamiento, longitud de raiz y
nimero de raices por explante, teniendo como resultado diferencias significativas entre el
tratamiento de control de los microtallos sometidos a las diferentes concentraciones de las
hormonas de crecimiento utilizadas, obteniendo un 87.5 % de enraizamiento adventicio con 1 mg
L™ de AIB y un 75 % con 3 mg L™ de ANA. Torres (1994), al utilizar distintas concentraciones
de ANA en condiciones in vitro pudo establecer que la mejor concentracion de esta hormona para
promover el enraizamiento en estacas de nim fue 0.05 mg L™, logrando un enraizamiento a los 28
dias de haber expuesto los tejidos vegetales a esta hormona de crecimiento, menciona también
que el enraizamiento de estacas de nim en condiciones de invernadero podrian depender de la
época del afio en que son cultivadas como también la temperatura a las que se encuentren
expuestas, las temperaturas excesivamente altas promueven el desarrollo de las yemas antes que
el desarrollo radicular, la temperatura puede afectar directamente la respiracion de la estaca
provocando que las reservas sean reducidas en un tiempo mas rapido de lo que son las respuestas,
observo que en el mes de agosto genero un mayor porcentaje de brotacion y el mayor porcentaje
de enraizamiento de un 27 % a diferencia del mes de junio y febrero donde obtuvo un porcentaje

de enraizamiento por debajo del obtenido en el mes de agosto. Llegando a la conclusion que la
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presencia de auxinas en el medio de cultivo es indispensable para la formacion de raices en
condiciones in vitro. Mientras que otro factor importante para lograr el enraizamiento de
microestacas depende de la época en que sean cultivadas asi como la temperatura a la que sean

expuestas.

El uso de las charolas para la micropropagacion de estaquillas de higuera no fue viable en la
sobrevivencia de las microestacas, ya que el espacio que presentan estas charolas comerciales es
muy reducido evitando una oxigenacion adecuada y un desarrollo no favorable, otro punto
importante fue el exceso de humedad (Figura 6 a) que se presentaba en las charolas promoviendo
asi la presencia de hongos y con ello la propagacion de estos en todos los explantes dentro de la
charola afectando nuestro experimento, en base de estos inconvenientes se logré una

sobrevivencia de un 26.66 %.

Las microestacas tratadas con el promotor de enraizamiento comercial AIB liquido no
presentaron diferencias significativas entre tratamientos, sin embargo la emision mas alta de
raices lo provoco el tratamiento de 0.3 mg L™ emitiendo en promedio 11 raices (Cuadro 11),
mientras que el mejor tratamiento para provocar la mayor longitud de las raices emitidas fue el
tratamiento de 0.1 mg L™ alcanzando un tamafio de entre 1 a 2 cm por raiz generada (Figura 6 b)
en base a este tratamiento, sin embargo las raices que se formaron tanto en estos dos tratamientos
mencionados como en los demas tratamientos implementados presentaban un aspecto raquitico,
fibroso y un tanto separadas una de otra, aspectos que al momento de ser evaluadas complicaban
su conteo como tomar la medida de cada una de ellas ya que se dafiaban al sacaras del sustrato, se
rompian al tratar de medirlas, cabe mencionar que en ninguno de los tratamientos hubo presencia

de raices secundarias
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Cuadro 11. Nomero y tamafio de raices generadas en base al promotor de enraizamiento

AIB liquido en 5 distintas concentraciones con un testigo sin enraizador.

Tratamientos NUmero de raices Raiz mayor Raiz menor

AIB0.1mgL™ 500+141a 101+158a 0.13+0.25a
AlIB0.2mgL™ 7.00+7.07a 0.32+1.07a 0.11+0.39a
AIB0.3mgL™ 11.00+141a 054+171a 0.06 +0.23 a
AIB 0.4 mg Lt 350+212a 0.67+1.79a 0.15+0.40a
AIB05mg L™ 0.00 +0.00 a 0.00+0.00a 0.00 +0.00 a
Testigo 0.00 + 0.00 a 0.00 +0.00 a 0.00 +0.00 a

Medias de 20 explantes en charolas con peat-mos como sustrato en condiciones 25 + 2 °C, con una intensidad
luminosa de 20 pmol cm-2 y evaluadas al paso de 30 dias. Medias con letras distintas entre columnas son

significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

Figura 6. Primer ensayo de microestacas en charolas SIGMA™ con AIB liquido como
enraizador. a) Exceso de humedad en las microestacas enraizadas con AIB dentro de la

charola. b) Enraizamiento generado a partir de 0.1 mg L™ de AIB liquido.
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6.6.1 Efecto de cuatro concentraciones de enraizador formulado a partir del producto
comercial Radix 10000®.

En promedio de las tres épocas del afio en que fueron realizados los experimentos de
enraizamiento, el tratamiento de 1000 ppm fue el que proporciond el mejor porcentaje de
enraizamiento (30 %) (Cuadro 12) con un tamafio de raices de 3 cm ademas se observo que este

tratamiento genero raices en las tres épocas del afio evaluadas (Figura 7).

Cuadro 12. Porcentaje de enraizamiento en promedio de las tres épocas del afio causado

por las 4 distintas formulaciones de Radix 10000®.

Tratamientos  Porcentaje de Enraizamiento

250 ppm 12.00 + 0.00 ab
500 ppm 10.00 + 0.00 ab
750 ppm 10.00 +5.00 ab
1000 ppm 30.00+2291a
Testigo 0.00 +0.00b

Medias de 20 explantes en tubetes con arena de rio y agrolita como sustrato en condiciones 25 + 2 °C, con una
intensidad luminosa de 20 umol cm-2 y evaluadas al paso de 30 dias durante tres repeticiones. Medias con letras
distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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Porcentaje de Enraizamiento

Primavera Verano Otofio

m 250 ppm =500 ppm =750 ppm = 1000 ppm = Testigo

Figura 7. Porcentaje de enraizamiento resultado tanto de las 4 formulaciones a partir del
enraizador comercial Radix 10000® como también por el efecto de la época del afio.

Con el uso de tubetes (Figura 8 a) como contenedores para el enraizamiento de las microestacas,
y un sustrato diferente como lo es la arena de rio se logra evitar una alta humedad alcanzando de
esta manera una mayor sobrevivencia de microestacas (Figura 8 b). Con esta metodologia se
evitd el contagio total de los explantes en caso de presentar hongos o pudricion ya que se
colocaba una microestaca por tubete. Las estacas sobrevivientes (Cuadro 13) fueron colocadas

en condiciones de invernadero.
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Cuadro 13. Porcentaje de sobrevivencia de microestacas evaluadas durante las tres
diferentes épocas del afio (primavera verano y otofio).

Tratamientos Porcentaje de Sobrevivencia
250 ppm 25.00 + 35.00 a
500 ppm 18.33 + 10.40 a
750 ppm 18.33+ 20.20 a
1000 ppm 38.33+ 15.27a
Testigo 10.00 +17.32a

Medias de 20 explantes en tubetes con arena de rio y agrolita como sustrato en condiciones 25 + 2 °C, con una
intensidad luminosa de 20 pmol cm-2 y evaluadas al paso de 30 dias durante tres repeticiones. Medias con letras
distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p <0.05).

6.6.2 Emision de raices durante las tres épocas del afo evaluadas bajo 4 tratamientos

formulados a partir del enraizador comercial Radix 10000% v un testigo sin enraizador.

El crecimiento de las raices puede depender tanto de la cantidad de estimulante que se les
suministre a las microestacas como también influye la época del afio en que se realice la siembra
de estas, pues si se siembra en una etapa donde el cultivar se encuentre en proceso de letargo el
desarrollo de las raicillas se verd afectado tal y como se muestra en el (Cuadro 14), otro punto
importante para la emision de raices es la temperatura a las que estas se encuentren expuestas
durante el proceso de enraizamiento, la especia Ficus carica L. cultivar Netzahualcdyotl tuvo
como resultado favorable la época de primavera al poderse observar una mayor presencia de
raicillas en cada tratamiento (Figura 8 c¢) proporcionando el mejor tratamiento hasta 13.50 raices
en esta época, como también en el tamafio mas pronunciado fue en esta época, variables que son
de gran importancia para un mejor desarrollo de la microestaca (Figura 8 d). y poder lograr asi

una planta como tal en el area de invernaderos.
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Cuadro 14. Emision de raices por época de afio y tratamientos de 0, 250, 500, 750, 1000 ppm
en condiciones in vitro evaluadas al paso de 30 dias después de ser sembradas.

Epocas del Afio

Tratamientos  Primavera Verano Otofio

250 ppm 995+041la 0.00+0.00b 0.00+0.00b
500 ppm 1350+2.12a 200+141b 0.00+0.00b
750 ppm 550+2.12ab 150+0.70b 2.00+0.00a
1000 ppm 8.66 +3.29a 558+0.11a 150+0.70a
Testigo 0.00+0.00b 0.00+0.00b 0.00+0.00b

Medias de 20 explantes en tubetes con arena de rio y agrolita como sustrato en condiciones 25 + 2 °C, con una
intensidad luminosa de 20 pmol cm-2 y evaluadas al paso de 30 dias durante tres repeticiones. Medias con letras
distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p <0.05).

Se pudo observar que las raices con mayor tamafio las presenté el tratamiento de 500 ppm que en
promedio fue de 5.25 cm vy teniendo un promedio de raices del 10 % durante la época de
primavera (Figura 8 e), mientras que en las siguiente época verano se presentd una diferencia
significativa (p < 0.05) con el tratamiento de 1000 ppm teniendo un promedio de 1.76 cm y en el
otofio la diferencia significativa la presento6 el tratamiento de 750 ppm al generar raices de 0.50
cm de tamafio. Las raices que emitieron las microestacas tratadas con los tratamientos formulados
a partir del enraizador comercial en polvo Radix 10000® independientemente de la época del afio
en que fueron evaluadas y ya sea de menor o de mayor tamafio (Cuadro 15) mostraron un aspecto
vigoroso, y bien arraigadas al explante y poder lograr asi una planta como tal en el area de

invernaderos (Figura 8 fy 9).
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Figura 8. Produccién de microestacas de higuera bajo la combinacion del sistema
tradicional y el sistema del cultivo in vitro. a) Modo de esterilizacion de los tubetes
contenedores del sustrato y la microestaca. b) Método de siembra de las microestacas
dentro de los tubetes. ¢) Proceso de limpieza de las rices generadas por los tratamientos
formulados a partir del enraizador comercial Radix 10000®. d) Raices generadas en la
mejor época de enraizamiento (primavera). €) Niumero y tamafio generado a partir de 500
ppm de Radix 10000® en la época de primavera. f) Microestacas llevadas a condiciones de
invernadero.
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Cuadro 15. Efecto de cada tratamiento formulada a partir del enraizador comercial Radix 10000® en cuanto el tamafio

obtenido de raices generadas en las microestacas durante tres épocas distintas en el afio.

Epocas del Afio
Tratamiento Primavera Verano Otofio

Raiz Mayor Raiz Menor Raiz Mayor Raiz Menor Raiz Mayor  Raiz Menor
250 ppm 461+087a 0.70+044a 0.00+0.00b 0.00+0.00c 0.00+0.00c 0.00+0.00c

500 ppm 5.25+247a 0.67+049a 0.70+0.28ab 0.30+0.00ab 0.00+0.00c 0.00+0.00c

750 ppm 512+265a 115+053a 0.65+ 0.4%9b 0.40+0.00a 0.50+0.00a 0.20+0.00a

1000 ppm 247+111a 056+044a 176+0.32a 0.16+0.90bc 0.20+0.70b 0.12+0.00b

Testigo 0.00+0.00 a 0.00+0.00a 0.00+ 0.00b  0.00+0.00c 0.00+0.00c 0.00+0.00c

Medias de 20 explantes en tubetes con arena de rio y agrolita como sustrato en condiciones de 25 + 2 °C, con una intensidad luminosa de 20 pumol cm-2 y
evaluadas al paso de 30 dias durante tres repeticiones. Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).



Figura 9. Plantas de higuera cultivar Netzahualcoyotl obtenidas a través del cultivo de
microestacas in vitro en condiciones de invernadero.
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7. Conclusiones

En base a los objetivos generales y especificos que se plantearon, y en los resultados recabados
bajo las condiciones en las cuales se desarroll6 ésta investigacion, como también en la discusion

de los mismos se derivan las siguientes conclusiones:

La mejor manera de desinfestar los explantes de higuera (apices) es usando etanol (OH) al 70 %

durante 30 seg. + cloro comercial cloralex (CI) al 20 % durante 20 min.

El tratamiento que presentd la mayor tasa de brotacion dentro de los tratamientos de hormonas
convencionales fue el de 0.2 mg L™ de BA + 0.02 mg L™ de ANA dando un promedio de 2 brotes
por explante con un aspecto vigoroso y de buena calidad. De esta manera se pudo observar que la

estabilidad de este cultivo se logra en el septimo mes.

Con el uso del 1-Triacontanol en el sistema semisélido en concentracién de 2 ug L™ 'y junto con
0.1 mg L™ de BA + 0.01 mg L™ de ANA se aument0 la tasa de multiplicacion, en comparacién a

los reguladores convencionales.

El sistema de inmersién temporal con el uso de biorreactores tipo RITA® con una inmersion de 1
minuto cada 6 horas en la micropropagacién de Ficus carica L. mostro ser una técnica de
propagacion masiva eficaz en el desarrollo de los explantes ya que incremento significativamente
la tasa de multiplicacion, el tamafio y la calidad de los brotes en tres semanas, con 0.5 mg L™ de

BA +0.05 mg L™ de ANA.,

Es posible propagar la higuera con el uso de microestacas en la época de primavera (mayo)
siendo esta lamejor al obtener mayor porcentaje de enraizamiento (55 %) con el uso de 1000 ppm

de Radix 10000®, ademas de ser el mejor tratamiento durante las tres épocas del afio evaluadas.
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