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APLICACION DE LAS TECNICAS DE CULTIVO IN VITRO EN EIL
SANEAMIENTO DE VARIEDADES DE HIGUERA.
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J.A. Marin. Unidad de Pomologfa. Estacién Experimental Aula Dei- CSIC. Zaragoza.

Introduccion

La higuera (Ficus carica L.) es una especie tipica de los secanos mediterrdneos, siendo
un claro representante de la gran mayorfa de los huertos familiares existentes en Espaiia. En
los ultimos afios, ha sido considerada una de las posibles alternativas de cultivo, sobre todo,
en determinadas zonas con potencial productivo, como Islas Baleares, Extremadura y
Andalucfa (Toribio, 1993). Tradicionalmente, se ha cultivado sobre sus propias rafces sin
apenas recibir cuidados culturales como podas, fertilizacién o tratamientos fitosanitarios,
Pero, el establecimiento del cultivo en plantacién regular requiere estudios en diferentes
campos de la investigacion, para asf poder adaptar e! cultivo tanto a las necesidades reales
que demanda el mercado como a sistemas de explotacion competitivos. Uno de los posibles
campos serfa la seleccién sanitaria con el estudio del “mosaico de la higuera”, enfermedad
endémica ampliamente distribuida por todas las zomas de cultivo y variedades. Esta
enfermedad de etiologfa desconocida se manifiesta en las hojas como alteraciones cromdticas
(mosaicos), clorosis y/o deformaciones (Casalicchio, 1964). También puede afectar a las
ramas jévenes y a los frutos. Todaviz no ha sido posible determinar su efecto en la
produccidn, calidad o conservacidn de frutos, debido a la inexistencia de planta libre del
mosaico de la higuera. Los trabajos de saneamiento en esta especie son escasos y siempre
relativos a tratamientos de termoterapia convencional (Martelli, 1966; Savio, 1978),
detectdndose problemas bien en el prendimiento del injerto o en el enraizamiento de los dpices
una vez aislados. Por ello, en este trabajo, se ha estudiado la aplicacién de las técnicas de
cultivo in vitro en el saneamiento de variedades de higuera para aumentar la eficiencia en el
proceso de regencracién de plantas tratadas por termoterapia convencional. Al mismo
tiempo, se estudid la termoterapia in vitro basada en la aplicacién del tratamiento térmico a

los cultivos establecidos y en fase de multiplicacion in vitro.
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Material y métodos

Los tratamientos de termoterapia convencional se realizaron con plantas de distintas
variedades cultivadas: ‘Urdana’, ‘Napolitana’, ‘Cuello Dama Blanco’, ‘De Rey’ y
‘Calabacita’ con un periodo minimo de adaptacidn en maceta de un afio. Los tratamientos
realizados en cdmara de termoterapia se iniciaron en el mes de Febrero, antes de la salida del
reposo invernal, y las plantas se sometieron a un periodo de adaptacion con subida progresiva
de la temperatura. Las caracterfsticas del tratamiento fueron las siguientes: temperatura:
37 4:1°C; intensidad luminosa: 27.000 lux con fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad y humedad relativa: 60 -70%. Una vez finalizados los tratamientos, se aislaron
dpices (de 0,5 a 1 cm de didmetro) y se establecieron in vitro en el medio de Pontikis y
Melas (MP) (1986). \

Los tratamientos de termoterapia in vitro se realizaron a partir del material vegetal en
medio MP de las siguientes variedades cultivadas: 'Urdana’, ‘Napolitana’, 'Tiberio” y
‘Villalba. Los brotes elegidos se descabezaron para forzar el desarrollo de las yemas axilares
en las nuevas condiciones de tratamiento, se colocaron en frascos de cultivo y se introdujeron
en la cdmara de termoterapia in vitro sin periodo de adaptacién. Las caracteristicas de los
tratamientos fueron las siguientes: temperatura de 37°C durante 16 horas de luz seguido de
34°C durante las 8 horas de oscuridad, con una iluminacion de 5.000 Iux. Una vez
finalizados los tratamientos, los dpices aislados de 1 a 2 mm de longitud se colocaron
individualmente en tubos con el medio MP.

Una vez establecidas las yemas de cada uno de los tratamientos y en fase de
proliferacién, se procedié al enraizamiento in vivo en invernadero de las microestaquillas sin

tratamiento hormonal,

Resultados

Respecto a los tratamientos de termoterapia convencional, la brotacién de las plantas
tuvo lugar durante el periodo de adpatacion a alta temperatura. Durante los primeros 15 dias
del tratamiento las plantas mostraron buen aspecto, con formacion de nuevas hojas y
desarrollo de brotes a partir de las yemas apicales. En los dias siguientes el crecimiento de

las plantas fue mds lento, con hojas de color amariilento, observdndose un decaimiento
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general, Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla 1, en la que se ohserva que el mimero
de dpices aislados es bajo. Sin embargo, la supervivencia de estos dpices cultivados in vitro
fue alta, observdndose durante el primer subcultivo el desarrollo de nuevas hojas de color
verde intenso, con la presencia de compuestos fendlicos en la base del explanto y que obligs
a cambiar a un medio fresco cada 2 semanas durante los cuatro primeros subcultivos. No se
han observado diferencias de tolerancia al tratamiento térmico entre las diferentes variedades
estudiadas.

Con respecto a los tratamientos de termoterapia in vitro, se observé que a medida que
aumentd el mimero de dfas de tratamiento los brotes presentaron color verde pélido,
disminuyendo la tasa de crecimiento y proliferacion. No se han observado diferencias de
tolerancia al tratamiento térmico. En general, toleran mejor el tratamiento los brotes con
mejor aspecto y mds vigorosos. Los resultados obtenidos (tabla 2) reflejan un alto ndmero de
' dpices aislados para cada tratamiento, con altos porcentajes de supervivencia. Estos dpices
presentaron gran capacidad de crecimiento, de forma que en el primer subcultivo alcanzaron
una longitud entre 0,5 y 1 cm, con hojas de color verde intenso.

Las plantas regeneradas a partir de los dpices aislados no mostraron sintomas del

mosaico de la higuera.

Tabla 1. Apices obtenidos tras la termoterapia convencional y supervivencia en el

establecimiento del cultivo in vitro.

Variedad Dias de Apices Apices

tratamicnto aislados supervivientes
"Urdana’ 28 6 5
"Urdana’ 21 5 5
"Napolitana’ 21 5 5
"Calabacita’ 21 7 6
"Cuello Dama 21 2 0
Blanco’

Tabla 2. Apices aislados tras la termoterapia in vitro y supervivencia en el cultivo posterior.
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Variedad Dias de Apices Apices

tratamiento aislados supervivientes
"Urdana’ 24 36 33
"Napolitana’ 33 15 12
’Napolitana’ 36 6 6
"Napolitana’ 40 27 22
"Tiberio’ 24 30 24
"Tiberio’ 36 30 27
"Viltatba® 30 40 39
"Villalba’ 42 15 15

Discusién

Los resultados obtenidos por ambos métodos de saneamiento, confirman que la higuera
es una especie tolerante a tratamientos con altas temperaturas. La regeneracion de plantas por
cultivo in vitro de los 4pices obtenidos por termoterapia convencional ha resultado ser un
buen método, preferible a los utilizados por Martelli (1966) y Savio (1978), tanto por la
sencillez como por los altos porcentajes de supervivencia obtenidos, debido probablemente
a que el cultivo in vitro permite el control de los pardmetros que influyen en el éxito de la
regeneracion de plantas, como son temperatura, iluminacién y humedad. Sin embargo, los
mejores resultados se han obtenido con ia apticacion de 1a termoterapia in vitro, no sélo por
el alto ndmero de dpices aislados con altos porcentajes de supervivencia sino también por la
alta duracién de los tratamientos, comparada con otros realizados en especies sensibles al
calor, como cerezo (Snir et al., 1985; Deogratias et al., 1988; 1989; Gella et al., 1995) y
melocotonero (Stein et al., 1991).

Por lo tanto, la combinacion de fas técnicas de cultivo in vitro con los métodos de
saneamiento ha abierto nuevas posibilidades para la obtencién y multiplicacién de plantas
libres del mosaico de la higuera, no sdlo por Ia gran aptitud de esta especie para la
micropropacion sino por la alta tolerancia al tratamiento térmico. Ademds, permite eliminar
la fase critica de injertar en cabeza el dpice aislado con Ia consiguiente dificultad de
realizacidn y prendimiento del injerto.

La aplicacion de la termoterapia in vitro permite acelerar el proceso de obtencién de
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plantas sanas ya que los tratamientos pueden ser realizados a lo largo de todo el afio y a un
gran mimero de plantas en fase de proliferacidn in vitro.,

Este trabajo se ha considerado importante pues permite: 1) el establecimiento de
nuevas plantaciones con material vegetal en buen estado sanitario: 2) cuantificar a nivel
econémico el efecto (positivo o negativo) que produce dicho agente en la calidad y/o
conservacion de los frutos 3) el estudio del cmportamiento en campo de las variedades
micropropagadas y saneadas y por tltimo 4) determinar la velocidad de recontanacién en

campo de plantas libres del mosaico,
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