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Resumen

Cultivo de tejidos en Ficus carica con miniestacas. 
este ensayo se llevó a cabo en el centro de investigación 
en Biotecnología, del instituto Tecnológico de costa rica, 
cartago, costa rica, entre los años 2006-2008. Tuvo como 
objetivo evaluar el cultivo in vitro del higo. Para el estableci-
miento del material vegetal in vitro se utilizaron miniestacas 
de 3 cm, de longitud provenientes de material propagado 
vegetativamente. Para su desinfección se lavaron y se su-
mergieron en una solución de 6 g/l de benomilo (50 % i.a.), 
6 g/l de sulfato de gentamicina (2 % i.a.) y de clorhidrato de 
oxitetraciclina (6 % i.a.) y 3,5 g/l de dimetiltiocarbamato (76 
% i.a.) durante 90 minutos. Luego se realizó una segunda 
desinfección con hipoclorito de calcio al 3,5 % p/v durante 10 
minutos. se inocularon en un medio m&s (1962) completo, 
más 1mg/l de BaP, 300 mg/l de acido ascórbico y 175 mg/l de 
ciprofloxacina. En la etapa de multiplicación se separaron los 
brotes desarrollados, se inocularon y se empleó como medio 
base m&s (1962) completo, suplementado con 1,0; 0,5 y 0 
mg/l de BaP. Para la etapa de enraizamiento, se implementa-
ron dos tratamientos, m&s (1962) completo con 0,5 y 0 mg/l 
de aiB. se obtuvo un 31,67 % de supervivencia y asepsia del 
material en la etapa de introducción y un promedio de tres 
brotes por explante al mes de incubación. el mayor promedio 
de brotes por explante se logró en el tratamiento con 1,0 mg/l 
de BaP y el mayor porcentaje de enraizamiento se obtuvo en 
el tratamiento sin regulador. Durante la fase de aclimatación, 
se logró un 100 % de supervivencia.

Palabras claves: Higo, micropropagación, cultivo in 
vitro, brotación, benzilaminopurina.

aBstRaCt

Tissue culture of fig (Ficus carica) whith minicuttings. 
This investigation took place at the Biotechnology research 
center of the costa rica institute of Technology between the 
years 2006 and 2008.  its main objective was to implement 
the in vitro production of figs.  For the in-vitro process, 3-
centimeter long ministalks taken from vegetatively propagated 
material were used.  These stalks were washed and immersed 
in a 6 g/l benomil solution (50 % a.i), 6 g/l gentamicin sulfate 
(2 % a.i) and oxitetracycline hydrochloride (6 % a.i),  and  3.5  
g/l  dimethyldithiocarbamate (76 % a.i) for 90 minutes.  Then, 
a second disinfection took place with calcium Hipoclorite 
at 3,5 % p/v for 10 minutes.  The stalks were inoculated in a 
complete m&s (1962) with 1 mg/l of ascorbic acid and 175 
mg/l of Ciprofloxacin.  During the multiplication stage, the 
larger shoots were separated and inoculated with three diffe-
rent treatments, using as the basic medium a complete m&s 
(1962), supplemented with 1.0; 0.5, and 0 mg/l of BAP.  For 
the rooting stage, two different treatments were implemented--
a complete m&s (1962) with 0.5 and 0 mg/l of iBa.  31.67 % 
of survival and asepsis of the material during the introductory 
stage and an average of three shoots per explant were achieved 
after a month of incubation.  The highest average of shoots per 
explant was obtained with the 1.0 mg/l of BaP treatment, and 
the highest percentage of average roots was achieved with the 
treatment without a regulator.  During the acclimatation stage, 
we reached 100 % survival.  

Palabras claves:  Fig, micropropagation, in vitro cultu-
re, bud induction, benzilaminopurine.

nota téCniCa
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intRoduCCión

el higo (F. carica) tradicionalmente ha sido pro-
pagado por acodos aéreos y estacas, en países como 
españa, Turquía, Portugal y Brasil, donde miles de 
hectáreas son destinadas al cultivo de esta planta 
(melgarejo 1999). a pesar de que estos sistemas han 
demostrado ser eficientes, una de las principales limi-
taciones es la incapacidad de realizar multiplicaciones 
masivas en corto tiempo, ya que cada estaca o acodo 
regenerará una única planta, que en muchos de los ca-
sos no cumple con las exigencias del mercado, además 
para la aplicación de estas técnicas se requiere que las 
plantas se encuentren en la etapa vegetativa.  

con la aplicación de la técnica de micropropagación 
de plantas, se amplian las perspectivas de obtención de 
material vegetal con mejor calidad agronómica y en 
cualquier época del año (alberti et al. 1992).  Para el 
desarrollo de esta técnica, deben considerarse aspectos 
fundamentales, como la procedencia, selección y 
desinfección del explante, así como la composición 
de los medios de cultivo a utilizar en cada una de las 
etapas y las condiciones de crecimiento (navarro y 
Perea 1996).

cada sistema de cultivo in vitro presenta carac-
terísticas particulares que permiten producir plantas 
completas a partir de explantes. estas características 
tienen que ver con el genotipo, el tipo de explante, las 
normas de asepsia, los medios de cultivo y las condi-
ciones ambientales de incubación. La interacción de 
estos factores es lo que determina la respuesta del ex-
plante al cultivo in vitro (roca y ramírez 2000). Uno 
de los mayores usos del cultivo de tejidos es la propa-
gación vegetativa de plantas con el fin de disponer de 
gran cantidad de material vegetal fitosanitariamente 
sano (Pasqual y Ferreira 2007).

Estudios realizados por Ferreira et al. (2007) en 
embriogénesis somática de higo usando los reguladores 
de crecimiento 2,4-D y kinetina, demostraron la factibi-
lidad de esta técnica para la producción de callo y en al-
gunos casos, el inicio de la regeneración de explantes.

La fase de establecimiento in vitro tiene como 
objetivo obtener material axénico y viable para iniciar 
el proceso de micropropagación, por lo que es indis-
pensable contar con material vegetal pretratado en 
condiciones de invernadero, ya que el material tomado 
directamente de campo posee en su superficie una 
variedad de microorganismos que deben ser reducidos 
para facilitar los procedimientos de desinfección.

el objetivo de este trabajo fue desarrollar y eva-
luar las diferentes etapas de la micropropagación del 
higo. 

mateRiales y métodos

Localización de la investigación

La investigación se realizó en el centro de inves-
tigación en Biotecnología del instituto Tecnológico de 
costa rica, cartago, costa rica, durante el período 
2006-2008.

Selección del material vegetal y preparación de las 
estacas

Con el fin de disponer de material vegetal, se 
seleccionaron 25 estacas con una longitud entre 20 y 
25 cm, provenientes de ramas rectas y lignificadas de 
árboles con más de 25 años de edad, ubicados en la 
zona de Tierra Blanca en cartago. 

Para favorecer el enraizamiento, la parte basal 
de las estacas se sumergió en una solución acuosa de  
Ácido indol Butírico (aiB) (600 ppm aiB) durante 
15 minutos.  Posteriormente se plantaron en bolsas de 
polietileno negras, que contenían un sustrato a base de 
tierra con carbón vegetal, en una proporción 3:1, y se 
ubicaron en el invernadero del centro de investigación 
en Biotecnología, del instituto Tecnológico de costa 
rica, en donde se les aplicó riego dos veces por semana 
y se realizó una fertilización foliar cada 10 días a partir 
de la brotación.  además se aplicó una solución de be-
nomilo (50 % i.a.) (3 g/l) y de sulfato de gentamicina 
(2 % i.a.) y de clorhidrato de oxitetraciclina (6 % i.a.)  
cada ocho días, como pretratamiento, para mantener el 
material en adecuado estado fitosanitario.    

establecimiento in vitro

Procedencia y selección de los explantes

Del material ubicado en el invernadero, se colec-
taron estacas de 8 cm de longitud, poco lignificadas.  

Preparación y desinfección de los explantes

Para el proceso de desinfección de los explantes 
se utilizó el protocolo base de De Faria (2003). Las 
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estacas se lavaron con agua y jabón líquido, luego se 
sumergieron en una solución de 6 g/l de benomilo (50 
% i.a.), 6 g/l de sulfato de gentamicina (2 % i.a.) y de 
clorhidrato de oxitetraciclina (6 % i.a.) y 3,5 g/l de 
dimetiltiocarbamato (76 % i.a.) por un período de 90 
minutos. Posteriormente se realizaron tres enjuagues 
con agua destilada estéril y una segunda desinfección 
con hipoclorito de calcio al 4 % (3,5 % i.a.) por un 
período de 10 minutos en la cámara de flujo laminar. 
se realizaron nuevamente tres enjuagues con agua 
destilada estéril y los explantes se mantuvieron en una 
solución de ácido ascórbico (600 mg/l), con el fin de 
evitar la oxidación del material.

en total se realizaron cuatro ensayos de introduc-
ción de material para el establecimiento in vitro, cada 
uno con 13, 18, 13 y 16 explantes, respectivamente.

Inoculación del material

Previo a la inoculación de los explantes, éstos se 
redujeron a 3 cm de longitud y se eliminó el tejido 
dañado durante el proceso de desinfección. el medio 
de cultivo utilizado fue murashige y skoog (1962) a 
la mitad de sales minerales, 30 g/l de azúcar, Bencila-
minopurina (BaP) 1 mg/l, ácido ascórbico 300 mg/l, 
ciprofloxacina 175 mg/l y phytagel 3,5 g/l y de pH 5,7, 
a una temperatura de 25 ºc y un fotoperíodo de 16 ho-
ras de luz, durante un período de doce días. Posterior-
mente, durante un mes, los explantes se subcultivaron 
en el medio de inoculación eliminando el antibiótico 
y el antioxidante, bajo las mismas condiciones de 
incubación. 

se logró el establecimiento de 48 explantes en 
total, cada uno inoculado en un frasco de cultivo. se 
evaluó el tipo y porcentaje de contaminación pre-
sentado, así como el porcentaje de supervivencia del 
material vegetal.

Etapa de micropropagación

Para desarrollar la etapa de multiplicación, se 
utilizaron los brotes obtenidos a partir del material 
establecido asépticamente. se realizaron tres ensayos 
con base en un medio murashige y skoog (1962) com-
pleto, se adicionó BaP a 1,0, 0,5 y 0 mg/l.  La muestra 
fue de 48 explantes por tratamiento y se mantuvieron 
las mismas condiciones ambientales empleadas en el 
establecimiento in vitro. se evaluó el número de brotes 
promedio por explante a la cuarta semana de cultivo.

Etapa de enraizamiento

Para evaluar la inducción de raíces, los brotes 
obtenidos durante la etapa de multiplicación fueron 
inoculados en un murashige y skoog (1962), pero 
enriquecido con 0 ó 0,5 mg/l de aiB. 

La muestra fue de 48 explantes por tratamiento y 
se mantuvieron las mismas condiciones ambientales 
que en las etapas anteriores. La evaluación se realizó a 
las seis semanas de cultivo, anotando el porcentaje de 
vitroplantas enraizadas. 

Endurecimiento y aclimatación de plántulas en 
invernadero 

Una vez que las vitroplantas presentaron un buen 
desarrollo radicular fueron trasladadas al invernadero 
en donde se sembraron en pequeños cilindro de tur-
ba prensada en una malla, los cuales se expanden al 
contacto con el agua y se le aplicó a las plantas un 
bioestimulante que ayudara a controlar la transpira-
ción. Permanecieron durante una semana en una lumi-
nosidad de 1.210,33 lux; una temperatura promedio de 
24,20 °c y una humedad relativa promedio de 82,80 
%. Luego se cambiaron las condiciones ambientales 
(1.538,11 lux; 23,40 °c; 72,00 % Hr) por otra sema-
na. en esta condición se aplicaron fertilizantes foliares 
cada cuatro días. 

Una vez que las plantas alcanzaron 15 cm de lon-
gitud aproximadamente, se transplantaron a bolsas de 
polietileno negras que contenían un sustrato a base de 
tierra y trozos de carbón, desinfectado con carboxín 
(20 % i.a.) y thiram (20 % i.a) (3,5 g/l) y se mantuvie-
ron en las siguientes condiciones: 4.752,33 lux; 22,70 
°c; 69,00 % Hr. en esta fase se inició un protocolo 
de fertilización granulada empleando una formulación 
(10-30-10), con el fin de estimular su crecimiento y 
desarrollo hasta su traslado a campo.  

Análisis estadístico

Los brotes por explante y el número de plantas 
enraizadas se analizaron mediante un análisis de va-
rianza anoVa “one Way”. se empleó el programa 
estadístico statsoft inc. (2004) sTaTisTica versión 
7.0. además se realizó un análisis comparativo de 
las medias de cada muestra con la prueba de Tuckey, 
considerando un nivel de confianza de 99 % y para el 
enraizamiento de un 95 %.
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Resultados

establecimiento in vitro

el mayor problema durante el establecimiento in 
vitro del higo fue la contaminación fúngica y bacteria-
na (Figura 1). El promedio obtenido a partir de las cua-
tro introducciones mostró un 45 % de contaminación 
fúngica, 23,33 % contaminación bacteriana y un 31,67 
% de explantes limpios.

De los explantes limpios se observó 21,05% de 
brotación con un promedio de tres brotes por explante 
al mes de la incubación (Figura 2 A).

Etapa de micropropagación

el mayor número de brotes por explante se obtuvo 
cuando se adicionó al medio de cultivo 1 mg/l de BaP 
(Figuras 2B y 3). En ausencia del regulador de crecimien-
to se observó un bajo porcentaje de brotación a la cuarta 
semana de evaluación, pero una considerable emergencia 
de raíces al final del periodo (Figuras 2C y 3).

el análisis estadístico mostró diferencias signi-
ficativas entre los tratamientos, con 1 mg/l de BAP 
se obtuvo un promedio de seis brotes por explante, el 

tratamiento con 0,5 mg/l BaP produjo cuatro brotes 
por explante, y el tratamiento sin regulador presentó 
dos brotes por explante.

Figura 2.  Ficus carica. a) microestacas in vitro, B) Brotación de microes-
tacas, c) Vitroplantas en la etapa de enraizamiento, D) Vitro-
plantas aclimatadas. centro de investigación en Biotecnología, 
instituto Tecnológico de costa rica. cartago, costa rica. 2007.

Figura 1.  Porcentajes de contaminación fúngica, bacteriana 
y explantes limpios obtenidos a partir de cuatro 
introducciones. Laboratorio de cultivo de Tejidos. 
centro de investigación en Biotecnología, insti-
tuto Tecnológico de costa rica. cartago, costa 
rica. 2006.
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enraizamiento in vitro 

en los ensayos de enraizamiento se observaron di-
ferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 
1).  el mayor porcentaje de enraizamiento se obtuvo en 
ausencia de reguladores del crecimiento (81,24 %), a 
la cuarta semana de cultivo (Figura 2C).

Para el tratamiento con 0,5 mg/l de aiB se ob-
servó la formación de un callo y los porcentajes de 
enraizamiento fueron inferiores (47,91 %).

otro aspecto importante de mencionar es que al 
no utilizarse un regulador del crecimiento en el medio 
de cultivo, el porcentaje de enraizamiento no solo 
fue superior al tratamiento con 0,5 mg/l de aiB, sino 
que a partir de la cuarta semana se obtuvo el máximo 

porcentaje de emergencia radical y de ahí en adelante 
se mantuvo constante, mientras que al aplicar 0,5 mg/l 
de aiB la emergencia radical fue menor y el porcentaje 
máximo se alcanzó hasta la sexta semana.

aclimatación en invernadero

en invernadero se obtuvo un 100 % de plantas 
aclimatadas (Figura 2D), bajo las condiciones que se 
preestablecieron.

disCusión

el empleo de fungicidas de amplio espectro, mez-
clado con fungicidas de contacto y bactericidas previo 
al cultivo in vitro, mostraron resultados positivos para 
el control de un amplio rango de microorganismos y 
no se observó toxicidad ni daño al material vegetal 
(Pasqual y Ferreira 2007). Sin embargo, el hipoclorito 
de calcio se utiliza en el establecimiento in vitro por 
la acción germicida del cloro, ya que forma ácido 
hipocloroso cuando se mezcla con el agua, el oxígeno 
liberado en esta reacción es un agente oxidante muy 
fuerte y los microorganismos son destruidos por su 
acción sobre los componentes celulares. además, el 
cloro puede combinarse con enzimas y otras proteínas 
de la membrana celular inactivándolas (garcía 1995). 
De Faria (2003) recomendó para la desinfección de 
explantes de higo la utilización de hipoclorito de 
calcio a concentraciones de 8 y 10 %, sin embargo 
el autor señala la presencia de un daño considerable 
después de este tratamiento; por lo que se decidió 
diminuir la concentración de hipoclorito de calcio en 
este ensayo.

Cuadro 1. evaluación del porcentaje de enraizamiento de vitroplantas de higo 
en dos tratamientos durante un período de seis semanas. centro de 
investigación en Biotecnología, instituto Tecnológico de costa rica. 
cartago, costa rica. 2007.

tratamiento % enraizamiento

E1 (0,5 mg/l AIB *) 0 0 0 16,67 31,24 47,91
E2 (Sin reguladores) 0 16,67 25,0 81,24 81,24 81,24

semana → 1 2 3 4 5 6

* aiB: Ácido indol Butírico.

Figura 3.  Brotes promedio por explante por semana para 
cada tratamiento. centro de investigación en Bio-
tecnología, instituto Tecnológico de costa rica. 
cartago, costa rica. 2006. 
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La aplicación de los reguladores del crecimiento 
al medio de cultivo va a depender del tipo de diferen-
ciación que se desea obtener. en el higo para la esti-
mulación de las yemas axilares en la etapa de micro-
propagación se empleó la Benzilaminopurina (BaP). 
esta citoquinina, aplicada en bajas concentraciones, 
promueve no solo la división celular sino la brotación 
de yemas (Hurtado y merino 1987). en este estudio se 
mostró que al agregar al medio de cultivo 1 mg/l de 
BaP, se obtuvo la mayor cantidad de brotes, sin embar-
go esta concentración en esta especie fue alta, debido a 
que se obtuvo una brotación aglomerada lo que impidió 
realizar una óptima separación de los brotes sin maltra-
tar el tejido, es por esta razón que la concentración de 
0,5 mg/l de BaP fue más favorable, ya que a pesar de 
que se obtuvo un menor número de brotes por explan-
te, éstos se formaron más separados, lo que facilitó su 
aislamiento sin provocarles ningún daño.

el papel de las auxinas en la iniciación y creci-
miento radical es bien conocido (salisbury y ross 
1994), por lo que se recomienda su empleo en la 
mayoría de los medios de enraizamiento. en esta 
investigación la auxina empleada fue el aiB, ya que 
según salisbury y ross (1994), es la más utilizada en 
la inducción radical. el aiB es activo pese a que se 
metaboliza con rapidez en aiB-aspartato y al menos 
otro compuesto conjugado con un péptido. se sugiere 
que la formación de un conjugado almacena al aiB y 
que su liberación gradual mantiene la concentración de 
este regulador en un nivel adecuado, especialmente en 
los estadíos finales de la formación de la raíz.

contrario a lo esperado, en esta investigación la 
emergencia radical de las vitroplantas de higo expues-
tas a un medio con aiB fue menor comparada con el 
desarrollo radical obtenido en las vitroplantas expues-
tas a un medio sin auxina. De acuerdo a salisbury y 
ross (1994) se ha observado que en muchas especies 
las raíces crecen durante días y semanas in vitro sin ne-
cesidad de agregar auxina, lo que indica que cualquier 
necesidad de esta hormona que pueda tener una planta, 
es suplida por su capacidad de síntesis. 

Una de las ventajas de no aplicar ningún regulador 
del crecimiento al medio de cultivo es la disminución 
de los costos de producción durante esta etapa.

Las plantas en cultivo in vitro se comportan como 
heterótrofas o mixotróficas, por lo que en la fase de 
aclimatación son forzadas a ser autotróficas lo que 
causa un cambio en la morfología de las mismas que 

las hace muy susceptibles a varios tipos de estrés 
(Pospisilova 1999). 

se han observado importantes cambios en la 
morfología y la anatomía de la hoja después de pasar 
las vitroplantas al invernadero, sobretodo en el grosor 
de la hoja, la diferenciación del mesófilo y en el nú-
mero y estructura de los cloroplastos. Por ejemplo en 
estudios realizados en Rubus idaeus, se observó que el 
número de tricomas era menor en las plantas in vitro al 
compararlas con las plantas que fueron trasladadas al 
invernadero. También se observó que en plántulas de 
Prunus serotina, la densidad estomática y la longitud 
del estoma decrecieron después de que fueron trasla-
dadas al invernadero (Pospisilova 1999). estas modi-
ficaciones en la estructura de las hojas tienen su efecto 
en  las relaciones hídricas y los procesos fotosintéticos 
de las mismas, lo que influye directamente en la sobre-
vivencia de las plántulas cuando éstas son trasladadas 
de condiciones in vitro a  condiciones ex vitro. 

Las vitroplantas de higo tienden a deshidratarse 
rápidamente, razón por la cual las primeras dos sema-
nas son criticas para lograr la aclimatación. esta des-
hidratación estuvo relacionada con el lento desarrollo 
de la cutícula, de las ceras epiticulares y la indispo-
nibilidad de un sistema estomático funcional durante 
el cultivo in vitro, lo cual causa altas tazas de trans-
piración, una vez que las plántulas han sido extraídas 
de los frascos, para su aclimatación en invernadero 
(Pospisilova 1999).

ConClusiones

a pesar de que los porcentajes de contaminación 
bacteriana y fúngica fueron altos, en el cultivo in vitro 
de Ficus carica, se obtuvo un porcentaje de explantes 
limpios y brotados que permitieron continuar con las 
siguientes etapas del cultivo in vitro.

el protocolo para la multiplicación in vitro fue 
desarrollado exitosamente.

Para la etapa del enraizamiento in vitro del higo 
no se necesitó adicionar auxinas al medio, lo que 
sugiere la presencia de altos niveles endógenos de 
auxinas en esta especie.

en la etapa de aclimatación se sugiere mantener 
altos porcentajes de humedad relativa y baja lumi-
nosidad, debido a las altas tazas de transpiración que 
presentan las vitroplantas de higo.
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