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APLICACION DE TECNOLOGIAS EMERGENTES E INNOVADORAS EN LA
PROPAGACION VEGETATIVA DE CUATRO VARIEDADES DE HIGO (Ficus caricaL.)

Lucio Juérez Martinez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

El cultivo de la higuera en el mundo ha sido reactivado gracias a la demanda
generada por la industria gastronomica que esta incorporando el fruto en diferentes
platillos. Las variedades que se encuentran en el pais son partenocarpicas, como
‘Black mission’, ‘Kadota’, 'Gémez’ y ‘Netzahualcoyotl’, y las nuevas superficies se
abastecen de planta propagada por estacas. El objetivo de este trabajo fue desarrollar
un protocolo viable, para la propagacion asexual masiva, adoptando e innovando las
Gltimas tecnologias utilizadas en la horticultura para obtener plantas sanas y de calidad.
El trabajo se realizd en tres capitulos: el primero, consiste en la determinacién de
carbohidratos (glucosa) en tallos y clorofila en hojas, obteniedo: 4.32, 3.76, 2.72 y 6.16
mg de glucosa, para ‘Black mission’, ‘Kadota’, ‘Gomez’ y ‘Netzahualcoyotl’,
respectivamente, de igual forma encontramos en clorofila total: 0.54, 0.47, 0.34 y 0.77
mg de clorofila por cada 100 mL de solucion, la concentracion de clorofila en hojas
esta estrechamente relacionada con la cantidad de carbohidratos (glucosa) en los
tallos. Mientras que el segundo consiste en el enraizamiento in vivo de cuatro
variedades de higo, por el método de mini estacas, bajo diferentes concentraciones de
acido indol butirico (AIB); 0 ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 1500 ppm y 2000 ppm, bajo
condiciones de invernadero. El porcentaje de enraizamiento para ‘Black mission’,
‘Kadota’, 'Gomez’ y ‘Netzahualcoyotl’ fue; 52 %, 64 %, 85 % y 94 % de enraizamiento
respectivamente, después de 60 dias. Las mejores concentraciones oscilaron entre 500
a 1500 ppm, y fue diferente para cada variedad. En el tercero, se expone la
propagacion mediante el cultivo de tejidos in vitro de yemas axilares de los cultivares
Gomez, Black Mission, Kadota y Nezahualcéyotl, con el uso de nano particulas de plata
(Ag NPs), usado como microbicida, para lograr mayor asepsia en los explantes. Las
Ag NPs fueron efectivas a concentraciones de 50 - 75 ppm con un 20 - 28 % de

explantes contaminados. Para la multiplicacién se utiliz6 1-triacontanol, a 10 pg L*



incrementa el numero de brotes en ‘Black mission’, ‘Kadota’ y ‘Gémez’, en agar, a 2.8,
2.9y 3.4 brotes por explante, respectivamente, mientras que a concentracion de 5 pug L
1 incrementa el numero de brotes en ‘Netzahualcoyotl a 4.2 brotes. El uso de
biorreactores de inmersion temporal tipo RITA® aumentod la tasa de multiplicaciéon a 3.6
y 4.4 brotes por explante, asi como la longitud de los brotes y el nimero de hojas por
explante en ‘Gomez’ y ‘Netzahualcoyotl’, respectivamente. Las técnicas desarrolladas

son factibles debido al aumento en la multiplicacion masiva de Ficus carica L.

Palabras clave: biorreactores, mini estacas, RITA®, cultivo de tejidos, in vitro.



APPLICATION OF EMERGING AND INNOVATIVE TECHNOLOGIES IN THE
VEGETATIVE PROPAGATION OF FOUR VARIETIES OF FIG (Ficus carica L.)

Lucio Juérez Martinez, M. Sc.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT
The cultivation of the fig tree has returned importance in México, due to the quality and
demand of its fruit, the fig. The varieties found in the country are parthenocarpic, case
of; '‘Black mission', 'Kadota', 'Gémez' and 'Netzahualcoyotl', causing their propagation to
be only asexual, the traditional method is the propagation by stakes. The objective of
this work was to develop an economically viable protocol for the massive asexual
propagation of fig tree, adopting and innovating the latest technologies used in
horticulture to obtain quality and healthy plants, with the purpose of using the least
amount of material possible vegetative of four commercial varieties. The present work
was carried out in three chapters, the first consists of the determination of
carbohydrates (glucose) in stems and chlorophyll in leaves, obtaining: 4.32, 3.76, 2.72
and 6.16 mg of glucose, for'Black mission’, 'Kadota', 'Gomez' and 'Netzahualcoyotl',
respectively, of the same way we find in total chlorophyll: 0.54, 0.47, 0.34 and 0.77 mg
of chlorophyll for each 100 mL of solution, the concentration of chlorophyll in leaves is
closely related to the amount of carbohydrates (glucose) in the stems. The second
chapter consists in the in vivo rooting of four varieties of fig, by the method of mini
cuttings, under different concentrations of indole butyric acid (AIB); O ppm, 500 ppm,
1000 ppm, 1500 ppm and 2000 ppm, under greenhouse conditions, the percentage of
rooting for 'Black mission', ‘Kadota', '‘Gomez' and 'Netzahualcoyotl' was; 52%, 64%, 85%
and 94% rooting, respectively, after 60 days. The best concentrations ranged from 500
to 1500 ppm, and it was different for each variety. In the third chapter the propagation is
exposed by in vitro tissue culture of axillary buds, with the use of silver nanoparticles
(Ag NPs), used as a microbicide, to achieve greater asepsis in the explants of the four
varieties of fig tree. The Ag NPs were effective at concentrations of 50-75 ppm with 20-
28% of contaminated explants. For multiplication only 2 varieties were used; 'Gomez’
and 'Netzahualcoyotl', in which there was less sprouting time (4 weeks) in the explants

of 'Netzahualcéyotl' compared to 'Gémez'. With the use of 1-triacontanol, at a



concentration of 5 ug L-1, 3.6 - 4.4 shoots were obtained per explant, of the '‘Gémez’
and 'Netzahualcoyotl' varieties, respectively. The use of RITA® type temporary
immersion bioreactors increased the multiplication rate to 3.6 and 4.4 shoots per
explant, as well as the length of the shoots and the number of leaves per explant in
'‘Gomez' and 'Netzahualcoyotl', respectively. The techniques developed are feasible to

perform for the massive multiplication of Ficus carica L.

Key words; bioreactors, mini cuttings, RITA®, tissue culture, in vitro.
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INTRODUCCION

El aumento de la poblacion y el cambio climatico trae consigo una gran responsabilidad
para los productores agricolas, haciendo que mejoren la produccién y rentabilidad por
superficie, con la novedad de consumir frutos con alta cantidad de antioxidantes y
anticancerigenos, el higo (sicono) es un buen prospecto. La higuera (Ficus carica L.) es
una planta de origen mediterrdneo y una de las primeras en domesticarse (Krislev et
al., 2006), su fruto, el higo (sicono) aporta diferentes minerales como K, Ca, Mg, Na, Zn
y Cu, ademas vitaminas A, C, E, K, B6, niacina, tiamina, riboflavina, folato alimenticio y
fibra asimilable, también tiene un alto contenido energético 74 kcal por cada 100 g de
fruto (USDA, 2015), debido a sus caracteristicas est4 siendo demandada en México.
En el mundo, Turquia lidera en produccién, le siguen Egipto y Argelia. México esta en
el décimo octavo lugar con poco mas de 5 mil toneladas de higo (FAO, 2015). Existen
diferentes genotipos, la mayoria presentan partenocarpia, cualidad de las variedades
‘Black misién’, ‘Kadota’, ‘Gémez’ y ‘Netzahualcéyotl’, variedades tipo partenocarpicas
biferas, debido a esto su reproduccién es asexual, principalmente se realiza mediante
estacas en varios lugares del mundo, lo que conlleva a mantener los problemas
fitosanitarios de la planta madre como: virus, fitoplasmas, bacterias, nematodos y
hongos (Juérez et al., 2018), a pesar de ello, una caracteristica a favor del método es la
precocidad a produccién, y su mantenimiento de la informacion genética, asi mismo se
desconoce la concentracidon de AIB que necesita cada variedad, sélo pocas estan
reportadas. Sin embargo existen otras técnicas de propagacién mas eficientes, como el
cultivo in vitro, en donde se obtienen mayor nimero de plantas con menor material
vegetativo (Bayoudh et al., 2015), con calidad fitosanitaria. En la propagacion in vitro de
higuera, existe problemas de contaminacion (Mitrafanova et al., 2016), dificultando el
establecimiento de los explantes, sin embargo, en los Ultimos afios se ha propuesto el
uso de las nano particulas de plata (Ag NPs) para conseguir mayor asepsia durante el
establecimiento, debido a los problemas de contaminacion que se presentan en esta
etapa (Spinoso et al., 2017), logrando menor contaminacion de los explantes, también
existen nuevos métodos como la implementacién de Sistemas de Inmersion Temporal

(SIT), en donde aumenta el nimero de brotes emitidos por explante como lo obtuvieron



Nava et al. (2014). Dentro de los promotores de crecimiento existen algunos de ultima
generacion, como el 1-triacontanol (TRIA), un alcohol saturado de cadena larga, que
promueve el crecimiento en aplicacion exdgena, ademas aumenta el contenido de
clorofila y sacarosa (Neem et al., 2011), disminuyendo el dafio oxidativo, promoviendo

la emision de brotes (Xiaochun et al., 2016).

Se pretende hacer un protocolo para la propagacion de higuera, para ‘Black mision’,
'Kadota’, 'Gémez’ y ‘Netzahualcdyotl’, por medio del método de propagacion in vivo por
mini estacas, variando concentraciones de AIB, y por medio del cultivo in vitro; desde

el establecimiento hasta la multiplicacion.

Objetivos
Objetivo General.
Desarrollar un protocolo viable, para la propagaciéon asexual masiva de higuera,
adoptando e innovando las Ultimas tecnologias utilizadas en la horticultura para obtener
plantas de calidad fitosanitaria, con el proposito de utilizar la menor cantidad de

material vegetativo posible de cuatro variedades comerciales.

Objetivos Especificos.

Determinar carbohidratos (glucosa) de tallo y cuantificar concentracion de clorofila de
las hojas, de las cuatro variedades de higuera.

Evaluar diferentes concentraciones de AIB para el enraizamiento in vivo de mini

estacas de higuera.

Evaluar la respuesta de los tejidos a diferentes concentraciones de nano particulas de
plata para desinfectar los explantes de higuera en cultivo in vitro, utilizados para

establecer su cultivo en un Sistema Semisoélido.

Evaluar el potencial de multiplicacion in vitro comparando los sistemas tradicionales e
inmersién temporal en biorreactores tipo RITA®, junto con la aplicaciéon de 1-

triacontanol.



Hipotesis

El uso de &cido indol butirico (AIB) y de nuevas tecnologias como el uso de fungicidas
de dltima generacion, biorreactores de Inmersibn Temporal y los sustratos inertes
permitirdan aumentar la propagacion de higuera por cada explante, disminuyendo la
cantidad de material vegetal utilizado, haciendo el método mas eficiente.
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REVISION DE LITERATURA

Clasificacion Taxonémica de la higuera

La higuera pertenece al reino vegetal, dentro de la division Magnoliophyta, pertenece a
la subclase Magnolidae, clase Magnoliopsidae, en el orden Urticales, el cual incluye a
la familia Moraceae, donde se encuentra el género Ficus, en la cual esta la higuera
Ficus carica L. (Cronquist, 1981).

Propiedades del higo

El higo aporta diferentes minerales como K, Ca, Mg, Na, Ha, Zn y Cu, ademéas
vitaminas A, C, E, K, B6, niacina, tiamina, riboflavina, folato alimenticio y fibra
asimilable, tiene un alto contenido energético 74 kcal por cada 100 gr, por su
propiedades es denominado superalimento (USDA, 2015), ademas, contiene fenoles y
antocianinas, 1,469.85 y 334.60 mg por cada 100 gr de tejido fresco, respectivamente
(Garcia, 2015).

Caracteristicas botanicas de la higuera

La planta tiene un sistema radical fasciculado y fibroso, el tallo presenta crecimiento
secundario, es de color verde y presenta lenticelas poco marcadas, entrenudos
cilindricos y cortesa lisa (Gaaliche et al., 2016), y porta hojas palmeadas, el tipo de
fotosintesis es C3 (Caetano et al., 2005). La infrutescencia llamada sicono, esta
formado un escapo carnoso y es conocido comunmente como higo (Gaaliche et al.,
2011). Los colores de la epidermis externa varia segun la variedad (Juarez, 2015).
Estudios muestran que extractos de hojas pueden inhibir el desarrollo de nematodos
(Guo et al., 2016), puede llegar alcanzar la planta hasta 3 metros en un ciclo agricola

(Muiios et al., 2015). Cuando la higuera es adulta presenta entrenudos cortos.

Tipos y variedades de higuera

De acuerdo con la polinizacion existen cuatro tipos de higuera; Comunes, Smyrna, San

Pedro y Caprifig, sin embargo, soélo las higueras Comunes existen en nuestro pais, las



cuales tienen la caracteristica de auto polinizarse pero no ocurre la fecundacion, se les
denomina partenocarpicos. Rosianzkey et al.(2016) encontré que las variedades
partenocérpicas entran mas rapido a produccion por la degradacion de la clorofila del
higo en comparacion con las tipo Smyrna, San Pedro (segunda produccion) y Caprifig,
que son de polinizacion cruzada, necesitando de la avispa Blastophaga psenes. Sin
embargo, también existen muchas otros cultivares desconocidos en nuestro pais con
mucho potencial. Por otro lado Rodrigues et al., (2012) en Brasil, realizo6 la irradiacion
de varetas de la variedad ‘Roxo de Valinhos’ para obtener variabilidad genética de facil
propagacion, y en nuestro pais Garcia (2015), mencion6 que en México tenemos

variedades de higuera distintas a nivel genético.

Producciéon Mundial y Nacional

En el mundo existen 54 paises productores de higo, los principales son: Turguia con
mas de 298 914 toneladas, Egipto con 153 089 toneladas y Argelia con 117 100
toneladas, México cuenta con 5 255 toneladas al 2013, aportando en 0.47% de la
produccion mundial. En rendimiento promedio Colombia lidera la produccién con 18
toneladas por hectarea con la “Brown-Turkey”. (FAO, 2013). De acuerdo con los datos
del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2014), existen 1,345.5
ha plantadas con higo con produccién promedio de 5 t-h-1. El volumen y rendimiento de
higo (toneladas) por estado es el siguiente: Morelos 3815.85 t y 5.57 t-h'l, Baja
California Sur 676.18 t y 2.52 t-h'!, Hidalgo 483.1 ty 6.9 t-h'!, Veracruz 480ty 12 t-h'%,
Puebla 274.63 t y 3.43 t-ht, Distrito Federal 110.58 t y 4.9 t-h't, Durango 98.9ty 6.18
t-h"l, Sonora 71.5 t y 5.5 t-h'1, San Luis Potosi 36.5 t y 3.65 t-h'%, Zacatecas 30.2 ty 10
t-h’l, y Baja California 5 t-h'l. La cosecha se realiza de manera manual, debido a la
fragilidad del fruto, laborando mujeres en su mayoria, ayudando a la economia familiar
de las regiones productoras, teniendo una derrama economica de 50 millones de pesos
m.n. La rentabilidad en la produccién de higo, favorecié el aumento del cultivo en los
ultimos afios, siendo una buena opcién su produccién y sobre todo para la exportacion,
como lo hicieron Baja California Sur, Morelos, Jalisco y Puebla recientemente con
‘Black mission’ y ‘Kadota’ (Juarez, 2015).



Virus Mosaico de la Higuera (FMV)

El virus mosaico de la higuera 6 Fig Mosaic Virus (FMV) es un problema en los
sistemas de produccion, deformando hojas y quedando un manchado aceitoso,
acortando los entrenudos y deformando higos, afectando severamente a las variedades
de epidermis obscura, como la Black mission (Juarez, 2015), coincidiendo con lo
reportado por Ishikawa et al. (2012). Caglayan et al. (2012) afirm6 que el principal
transmisor es un insecto llamado Aceria ficus, aunque Lazreg et al. (2011) encontr6
gue extractos de hojas de higuera pueden controlar problemas de viroides en humanos.
El virus mosaico de la higuera es un virus de ARN con cadena negativa, para su
deteccidbn normalmente se usa la Reaccion de Transcripcion Inversa-Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR) usando cebadores especificos (primers) para FMV, sin embargo
en Japon con el método de Transcripcion Inversa enlazado mediante Amplificacién
Isotérmica (RT-LAMP) usando un conjunto de cebadores de orientacion ARN3 en ARN
total extraido de hojas dio como resultado la deteccion rapida en 15 min (Ishikawa et
al., 2015), por otro lado Mitrofanova et al., (2016) utiliz6 el cultivo in vitro con un medio
Modificado Plant Woody (WPM), suplementado con ribavirina para la quimioterapia
para asi obtener de plantas libres de virus. Ishikawa et al. (2012) encontré6 que con el
cultivo in vitro de meristemos es posible obtener planta sana, libre del virus mosaico de
la higuera (FMV),sin embargo no se ha profundizado en el estudio del virus en nuestro

pais, solamente se sabe que existe presencia.

Métodos de propagacién

Las variedades partenocarpicas, mantienen su informacién genética (Hartman et al.,
2011). Se debe propagar material que esté en plena produccién para entrar temprano a
produccion (6 meses después del trasplante), existen diferentes meétodos de
propagacion de higuera; estacas, hijuelos, acodos, in vitro, y por semilla (utilizada
principalmente con fines de investigacion, ya que la obtencion de las nuevas plantas
tardaran un periodo 8 afios, dependiendo de la variedad) (Storey, 1975), por otro lado,
Kots et al. (2011) mencion60 que mediante el uso de injertos es posible acortar

juvenilidad en higuera.



Propagacién por estacas

Es el método mas utilizado, Hartmann et al. (2002) divide el proceso de formacion de
raices adventicias en las estacas de tallo en tres fases; iniciacion de los grupos de
células meristematicas, diferenciacion en primordios de raiz y por ultimo la formacion
de conexiones vasculares con los tejidos conductores de la estacas. En la higuera se
inicia con el corte de estacas del tallo del afio anterior, en plena produccion, de
alrededor de 20 a 30 cm de longitud, con un minimo de 3 nudos, con un diametro de 1
a 1.5 cm, normalmente se usan concentraciones de 1000 a 2000 mg L IBA en la base
de las estacas previamente desinfectadas, el porcentaje de prendimiento ronda entre el
10 al 45%, dependiendo de la variedad (Bisi et al., 2016), asimismo Nava et al. (2014)
reporté que la mejor colecta de varetas es en julio (tallo embarnecido) para Brasil,
aunque Aradillas (2015) reportd una supervivencia del 26% en la variedad

Netzahualcoyotl.

Propagacién por hijuelos

Cuando la higuera inicia su crecimiento, también existe crecimiento algunos brotes
laterales que se desarrollan sobre la base del tallo principal, a las cuales llamamos;
hijuelos, chupones, mamones o repollos (en Espafia y Francia); en este método se
selecciona el hijuelo que tenga higos, después se escarba un poco la base del tallo de
la planta madre, para extraer el hijuelo, es necesario escavar lo suficiente para cortarlo
con raiz y enseguida se trasplanta a una maceta, algunas hojas pueden caerse en el

transcurso de la aclimatacién (Juarez, 2015).

Propagacién por acodos

El objetivo de este método es hacer que un tallo desarrolle raices sin tener que
separarlo de la planta madre (Hartmann et al., 2011), se puede realizar una incision en
el tallo o no, Bisi et al., (2016) reportd una concentracion de 1000 mg por litro de AIB
para enraizar, enseguida se cubre con material inerte y se embolsa amarrandola por
ambos extremos, una vez que la rama ha emitido raices, de 45 a 60 dias dependiendo

de la variedad (Mufios et al. 2015). Este método es seguro, pero debilita a la planta y



se obtiene pocas plantas por rama, en casos extremos puede matar a la planta madre,

en huertos comerciales, la productividad cae drasticamente el siguiente afio.

Los laticiferos son células especializadas que contienen suspensidon de muchas
particulas pequefias en una savia de composicion no especificada, aunque la mayoria
de las veces es de color lechoso, esta savia también puede ser amarilla, naranja, roja,
marrén o incluso incolora. La combinacion de suspensidon mas savia se llama “latex”,
caracteresitca del genero Ficus. En estudios anteriores se ha encontrado que los
laticiferos desempefian funciones importantes como la resistencia a enfermedades y
patégenos, proporcionando proteccién de la planta contra herbivoria, pudiendo ser
toxico e inhibir la proliferacién de microorganismos, ademas al coagular tiene la funcion
de sellar las heridas de las plantas y funcionando como barrera fisica, impidiento
formacion y diferenciacion de la celular, para proteger al tejido vascular. Estas
propiedades del latex proporcionan una mayor ventaja adaptativa a estas plantas en
relaciéon a las no latescentes. La formacién de los laticiferos de la higuera son de tipo
ramificado; éstos pasan por el cortex y médula y penetran en las hojas y en las
inflorescencias. Se observaron primero los laticiferos situados en los apices de los
brotes en crecimiento, encontrandose la siguiente secuencia de cambios estructurales.
Es indispensable hacer lavados del latex para evitar la coagualaciéon y obtener la

diferenciacion celular para promover la emision de primordios de raiz.

Propagacién in vitro

La investigacion de nuevas técnicas de cultivo in vitro esta siendo objeto de numerosos
estudios en todo el mundo, con el fin de optimizar y disminuir los costos de produccién
de las plantulas con interés agronémico. El cultivo in vitro utiliza varias partes de la
planta, haciendo uso de la totipontencia celular, para distintos fines; propagacion,
obtencion de plantas libres de patdgenos, mejoramiento genético, variabilidad genética,
estudios fisiol6gicos o bioquimicos. También se ha utilizado para saneamiento viral, en
cultivo de higuera, partiendo del cultivo de meristemos como explante (Mitrofanova et
al., 2016). Bayoudh et al. (2015) encontr6 que el medio de Murashige y Skoog (MS)
que contiene 0,2 mg L benzyle amino purina (BAP), 0,1 mg L 1-naftalenacetico Acido

(NAA) y 0,1 mg L de acido giberélico (AG3) es util para la formacion de raices, tamarfio
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de 0.96 cm en la variedad Soltani. Por otro lado Aradillas (2015) menciond que con la
aplicacién de 2 pug Lt de 1-Triancontanol, 0.1 mg L de benciladenina (BA) y 0.01 mg
L de &cido naftal- acético (ANA) se aumenta la tasa de multiplicaciéon a 2 brotes por
explante, 4 hojas y 2.3 cm de tamafio, en la variedad Netzahualcoyotl, logra estabilizar
en 6 meses con 7 sub cultivos. Por otro lado, Corredoira et al., (2011) encontré que en
la multiplicacién de Alnus glutinosa el mejor tratamiento fue el 2 mg L' de BA y 0,5 mg

L de AIA, estabiliza entre 5y 12 meses.

Sistemas de Inmersion Temporal

Los sistemas de inmersidén temporal, tienen su fundamento en la inmersion de uno o
varios explantes en solucion nutritiva, en un tiempo determinado. Debido al mayor
contacto del explante (tejido vegetal) con el medio liquido, la absorcién de nutrientes es
mayor, asi como el intercambio gaseoso versus medio semisolido (agar), ayudando a la
activacion de los estomas para la transpiracion y realizar el intercambio gaseoso,
resultando en el aumento de la proliferacion de brotes por explante (Florez et al.2016).
El tiempo de inmersion, es decir, duracion o frecuencia, es el parametro mas decisivo
para la eficiencia del sistema. La inmersion temporal también mejora generalmente la
calidad del material vegetal, aumentando el vigor de los brotes, siendo el caso de fresa
(Debnath, S.C. 2008). Existen diferentes tipos, dependiendo de su funcionamiento y
mecanizacion, sin embargo, los mas utilizados son los Biorreactores de Inmersion
Temporal. Los Biorreactores son sistemas abiertos que mantienen un ambiente en
constante movimiento, utilizada en cultivo de tejidos, en donde se hace inmersion
temporal de todo el explante en un medio liquido (Florez et al. 2016), evitando la
vitrificacion del explane por el contacto con el medio semisolido (agar), ademas
renueva los gases que se acumulan en el medio y controlando los tiempos de
inmersion se evita la hiperhidricidad, evitando toxicidad por estos. Existen varios tipos,
sin embargo el mas usado es el Recipiente de Inmersion Temporal Automatico (RITA),
el cual tiene un software que controla el tiempo de inmersién del tejido en el medio
liquido y hace remocion de gases acumulados. Aradillas (2015) reporté que el mejor
tratamiento de inmersion temporal para higuera variedad Nezahualcoyotl es el de 1

minuto cada 6 horas. Asimismo Quiala et al. (2012) demostraron que con la utilizacion
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del Sistema de Inmersion Temporal (SIT) se obtienen el doble de brotes por explante
(10.3) a comparacion del Sistema semisolido (SS). Teixeira et al. (2016) también
encontré que se multiplica al doble (14) el nimero de plantas regeneradas por callo,
ademas se incrementd 12 veces (177 gr) la biomasa del callo en palma de aceite
(Elaeis guineensis) en comparacion con el sistema semisélido (SS), mejorando el
rendimiento biologico. Por otro lado la tasa de multiplicacion no s6lo depende del tipo
de Biorreactor, sino de la especie y su totipontencia celular, como lo demuestra Newton
et al. (2009) haciendo la propagacion de pifa utilizando Biorreactor RITA y Biorreactor
de Inmersion por Burbujas (BIB), en donde obtiene 2.3 brotes mas en comparacion con
RITA. También las plantas obtenidas del Biorreactor tipo RITA tienen mayor porcentaje
de supervivencia en la fase de aclimatacibn en comparacion con las de medio sélido,
debido al intercambio gaseoso que inicia dentro del sistema, con el movimiento del aire
ingresando diéxido de carbono y liberando oxigeno (Vidal et al. 2015).Por lo tanto, el
uso de esta nueva tecnologia (Biorreactores tipo RITA) es un método prometedor para

la propagacion de la higuera.

Control de microorganismaos in vitro

Las condiciones del cultivo in vitro son propicias para el crecimiento de
microorganismos (hongos, bacterias y levaduras), puede ser un problema serio, estos
pueden dafiar o matar el explante que se tenga en el medio. Cuando la desinfeccién de
los explantes iniciales falla, y los microorganismos no se detectan en la fase inicial de
propagacion, pueden sobrevivir no observadas como una contaminacion en los
explantes de la planta y s6lo aparecen cuando la poblacion de es grande (crecimiento
de los microorganismos en el medio). Czaja et al. (2016) reportd desarrollo de Botritys
spp., en higos a 25°C, sin embargo, Juarez (2015) mencion6 que puede estar
contaminados el explante que se utilice, como en apices, tallos y hojas, debido a la
acumulacion de esporas en las lenticelas, en los tricomas y en las paredes celulares
infectadas. Por otro lado Gémez (2016) examind una cubierta polimérica de quitosano-

aceite esencial, que inhibe el crecimiento de mohos y levaduras en higos.

Es importante tanto la descontaminacion del explante como la del medio, existen

diferentes sustancias para ello, Aradillas (2015) present6 evidencia que usando etanol
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(OH) al 70 % y Cl al 20 % provocaron una buena desinfeccion en explantes de higuera,
también Paul et al., (2011) concluy6 que los brotes apicales si son sumergidos en 70%
de alcohol etilico y ademas en hipoclorito de sodio al 2,5% y afiadiendo 250 mg L de
antibidtico ampicilina de sodio se obtiene mejor resultado. Por su parte, Ruiz et al.,
(2016) encontraron que las levaduras Hanseniaspora opuntiae L479 y L672
Metschnikowia pulcherrima son antagoénicas al desarrollo de hongos en higos. Por otro
lado se restringio el crecimiento de varias bacterias (Methylobacterium lusitanum,
Paenibacillus spp., Pseudomonas putida, Serratia marcescens y Staphylococcus
pasteuri) en la multiplicacion y en el enraizamiento del anturio, de la zarzamora, del
crisantemo, de la mora, de la frambuesa y de la fresa, utilizando Vitrofural a
concentraciones de 25 mg L?, 35 mg L, o 45 mg L% liberando durante 21 dias el
medio de cultivo (agar in vitro) sin contaminacion, también aumenta el niumero de
brotes axilares en mora y disminuye el nimero y longitud de las raices (Orlikowska et
al. 2012). La nanotecnologia también es una area de estudio que proporciona control
sobre factores a escala nanométrica. La utilizacion de nano particulas de plata (AgNps)
en el area agricola especificamente en cultivos in vitro fue probada en explantes de
vainilla y anturio, para desinfeccion y sub cultivos, en un sistema RITA, agregado en el
medio liquido, sin embargo, también se ha utilizado con fines de desinfeccion en
humanos, controlando gangrena en pies de personas con diabetes (Ayala, N.N.V.
2010), también se ha probado en pocos cultivos uno de ellos la cebolla, en donde se
protegié durante 30 a 90 dias a la planta en campo, también se notd6 menor oxidacién
de los tejidos (Juarez et al. 2013). Siendo buen prospecto a probarse para desinfeccién

de explantes.

Hormonas reguladoras de crecimiento

Existen varias hormonas reguladores del crecimiento vegetativo, en la propagacion in
vitro las mas utilizadas son; bencil amino purina (BAP), acido 1-naftalenacético (NAA),
acido giberélico (AG3) , benciladenina (BA), acido Indolacético(AlA), acido abscisico
(ABA), etileno y acido Indol butirico (AIB). Otras menos utilizadas; jasmonatos,
brasinoesteroides, estragalolactonas, acido salicilico, peptidos hormonales, poliaminas,

zeatina y 1-triacontanol. La zeatina (Z) es una citocinina probada en varios cultivos,
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utilizado in vitro mejorando el crecimiento del callo en las primeras etapas de la
embriogénesis (Blintsov et al. 2001) y el 1-Triacontanol, es un promotor del crecimiento,
es un alcohol saturado de cadena larga, que promueve el crecimiento en aplicacion
exogena, se ha probado en crecimiento de algas aumentando su biomasa 2 veces mas
en comparacion sin su aplicacién (Tastan et al. 2016). Ademas se ha encontrado que
cuando se aplica 1-Triacontannol (10 uM) aumenta el contenido de clorofila y sacarosa,
disminuyendo el dafio oxidativo, mejord significativamente la actividad de la catalasa
(CAT) y la peroxidasa de guaiacol (POD), demostrando que el POD puede desempefiar
un papel importante en la eliminacion de H202, promoviendo también la emision de
tallos, en el cultivo de arroz (Xiaochun et al. 2016). Sin embargo, se tienen que utilizar
diferentes concentraciones debido a que se desconoce el comportamiento de cada
variedad de higo; Black mission, Kadota y Gomez. También se puede adicionar
nutrientes como Ca y Mg que ayudan a estimular el desarrollo de raices (Neem et al.,
2011). La utilizaciéon del AIB, y del 1-triacontanol son opciones para mejorar la

propagacion de explantes de higuera, variando concentraciones y formas de aplicacion.

Mini estacas in vitro

Para la propagaciéon masiva con poco material se utiliza mini estacas de 3 a 4 cm, con
un maximo de 2 nudos; ademas con esto, se asegura la no variacibn somaclonal de la
variedad, debido a que se utilizan meristemos diferenciados en la mini estaca. Uribe et
al. (2012) obtuvieron un 87,5 % de enraizamiento adventicio con 1 mg L de AIB y un
75% con 3 mg L' de ANA, también encontraron que se tiene un 100 % de
supervivencia con la adiciéon de 3 mg L de AIB al medio de cultivo en plantas de
Nothofagus glauca. Por otro lado Sharma et al. (2015) encontraron que en un medio
MS adicionado con 7,5 M de 6-benciladenina (BA) mas 0.5 pM acido alfa-
naftalenacético (NAA) mejora la tasa de multiplicacion en higuera, mientras que
Aradillas (2015) encontré que con 1000 ppm de Radix (acido indol-3-butirico (AIB))
enraizd un 55% de mini estacas de la variedad ‘Nezahualcéyotl’. Las concentraciones
probadas de AIB son un indicador para establecer el experimento, haciendo variar la
concentracion se espera buena respuesta de enraizamiento de las variedades ‘Black

mission’, ‘Kadota’, ‘Gomez’ y ‘Netzahualcdyotl’, disminuyendo la posibilidad de
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variacion, ademas es un método de propagacion facil de replicar. El cultivo in vitro es
un método para la multiplicacion masiva con poco material vegetativo y en menor
tiempo, ademds vigoriza y desinfecta, la propagacion por mini estacas es importante

para evitar variacion somaclonal y mantener la precocidad en la produccion.
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CAPITULO I. CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS Y CLOROFILA DE CUATRO
VARIEDADES DE HIGUERA.

1.1Resumen
Las clorofilas son pigmentos de color verde que se encuentran en las granas y

tilacoides de los cloroplastos, su principal funcién es la fotosintesis, proceso que
absorber energia de la luz solar y en conjunto con el agua la transforman en
compuestos organicos. Algunos productos de la fotosintesis son los carbohidratos,
almacenados como almidon, glucégeno 6 sacarosa, que son reservas metabdlicas en
las plantas. En higuera aun no se conoce informacién alguna en cuantificacion de
carhidratos y clorofila, tener datos cuantitativos ayuda a tener bases y fundamentos
para el analisis y toma de decisiones en la propagacion, principalmente cuando es via
asexual, y notar su efecto en la propagacién de ‘Black mission’, ’Kadota’, ‘Gomez’ y
‘Netzahualcoyotl’. El objetivo del presente trabajo fue determinar carbohidratos
(glucosa) de tallo y cuantificar concentracion de clorofila de las hojas, de las cuatro
variedades de higuera. En este estudio se utilizd6 el método Antrona descrito por
Witham et al. (1971), para cuantificacion de carbohidratos de tallo (1 cm), y
espectrofotometria para la cuantificacion de clorofila de hojas (5 gramos), con 5
repeticiones por variedad. En la cuantificacion de carbohidratos (glucosa) de los tallos,
la variedad Netzahualcéyotl presentd mayor concentracion con 6.16 mg, mientras que
‘Black mission”, ‘Kadota’, y ‘Gomez presentaron: 4.32, 3.76 y 2.72 mg,
respectivamente, asi mismo ‘Netzahalcoyotl’ tambien presenta 0.77 mg de clorofila,
mayor concetracion de clorofila a y b en hojas, con respecto a ‘Black mission’, ‘Kadota’
y ‘Gomez’, con 0.54, 0.47 y 0.34 mg de clorofila por cada 100 mL de solucion,la
cantidad de carbohidratos acumulados en el tallo como glucosa, aumentan la
probabilidad de brotacion y enraizamiento para la variedad, ya sea mediante el cultivo
in vitro 0 enraizamiento in vivo, la mayor concentracion de clorofila aporta mayor
eficiencia en la captacion de luz por lo tanto mejora el proceso de fotosintesis. La
relacion clorofila-carbohidratos esta estrechamente relacionada, es decir, a mayor
concentracion de clorofila a y b en hojas, mayor acumulacion de carbohidratos en

forma de glucosa en los tallos, existiendo diferencia entre variedades.

Palabras clave: cuantificacion, carbohidratos, glucosa y clorofila.
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1.2 Abstract

Chlorophylls are green pigments found in the granules and thylakoids of chloroplasts,
their main function is photosynthesis, a process that absorbs energy from sunlight and,
together with water, transforms it into organic compounds. Some products of
photosynthesis are carbohydrates, stored as starch, glycogen or sucrose, which are
metabolic reserves in plants. In the fig tree there is still no known information on the
guantification of carbs and chlorophyll, having quantitative data helps to have bases and
foundations for the analysis and decision making in the propagation, mainly when it is
asexual, and to notice its effect in the propagation of ' Black mission ',' Kadota '," Gdmez
‘and' Netzahualcoyotl '. The objective of the present work was to determine stem
carbohydrates (glucose) and quantify chlorophyll concentration of the leaves of the four
fig varieties. In this study, the Antrona method described by Witham et al. (1971), for
guantification of stem carbohydrates (1 cm), and spectrophotometry for the
guantification of chlorophyll of leaves (5 grams), with 5 repetitions per variety. In the
quantification of carbohydrates (glucose) of the stems, the NetzahualcOyotl variety
presented higher concentration with 6.16 mg, while 'Black mission’, 'Kadota', and
'‘GOmez' presented: 4.32, 3.76 and 2.72 mg, respectively, same 'Netzahalcéyotl' also
presents 0.77 mg of chlorophyll, greater concentration of chlorophyll a and b in leaves,
with respect to '‘Black mission’, 'Kadota' and '‘Gomez', with 0.54, 0.47 and 0.34 mg of
chlorophyll per 100 mL of solution, the amount of carbohydrates accumulated in the
stem as glucose increases the likelihood of sprouting and rooting for the variety, either
through in vitro cultivation or rooting in vivo, the higher concentration of chlorophyll
provides greater efficiency in light capture therefore improves the process of
photosynthesis. The chlorophyll-carbohydrate ratio is closely related, that is, the higher
concentration of chlorophyll a and b in leaves, the greater accumulation of

carbohydrates in the form of glucose in the stems, there being a difference.

Key words: quantification, carbohydrates, glucose and chlorophyll.
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1.3Introduccién

Las plantas mediante la fotosintesis convierten el dioxido de carbono y agua en
azucares, la energia que almacenada esta en forma de ATP y NADPH es entonces
usada para convertir el bioxido de carbono a fructosa-6-fosfato (en el ciclo de Calvin)
de la cual deriva la glucosa-6-fosfato, o &cido malico (en la via piruvato-malato).
Algunos productos de la fotosintesis son almacenadas como almidén o como sacarosa,
este ultimo es el principal azlcar traslocado para los procesos de biosintesis y aporte
de energia para mantenimiento. Los carbohidratos incluyen: (1) monosacaridos
(polihidroxi aldehidos o cetonas), compuestos de 5 carbonos, como la xilosa o
arabinosa, y compuestos de 6 carbonos, como la glucosa y la fructosa, las mas
abundantes, (2) oligosacaridos en los que un grupo hidroxilo de un monosacarido se
condensa con el grupo reductor de otro monosacarido (si dos unidades de azucar se
unen de esta manera, se produce un disacarido; una matriz lineal de tres a ocho
monosacaridos unidos por enlaces glicosidicos produce oligosacaridos), y (3)
polisacaridos que se pueden separar aproximadamente en dos grandes grupos, los
llamados polisacaridos estructurales (celulosa, hemicelulosa, lignina) que constituyen o
son parte de estructuras mecanicas rigidas en las plantas y polisacéridos nutrientes (
almidon y glucdégeno) que son reservas metabdlicas en las plantas y animales
(Southgate 1991). Son fundamentales para la produccién de compuestos organicos y
biosintéticos en plantas, asi mismo estan relacionadas con la reserva y en su momento
produccién de materia, ya sea en algin érgano de la misma como: tallo, hoja, raiz 6
fruto. Debido a que las concentraciones de glucosa, fructosa y sacarosa son altas, es
poco comun encontrar otras hexosas distintas. Tener datos cuantitativos de los
carbohidratos ayuda a tener bases y fundamentos. No es de extrafiar que los cambios
tanto cualitativos como cuantitativos en los carbohidratos a menudo acompafien las

respuestas de las plantas al estreés.

Las clorofilas son pigmentos de color verde que se encuentran en las granas y
tilacoides de los cloroplastos, su principal funcion es la fotosintesis, proceso que
permite a los organismos absorber energia de la luz solar y en conjunto con el agua la

transforman en compuestos organicos y oxigeno (Nathan et al. 2006). A su ves, las
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clorofilas poseen unas estructuras porfirinicas, formada por cuatro anillos pirrélicos con
un atomo de magnesio en su centro, un anillo de ciclopentanona y un éster de fitol
unido a uno de los anillos de pirrol que provee a la molécula de una cola lipéfila. La
diferencia entre las distintas clorofilas existentes (se conocen al menos siete) se
encuentran en los sustituyentes que se presentan; asi la clorofila "a" (verde azulada)
presenta un grupo metilo (CH3) en el carbono 3, y la "b" (verde amarillenta) un grupo
aldehido (CHO) en la misma posicion, dando lugar a espectros de absorcidn distintos
para cada tipo, la clorofila a en disolucion alcohdlica presenta maximos de absorcion en
430 nm y 662 nm, mientras que la clorofila b los presenta en 453 nm y 642 nm (Nobel,
2012). Sin embargo muchas de ellas contienen en los plastidios, pigmentos adicionales
tales como otras clorofilas (c, d, e), fucoxantinas (amarillo pardo) y ficocianina
(azulado), que comunican sus respectivos colores, principalmente en algas (Espinosa
et al. 2016).

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucion. Se basa en que las moléculas absorben
las radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende
de forma lineal de la concentracion. Para hacer este tipo de medidas se emplea un

espectrofotometro (Gémez et al., 2005).

Los métodos de para cuantificacion de azucares de basa en la oxidacion del azlcar
con una solucién alcalina de sales metalicas como cobre 6 fierro, posteriormente, los
metales reducidos se determinan por gravimetria, titulacion o colorimétricamente
(espectrofotometria). En este estudio se utilizd el método Antrona descrito por Witham
et al. (1971), para cuantificacion de carbohidratos de tallo, en cuatro variedades de
higo: Black mission, Kadota, GoOmez y Netzahualcoyotl, tambien se utilizd
espectrofotometria determinar la cantidad de clorofila presente hojas de las mismas

variedades.

23



1.4Materiales y Métodos
1.4.1 Sitio experimental

La cuantificacion de realizé en la época de verano del 2018, en el Laboratorio de
Fisiologia-Postcosecha, ubicado en el edificio de Laboratorios Generales del Colegio
de Postgraduados, Montecillo, Estado de México, a una altitud de 2240 msnm.

1.4.2 Material vegetal

Para cuantificacion de carbihidratos se utilizaron tallos de 1 cm de longitud, y para la
determinacién de clorofila se utilizaron 5 gr de hoja, de cuatro variedades de higuera:
Black misién, Kadota, Gémez, y Netzahualcéyotl, las tres primeras procedentes de
Gomez Palacio, Durango, y la ultima es una seleccion realizada en el Valle de México
por el M.C. Alfonso Muratalla Lua y el Dr. Facundo Barrientos Pérez, Investigador
Docente y Profesor Titular respectivamente del Colegio de Postgraduados en diciembre
de 1980. Todas las plantas de un afio de edad, se cortaron porciones vegetativas de
tallo y hoja, a razén de 5 gramos por cada muestra, y se utilizaron 5 repeticiones por

variedad.

1.4.3 Metodologia para cuantificacion de carbohidratos.

Se utilizé la preparacion de la solucién madre tomando en cuenta que la muestra no se
le puede extraer suficiente jugo, debido a que es un tallo. Se tomaron 5 gramos de
muestra de tallo, se colocé en un matraz Erlenmeyer de 500 mL, adicionando de 50 a
100 mL de etanol al 80%, se llevo a ebullicibn durante 5 minutos y después se dejé
reposar 24 horas en refrigeracion a 5°C, enseguida haciendo uso de papel filtro, se
filtrdé la muestra y se dejé a temperatura ambiente para que eliminar la mayor cantidad
de alcohol posible, para después aforar en un matraz a 100 ml con agua destilada,

obteniendo la solucién madre.

De esta solucion madre, se tomaron alicuotas de 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mL en
tubos de ensaye y se ajustaron a 3 mL con agua destilada, a cada tubo se le agrego 6
mL de solucion de Antrona (preparada con 0.4 g de antrona en 100 mL de &cido

sulfirico concentrado), esta mezcla se realiz6 en bafio de hielo. Posteriormente se
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colocaron los tubos en agua hirviendo durante 3 minutos, pasado este tiempo se
sumergieron nuevamente en bafio de hielo y se registré la absorbancia a 625 nm
mediante un Spectronic 20. Con los datos anteriores se obtuvo la curva estandar

obteniendo una regresion lineal como se muestra en la Figura 1.1.
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Figura 1. 1 Curva estandar de Glucosa para Higuera, con regresion lineal.

Una vez teniendo los datos de la curva estandar se procede a repetir el procedimiento
anterior, haciendo una disolucién de 1:8 de los tubos de ensaye, para poder correrlos

en la misma absorbancia 625 nm.

Para determinar la concentracion de azucares reductores (glucosa) en la muestra se
aplica el mismo meétodo, utilizando la ecuacion lineal de la curva patron, o en su caso
utilizar la curva estandar para definir los pardmetros de glucosa de cada muestra. Se

utilizaron 5 repeticiones por variedad, con un total de 20 muestras.
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1.4.4 Metodologia para determinacién de clorofila.

Se inicio con el peso de 5 gr por muestra, con 5 repeticiones por variedad, enseguida
se colocaron en tubos de ensayo y se agregaron 10 mL de acetona al 80%, y se dejo
reposar 24 horas en obscuridad en refrigeracion a 5°C. Después de transfirio a un
mortero para macerar hasta obtener una solucién uniforme y homogénea. Se filtr6 y se
afiadié carbonato de sodio anhidro para eliminar humedad, se aforo a 50 mL con
acetona al 80%, debido a la concentracion de la clorofila, se disolvié 1:8 para estar en
el rango del espectrofotbmetro. Se transfirid el extracto a un tubo de ensayo y se
centrifugé a 5000 rpm durante 2 minutos 6. Transferir el sobrenadante a una celda y
leer la absorbancia a 645 y 663 nm en el espectrofotbmetro usando etanol 80% como
blanco. Se realizaron las pruebas pertinentes con el espectrofotometro mediante
diferentes disoluciones de clorofila: 1,2 y 3 mL, con la finalidad de obtener las
respectivas absorbancias como muestra patron, para las espectrofotometrias se

consideraron las muestras puras extraidas.

1.5Resultados y Discusion

1.5.1 Cuantificacion de carbohidratos

Se encontré diferencias en la cuantificacion de carbohidratos en tallos de las cuatro
variedades analizadas, indicando que a pesar de que las plantas tienen la misma edad
y etapa fenoldgica, tienen diferente cantidad de glucosa en sus tallos, Pigman (1957)
mencion6 que la acumulacion de carbohidratos en tallos y hojas esté relacionada con la
etapa fenoldgica y la capacidad de absorcién de luz de las hojas, para el caso de
durazno, aumenta la cantidad de glucosa en tallos cuando estan en floracién, noté una
mayor concentracion hasta de 6 mg/100 mL , debido a la teoria fuente-demanda, sin
embargo, también encontré que las concentraciones mas bajas fueron cuando existid
crecimiento vegetativo, debido a la translocacion de los azucares hacia los puntos de
crecimiento (meristemos), por otro lado, en esta especie se encontré que los azucares

disminuyen al entrar en dormancia, pero aumentan los niveles de almidon en tallos
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(Ruiz et al. 2016), siendo una posible referencia para época de colecta de varetas con

la finalidad de propagacion.
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Figura 1. 2 Cantidad de glucosa por variedad de higuera.

Los datos encontrados (Figura 1.2) notan que la variedad Netzahualcdyotl, tiene hasta
2.1, 3.6, y 4.6 mg mas de glucosa en sus tallos en comparacion con’Black mission’,
‘Kadota’, y ‘Gomez’, respectivamente. Para el cultivo in vitro la cantidad de reservas del
tallo ya sea en almidén 6 glucosa es importante, debido a la mayor probabilidad de
supervivencia y brotacién del explante, Newton et al. (2009), también menciond que la
cantidad de reserva del tallo esta relacionada directamente con el porcentaje de
supervivencia en la etapa de establecimiento de pifia, sin embargo, la asepsia es de
mayor importancia debido a que, explantes con buen desarrollo pueden contaminarse y
morir, en comparacién con explantes lentos en brotacion (con menor cantidad de

reservas) sin contaminacion.
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Figura 1. 3 Diluciones de glucosa, para curva estandar de interpretacion.

En el cultivo in vitro el tiempo de brotacién de una variedad a otra, a pesar de ser de la
misma especie, da pauta a manejar distintos métodos para cada una, en tiempos
estimados para los cultivos subsecuentes o tiempo total de propagacion (Quiala et al.,
2012). Es importante mencionar que por escaso material vegetativo no se pudo hacer
una correlacion entre el material vegetativo que se establecio en la época de verano,
para cada una de las variedades probadas y el contenido total de carbohidratos como
resultado presentado anteriormente (Figura 1.2), en futuros trabajos se recomienda
hacer cuantificacion de carbohidratos junto con el establecimiento in vitro para definir
pardmetros especificos por variedad. Los resultados tienen congruencia con el tiempo
de brotacién de los explantes, debido a que Netzahualcéyotl broté en las primeras 4
semanas, mientras que Kadota y Black mission brotaron hasta 8 semanas después, y
Gbomez resulto intermedia, ya que broto a las 6 semanas (Capitulo Il), a pesar de haber
presentado menor contenido de carbohidratos en sus tallos. Nava et al. (2014)
encontraron que la distribucion de biomasa en la planta esta correlacionada con la
concentracion de reservas y azucares totales, concordando con los resultados de
Mendoza Castillo (2015), quien analiza la cantidad de biomasa en frutos, tallos y hojas
de higuera, de la variedad Netzahualcdyotl, en donde encontr6 mayor acumulacion en

tallos y hojas después de un ciclo de cultivo.
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1.5.2 Cuantificacion de clorofila.

Los resultados obtenidos mediante espectrofotometria permitieron realizar un analisis
cuantitativo de los pigmentos a través de sus respectivas absorbancia. Respecto a los
pigmentos fotosintéticos se pudo observar el espectro caracteristico de las clorofilas
con su banda espectral entre los 645 y 663 nm, lo cual corresponde a clorofila ay b
respectivamente (Stryer, 2002).
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Figura 1. 4 Cuantificacion de clorofila a y b por variedad, absorbancia a 625 nm.

La Figura 1.4, nos muestra la variacion en concentracion de clorofila por variedad,
Netzahualcdyotl tiene mayor concentracion: 0.2, 0.3 y 0.4 mg/100 mL de clorofila con
respecto a: Black mission, Kadota y Gomez, respectivamente. Notandose claramente
en el color de las muestras extraidas por variedad (Figura 1.5). La mayor
concentracion de clorofila en esta relacionada directamente con la concentracion de
carbohidratos, en base a un aumento proporcional positivo, es decir, aumento de
concentracion de clorofila y un aumento de concentracion de carbohidratos, para el
caso de higuera de las cuatro variedades. ‘Netzahualcoyotl’ presenta mayor
concentracion de clorofilas, indicando que es mas eficiente en la captacién de luz para

transformarla en carbohidratos mediante la fotosintesis, sin embargo ‘Black mission’, y
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‘Kadota’ se mantienen entre 0.4-0.5 mg/100 mL de clorofila, indicando su menor
capacidad de absorbancia del espectro de luz. Por otro lado, "GOmez” es la variedad
con menor concentracion de clorofila con 0.3 mg/ 100 mL, la clorofila tiene una
absorbancia definida, clorofila a (662 nm) y b (642 nm), sin embargo la concentracién
es correlativa con la fotosintesis y posteriormente a la transformacion de carbohidratos,
indicando que a menor concentracion de clorofila, menor cantidad de foto asimilados

(Trumbo et al., 2013), reflejandose directamente en la acumulacién de biomasa.

Figura 1. 5 Muestras de clorofila de las cuatro variedades, calibracion del
espectrofotometro. Clorofila de variedad 1: ‘Black mission’; 2: ‘Kadota’; 3:
‘Netzahualcoyotl’; 4: ‘Gémez’.

Con los resultados obtenidos, se correlacionan el genotipo con la concentracion de
clorofila de cada variedad, Nezahualcoyotl es mas eficiente en la captacion de luz en
comparacién con las demas, por la mayor concentracion de clorofila, dando ventaja
respecto a las demas si se midiera la eficiencia fotosintética por area. En el cultivo in
vitro, en la etapa de multiplicacion, un factor a medir es el nUmero de hojas, en donde
algunas ocasiones no se tienen diferencia significativa, sin embargo, la cantidad de
clorofila puede marcar tendencia, en mayor captacion de luz y rapidez funcional de las
hojas, y por lo tanto, mayor velocidad de brotacién y mayor tamafio, en comparacién al

resto de variedades.

1.6Conclusiones

En la cuantificacion de carbohidratos como glucosa de los tallos, la variedad

Netzahualcéyotl presenté mayor concentracion con 6.16 mg, mientras que "Black
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mission’, ‘Kadota’, y ‘Gémez’ presentaron: 4.32, 3.76 y 2.72 mg, respectivamente, la
cantidad de carbohidratos acumulados en el tallo como glucosa, aumentan la
probabilidad de brotacion y enraizamiento para la variedad, ya sea mediante el cultivo

in vitro 6 enraizamiento in vivo.

La variedad Netzahualcdyotl también presenta mayor concentracién de clorofila ay b
en hojas, con respecto a ‘Black mission’, ‘Kadota’ y ‘Gémez’, superandolos por 0.2, 0.3
y 0.4 mg de clorofila por cada 100 mL de solucion, tiene mayor eficiencia en la

captacion de luz por lo tanto mejora el proceso de fotosintesis.

La relacion clorofila-carbohidratos esta estrechamente relacionada, es decir, a mayor
concentracion de clorofila a y b en hojas, mayor acumulacion de carbohidratos en

forma de glucosa en los tallos, existe relevancia genotipica entre variedades.

En futuros trabajos se sugiere realizar analisis de clorofila y carbohidratos, a la par que
el establecimiento in vitro o0 enraizamiento in vivo, para tener correlaciones directas, en

tiempo de brotacion, calidad del brote y enraizamiento.
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CAPITULO Il. PROPAGACION in vivo DE HIGUERA

2.1Resumen

Existen 600 variedades de higuera descritas en el mundo, la mayoria de ellas
presentan partenocarpia, en México se cuenta con ‘Black mission’, ‘Kadota’, ‘Gémez’ y
‘Netzahualcoyotl’, todas estas variedades presentan buena productividad y se
propagan asexualmente. La propagacion tradicional es por medio de estacas e hijuelos,
este método tiene la ventaja de evitar la juvenilidad e iniciar la produccion de forma
precoz, desde el primer ciclo agricola, sin embargo, existen ciertas dificultades de
enraizamiento para algunas variedades, por ejemplo en la literatura se han indicado
porcentajes de enraizamiento del 10 al 45 % dependiendo de la variedad. La auxina
utilizada frecuentemente para enraizamiento es el acido indol butirico (AIB) debido a su
bajo costo. No obstante, se desconoce la concentracién 6ptima para el enraizamiento
de las variedades que se tienen en nuestro pais. El objetivo en este trabajo fue evaluar
diferentes concentraciones (0, 500, 1000, 1500 y 2000 ppm) del producto comercial
Radix® 3000 para el enraizamiento de mini estacas (trozos de tallo de 5 cm de longitud)
de cuatro variedades de higuera, solamente “Netzahualcoyotl” es proveniente del Valle
de México, las demas provienen de Gémez Palacio, Durango. Se utiliz6 como sustrato
un mezcla de arena, tezontle y peat moss en una relacion 1:1:1 v/v, bajo condiciones
de invernadero, alcanzando temperaturas promedio de 25 £ 5 °C, una humedad relativa
del 70 % y con una sombra del 50 % durante 60 dias. Se establecieron mini estacas de
5 cm con 2 nudos de las variedades ‘Black mission’, ’'Kadota’, 'Gémez’ vy
‘Netzahualcoyotl’. Se obtuvo un porcentaje de enraizamiento del 52, 64, 85 y 94
respectivamente. Las mejores concentraciones del producto, oscilaron entre 500 a
1500 ppm y el nimero de raices estuvo entre 16 a 19, con una longitud de 1.4 a 2.5

cm dependiendo de la variedad.

Palabras clave: partenocarpia, propagacion, enraizamiento y mini estacas.
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2.2 Abstract

There are 600 varieties of fig trees described in the world, most of them have
parthenocarpy, in Mexico there is 'Black mission’, 'Kadota', 'Gomez' and
‘Netzahualcoyotl', all these varieties have good productivity and spread asexually. The
traditional propagation is by means of cuttings and shoots, this method has the
advantage of avoiding juvenility and starting production early, from the first agricultural
cycle, however, there are certain difficulties of rooting for some varieties, for example in
the literature have indicated rooting percentages of 10 to 45% depending on the variety.
The auxin frequently used for rooting is indole butyric acid (IBA) due to its low cost.
However, the optimum concentration for the rooting of the varieties is unknown in our
country. The objective was to evaluate different concentrations (0, 500, 1000, 1500 and
2000 ppm) of the commercial product Radix® 3000 for the rooting of mini cuttings of four
varieties of fig tree. A mixture of sand, tezontle and peat moss was used as a substrate
ina 1l: 1. 1v/vratio, under greenhouse conditions, reaching average temperatures of
25 + 5 ° C, a relative humidity of 70% and with a 50% shadow for 60 days. Miniature 5
cm with 2 knots of the varieties 'Black mission’, 'Kadota', 'Gémez' and 'Netzahualcoyotl'
were established. A percentage of rooting was obtained of 52, 64, 85 and 94
respectively. The best concentrations of the product, ranged between 500 to 1500 ppm
and the number of roots was between 16 to 19, with a length of 1.4 to 2.5 cm depending

on the variety.

Key words: parthenocarpy, propagation, rooting and mini cuttings.
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2.3 Introduccién

La higuera es una especie rustica, que se adapta con facilidad a diversas condiciones
edafoclimaticas, debido a ello, algunos investigadores se enfocan en variedades
comerciales y buscan variantes para la caracterizacion y la utilizacion de los recursos
fitogenéticos, mas que en programas de mejoramiento genético. Actualmente se
realizan analisis moleculares multivariados (microsatelites, RT-PCR, FLPS) para
separar a nivel genético las variedades, debido a la sinonimia o identificacién erronea
de algunos, sobre todo en las tipo Caprifig (Aradhya et al. 2017), quedando solamente
en 3 grupos; Comun, San Pedro y Smyrna. Existen 600 variedades descritas en el
mundo (Condit, 1955). Sin embargo, existen dificultades para la propagacion en
algunas variedades, principalmente del tipo Black mision, Bisi et al. (2016) reportaron
10 al 45 % de establecimiento y Aradillas (2016) un 26 %, teniendo una pérdida del 55
al 90 % de material vegetativo, relacionado directamente con pérdidas econdmicas
haciendo que el costo por planta sea elevado (Hartmann et al., 2011). Las variedades
existentes en nuestro pais en su mayoria son partenocarpicas, debido a esto su
propagacion tradicional es por medio de estacas, este método tiene la ventaja de evitar
juvenilidad e iniciar la produccién en etapas tempranas, 6 meses después de su
establecimiento para Black mision y 4 meses para Kadota. Por otro lado, también
puede mantener los problemas de la planta madre, como son plagas, enfermedades,
bacterias, virus y fitoplasmas, si se tiene un protocolo adecuado de asepsia para la
vareta, solamente podemos tener problemas internos de la vareta como: virus,
fitoplasmas y bacterias. Algunos de los compuestos auxinicos que se utilizan para el
enraizamiento de varetas son; acido indol butirico (AIB), acido 1-naftalenacético (ANA),
2-4 D y el &cido indolacético (AlA), este ultimo es fotosensible, el mas utilizado es el
primero debido a su estabilidad y poca movilidad. Gunver y Eartan (1998) realizaron
algunas pruebas de propagacion de in vivo mediante la adicion de 1000 ppm de AIB,
obteniendo 54 % de enraizamiento para la variedad Bursa Siyahi. De igual forma
Zerhoune (2003) realiz6 pruebas con las variedades Kadota, Gouddane, Chiari y
Ournaksi, para conocer el porcentaje de enraizamiento, aplicd AIB y establecio varetas

de manera vertical, obteniendo mayor vigor en planta para ‘Ournaksi’, con respecto de
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su establecimiento con varetas de lado. Se han utilizado diferentes sustratos, como
peat moss, suelo comun, arena y mezclas de ellas, Peche et al. (2017), demostraron
que a ‘Roxo de Valinhos’ tiene mejor enraizamiento en suelo comun junto con arena. A
pesar de que ya existen trabajo de propagacidn por estacas, en nuestro pais aun no se
ha reportado alguno, de tal forma que se colectaron variedades comercialmente
importantes que se encuentran en México; ‘Black misién’, ‘Kadota’, ‘Gémez’ y
‘Netzahualcoyotl’, todas estas presentan partenocarpia y buena productividad. El
objetivo en este trabajo fue evaluar diferentes concentraciones del producto comercial
Radix® 3000 para el enraizamiento de cuatro variedades de higuera, aprovechando la

menor cantidad de material vegetativo.

2.4 Materiales y Métodos
2.4.1 Sitio experimental

El experimento se realizd6 durante el periodo de enero a diciembre de 2017, en un
invernadero rastico de cubierta plastica de 9 m?, a una altitud de 2240 m.s.n.m.
Ubicado en el Colegio de Postgraduados, campus Montecillo en el de Estado de

México.

2.4.2 Material vegetal

Se utilizaron las variedades: ‘Black mission’, ‘Kadota’, ‘Gémez’ y ‘Netzahualcoyotl’, las
tres primeras procedentes de una parcela productiva en Gomez Palacio, Durango y la
Ultima es una seleccion realizada en el Valle de México por el M.C. Alfonso Muratalla
Lda y el Dr. Facundo Barrientos Pérez, Investigador Docente y Profesor Titular
respectivamente del Colegio de Postgraduados en diciembre de 1980.

‘Black mission’ se caracteriza por tener la epidermis externa obscura con sus tejidos
internos de color rosa, ‘Kadota’ tiene la epidermis externa color amarillo y su interior
verde-amarillo, la variedad Gomez cuenta con epidermis externa bicolor verde-rojizo y
sus tejidos internos color rojo. Las variedades anteriores se colectaron varetas (trozos

de tallo de 30 cm de longitud sin hojas), de plantas en produccién de 4 afios de edad,
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con podas anuales en sistema de conduccién en V, tutoradas en macro tunel, densidad
de 2200 plantas por hectarea con sistema de fertirriego establecidas en suelo, de
Gomez Palacio, Durango. ‘Nezahualcéyotl’ tiene epidermis externa bicolor verde-
morado y el color de sus tejidos internos es purpura, una variedad regional del Valle de
México, las varetas de 30 cm de largo sin hojas, las otorgd el M.C. Alfonso Muratalla

Laa, profesor del Colegio de Postgraduados.

Primero en campo se cortaron los brotes del afio, consiguiendo varetas de 30 cm de
longitud con alrededor de 6 nudos. Una vez llegando al invernadero del Colegio de
Postgraduados se procedié a cortar las estacas en mini estacas de 5 cm de longitud
con al menos dos nudos, a partir de este material, se procedid a realizar la

desinfestacion para establecer las pruebas para enraizamiento.

2.4.3 Desinfestacion de las varetas

Se realizo el siguiente procedimiento para desinfectar las varetas: se realizé un lavado
con agua Yy jabén, posteriormente se llevé a cabo una inmersiéon con fungicidas 2 gr-L*
de Amistar, Cabrio C y Consist max, durante 1 h. Luego una inmersién en 6 gr-L* de

Agrygent Plus, durante 1 h y finalmente se realiz6 un enjuague con agua corriente.

Por ultimo se aplicaron los tratamientos haciendo diluciones del producto comercial
Radix® 3000 en liquido: T1) 0 ppm (Testigo), T2) 500 ppm y T3) 1000 ppm, T4) 1500
ppmy T5) 2000 ppm.

2.4.4 Sustrato y condiciones de enraizamiento

El experimento se realizO bajo las condiciones de un invernadero rustico con
temperaturas promedio de 25 £ 5 °C y una humedad relativa del 70 % con sombra del
50 %. En pruebas iniciales se opt6 por utilizar como sustrato peat moss 50 % y perlita
50 %, sin embargo, se tuvieron muchos problemas con la retencion de humedad,
ocasionandose un ambiente propicio para el desarrollo de hongos y bacterias, por lo
tanto se probaron distintos fungicidas, hasta llegar a la opcion del uso de Amistar,
Cabrio C y Consist Max, quienes controlaron mejor los hongos presentes en los tallos,

y se cambi6 el sustrato, mezclando arena y tezontle para mejorar aireacion y siendo
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compuestos minerales sin materia organica, se mejoré la sanidad. Se utiliz6 como
sustrato una mezcla de arena, tezontle y peat moss 1:1:1 v/v/v. Las mini estacas (una
por cavidad) se establecieron en contenedores plasticos rigidos de celdas con 200 ml
de capacidad e intercambiables tipo Ray Leach Cone-tainers nimero 7. Las mini
estacas se mantuvieron durante 60 dias bajo las condiciones antes mencionadas, con
foto periodo de 16 h luz y 8 h de obscuridad. Se establecio el experimento en un

disefio experimental en Bloques al azar.

2.4.5 Variables evaluadas

Las variables evaluadas por tratamiento fueron:

1) Porcentaje de mini estacas enraizadas: se contd por unidad cada mini estaca con

presencia de raiz.
2) Porcentaje de mini estacas brotadas: se cont6 por unidad cada mini estaca

3) Longitud de raices (LR) en cm: se midié con un vernier digital Truper® con precision
de 0.001 cm;

4) Namero de raices (NR) promedio. Las raices fueron contadas después de 60 dias.

Los experimentos fueron repetidos en las épocas de primavera, verano y otofio.

2.4.6 Disefio Experimental

Para conocer el efecto de las diluciones del producto comercial Radix® 3000 que
contiene acido indol butirico (AIB), sobre el enraizamiento de las cuatro variedades de
higo, se realiz6 un experimento con un disefio en bloques al azar, utilizando las
variedades como bloque (‘Black mission’,’Kadota’, Gomez’ y ‘Netzahualcdyotl’), con 5
tratamientos: T1) O ppm (Testigo), T2) 500 ppm y T3) 1000 ppm, T4) 1500 ppm y T5)
2000 ppm y con 20 repeticiones. El experimento se replico 3 veces en épocas distintas.
Se realiz0 analisis de varianza para cada variable con el paquete SAS (Statistical
Analysis System), version 9.3., y la prueba de Tukey (P < 0.05) se us6 para la

comparaciéon de medias.
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2.5Resultados y Discusién

2.5.1 Efecto de acido indol butirico (AIB)

En el testigo sin aplicacion de Radix®, no se obtuvé enraizamiento para las variedades
‘Black Mission’ y ‘Kadota’ (Figura 2.1) en ninguna de las épocas evaluadas. La
formacion de callo en la base de las varetas fue contraproducente para la formacion de
la raiz, estos resultados concuerdan con lo encontrado por Arellano et al., (2014)
guienes indican que la formacion de callo es inversamente proporcional a la formacién
de raices en lindloe. Por otro lado, los tratamientos testigo en los cultivares GOomez y
NetzahualcOyotl presentaron un pobre enraizamiento del orden del 4 al 27%. Hartman
y Kester (1983) mencionan que la lignificacion y las reservas de las varetas son de vital
importancia para lograr el enraizamiento, asi como la concentracion de auxinas. Por
otro lado, Flaishman et al. (2008) mencionaron que la informacién genética de cada
variedad tiene un efecto significativo sobre la habilidad de emitir raices adventicias, en
su trabajo que realizaron en las variedades de higuera ‘Cuello de Dama Blanco’ y
‘Bursa’, encontraron que hubo diferencias significativas en el enraizamiento de las
variedades para el mismo tratamiento auxinico. En nuestros resultados encontramos
gue para ‘Black Mission’ el tratamiento T4 (1500 ppm) y T5 (2000 ppm) fueron
significativamente diferentes, donde se obtuvo un 52 y 48 % de enraizamiento
respectivamente. Para ‘Kadota’ se consiguio el 64 y 62 % de enraizamiento en esos
mismos tratamientos. Indicando que la concentracion de la auxina y de las
caracteristicas anatémicas y fisiol6gicas del tejido de cada variedad tiene diferente
sensibilidad a la hormona, siendo ‘Netzahualcoyotl’ y ‘Gémez’ con mejor enraizamiento
a menor concentracion de AIB en comparacion con ‘Black mission’ y ‘Kadota’. Cabe
sefalar, que en ‘Kadota’, Zerhoune (2003), se obtuvo un 48 % de enraizamiento
utilizando varetas de 30 cm de longitud y aplicando 2000 ppm de AIB. Por otro lado,
Flores et al. (2009) consiguié un 25 % de enraizamiento aplicando 600 ppm de AIB

pero no indica la variedad estudiada.
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Figura 2. 1 Enraizamiento de cuatro variedades de higuera con la aplicacion de
diluciones de Radix® 3000. Medias con letras iguales entre las columnas del mismo
tratamiento, no son estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey, (P<0.05).
T1: 0 ppm (testigo); T2: 500 ppm; T3: 1000 ppm; T4: 1500 ppm; T5; 2000 ppm de AIB;
Netza: variedad ‘Nezahualcoyotl’.

Para la variedad Gomez los tratamientos T3 y T4, obtuvieron 85% y 63% de
enraizamiento, respectivamente, siendo los mas altos porcentajes, indicando el tejido
de esta variedad enraiza favorablemente a concentraciones entre 1000 y 1500 ppm de
AIB, con la variedad ‘Ournaksi’ Zerhoune, (2003) consiguio el 87 % de enraizamiento,
él utilizé varetas de 25 cm de longitud y 1000 ppm de AIB, similar a los resultados de
Bisi et al. (2016) quienes utilizaron concentraciones entre 1000 a 2000 ppm de AIB y
pero solamente obtuvieron entre 10 y 45% de enraizamiento en ‘Roxo de Valinhos’. Por
otro lado, la variedad "Netzahualcéyotl’ fue la que respondié mejor al enraizamiento y
resultdé estadisticamente diferente entre concentraciones de Radix®, indicando que el
aumento a concentraciones elevadas de AIB, disminuye el porcentaje de
enraizamiento, debido a la mayor sensibilidad del tejido a concentraciones bajas de
AIB, el exceso de la hormona causa efecto contraproducente que es la brotacién de la
yema en lugar de la emision de raices, haciendo que las reservas de la vareta de
agoten y posteriormente muera el brote, obteniendo que a 500 ppm de AIB, se

consiguio el mayor enraizamiento (94 %). Nava et al. (2014) reportaron que las varetas
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colectadas en julio (para Brasil), tienen mas reservas y por lo tanto alcanzan 30% mas
de enraizamiento, en comparacion con las colectadas en otros meses cuando la planta
aun esta en crecimiento y los tejidos suaves y son suculentos. En México Aradillas
(2015) reporté una supervivencia del 26% para la variedad ‘Netzahualcoyotl’, utilizé un

meétodo de mini estacas de 5 cm un nudo como minimo, bajo condiciones controladas.

El nimero de raices promedio se contd con base en los mejores tratamientos, por
ejemplo para ‘Black mission’ y ‘Kadota’ el tratamiento T4 con 1500 ppm de AIB se
obtuvo el mayor porcentaje de enraizamiento, para ‘Gomez’ fue el T3 con 1000 ppm de
AIB y para ‘Nezahualcoyotl’ fue el T2 con 500 ppm de AIB. Cabe mencionar que en
algunos tratamientos no existio raiz, solamente hubo presencia de callo en la base del

tallo.

Cuadro 2. 1 Numero y longitud de raices de las cuatro variedades.

Variedad Tratamiento NUmero de Longitud de Numero de
Dilusion de raices raiz (cm) Rebrotes
Radix® 3000

Black mission T4) 1500 ppm 19+1.14 a 2.5+0.87 a 1.2+0.33 bc

Kadota T4) 1500 ppm 16+1.26 ab 2.2+0.49 a 1.6+0.71 ab

Gomez T3) 1000 ppm 17+1.82 a 2.1+0.28 a 2+0.26 a

Netzahualcoyotl T2) 500 ppm 16+0.72 ab 1.4+2.65b 2+0.11 a

Medias con letras iguales en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, P<0.05).

Entre las diferentes variedades no existio diferencia significativa en el nUmero de raices
(Cuadro 2.1) es decir, con diferentes concentraciones de AIB se obtiene el mayor
porcentaje de enraizamiento en cada variedad, indicando que algunos genotipos como
‘Netzahualcoyotl” requieren de poca estimulacién por parte de AIB para obtener mayor
enraizamiento en contraste con "Kadota'y “Black mission”, por otro lado, un exceso en
la concentracion de auxinas puede formar un menor niumero de raices (4) con mayor
longitud (7 cm) después de 60 dias, como lo menciond Bisi et al., (2016), quienes

trabajaron con la variedad ‘Roxo de Valinhos’. Sin embargo, la longitud de raices en la
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variedad ‘Nezahualcdéyotl’, fue diferente (1.4 cm) significativamente en comparacion con
las demas (2.1, 2.2 y 2.5 cm), en base a estos resultados se puede inferir que el uso de
500 ppm de AIB para esta variedad ocasiona buen enraizamiento pero con corta
longitud, una raiz menos vigorosa en comparacion con las demas variedades, pudiendo
otorgarse a el genotipo y a la competencia de nutrimentos que retraso el crecimiento de
un alto namero de raices, después de 60 dias. Con respecto del numero de rebrotes,
tomando en cuenta que a todas las mini estacas se les dej6é s6lo 2 yemas, ‘Black
mission’ mostré significativamente una menor rebrotacion, en comparacion con las
demas. Dalenuz et al. (2009), obtuvieron datos similares al enraizar estacas de ‘Roxo
de Valinhos’, quienes aseguraron que normalmente brota la yema apical, sin embargo,
en algunas variedades como Gémez y Nezahualcoyotl, puede brotar mas de una yema,
dependiendo del nimero de yemas existentes en la estaca.

w4
[

"w“
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Figura 2. 2 Multiplicacion in vivo de Ficus carica L. Por mini estacas. A) T4(1500 ppm
de AIB) para ‘Black mission’; B) T4(1500 ppm de AIB) en ‘Kadota’; C) T2(1000 ppm de
AIB) en ‘Gémez’; D) T1(500 ppm de AIB) en ‘Netzahualcdyotl’; E) Dispocision de raices
del tallo; F) Mini estaca con 1 brote y raiz; G) Mini estaca con 2 brotes y raiz; H) Mini
estaca con 19 raices y 1 brote, ‘Black mission’.

Las condicion ambiental de humedad relativa al 70%, demand6é mayor atencion al
experimento, ya que se realizaban 4 riegos durante el dia para mantener esta
condicién, debido a que el sustrato que se utilizé tiene poca retencion de humedad, en
comparacion con el mismo método pero con la adicion de peat moss en la mezcla y el

uso de estacas de 30 cm, como lo menciond Sousa et al. (2013).

2.6 Conclusiones

Es posible utilizar mini estacas de 5 cm con 2 nudos, para el enraizamiento de las
variedades ‘Black mission’,’Kadota’, ‘Gémez’ y ‘Netzahualcoyotl’, bajo condiciones de
invernadero a 25 £ 5 °C y una humedad relativa del 70 % con sombra del 50 %. Las
mejores concentraciones para el enraizamiento de las variedades anteriores oscilan
entre 500 a 1500 ppm de AIB, en diluciones del producto comercial Radix® 3000
liquido. Existen diferencias en la capacidad de enraizamiento entre variedades, debido
a la sensibilidad del tejido a la concentracion de la auxina, a pesar de ser de la misma

especie.

Se recomienda realizar experimentos con plantas en invernadero, aplicando fungicidas
y bactericidas en campo, antes de cortar las varetas, asi como utilizar varios tamafios

de estacas de distintos diametros.
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CAPITULO lIl. MULTIPLICACION in vitro DE CUATRO VARIEDADES DE
HIGUERA

3.1Resumen

La higuera (Ficus carica L.), tiene importancia en México debido al valor nutritivo de su
fruto, el higo, que aporta diferentes minerales como K, Ca, Mg, Na, Zn y Cu, ademas de
las vitaminas A, C, E, K, B6, niacina, tiamina, riboflavina, folato alimenticio y fibra
asimilable, y presenta 74 kcal por cada 100 g del fruto. La propagacion, principalmente
se realiza mediante estacas, lo que conlleva a mantener los problemas fitosanitarios de
la planta madre. El objetivo fue evaluar la respuesta de los tejidos a diferentes
concentraciones de nano particulas de plata (Ag NPs) para desinfectar los explantes de
higuera en cultivo in vitro, asi como el potencial de multiplicacion comparando los
sistemas tradicionales e inmersiéon temporal en biorreactores tipo RITA®, junto con la
aplicacion de 1-triacontanol (TRIA) para aumentar la tasa de multiplicacion. El medio de
cultivo empleado fue el de Murashige y Skoog (MS), suplementado con sacarosa (30 g
L), acido citrico (0.5 mg L), &cido naftalén acético (0.01 mg L1), bencil adenina (0.1
mg L) y agar agar Merck® (7 g L), y el pH del medio se ajusté a 5.7, se adicion6 1-
triacontanol (TRIA) a tres concentraciones: 0 (testigo), 5 y 10 ug L 1, en medio
semisoélido con agar y en medio liquido utilizando biorreactores tipo RITA®. Las Ag NPs
a concentraciones de 50 ppm y 75 ppm, fueron significativamente diferentes, logrando
un 20 % y 28 % de contaminacion en el establecimiento. El uso de 1-triacontanol a 10
ug Lt incrementa el nUmero de brotes en ‘Black mission’, ‘Kadota’ y ‘Gémez’, en agar,
a 2.8, 2.9y 3.4 brotes por explante, respectivamente, mientras que a concentracion de
5 ug Lt incrementa el nimero de brotes en ‘Netzahualcoyotl’ a 4.2 brotes. En el
sistema de inmersién temporal RITA® y adicionado con 5 pg L* de TRIA, se obtuvieron
para ‘Netzahualcoyotl’ 4.4 brotes por explante y para ‘Gémez’ 3.6. En ambos cultivares
el sistema de cultivo de biorreactores obtuvo brotes mas largos 3.4 cm en promedio y

con 7 hojas en comparacién con los obtenidos en agar.

Palabras clave; Ficus carica L., biorreactores, micropropagacion, sistema de inmersion

temporal.

47



3.2Abstract

The fig tree (Ficus carica L.), is important in Mexico due to the nutritional value of its
fruit, the fig, which provides different minerals such as K, Ca, Mg, Na, Zn and Cu, as
well as vitamins A, C, E , K, B6, niacin, thiamin, riboflavin, food folate and assimilable
fiber, and presents 74 kcal per 100 g of the fruit. The propagation is mainly carried out
by cuttings, which leads to maintaining phytosanitary problems of the mother plant. The
objective was to evaluate the nano silver particles (AgNPs) in the establishment and the
in vitro multiplication potential of two varieties; 'Netzahualcoyotl' and 'Gomez' in semi-
solid medium and liquid medium in RITA® type bioreactors, together with the application
of 1-triacontanol. The culture medium used was that of Murashige and Skoog (MS),
supplemented with sucrose (30 g L), citric acid (0.5 mg L), naphthalene acetic acid
(0.01 mg L), benzyl adenine ( 0.1 mg L) and Merck® agar agar (7 g L), and the pH
of the medium was adjusted to 5.7, 1-triacontanol (TRIA) was added at three
concentrations: 0 (control), 5 and 10 ug L 1, in semi-solid medium with agar and in
liquid medium using RITA® type bioreactors. Ag NPs at concentrations of 50 ppm and
75 ppm were significantly different, achieving 20% and 28% contamination in the
establishment. The use of 1-triacontanol at 10 ug L? increases the number of outbreaks in
'‘Black mission’, 'Kadota' and 'Gémez', on agar, to 2.8, 2.9 and 3.4 shoots per explant,
respectively, while at concentration of 5 pg L* increases the number of shoots in
'Netzahualcoyotl' to 4.2 shoots. In the RITA® temporary immersion system and added with
5 ug L of TRIA, for 'Netzahualcéyotl' 4.4 shoots were obtained per explant and for
'‘Gomez' 3.6. In both varieties, the bioreactor culture system obtained longer shoots 3.4

cm on average and with 7 leaves compared with those obtained in agar.

Key words; Ficus carica L., bioreactors, micropropagation, temporary immersion

system.
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3.3Introduccion

Existen diferentes genotipos de higuera en México (Garcia, 2015), la mayoria
presentan partenocarpia, cualidad de las variedades ‘Black mision’, ‘Kadota’, ‘Gémez’ y
‘Netzahualcoyotl’, importantes comercialmente (Juarez et al., 2018). Se conoce que
algunas variedades de higuera son dificiles para propagarse asexualmente, debido a la
contaminacion por hongos y bacterias (Mitrafanova et al. 2016). Existen técnicas de
propagacion en donde se logra obtener plantas sanas, incluso se puede aplicar
termoterapia para eliminar virus como realizaron Gunver et al.,(2017), para ‘Sarilop’ y
‘Bursa Siyahi’, este método también se realiza en menor tiempo, caso del cultivo in
vitro, esta técnica estad dividida en cuatro etapas; establecimiento, multiplicacion,
enraizamiento y aclimatacién, en el primero, se utilizan diversos compuestos como
agentes microbicidas para asegurar la asepsia del explante, para después
establecerlos en un medio aséptico (Puente et al., 2017). Spinoso et al., (2017), en los
Ultimas afios ha propuesto el uso de las nano particulas de plata (Ag NPs), logrando
menor contaminacion de los explantes, que cuando se utiliza hipoclorito de calcio y
etanol. También con la utilizacion de nuevos métodos como la implementaciéon de
Sistemas de Inmersién Temporal (SIT), se obtiene un mayor nimero de brotes por
explante como lo obtuvieron Nava et al. (2014) y Quiala et al. (2012), quienes
demostraron que con la utilizacion del Sistema de Inmersion Temporal (SIT) se
obtienen el doble de brotes por explante (10.3) en comparacion con el Sistema
Semisolido Tradicional (SST). Dentro de los promotores de crecimiento existen algunos
de dltima generacion, como el 1-triacontanol (TRIA), un alcohol saturado de cadena
larga, que promueve el crecimiento en aplicacion exdgena, ademas aumenta el
contenido de clorofila y sacarosa (Neem et al., 2011), disminuyendo el dafio oxidativo,

promoviendo la emision de brotes (Xiaochun et al., 2016).

‘Black missién’ se caracteriza por el color negro de su epidermis externa, ‘Kadota’ con
amarilla, ‘Gémez’ de rojo y ‘Netzahualcéyotl’ de morado palido, las tres primeras
procedentes de GoOmez Palacio, Durango, comercialmente importantes, las dos
primeras demandadas en mercados extranjeros, para exportacion, en fresco o0 como

deshidratados o procesados, "Gomez” tiene caracteristicas similares a "Brown turkey”
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sin embargo la infrutescencia es de mayor tamafio, todas ellas tolerantes a condiciones
ambientales extremas, prevaleciendo en la regién lagunera de Durango y Coahuila, y
por ultimé esta ‘Netzahualcoyotl’, es una seleccidén regional muy productiva, utilizada
para fines de investigacion logrando obtener hasta 80 toneladas por hectareas
(Mendoza , 2015), sin embargo tiene poca vida en postcosecha, y no tiene aceptacion
comercial en mercados extranjeros, lo que la hace no apta para viajes largos, utilizada
mayormente para procesos, este cultivar es proveniente del valle de México
proporcionada por el Maestro Alfonso Muratalla Lua, del Postgrado de Recursos

Genéticos y Productividad del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo.

El cultivo in vitro utiliza varias partes de la planta, haciendo uso de la totipontencia
celular, para distintos fines. Se ha utilizado para saneamiento viral, en cultivo de
higuera, partiendo del cultivo de meristemos como explante (Mitrofanova et al., 2016).
Bayoudh et al. (2015) encontr6 que el medio de Murashige y Skoog (MS) que contiene
0,2 mg L benzyle amino purina (BAP), 0,1 mg L 1-naftalenacetico Acido (NAA) y 0,1
mg L de &cido giberélico (AG3) es Util para la formacién de raices, tamafio de 0.96 cm
en la variedad Soltani. Por otro lado Aradillas (2015) menciond que con la aplicacion de
2 ug L de 1-Triancontanol, 0.1 mg L* de benciladenina (BA) y 0.01 mg L de acido
naftal- acético (ANA) se aumenta la tasa de multiplicacion a 2 brotes por explante, 4
hojas y 2.3 cm de tamafio, en la variedad Netzahualcoyotl. Por otro lado, Corredoira et
al., (2011) encontr6 que en la multiplicacion de Alnus glutinosa el mejor tratamiento fue
el 2mg Lt de BAy 0,5 mg L? de AIA, estabiliza entre 5y 12 meses. Uribe et al. (2012)
obtuvieron un 87,5 % de enraizamiento adventicio con 1 mg Lt de AIB y un 75% con 3
mg L de ANA, también encontraron que se tiene un 100 % de supervivencia con la
adicion de 3 mg L de AIB al medio de cultivo en plantas de Nothofagus glauca. Por
otro lado Sharma et al. (2015) encontraron que en un medio MS adicionado con 7,5 M
de 6-benciladenina (BA) mas 0.5 pM &cido alfa-naftalenacético (NAA) mejora la tasa

de multiplicacion en higuera.

El 1-Triacontanol, es un promotor del crecimiento, es un alcohol saturado de cadena
larga, que promueve el crecimiento en aplicacion exdgena, se ha probado en

crecimiento de algas aumentando su biomasa 2 veces mas en comparacion sin su
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aplicacién (Tastan et al. 2016). Ademas se ha encontrado que cuando se aplica 1-
Triacontannol (10 yM) aumenta el contenido de clorofila y sacarosa, disminuyendo el
dafio oxidativo, mejor6d significativamente la actividad de la catalasa (CAT) y la
peroxidasa de guaiacol (POD), demostrando que el POD puede desempeiar un papel
importante en la eliminacion de H202, promoviendo también la emision de tallos, en el

cultivo de arroz (Xiaochun et al. 2016).

El objetivo fue evaluar la respuesta de los tejidos a diferentes concentraciones de nano
particulas de plata (Ag NPs) para desinfectar los explantes de higuera en cultivo in
vitro, asi como el potencial de multiplicacion comparando los sistemas tradicionales e
inmersién temporal en biorreactores tipo RITA®, junto con la aplicacién de 1-

triacontanol (TRIA) para aumentar la tasa de multiplicacion.

3.4Materiales y Métodos
3.4.1 Sitio experimental

El experimento se realizé en dos etapas, la primera que fue el establecimiento, se llevo
de febrero a diciembre de 2017, y la segunda que es la multiplicacion fue de los meses
de enero-septiembre del 2018, en el Laboratorio de Biorreactores de Inmersion
Temporal, la sala de incubacién tenia las siguientes condiciones ambientales: 16 h de
luz blanca y 8 h de obscuridad a una intensidad luminosa de 45 pmol m2 s?, a
temperatura de 25 + 2 °C, durante 30 dias, en el Colegio de Postgraduados, Montecillo,

Estado de México.

3.4.2 Material vegetal

Se utilizaron explantes, brotes de un afio de edad, color café claro, de consistencia
rigida, de un diametro aproximado de 0.5 cm, se removieron las hojas y se cortaron
trozos de tallo de 2 cm de longitud con un nudo como minimo, de las cuatro
variedades: Black mission, Kadota, GOmez y Netzahualcoyotl, las tres primeras

procedentes de Gdémez Palacio, Durango, y la ultima es una seleccion regional
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proporcionada por el Maestro Alfonso Muratalla Lua, del Postgrado de Recursos

Genéticos y Productividad del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo.

3.4.3 Desinfeccién de los explantes

Se realiz6 un lavado con agua y jabdn, para eliminar impurezas y el latex de la vareta,
en seguida de realizdé una inmersién en cloro al 20 % durante 20 minutos, y etanol al
70% durante 30 segundos, con inmersion en fungicida (2 gr-L! de Amistar y Consist
max, durante 1 h), para después inmersion en bactericida (6 gr-L"* de Agrygent Plus,
durante 1 h), se realiz6 un enjuague con agua estéril para después utilizar tres
tratamientos de AgNPs; T1) 25 ppm, T2) 50 ppm y T3) 75 ppm, estableciendo un
explante por tubo de ensaye, con 25 repeticiones, se realizd la medicion de

contaminacion a los 60 dias.

3.4.4 Medio de cultivo y condiciones de incubacion

El medio de cultivo para establecimiento fue el de Murashige y Skoog (1962) (MS) a la
concentracion del 75 % de sus macrosales, suplementado con sacarosa (30 g L7),
acido citrico (0.5 mg L), y agar agar (Merck®, 7 g L'). El pH del medio se ajustd a 5.7
con NaOH o HCI 1N y se esteriliz6 en una autoclave automatica digital (STIK®, Modelo
MJ-78A) a 121 °C y 1.5 kg cm de presion por 20 min.

El medio de cultivo empleado para la multiplicacién de los brotes, fue el Murashige y
Skoog (1962) (MS) a la concentracion del 100% de sus macrosales, suplementado con
sacarosa (30 g L 1), &cido citrico (0.5 mg L), &cido naftalenacético (0.01 mg L1), bencil
adenina (0.1 mg L1) y agar agar (Merck®, 7 g L1). El pH del medio se ajustd a 5.7 con
NaOH o HCI 1N y se esterilizé en una autoclave automatica digital (STIK®, Modelo MJ-
78A) a 121 °C y 1.5 kg cm? de presién por 20 min.

Los cultivos se mantuvieron durante 30 dias a 25 + 2 °C, 16 h de luz blanca y 8 h de

obscuridad a una intensidad luminosa de 45 pmol m=2 s,

3.4.5 Establecimiento en Magentas y Biorreactores

52



Para la evaluacion del sistema de cultivo en medio semi sdlido (SSS), se utilizaron
magentas de 200 ml de capacidad (v), a las que se les agregaron 40 ml de medio base

MS, y se sembraron de forma vertical 5 explantes por magenta. Mientras que, para

. : - - : : ®
evaluar el sistema de inmersion temporal, se utilizaron biorreactores del tipo RITA

(recipiente de inmersion temporal automatizado por sus siglas en inglés) de 1 L de
capacidad y se agregaron 250 ml de medio MS en estado liquido, sin agar,
colocandose 5 explantes por biorreactor. En este sistema el tiempo de inmersion fue

de 1 min cada 4 h bajo las mismas condiciones de incubacion antes mencionadas.

3.4.6 Tratamientos, disefio y unidad experimental

Para el establecimiento se realiz6 un andlisis en bloques (‘Black mission’,’Kadota’,
GoémezZ' y ‘Netzahualcdyotl’) completamente al azar, con tres tratamientos; T1) 25 ppm,
T2) 50 ppm y T3) 75 ppm de AgNPs, en un arreglo factorial completo, con 25
repeticiones por tratamiento. Se realizé analisis de varianza para cada variable con el
paquete SAS (Statistical Analysis System), version 9.3., y la prueba de Tukey (P <

0.05) se uso para la comparacion de medias.

Para conocer el efecto de 1-triacontanol (TRIA) sobre la brotacion en los explantes de
las variedades ‘Netzahualcéyotl’ y ‘Gomez’, en ambos sistemas de cultivo se estudiaron
tres concentraciones del regulador: 0 (testigo), 5 y 10 ug L 1. Se utilizé un disefio
experimental de bloques al azar generalizado, con 3 tratamientos resultantes de un
arreglo factorial completo con dos bloques (variedades) y tres niveles (concentraciones)
para cada factor. La unidad experimental estuvo conformada por un explante, con 20

repeticiones por tratamiento.

Se realiz6 andlisis de varianza para cada variable con el paguete SAS (Statistical
Analysis System), version 9.3., y la prueba de Tukey (P < 0.05) se usé para la

comparacion de medias.
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3.4.7 Variables evaluadas

Las variables evaluadas por tratamiento fueron: 1) Porcentaje de mini estacas
contaminadas, por tratamiento de AgNPs: se midi6 por unidad de cada explante
contaminado, hasta los 60 dias después del establecimiento; 2)
longitud de brote (LB) en cm, por variedad y por sistema de cultivo: se midié con un
vernier digital Truper® con precision de 0.001 cm; 3) numero de hojas promedio por
brote (NHB); 4) Longitud promedio de hojas por explante (LHE) en cm: se midié con un
vernier digital Truper® con precision de 0.001 cm; 5) Numero de brotes promedio por
explante (NBE). Todas fueron evaluadas después de 30 dias de haberse establecido

el experimento.

Los dos experimentos fueron repetidos dos veces en el tiempo, mediante subcutivos

sucesivos.

3.5Resultados y Discusion

3.5.1 Efecto de las AgNPs

No hubo contaminacién en todos los tratamientos durante las dos primeras semanas,
mientras que, en la tercera semana se observd contaminacion en los tratamientos T1 y
T2 (Figura 3.1), al final se encontré una diferencia estadistica entre el tratamiento (T1) y
los tratamientos (T2 y T3). Los fitopatdgenos causantes de la contaminacion fueron;
Fusarium solani, Fusarium spp., Asperguillus spp., y Penicillum spp., ademas se
encontraron bacterias, color rosa y blanca, quienes dificultaron el establecimiento y por
lo cual se establecieron en 12 ocasiones para obtener material sano para la siguiente

etapa.
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Figura 3. 1 Contaminacion de explantes tratados con diferentes concentraciones de
AgNPs. Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.05).
T1) 25 ppm; T2) 50 ppm; T3) 75 ppm de AgNPs.

El efecto microbicida de las AgNPs, estd relacionado directamente con la
concentracion, y con su periodo de efectividad, no se observd oxidaciéon ni toxicidad
con los tratamientos empleados en las mini estacas de higuera a las concentraciones

utilizadas. Después de 40 dias el porcentaje de contaminacion por tratamiento fue: T1)
52 %, T2) 28 % y T3) con 20 %.
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Figura 3. 2 Establecimiento in vitro de Ficus carica L. A) Explante de higuera sano a 45
dias; B) Rebrote del explante después de 50 dias en medio de cultivo; C) Rebrote
retirado del explante después de los 60 dias; D) Rebrote subcultivado en tubo de
ensaye en medio semisélido-agar.

La rebrotacion de los explantes fue mas rapida cuando se usaron mayores
concentraciones de AgNPs, Reddy et al. (2017), meciona que existe mayor elongacion
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célular a concentraciones entre 50 a 200 ppm de AgNPs, logrando mayor desarrollo de
brotes en Ficus religiosa, tambien encontr6 que casua toxicidad a concentraciones de
500 ppm. La rebrotacion inicio a las cuatro semanas en ‘Netzahualcoyotl’ y en ‘Gémez’
inicié a las 6 semanas, mientras que, para ‘Kadota’ y ‘Black mission’ la rebrotacion se
observo después de las 8 semanas (Figura 3.1). En el T1 con menor concentracion de
AgNPs, se presentd la mayor contaminacién, asi como la brotacién fue menor en todas
las variedades, indicando que la concentracion no fue suficiente para hacer efecto en
los tejidos y esporas de hongos, asi como en bacterias, las mismas que dafan el tejido
del explante, promoviendo estres y evitando el enraizamiento como la brotacion. El T3,
presenté mayor uniformidad en la brotacién, Zerhoune (2003) menciona que se acelera
la mitosis en las células, y promueve la brotacion y el crecimiento del sistema radical,
también mostré una reduccion del estrés oxidativo del explante, inhibiendo radicales
libres, propiciando el crecimiento y la brotacion de la yema. Frohlich (2017) encontrd
gue a concentraciones de 200 ppm de AgNPs causan inhibicién en el crecimiento
célular y toxicidad, causando efectos adversos en tejido animal, indicando que a las
concentraciones utilizadas, de 25 a 75 ppm, no se tiene efectos contraproducentes,
pudiendo elevar la concentracion en futuros trabajos para obtener el menor porcentaje

de explantes contaminados.

Por otro lado, y debido a la alta contaminacién por bacterias principalmente, ademas
del lento crecimiento in vitro en medio semisdlido de las variedades ‘Black mission’ y
‘Kadota’, no fue posible obtener suficientes explantes de estas variedades para realizar
la multiplicacion en RITA®, por lo tanto solamente se realizé la multiplicacién en agar,
Unicamente se realizd la etapa de multiplicacion en RITA® con ‘Gomez’ y

‘Netzahualcoyotl'.
3.5.2 Efecto del sistema de cultivo

El sistema de cultivo (agar vs. liquido), influy6 significativamente la longitud promedio

de los brotes, obteniéndose para ambas variedades, brotes dos veces mas largos en
el sistema RITA® gue en el de agar, debido a la mejor absorcién del medio nutritivo

liquido por el mayor contacto con el tejido del explante, ademas del intercambio
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gaseoso de CO2 y oxigeno, aumentando la biomasa del explante. Para el nimero y
longitud promedio de la hoja, no hubo diferencias significativas, la diferenciacion de los
tejidos es la misma, sélamente el tallo y peciolo tuvieron mayor crecimiento en RITA®
en ambas variedades. En la Figura 3.3, se observé que la variedad Gomez tuvo una
longitud promedio de brotes de 1.7 cm en el sistema de agar, mientras que en el
sistema RITA® se obtuvé una longitud de 3.4 cm, en promedio el nimero de hojas para
agar fue 7, mientras que en RITA® 6.8, sin embargo, estadisticamente no existen
diferencias significativas, estos resultados concuerdan con los de Debnath (2008) en su
trabajo con fresa, en donde obtuvé en promedio 1.3 cm mas de longitud en el brote, y 2
hojas mas, en comparacion con el sistema con agar. Por otro lado, Sharma et al.
(2015), obtuvieron un promedio en longitud de brotes de higuera de 3 cm, en un
sistema de cultivo con agar, sin embargo no menciono la variedad utilizada de higuera,
empero sus resultados indican que el sistema de inmersion temporal RITA® mejord la
longitud de los brotes, obteniendo 1.3 cm mas de longitud versus agar, en Stevia

rebaudiana Bert (Ramirez et al.,2016).
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Figura 3. 3 Resultados en la variedad Gomez, Agar versus RITA®. Medias con letras
iguales en las columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.05). cm:
centimetros; Agar: establecido en medio semisélido; RITA; establecido en medio liquido
en inmersién temporal.

Por otra parte, ‘Netzahualcéyotl’ (Figura 3.3) aumento al doble, 1.7 cm la longitud del

brote, y en 0.6 cm la longitud de la hoja en el sistema RITA® versus agar,
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consiguiéndose una longitud promedio de brotes de 3.4 cm, teniendo un mejor
desarrollo, el explante absorbié mejor los nutrimentos en el medio liquido, en promedio
el nimero de hojas para agar fue 6.1, mientras que en RITA® 7.7, sin embargo,
estadisticamente no existe diferencia significativa, debido al aumento solamente en 1.6

hojas, indicando que no es representativo.

Etienne y Berthouly (2002), realizaron la primera compilacion en la implementacion de
SIT, en ella destacan varios cultivos con sus tiempos de inmersion recomendados, en
la que no se encuentra la especie de Ficus carica L. Aradillas (2015), realizo
multiplicacion en SIT utilizando una inmersion de 1 minuto cada 6 horas, obteniendo
2.4 brotes por explante para ‘Netzahualcoyotl’, debido a ello se opté por mantener el
mismo tiempo de inmersion, sin embargo en ambas variedades se observo la presencia
de brotes sobre hidratados, debido al tiempo del explante inmerso en el medio liquido,

cuando se desarrollaron en el sistema RITA®.
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Figura 3. 4 Resultados con la variedad Netzahualcoyotl, Agar versus RITA®. Medias

con letras iguales en las columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.05).
cm: centimetros; Agar: establecido en medio semisoélido; RITA; establecido en medio
liqguido en inmersion temporal.

A pesar de que el comportamiento de ambas variedades fue diferente, la variedad
Netzahualcdyotl presentd mayor vigor que ‘Gomez’, sin importar el sistema de cultivo

utilizado, sin embargo, en ambas variedades el sistema de inmersién temporal fue mas
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eficiente, debido al aumento en brote como de hoja en ambas variedades, lo que

coincide con lo expuesto por Mitrafanova et al. (2016), quienes realizarén la
regeneracién de higueras de un jardin boténico.
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Figura 3. 5 Multiplicacion in vitro de Ficus carica L. RITA® versus Agar. A) RITA® con
explantes de higuera; B) Magenta con explantes; C) Brotes en RITA® después de 30
dias de establecimiento; D) Brotes en Magenta-Agar después de 30 dias de
establecimiento; E) 5 brotes de un solo explante establecido en RITA®; F) 4 brotes de
un explante establecido en Magenta- Agar.

Otro aspecto importante es el tiempo en que los brotes de ambas variedades
estuvieron listas en cada uno de los sistemas de cultivo evaluado. Los brotes que
crecieron en el sistema liquido estuvieron listos para ser transferidos a suelo a los 23
dias del ciclo de cultivo, mientras que los que crecieron en el sistema semisélido,
estuvieron listos hasta el dia 30, indican que la obsorcién de los nutrimentos aumenta
en medio liquido, ademas de que el explante tiene mayor contacto y existe un
movimiento de los gases dentro del sistema, ayudando a una mayor absorcion de COz,
favoreciendo el crecimiento del explante en menor tiempo, en comparacién con el
medio semisolido, quien el explante solamente tiene contacto con el agar en una area
definida, y obtiene mayor resistencia a la absorcion de nutrimento debido al medio
semisolido, estos resultados concuerdan con lo obtenido por Flores et al. (2009),
guienes desarrollaron un protocolo para Ficus carica, quienes obtuvieron en promedio
3 brotes por explante, en 25 dias, su mejor tratamiento fue MS al 100 % adicionando 1
mg L de BAP.
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3.5.3 Efecto de la concentracion de 1-triacontanol.

El 1-triacontanol (TRIA), se ha utilizado en la agricultura desde 1983 (Rama et al.,
1983), en aplicaciones en alfalfa y tomate, para aumentar el periodo de vida
postcosecha del fruto y del forraje, actualmente existe una molécula que cuenta con
mayor pureza, que ha sido probada para distintos fines en el cultivo de tejidos in vitro,
por ejemplo en multiplicaciéon se han utilizado pequefias cantidades desde 0.01 pug L
hasta 0.1 pg L (Sontakke et al., 2018).

Para el caso de Black mission y Kadota, solamente se establecieron en agar, debido al
poco material que se obtuvo apartir del establecimiento, se aplicaron tres tratamientos

de 1-Triacontanol (Figura 3.6), obteniendo lo siguiente;
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Figura 3. 6 Establecimiento en agar, con diferente concentracién de 1-triacontanol, en
‘Black mission’ y ‘Kadota’, respecto a numero de brotes por tratamiento. Medias con
letras iguales en las columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.05).

Solamente los tratamientos testigos T1, obtuvieron un solo brote por explante, en
ambas variedades, es decir, de manera normal es el nimero de brotes emitidos por
yema, no obstante, el tratamiento T2 (5 ug de TRIA) se obtuvierén 1.5y 1.9 brotes por
explante, aumenté el numero de brotes debido a la aplicacion de TRIA, vya que
fomenta una mayor estimulacién hormonal y sintesis de proteinas (Tastan et al. 2016),

para ‘Kadota’ y ‘Black mission’, respectivamente, con el tratamiento T3 (10 pg de TRIA)
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se aumento al doble la concentracion de TRIA en comparacion con T2, se obtuvo 2.8 y
2.9 brotes por explante, en las mismas variedades, Pantikis et al. (1986) obtuvieron 2.6
brotes por explante en su mejor tratamiento con ‘Lampa’, aplicando 2.5 mg L de AIB.
El aumentd en concentracion de 1-triacontanol es proporcional al aumentd en nimero
de brotes por explante, en ambas variedades, no se encontr6 toxicidad, hiperhidricidad
o deformacién de los brotes por el aument6 de la concentracion de TRIA, de forma que
existe diferencia significativa estadisticamente entre tratamientos, solamente ‘Kadota’
en el T2 tiene el mismo resultado que en T1. En trabajos futuros seré interesante
aumentar concentraciones de TRIA hasta encontrar un mayor niumero de explantes en

las dos variedades.
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Figura 3. 7 Establecimiento en agar, con diferente concentracién de 1-triacontanol, en
‘Netzahualcoyotl’ (Netza) y ‘Gomez’, respecto a numero de brotes por tratamiento.
Medias con letras iguales en las columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey,
P<0.05).

Unicamente el testigo resultd significativamente diferente a los demas tratamientos,
mientras que la aplicacion de 5 6 10 ug de TRIA resultaron iguales en el nimero de
brotes en ambas variedades, tanto en agar como en RITA®, registrandose un aumenté
de 2 brotes por explante (Figuras 3.6 y 3.7), Tastan et al. (2016), encontraron en su

estudio que el TRIA aumentd el nivel de clorofila a y b, ocasionando un aumento de la
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biomasa, aspecto que coincide con nuestros resultados. En el estudio similar de
multiplicacion que realizaron en higo Sharma et al. (2015), obtuvieron 6 brotes en
promedio por explante en un sistema de cultivo de agar a los 30 dias, ellos afiadieron
diferentes concentraciones de ANA, AIB y AIA, sin embargo, no mencionan el nombre
de la variedad, que es fundamental. Por otra parte Bayoudh et al. (2015), encontraron
gue con 0.5 mg Lt BAP y 0.1 mg L* ANA, se obtiene 4.5 brotes por explante, en 60
dias, para la variedad ‘Soltani’, que es un higo blanco, indicando que con RITA es
posible acercarnos a su promedio en solamente 40 dias. Las concentraciones de BAP
y ANA son indispensables para la multiplicacion, sin embargo, la concentracion puede
hacer la diferencia, entre obtener brotacidbn u obtener tejido calloso, tal como lo
mencionaron Uribe et al. (2012). Vidal et al. (2015), mencionaron que se puede utilizar

un método hibrido de multiplicacion, que tenga en un inicio el uso de los sistemas de
inmersion temporal RITA® y en seguida un paso en sistema de agar, con lo que se

obtiene una mayor homogeneidad en el tamafio de los brotes, asi como un mejor

control para plantas de porte alto.
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Figura 3. 8 Establecimiento en RITA®, con diferente concentracion de 1-triacontanol,
en ‘Netzahualcoyotl’ (Netza) y ‘Gémez’, respecto a numero de brotes por tratamiento.
Medias con letras iguales en las columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey,
P<0.05).
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Con el uso de sistemas de inmersion temporal se han conseguido aumentar el numero
de brotes en pifia (Newton et al., 2009), Coriamdrum sativum L (Asadi y Kermat, 2017).
Por otro lado, Quiala et al. (2012), concluyerén que la asimilacion de nutrientes en
tallos y hojas en una vitroplanta, no esté definida completamente, y debido a la apertura
de los estomas por un ambiente humedo constante, la asimilacion de nutrientes es
mayor en RITA®, debido al mayor contacto entre el medio y el explante. A pesar de
obtener resultados significativamente diferentes entre tratamientos, también existen
otros sistemas de inmersion temporal (SIT) como los BIT® y BIF®, Ramirez et al.
(2016), compara varios SIT, obteniendo que BIT®, es mejor que RITA®, en la
multiplicacion de Vanilla planifolia Jacks, coincidiendo con Sharma et al. (2015) al
obtener 3 veces mas brotes que en RITA®, siendo opciéon para futuros estudios.
También estan disefiando nuevos SIT, como el descrito en el trabajo de Welander et
al. (2014), quienes obtuvieron mayor proliferacion con su disefio para Digitalis lutea,
ademas se realizan mejoras y adaptaciones a sistemas ya existentes o en invencion,
para aumentar la capacidad del biorreactor, como lo describe Georgiev et al. (2014), al
obtener mayor capacidad del SIT para asi llegar a obtener una adaptacion de manera

comercial para gran escala en propagacion de plantas.

Texeira et al. (2016), en sus resultados obtuvo que utilizando RITA® en la propagacion
de palma de aceite (Elaeis guineensis), en aclimatacion obtiene mayor porcentaje (40
%) de plantas aclimatadas versus agar, debido al intercambio gaseoso que existe en
RITA, ingresando CO: inyectado al sistema, informacion que concuerda con Florez et
al. (2016), confirmando que el uso del SIT aumenta los porcentajes de supervivencia en
aclimatacion de las plantas.

Estadisticamente existe diferencia entre bloques, que son las variedades:
Netzahualcoyotl tiene mayor vigor que Gomez, resultados parecidos observados en
diferentes variedades de frambuesa (Arencibia et al., 2013). Estadisticamente el
potencial de multiplicacion de ‘Netzahualcoyotl’ es mayor que ‘Gémez’; sin embargo, en
RITA® adicionado con TRIA 5 pug L%, se puede obtener hasta 4.4 y 3.6 brotes por

explante, respectivamente, similar (4.43) a lo obtenido por Demiralay et al. (1998) para
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la variedad Bursa Siyahi. Debido a los resultados encontrados es factible realizar

establecimeinto in vitro por agar y multiplicacién en RITA® para Ficus carica L.

3.6Conclusiones

El uso de nano particulas de plata (Ag Nps), usado como microbicida, para lograr
mayor asepsia en las mini estacas de higuera, fue efectivo a concentracion de 50 y 75
ppm. Se observé mayor velocidad (4 semanas) de brotacion en la mini estacas de
‘Netzahualcoyotl’, en comparacion con ‘Gomez’, 'Kadota’, y ‘Black mission’, con 6, 8 y 8

semanas a brotacién, respectivamente.

El uso de 1-triacontanol a 10 pg L incrementa el nimero de brotes en ‘Black mission’ y
‘Kadota’, en agar, mientras que a concentracion de 5 pug L incrementa el nimero de
brotes en ‘Netzahualcéyotl’ y ‘Gémez’. El genotipo marca diferencia en la etapa de la
multiplicacién. El sistema de biorreactores de inmersiéon temporal RITA® mejoré la
longitud promedio de los brotes y las hojas por explante, en ‘Netzahualcoyotl’ y
‘Gomez’, por lo tanto es posible realizar multiplicacién in vitro mediante RITA® para la

especie Ficus carica L.

Se recomienda disminuir el tiempo de inmersion o aumentar el tiempo de intervalo de
inmersién, en RITA®, asi como utilizar otros tipos de sistemas comerciales, por ejemplo
BIT® 6 BIF®. Se puede continuar el presente trabajo aumentando las concentraciones
de 1-triacontanol y realizando las etapas de enraizamiento y aclimatacion, para tener el

protocolo completo de propagacion.
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DISCUSION GENERAL

1. Discusién

En esta investigacion se integraron temas relacionados con la propagacion vegetativa
de higuera en cuatro variedades: Black mission, Kadota, Gomez y Netzahualcéyotl,
partiendo desde la cuantificacion de carbohidratos en tallos y determinacion de clorofila
en hojas, aplicando los métodos in vivo por mini estacas como in vitro en medios
semisoélido y en liquido en sistemas de inersiéon temporal (RITA®), con la finalidad de
realizar un protocolo viable, para la propagacion asexual masiva de higuera, adoptando
e innovando las ultimas tecnologias utilizadas en la horticultura para obtener plantas de
calidad fitosanitaria, con el propdsito de utilizar la menor cantidad de material

vegetativo posible.

En la primera parte de esta investigacion, se realiz6 la cuantificacion de carbohidratos
en tallos de las cuatro variedades analizadas, encontrando que a pesar de tener la
misma edad y estando en la misma etapa fenoldgica, tienen diferente cantidad de
glucosa en sus tallos, la acumulacion de carbohidratos en tallos y hojas esta
relacionada con la etapa fenolégica, la capacidad de absorcion de luz de las hojas y el
tipo de fotosintesis (Pigman, 1957), otros autores mencionan que los azucares (glucosa
y fructosa) disminuyen al entrar en dormancia, pero aumentan los niveles de almidén
en tallos (Ruiz et al. 2016), siendo una referencia para época de colecta de varetas de
higuera con la finalidad de propagacién. Se encontr6 que la variedad Netzahualcoyotl,
tiene 6.16 mg, mientras que 'Black mission’, ‘Kadota’, y ‘Gémez’ presentaron: 4.32,
3.76 y 2.72 mg, sobrepasando a las otras variedades por: 2.1, 3.6, y 4.6 mg mas de
glucosa en sus tallos, respectivamente. Indicando que tiene una ventaja fisiologica en
reservas de glucosa con respecto a las demas, marcada por el genotipo, para el cultivo
in vitro ¢ in vivo la cantidad de reservas del tallo ya sea en almidon 6 glucosa es
importante, debido a la mayor disponibilidad de nutrimentos para los procesos
biologicos dentro de la estaca, aumentando la probabilidad de supervivencia y
brotacion del explante (Newton et al. 2009), de igual forma la asepsia del explante es

relevante, debido a que, explantes contaminados a pesar de tener mayor crecimiento
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pueden morir, en comparacion con explantes con pocas reservas y lenta brotacion,
pero sin agentes contaminantes. La cantidad de reservas también afecta el tiempo de
brotacion de una variedad a otra, a pesar de ser de la misma especie, da pauta a
manejar distintos métodos para cada una, en tiempos estimados para los cultivos

subsecuentes o tiempo total de propagacion (Quiala et al., 2012).

En cuanto a la determinacion en concentracion de clorofila de las hojas, de las cuatro
variedades, se pudo observar el espectro caracteristico de las clorofilas con su banda
espectral entre los 645 y 663 nm, lo cual corresponde a clorofila a y b respectivamente
(Stryer, 2002). Se encontrd variacion en concentracién de clorofila por variedad:
Netzahualcdyotl al igual que en carbohidratos, presenta mayor concetracion de clorofila
ay b en hojas con 0.77 mg, con respecto a ‘Black mission’, ‘Kadota’ y ‘Gémez’, con
0.54, 0.47 y 0.34 mg de clorofila por cada 100 mL de solucién, notandose claramente
en el color de las muestras extraidas por variedad. Cuando existe mayor concentracion
de clorofila, indica que es mas eficiente en la captacion de luz para transformarla en
carbohidratos mediante la fotosintesis (Trumbo et al., 2013), sin embargo ‘Black
mission’, y ‘Kadota’ se mantienen entre 0.4-0.5 mg/100 mL de clorofila, indicando su
menor capacidad de absorbancia del espectro de luz. Por otro lado, "Gomez" es la
variedad con menor concentracion de clorofila con 0.3 mg/ 100 mL. La mayor
concentracion de clorofila esta relacionada directamente con la concentracién de
carbohidratos, es decir, aumento de concentracion de clorofila y un aumento de

concentracion de carbohidratos, para el caso de higuera de las cuatro variedades.

Los resultados obtenidos, correlacionan el genotipo con la concentracion de clorofila de
cada variedad, Nezahualcoyotl es mas eficiente en la captacion de luz en comparacion
con las demas, por la mayor concentracion de clorofila, dando ventaja respecto a las
demas si se midiera la eficiencia fotosintética por area. En el cultivo in vitro, en la etapa
de multiplicacion, un factor a medir es el nimero de hojas, en donde algunas ocasiones
no se tienen diferencia significativa, sin embargo, la cantidad de clorofila puede marcar
una tendencia, en mayor captacién de luz y rapida funcionalidad de las hojas, y por lo
tanto, mayor velocidad de brotacion y mayor tamafio, en comparacion al resto de

variedades.
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La propagacion tradicional de higuera es por medio de estacas e hijuelos, este método
tiene la ventaja de evitar la juvenilidad e iniciar la produccion de forma precoz, desde el
primer ciclo agricola, sin embargo, existen ciertas dificultades de enraizamiento para
algunas variedades, por ejemplo en la literatura se han indicado porcentajes de
enraizamiento del 10 al 45 % dependiendo de la variedad (Bisi et al., 2016; Espitia et
al., 2014; Aradillas, 2016). Debido a lo anterior se realizé enraizamiento in vivo, con
mini estacas de 5 cm, de las cuatro variedades, bajo condiciones de invernadero, con
temperaturas promedio de 25 + 5 °C y una humedad relativa del 70 % con sombra del
50 %, se utiliz6 como sustrato una mezcla de arena, tezontle y peat moss 1:1:1 vivlv,
utilizando diferentes concentraciones de AIB, del producto comercial Radix®. En el
testigo sin aplicaciéon de Radix®, no se obtuvd enraizamiento para las variedades
‘Black Mission’ y ‘Kadota’ en ninguna de las épocas evaluadas. La formacion de callo
en la base de las varetas fue contraproducente para la formacion de la raiz, estos
resultados concuerdan con lo encontrado por Arellano et al., (2014) quienes indican
que la formacion de callo es inversamente proporcional a la formacién de raices en
lindloe. Por otro lado, los tratamientos testigo en los cultivares Gomez vy
Netzahualcdyotl presentaron un pobre enraizamiento del orden del 4 al 27%. Hartman
y Kester (1983) mencionan que la lignificacion y las reservas de las varetas son de vital
importancia para lograr el enraizamiento, asi como la concentracion de auxinas. Por
otro lado, Flaishman et al. (2008) mencionaron que la informacién genética de cada
variedad tiene un efecto significativo sobre la habilidad de emitir raices adventicias, en
su trabajo que realizaron en las variedades de higuera ‘Cuello de Dama Blanco’ y
‘Bursa’, encontraron que hubo diferencias significativas en el enraizamiento de las
variedades para el mismo tratamiento auxinico. Para la variedad Gomez los
tratamientos T3 y T4, obtuvieron 85% y 63% de enraizamiento, respectivamente,
siendo los méas altos porcentajes, indicando el tejido de esta variedad enraiza
favorablemente a concentraciones entre 1000 y 1500 ppm de AIB, con la variedad
‘Ournaksi’ Zerhoune, (2003) consigui6 el 87 % de enraizamiento, él utilizé varetas de
25 cm de longitud y 1000 ppm de AIB, similar a los resultados de Bisi et al. (2016)
quienes utilizaron concentraciones entre 1000 a 2000 ppm de AIB y pero solamente

obtuvieron entre 10 y 45% de enraizamiento en ‘Roxo de Valinhos'.
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El mejor tratamiento para ‘Black mission’ y ‘Kadota’ fue T4 con 1500 ppm de AIB se
obtuvo el mayor porcentaje de enraizamiento, para ‘Gomez’ fue el T3 con 1000 ppm de
AIB y para ‘Nezahualcoyotl’ fue el T2 con 500 ppm de AIB. Cabe mencionar que en
algunos tratamientos no existio raiz, solamente hubo presencia de callo en la base del
tallo. Por otro lado, un exceso en la concentracion de auxinas puede formar un menor
numero de raices (4) con mayor longitud (7 cm) después de 60 dias, como lo mencioné
Bisi et al., (2016), quienes trabajaron con la variedad ‘Roxo de Valinhos’. Sin embargo,
la longitud de raices en la variedad ‘Nezahualcoyotl’, fue diferente (1.4 cm)
significativamente en comparacion con las demas (2.1, 2.2 y 2.5 cm), en base a estos
resultados se puede inferir que el uso de 500 ppm de AIB para esta variedad ocasiona
buen enraizamiento pero con corta longitud, pudiendo otorgarse a el genotipo, después
de 60 dias. Indicando que la concentracion de la auxina y de las caracteristicas
anatomicas Yy fisiolégicas del tejido de cada variedad tiene diferente sensibilidad a la
hormona, siendo ‘Netzahualcéyotl’ y ‘Gémez’ con mejor enraizamiento a menor
concentracion de AIB en comparacion con ‘Black mission’ y ‘Kadota’. Los resultados
tienen congruencia con lo obtenido en al cuantificacion de carbohidratos y clorofila, el
tiempo de brotacién de NetzahualcOyotl es en las primeras 4 semanas, mientras que
‘Kadota’ y ‘Black mission’ brotaron hasta 8 semanas después, mientras que ‘Gomez’
resulto intermedia ya que broto a las 6 semanas, a pesar de haber presentado menor
contenido de carbohidratos en sus tallos. Nava et al. (2014) encontraron que la
distribucion de biomasa en la planta esta correlacionada con la concentracion de
reservas y azucares totales, concordando con los resultados de Mendoza Castillo
(2015), quien analiza la cantidad de biomasa en frutos, tallos y hojas de higuera, de la
variedad Netzahualcdyotl, en donde encontré6 mayor acumulacion en tallos y hojas

después de un ciclo de cultivo.

También se realizd propagacion in vitro, los principales fitopatégenos causantes de la
contaminacioén en establecimiento fueron; Fusarium solani, Fusarium spp., Asperguillus
spp., Y Penicillum spp., ademas se encontraron bacterias, color rosa y blanca, quienes
dificultaron el establecimiento y por lo cual se establecieron en 12 ocasiones para
obtener material sano para la siguiente etapa. Sin embargo, se utilizé nano particulas

de plata (AgNPs), por su efecto microbicida, en distintas concentraciones. No hubo
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contaminacion en todos los tratamientos durante las dos primeras semanas, mientras
gue, en la tercera semana se observd contaminacion en los tratamientos T1 y T2, al
final se encontré una diferencia estadistica entre el tratamiento (T1) y los tratamientos
(T2 y T3). El efecto microbicida de las AgNPs, esté relacionado directamente con la
concentracion, y con su periodo de efectividad, no se observo oxidacion ni toxicidad
con los tratamientos empleados en las mini estacas de higuera a las concentraciones
utilizadas. Después de 40 dias el porcentaje de contaminacion por tratamiento fue: T1)
52 %, T2) 28 % y T3) con 20 %. La rebrotacion de los explantes fue mas rapida cuando
se usaron mayores concentraciones de AgNPs, Reddy et al. (2017), menciona que
existe mayor elongacion célular a concentraciones entre 50 a 200 ppm de AgNPs,
logrando mayor desarrollo de brotes en Ficus religiosa, también encontré que causa
toxicidad a concentraciones de 500 ppm. La rebrotacion inicié a las 4 semanas en
‘Netzahualcoyotl’ y en ‘Gomez’ inicid a las 6 semanas, mientras que, para ‘Kadota’ y
‘Black mission’ la rebrotacién se observo después de las 8 semanas. En el T1 con
menor concentracién de AgNPs, se presentd la mayor contaminacion, asi como la
brotacion fue menor en todas las variedades, indicando que la concentracién no fue
suficiente para hacer efecto en los tejidos y esporas de hongos, asi como en bacterias,
las mismas que dafian el tejido del explante, promoviendo estrés y evitando el
enraizamiento como la brotacién. El T3, presenté mayor uniformidad en la brotacion,
Zerhoune (2003) menciona que se acelera la mitosis en las células, y promueve la
brotacion y el crecimiento del sistema radical, también mostré una reduccion del estrés
oxidativo del explante, inhibiendo radicales libres, propiciando el crecimiento y la
brotacion de la yema. A las concentraciones utilizadas, de 25 a 75 ppm, no se tiene
efectos contraproducentes, pudiendo elevar la concentracion en futuros trabajos para

obtener el menor porcentaje de explantes contaminados.

Debido a la alta contaminacién por bacterias principalmente, ademas del lento
crecimiento in vitro en medio semisolido de las variedades ‘Black mission’ y ‘Kadota’,
solamente se realiz6 la multiplicacion en agar, Unicamente se realiz6 la etapa de

multiplicacion en RITA® con ‘Gomez’ y ‘Netzahualcoyotl.
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En la etapa de multiplicacion en el cultivo in vitro utilizando Sistemas de Inmersion
Temporal (SIT), tipo RITA® (medio liquido), comparado con el sistema semi sélido
tradicional en agar, Etienne y Berthouly (2002), realizaron la primera compilacion en la
implementacion de SIT, en ella destacan varios cultivos con sus tiempos de inmersion
recomendados, en la que no se encuentra la especie de Ficus carica L. Aradillas
(2015), realizé multiplicacion en SIT utilizando una inmersion de 1 minuto cada 6 horas,
obteniendo 2.4 brotes por explante para ‘Netzahualcéyotl’, debido a ello se optd por
mantener el mismo tiempo de inmersion, sin embargo en ambas variedades se observo
la presencia de brotes sobre hidratados, debido al tiempo del explante inmerso en el
medio liquido, cuando se desarrollaron en el sistema. Los resultados indican que el tipo
de sistema RITA® influyé significativamente la longitud promedio de los brotes,
obteniéndose para ‘Netzahualcéyotl’ y ‘Gémez’, brotes dos veces mas largos en el
sistema RITA® que en el de agar, debido a la mejor absorcién del medio nutritivo
liquido por el mayor contacto con el tejido del explante, ademéas del intercambio
gaseoso de CO:2 y oxigeno, aumentando la biomasa del explante. Se observo que la
variedad Gomez tuvo una longitud promedio de brotes de 1.7 cm en el sistema de agar,
mientras que en el sistema RITA® se obtuvo una longitud de 3.4 cm, en promedio el
nimero de hojas para agar fue 7, mientras que en RITA® 6.8, sin embargo,
estadisticamente no existen diferencias significativas. Sharma et al. (2015), obtuvieron
un promedio en longitud de brotes de higuera de 3 cm, en un sistema de cultivo con
agar, sin embargo no menciond la variedad utilizada. Por otra parte, ‘Netzahualcoyotl’
aumento al doble, 1.7 cm la longitud del brote, y en 0.6 cm la longitud de la hoja en el
sistema RITA® versus agar, consiguiéndose una longitud promedio de brotes de 3.4
cm, teniendo un mejor desarrollo, el explante absorbié mejor los nutrimentos en el
medio liquido, en promedio el nimero de hojas para agar fue 6.1, mientras que en

RITA® 7.7, sin embargo, estadisticamente no existe diferencia significativa.

Otro aspecto importante es el tiempo en que los brotes de ambas variedades
estuvieron listas en cada uno de los sistemas de cultivo evaluado. Los brotes que
crecieron en el sistema liquido estuvieron listos para ser transferidos a suelo a los 23

dias del ciclo de cultivo, mientras que los que crecieron en el sistema semisolido,
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estuvieron listos hasta el dia 30, indican que la absorcion de los nutrimentos aumenta
en medio liquido, ademas de que el explante tiene mayor contacto y existe un
movimiento de los gases dentro del sistema, ayudando a una mayor absorcién de COz2,
favoreciendo el crecimiento del explante en menor tiempo, en comparacion con el
medio semisolido, quien el explante solamente tiene contacto con el agar en una area
definida, y obtiene mayor resistencia a la absorcion de nutrimento debido al medio
semisolido. Flores et al. (2009), desarrollaron un protocolo para Ficus carica, quienes
obtuvieron en promedio 3 brotes por explante, en 25 dias, su mejor tratamiento fue MS
al 100 % adicionando 1 mg L* de BAP. A pesar de que el comportamiento de ambas
variedades fue diferente, la variedad Netzahualcoyotl presentd mayor vigor que
‘Gomez’, al igual que en enraizamiento in vivo nuevamente esta correlacionada con los
niveles de carbohidratos y clorofila, sin importar el sistema de cultivo utilizado, sin
embargo, en ambas variedades el sistema de inmersion temporal fue mas eficiente,
debido al aumento en brotes en ambas variedades, existiendo una diferencia de

genotipo entre variedades.

El 1-triacontanol (TRIA) es un promotor del crecimiento de ultima generacion, es un
alcohol saturado de cadena larga, que promueve el crecimiento en aplicacion exdgena,
se ha probado en crecimiento de algas aumentando su biomasa 2 veces mas en
comparaciéon sin su aplicacion (Tastan et al. 2016). Ademas se ha encontrado que
cuando se aplica 1-Triacontanol (10 yuM) aumenta el contenido de clorofila y sacarosa,
disminuyendo el dafio oxidativo (Xiaochun et al. 2016). Debido a lo anterior fue ha sido
probada para distintos fines en el cultivo de tejidos in vitro, por ejemplo en
multiplicacién se han utilizado pequefias cantidades desde 0.01 pg L hasta 0.1 pg L?
(Sontakke et al., 2018). Se utilizd6 para la etapa de multiplicacion en las cuatro
variedades, sin embargo, para ‘Black mission’ y ‘Kadota’, solamente se establecieron
en agar, debido al poco material que se obtuvo a partir del establecimiento, en
‘Netzahualcoyotl’ y ‘Gédmez’ también se utiliz6 en RITA®, en todas las variedades se

aplicaron tres tratamientos de 1-Triacontanol.

En ‘Black mission’ y ‘Kadota’, en agar, los tratamientos testigos T1, obtuvieron un solo

brote por explante, en ambas variedades, no obstante, el tratamiento T2 (5 pug de TRIA)
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se obtuvieron 1.5y 1.9 brotes por explante, aument6 el numero de brotes debido a la
aplicaciéon de TRIA, ya que fomenta una mayor estimulacién hormonal y sintesis de
proteinas (Tastan et al. 2016), y con el tratamiento T3 (10 pug de TRIA) se obtuvé 2.8 y
2.9 brotes por explante, en las mismas variedades. Pantikis et al., (1986) obtuvieron 2.6
brotes por explante en su mejor tratamiento con ‘Lampa’, aplicando 2.5 mg L de AIB.
El aumentd en concentracion de 1-triacontanol es proporcional al aumenté en nimero
de brotes por explante, en ambas variedades, no se encontrd toxicidad, hiperhidricidad
o deformacion de los brotes por el aumentd de la concentracién de TRIA.

Para ‘Netzahualcoyotl’ y ‘Gémez’, unicamente el testigo resultd significativamente
diferente a los demas tratamientos, mientras que la aplicacion de 5 6 10 pug de TRIA
resultaron iguales en el nUmero de brotes en ambas variedades, tanto en agar como en
RITA®, registrandose un aumenté de 2 brotes por explante. Tastan et al. (2016),
encontraron en su estudio que el TRIA aumentod el nivel de clorofila a y b, ocasionando
un aumento de la biomasa, aspecto que coincide con nuestros resultados. Sharma et
al. (2015), obtuvieron 6 brotes en promedio por explante en un sistema de cultivo de
agar a los 30 dias, ellos afadierdn diferentes concentraciones de ANA, AIB y AlA, sin
embargo, no mencionan el nombre de la variedad, que es fundamental. Por otra parte
Bayoudh et al. (2015), encontraron que con 0.5 mg L' BAP y 0.1 mg L ANA, se
obtiene 4.5 brotes por explante, en 60 dias, para la variedad ‘Soltani’, que es un higo
blanco, indicando que con RITA® es posible acercarnos a su promedio en solamente 40
dias. Las concentraciones de BAP y ANA son indispensables para la multiplicacion, sin
embargo, la concentracion puede hacer la diferencia, entre obtener brotacién u obtener
tejido calloso, tal como lo mencionaron Uribe et al. (2012). Vidal et al. (2015),
mencionaron que se puede utilizar un método hibrido de multiplicacién, que tenga en
un inicio el uso de los sistemas de inmersién temporal RITA® y en seguida un paso en
sistema de agar, con lo que se obtiene una mayor homogeneidad en el tamafio de los
brotes, asi como un mejor control para plantas de porte alto. Con el uso de sistemas de
inmersion temporal también han conseguido aumentar el nimero de brotes en pifia
(Newton et al., 2009). Por otro lado, Quiala et al. (2012), concluyerdn que la asimilacion
de nutrientes en tallos y hojas en una vitroplanta, no esta definida completamente, y

debido a la apertura de los estomas por un ambiente himedo constante, la asimilacion
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de nutrientes es mayor en RITA®, debido al mayor contacto entre el medio y el
explante, para la variedad Bursa Siyahi. Existen otros sistemas de inmersion temporal
(SIT) como los BIT® y BIF®, Ramirez et al. (2016), compara varios SIT, obteniendo que
BIT®, es mejor que RITA®, en la multiplicacién de Vanilla planifolia Jacks, coincidiendo
con Sharma et al. (2015) al obtener 3 veces mas brotes que en RITA®, siendo opcion
para futuros estudios. También estan disefiando nuevos SIT, como el descrito en el
trabajo de Welander et al. (2014), quienes obtuvieron mayor proliferacién con su disefio
para Digitalis lutea, ademas se realizan mejoras y adaptaciones a sistemas ya
existentes o en invencién, para aumentar la capacidad del biorreactor, como lo describe
Georgiev et al. (2014), al obtener mayor capacidad del SIT para asi llegar a obtener
una adaptacion de manera comercial para gran escala en propagacion de plantas.
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CONCLUSIONES GENERALES

En la cuantificacion de carbohidratos como glucosa de los tallos, la variedad
Netzahualcdyotl presenté mayor concentracion con 6.16 mg, mientras que “Black
mission’, ‘Kadota’, y ‘Gémez’ presentaron: 4.32, 3.76 y 2.72 mg, respectivamente, en
clorofila  también presenta mayor concentracion de clorofila a y b en hojas,
superandolos por 0.2, 0.3 y 0.4 mg de clorofila por cada 100 mL de solucién, tiene
mayor eficiencia en la captacion de luz, por lo tanto mejora el proceso de fotosintesis,

aumentando la cantidad de carbohidratos acumulados en el tallo como glucosa.

La relacion clorofila-carbohidratos esta relacionada, es decir, a mayor concentracion de
clorofila a y b en hojas, mayor acumulacién de carbohidratos en forma de glucosa en

los tallos, existe variacion genotipica entre variedades.

Para la propagacion in vivo es posible utilizar mini estacas de 5 cm con 2 nudos, para
el enraizamiento de: ‘Black mission’, 'Kadota’, 'Gomez’ y ‘Netzahualcéyotl’, bajo
condiciones de invernadero a 25 + 5 °C y una humedad relativa del 70 % con sombra
del 50 %.

Las mejores concentraciones para el enraizamiento de las variedades anteriores
oscilan entre 500 a 1500 ppm de AIB, en diluciones del producto comercial Radix®
3000 liquido. Existen diferencias en la capacidad de enraizamiento entre variedades,
debido a la sensibilidad del tejido a la concentracion de la auxina, a pesar de ser de la

misma especie, relacionado directamente con la concentracion de glucosa en tallos.

El en cultivo in vitro, el uso de nano particulas de plata (Ag Nps), usado como
microbicida, para lograr mayor asepsia en las mini estacas de higuera, fue efectivo a
concentracion de 50 y 75 ppm. Se observd mayor velocidad (4 semanas) de brotaciéon
en la mini estacas de ‘Netzahualcoyotl’, en comparacién con ‘Gémez’, ’Kadota’, y ‘Black

mission’, con 6, 8 y 8 semanas a brotacion, respectivamente.

En la etapa de multiplicacién del cultivo in vitro, el uso de 1-triacontanol a 10 pg L*

incrementa el numero de brotes en ‘Black mission’ y ‘Kadota’, en agar, mientras que a
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concentracion de 5 pg L incrementa el nUmero de brotes en ‘Netzahualcoyotl’ y

‘Gomez’. El genotipo marca diferencia en la etapa de la multiplicacion.

El sistema de biorreactores de inmersion temporal RITA® mejoré la longitud promedio
de los brotes y las hojas por explante, en ‘Netzahualcéyotl’ y ‘Gémez’, por lo tanto es

posible realizar multiplicacion in vitro mediante RITA® para la especie Ficus carica L.

Se recomienda realizar experimentos con plantas en invernadero, aplicando fungicidas
y bactericidas en campo, antes de cortar las varetas, asi como utilizar varios tamafios
de estacas de distintos diametros. A su vez, se sugiere realizar analisis de clorofila y
carbohidratos, a la par que el establecimiento in vitro o enraizamiento in vivo, para

tener correlaciones directas, en tiempo de brotacion, calidad del brote y enraizamiento.

Para la propagacion in vitro mediante RITA® se recomienda disminuir el tiempo de
inmersion o aumentar el tiempo de intervalo de inmersion, asi como utilizar otros tipos
de sistemas comerciales, por ejemplo BIT® 6 BIF®. Se puede continuar el presente
trabajo aumentando las concentraciones de 1-triacontanol y realizando las etapas de

enraizamiento y aclimatacion, para tener el protocolo completo de propagacion.
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