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RESUMEN

Se utilizaron yemas apicales como explantes con el objetivo de propagar in vitro la morera en medio de cultivo
MS semisdlido suplementado con 6-BAP y KIN en su establecimiento y con diferentes combinaciones de 6-
BAP con ANA en la multiplicacién. Las plantas in vitro fueron evaluadas en fase de aclimatizacion. Es necesario
suplementar el medio de cultivo MS basal con 0.5 mg.I'" de 6-BAP para inducir la brotacion, y multiplicar la
morera via segmentos nodales adicionando al medio de cultivo 0.5 mg.I"" 6-BAP y 0.5 mg.I"" ANA. Se observo
un 95% de supervivencia, 30.2 cm de altura, 9.8 hojas y 2.02 g.planta’ de masa seca en la fase de
aclimatizacion. Se logré la propagacién in vitro de la morera como una alternativa para la produccion de
material vegetal.
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ABSTRACT

Apical buds as explants were used with the objective to propagate in vitro mulberry plants in semisolid MS
culture medium suplemented with 6-BAP and KIN in their establishment and, with different combinations of 6-
BAP with ANA in the multiplication phase. In vitro plants were evaluated during the acclimatization phase. It is
necessary to supplement the basal MS culture media with 0.5 mg.I"" of 6-BAP to induce the sprouting and, 0.5
mg.I"" of 6-BAP and 0.5 mg.I"' of ANA to multiply the mulberry by nodal segments. In the acclimatization phase
a 95% of survival, 30.2 cm of height, 9.8 leaves and 2.02 g.plant of dry mass was observed. In vitro propagation

of mulberry was achieved as an alternative for plants production.
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INTRODUCCION

El cultivo de la morera se inicié hace 5 000 afios
con el objetivo de alimentar o cubrir los
requerimientos nutricionales del gusano de seda
(Bombix mori L.) y no fue hasta finales de los afos
80 cuando se inicid la investigacion y utilizacién
como alimento animal en América Latina y el
Caribe, debido a su alto rendimiento de biomasa,
palatabilidad y elevado valor nutritivo,
principalmente, esto asociado siempre a las
Instituciones de investigacion (Datta, 2002; Machii
et al., 2002; Sanchez, 2002; Yongkang, 2002).

Por otro lado, se han desarrollado estudios en esta
especie como alimento animal en Japodn, India,
Republica de Tanzania, Kenia, Costa Rica,
Colombia, México, El Salvador, Guatemala, Brasil
y Cuba. En este ultimo, es donde se ha investigado
la morera mas activamente en aspectos
agrondmicos, diversas modalidades de cosecha,
conservacion de forraje y experimentos con
animales (Gonzalez y Milera, 2000; Martin et al.,
2002; Sanchez, 2002).

Las técnicas convencionales para la propagacion de
morera incluyen las estacas y semilla, dependiendo
del cultivar; sin embargo, existen ciertas limitantes
como baja tasa de supervivencia, dificultad de
enraizamiento y baja tasa de multiplicacion, que las
hacen no viables técnica y econémicamente para la
propagacion de esta especie vegetal (Bhau y Wakhlu,
2001; Lu 2002).

De lo anterior se desprende la importancia de
establecer un método de propagacion mas eficiente
en esta especie vegetal de gran interés para la
alimentacién animal, por lo cual el objetivo del
presente trabajo fue aplicar el cultivo in vitro para
la propagacién de Morus alba L. variedad Criolla.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron yemas apicales como explantes
iniciales con una longitud promedio de 4.0 cm, de
rebrotes de tres meses procedentes de plantas
de morera con cuatro afios de establecidas en
campo, los cuales se lavaron con detergente y
agua destilada durante 10 minutos, y se
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sometieron a desinfeccion utilizando etanol al 70%
durante un minuto e hipoclorito de sodio al 1% por
15 minutos y finalmente se enjuagaron cuatro
veces con agua desionizada estéril.

La esterilizacion de los medios de cultivo se realizé
en autoclave vertical a 121°C, 1.2 kg cm? de
presién y un tiempo de 20 minutos. El pH fue
ajustado a 5.8 con soluciones de NaOH (0.1N) y
HCI (0.1N) previo a la esterilizacion.

Las yemas apicales desinfectadas y reducidas a
un tamafio de 1.5 cm, fueron establecidas en
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962)
suplementado con 100 mg.I"* de mio-inositol, 1.0
mg.l"" de tiamina, 30 g.I"' de sacarosa, 6
bencilaminopurina (6-BAP) (0.25, 0.5, 1.0 y 2.0
mg.I"") y kinetina (0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 mg.I"").

Se emplearon tubos de ensayo, en los cuales se
vertieron 10 ml de medio de cultivo con un explante
en cada uno. Se utilizaron 30 tubos por tratamiento
y el experimento se repitié dos veces. Se evaluo a
los 28 dias la longitud de los brotes (cm) vy el
numero de brotes por explante.

En la fase de multiplicacion se empled el 6-BAP
(0.25,0.5y 1.0 mg.I"" )solo o combinado con acido
naftalenacético (ANA) (0.25,0.5y 1.0 mg.I"" ) y un
tratamiento sin reguladores del crecimiento como
control. Los explantes empleados fueron
segmentos nodales de 2 a 3 cm de longitud con
una yema axilar presente y una hoja de las plantas
in vitro procedentes de la fase de establecimiento.
La evaluacion se realizé a los 28 dias. El
experimento se repitid tres veces y se determiné
la longitud de los brotes, el nimero de brotes por
explante y el coeficiente de multiplicacion.

Los experimentos de establecimiento y
multiplicacion se realizaron en condiciones de luz
solar indirecta, una densidad de flujo de fotones
fotosintéticos de 50 a 62.5 mmol.m2.s" y una
temperatura de 27+1°C.

Para la aclimatizacion de las plantas
regeneradas se eliminaron los restos de medio
de cultivo con agua corriente. Se emplearon
plantas de 7 cm de altura promedio. Las plantas
fueron establecidas en contenedores de
poliuretano con 70 orificios en condiciones de
casa de cultivo con regulacion de la intensidad
luminosa a un 70% la primera semana mediante
una malla plastica.

Se evaluaron tres variantes de sustrato: humus de
lombriz al 100%, humus de lombriz 50% mas 50%
de zeolita y 85% humus de lombriz mas 15% de
zeolita. Alos 45 dias se determind la supervivencia
(%), altura de la planta (cm), numero de hojas y
masa seca por planta (g). Se emplearon cuatro

repeticiones con 100 plantas cada una y para la
masa seca 20 plantas completas sin raices.

Los datos de la variable numero de brotes por
explante fueron transformados previo a su
analisis con vx y los expresados en porcentaje
mediante la transformacion de arcseno (vx). Se
analizaron estadisticamente mediante un
ANOVA multifactorial con el paquete
computacional SPSS versién 13.0 y la
comparacion multiple de medias de Tukey
estableciendo el nivel de significancia en 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION
Fase de establecimiento

La interaccion entre el tipo de citoquinina y la
concentraciéon influyé sobre las variables
evaluadas. En todos los casos se observaron
valores superiores en los tratamientos donde se
empled el 6-BAP en relacién con aquellos en
los cuales se utilizé kinetina, para una misma
concentracion. Los maximos valores en las dos
variables con diferencias significativas con el
resto de los tratamientos se lograron en el
tratamiento con 0.5 mg.I"" de 6-BAP (Tabla 1).

Los resultados mostraron que con pequefas
concentraciones de 6-BAP se logré un adecuado
balance endégeno de citoquininas y auxinas que
permiten mejorar el crecimiento de los explantes
en esta fase, a su vez, las concentraciones mas
altas de esta citoquinina fueron inhibitorias.

De acuerdo con Orellana (1998), Delgado (2000)
y Olmos et al. (2004), la citoquinina que mas
se ha utilizado en la propagacion de especies
lefiosas es el 6-BAP, debido a su mayor
efectividad en la regeneracién de brotes de estas
especies, lo cual lo corroboraron Habib et al.
(2003), Hassanein et al. (2003) y los resultados
obtenidos en este experimento en algunas
especies del género Morus al comparar el 6-BAP
respecto a la kinetina.

En eucalipto, Delgado (2000) indico que los valores
superiores a 0.3 mg.I"" de 6-BAP fueron
perjudiciales para el buen desarrollo de los brotes
pues disminuy6 considerablemente el coeficiente
de multiplicacién por los bajos indices de
crecimiento que experimentan los explantes.

Otros autores como Islam et al. (1993) y Lu
(2002) senalaron los mejores valores en el
establecimiento de morera con el uso de 1.0
mg.lI"" de 6-BAP, pero sin diferencias
significativas respecto al empleo de 0.5y 2.0
mg.l"" de esta citoquinina y establecen que 0.5
mg.l"" de 6-BAP es suficiente para inducir
crecimiento en las yemas apicales.
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Tabla 1. Influencia del 6-BAP y la kinetina en el establecimiento in vitro de yemas apicales de Morus alba L. variedad

Criolla.

Concentracioén

No. brotes por explante

Longitud de los

Citoquinina (mg.I'" VT VR brotes (cm)

Kin 0.25 1.149 de 1.32 2.64 de
0.50 1.217d 1.48 292 cd
1.00 1.225d 1.50 3.01c
2.00 1.095 e 1.20 2.43 ef

6-BAP 0.25 1.536 bc 2.36 410b
0.50 1.772 a 3.14 499 a
1.00 1.640b 2.69 414 b
2.00 1493 ¢ 2.23 401b
Control 1.010 e 1.02 217 f
+EE 0.04 0.10

Medias con letras distintas en la misma columna difieren para p<0.05 de acuerdo con Tukey
VT. Valores transformados mediante vx. VR. Valores reales. EE. Error estandar

Por otro lado, Chitra y Padmaja (1999) indicaron los
mejores resultados al utilizar 2.0 mg.I"" 6-BAP, al
comparar el empleo de 6-BAP y kinetina. Habib et
al. (2003) senalaron el mismo comportamiento, pero
los maximos valores los obtuvieron con 1.0 mg.I"' de
esta citoquinina. Esta diferencia en la respuesta a
diversas concentraciones de 6-BAP pudiera deberse
principalmente al efecto del genotipo, ya que en el
primer caso se realizé en Morus indica L. cultivar M-
5 yen el segundo en Morus alba L. variedad Kokuso-
27, lo cual corrobora lo establecido por Olmos et al.
(2004), quienes indican que los tipos de reguladores,
sus combinaciones y concentraciones deben ser
optimizados para cada especie, genotipo y fase de
la propagacion in vitro. Sin embargo, a pesar de las
diferencias referidas en las concentraciones por
algunos autores, en la mayoria de los casos el uso
del 6-BAP fue necesario para incrementar los
resultados en el nimero de brotes por explante y la
longitud de los brotes en esta fase.

Fase de multiplicacion

Se observaron diferencias significativas en la
interaccion entre el tipo y la concentracion de los
reguladores del crecimiento para las variables longitud
de los brotes, numero de brotes por explante y
coeficiente de multiplicacion.

Los mejores resultados estuvieron asociados al uso
de la concentracion 0.5 mg.I"" 6-BAP en las variables
evaluadas y el mejor tratamiento observado fue al
combinar 0.5 mg.I"" de 6-BAP con 0.5 mg.I"" de ANA
con diferencia significativa respecto a los demas
tratamientos incluyendo al control (Tabla 2).

Es muy importante tomar en cuenta el patréon de
crecimiento de cada especie en cuestion al momento
de emplear reguladores del crecimiento durante las
diferentes fases del proceso de propagacion in vitro
de las especies lefosas, ya que de acuerdo con los

resultados obtenidos en este experimento seria
necesario conocer las concentraciones endégenas
de estos reguladores que posee la morera asi como
sus mecanismos de regulacion.

El papel de las citoquininas en la fase de
multiplicacion es importante para lograr la proliferacion
de las yemas axilares, a partir de la funcion
determinante que desempefian éstas en el proceso
de division celular. No obstante, en algunos casos
es necesaria la adicion de auxinas para garantizar
un balance interno en los tejidos que promueven el
crecimiento y diferenciacion de los brotes, asi como
estimule el incremento de las tasas de multiplicacion.
Esto se debe a que, en lefiosas, las auxinas
promueven la actividad del cambium en el tejido
vascular, estimulan la divisién celular, se expanden
las yemas por el movimiento de las auxinas hacia
los tallos y se forma tejido vascular secundario, que
da como resultado la brotacién de las yemas axilares
(Rayen et al., 1999).

Es muy frecuente en los protocolos de propagacion in
vitro el empleo de citoquininas solas o combinadas y
en muchos casos interactuando con auxinas que
permitan una eficaz multiplicacién y elongacion de los
brotes. Dentro de las citoquininas una de las mas
usadas y comunmente evaluadas en especies lefiosas
es el 6-BAP (Rodriguez et al., 2003; Sanchez et al.,
2004; Uribe y Cifuentes, 2004; Martinez et al., 2005).

Autores como Jain y Datta (1992), Chitra y Padmaja
(2002) y Habib et al. (2003) indicaron que los mejores
resultados en la multiplicacion in vitro de la morera
se obtuvieron al utilizar el medio de cultivo MS
suplementado Unicamente con 6-BAP. Sin embargo,
Jain et al. (1996), Sahoo et al. (1997) y Anis et al.
(2003) establecieron que es necesario combinar el
6-BAP con ANA para hacer mas eficiente el proceso
de multiplicacién de esta especie, ya que con ello se
obtienen mejores resultados.
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En otras especies lefiosas también fue evidente el mejor
comportamiento de los explantes en la fase de
multiplicacion al combinar el 6-BAP con ANA al medio
de cultivo MS como lo sefialan Trocones (2000) en
Hibiscus elatus Sw. y Delgado (2000) en Eucalyptus
grandis Hill ex Maiden.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la fase de
multiplicacion, en la cual las plantas tuvieron desarrollo
radicular (Figura 1), la fase de enraizamiento no fue
necesaria, por lo que las plantas in vitro se llevaron
directamente a la fase de aclimatizacion. De esta forma
se hace mas eficiente la propagacion in vitro de esta
variedad de morera, debido a que se elimina la fase de

enraizamiento que es la mas voluminosa dentro del
proceso de propagacion.

El tipo de sustrato empleado tuvo efecto significativo
sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas in
vitro en condiciones de casa de cultivo. El tratamiento
donde se obtuvieron los mejores resultados fue al
utilizar el sustrato con 85% de humus de lombriz
mas 15% de zeolita para todas las variables evaluadas,
lo cual indico que las plantas manifestaron un mejor
comportamiento en la fase de aclimatizacion al utilizar
un sustrato rico en nutrientes y con buenas
caracteristicas fisicas como lo fue el humus de lombriz
mezclado con zeolita (Tabla 3).

Tabla 2. Influencia del 6-BAP solo o combinado con ANA sobre la proliferacion de brotes de Morus alba variedad

Criolla en la fase de multiplicacion.

6-BAP ANA Longitud de los  No. brotes.explante™ Coeficiente de
(mg.I™") brotes (cm) VT VR multiplicacion
0.0 0.0 1.03i 1.00 i 1.00 1.32]j
0.25 0.0 3.18 h 1.31h 1.71 267
0.50 0.0 3.70 g 147 f 2.15 3.10 gh
1.00 0.0 3.13h 1.37g 1.88 2.70 hi
0.25 0.25 4.25 ef 1.73d 3.00 450 e
0.25 0.50 4.00 fg 158 e 2.50 3.75f
0.25 1.00 385¢g 1.50 f 2.25 3.38 fg
0.50 0.25 6.00 b 1.98 b 3.91 6.00c
0.50 0.50 713 a 231a 5.33 8.00 a
0.50 1.00 570 b 200 b 4.00 6.63 b
1.00 0.25 511¢c 1.85¢c 3.43 525d
1.00 0.50 475d 1.73d 3.00 450 e
1.00 1.00 5.03 cd 1.69d 2.85 428 ¢
+EE 0.12 0.022 0.14

Medias con letras distintas en la misma columna difieren para p<0.05 de acuerdo con Tukey
VT: valores transformados mediante Vx. VR: valores reales. EE: error estandar.

Figura 1. Desarrollo radicular de plantas de Morus alba L. variedad Criolla durante la fase de multiplicacion

in vitro.



85

Tabla 3. Influencia del tipo de sustrato sobre el desarrollo de plantas in vitro de Morera en fase de aclimatizacion.

Supervivencia (%) Longitud de la No.de Masa seca
Sustrato VT VR planta(cm) hojas (g.planta'1)
100% humus de lombriz 1.284c 920 26.5¢ 70c 127c
50% humus de lombriz + 50% zeolita 1.303b  93.0 28.7b 8.2b 1.67b
85% humus de lombriz + 15% zeolita 1.345a 95.0 30.2a 98a 2.02a
+EE 0.008 0.35 0.08 0.03

Medias con letra distinta en la misma columna difieren para p<0.05 de acuerdo con Tukey
VT. Valores transformados mediante arcseno (Vx). VR. Valores reales. EE. Error estandar

En este sentido Agramonte (2000), Jiménez (2001) y
Diaz et al. (2004), indicaron que el humus de lombriz
como componente del sustrato tiene algunas
caracteristicas necesarias para hacer mas eficiente
el proceso de aclimatizacion tales como: sirve de
sostén a la planta, permite el intercambio de aire,
facilita la absorcion de agua por las raices, favorece
la nutricion y por lo tanto el crecimiento de la planta.
Por otro lado, la composicion quimica de este sustrato
permite un crecimiento rapido y vigoroso de las
plantas in vitro en esta fase, dado que posee los
nutrientes esenciales para la planta como nitrégeno,
fésforo, potasio, calcio, magnesio, hierro, cobre, zinc
y molibdeno, lo cual es muy favorable para realizar el
posterior trasplante a condiciones de campo.

En el caso de la zeolita esta favorece la aireacion,
absorcion de nutrientes por la planta y un mejor
suministro de agua y por otra parte las propiedades
de los materiales organicos empleados conducen a
obtener una planta de excelente calidad fisiologica
en la fase de aclimatizacion (Agramonte et al., 1998;
Agramonte, 2000; Jiménez, 2001).

Resultados similares a los observados en este
experimento en la variable supervivencia indicaron
Pattnaik y Chand (2000) al mencionar valores de 87-
95% en plantas in vitro de Morus alba L., M. australis
Poir., M. bombycis Koidz., M. cathyana Hemls., M.
latofolia Poilet y M. nigra L., provenientes de medio
de cultivo semisélido y aclimatizadas en casa de
cultivo sobre un sustrato compuesto por suelo y
vermiculita (1:1). Lu (2002) refirié un valor de 95% de
supervivencia en Morus latifolia Poilet empleando
perlita y vermiculita (1:2) como sustrato.

Sin embargo, Sahoo et al. (1997) y Bhau y Waklhu,
(2001) sefalaron valores inferiores (70-75%) aun
cuando proporcionaron una preaclimatizacion de dos
semanas en bolsas de plastico, con un sustrato
compuesto por suelo y arena (1:1) bajo condiciones
controladas de humedad y temperatura, ademas de
que utilizaron otras variedades como la S-13 de Morus
indica L. y Chinese White, Kukuso-27 e Ichinose de
Morus alba L. Estos bajos indices pueden estar
relacionados con el tipo de sustrato y la longitud de
los brotes empleados, la cual fue menorde 4.0cmy
en este experimento fue superior a 7.0. Al respecto,

Palhares et al. (2004) sefialaron que la calidad del
material vegetal in vitro tuvo gran responsabilidad en
el porcentaje de superviviencia ex vitro e indicaron
que aunque no es la longitud de los brotes la variable
que manifesto el mayor efecto, si influyd sobre ésta.

Varios autores han referido la importancia de un
adecuado tamafio de las plantas in vitro para el buen
desarrollo de las mismas durante la fase de
aclimatizacién (Singha et al., 1995; Dottin, 2000;
Gnanam, 2004). Este aspecto se hace
particularmente importante en las especies lefiosas,
ya que esta fase es considerada como etapa mas
critica en el proceso de propagacion in vitro de estas
especies. Por lo cual, se seleccionaron las plantas
in vitro con la altura promedio adecuada en la fase de
multiplicacion para la evaluacion en la fase de
aclimatizacion.

En la literatura consultada se encontraron pocos
trabajos relacionados con la aclimatizacion de plantas
in vitro de Morus, por lo tanto para la discusion fue
necesario considerar también los resultados en otras
especies lefosas.

En Eucalyptus grandis Hill ex Maden (Delgado, 2000;
Agramonte et al., 2001) e Hibiscus elatus Sw.
(Trocones, 2000), observaron los mejores resultados
al emplear un sustrato compuesto por 85% de humus
de lombriz y 15% de zeolita, lo cual coincide con los
resultados obtenidos en este experimento. Por su
parte Maciel et al. (2002) en plantas de Malus
prunifolia provenientes de medio de cultivo semisalido,
obtuvieron los mejores resultados en cuanto a nUmero
de hojas (11.0) y longitud de la planta (4.3 cm) a los
60 dias de aclimatizacion con el empleo de humus
de lombriz y tierra en una relacion 1:1 de cada uno
de ellos. Mientras que Silva et al. (2005) mencionaron
que los valores mas altos en las mismas variables,
los observaron al usar como sustrato suelo y arena
(1:1) en plantas in vitro de Eucalyptus urograndis
obtenidas en medio de cultivo semisolido, a los 30
dias en fase de aclimatizacion.

En plantas de Morus alba L. variedad Criolla obtenidas
por el método convencional de propagacion (estacas),
Noda et al. (2003) observaron una menor longitud de
las ramas y menor numero de hojas (27.2cmy 2.5
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respectivamente) a los 49 dias y plantadas en
canteros con cachaza y suelo respecto a los
observados en este experimento.

En otras especies vegetales no lefiosas derivadas
del cultivo in vitro como Saccharum spp., Diaz et al.
(2004) no observaron diferencias significativas con el
empleo de humus de lombriz combinado con tierra a
diferentes porcentajes de cada uno a los 60 dias de
aclimatizacion en la variable longitud de la planta.

La mayor cantidad de masa seca obtenida en el
sustrato con 85% humus de lombriz y 15% zeolita
estuvo relacionada principalmente con una mayor
longitud de los tallos y niumero de hojas con
diferencias significativas en relacion a los demas
sustratos.

En algunas especies lefiosas como Sinningia
Speciosa Lood. Hiern. y Eucalyptus urograndis,
Bortolotti et al. (2003) y Silva et al. (2005) indicaron
los mejores resultados en las variables masa seca
en plantas derivadas de medio de cultivo semisdlido
al utilizar vermiculita y plantmax (1:1) y suelo y arena
(1:1), respectivamente. Ademas, sefialaron el
contenido de masa seca y longitud de las plantas
como principales variables de calidad de las plantas
en fase de aclimatizacién debido a la composicién
de la pared celular y del protoplasma, como lo
establecieron también Castro y Gonzalez (2002).

Con estos resultados se demuestra que con la
combinacion de 15% de zeolita con 85% de humus
de lombriz como sustrato en la fase de aclimatizacion,
se logran plantas de Morus alba L. variedad Criolla
de alta calidad en términos de una mayor produccion
de masa secay longitud de los brotes como material
de plantacion para la fase de campo.

CONCLUSIONES

Se logro la propagacion in vitro de la morera como
una alternativa para la produccion de material vegetal.
En el establecimiento de yemas apicales de morera
es necesaria la suplementacion con 0.5 mg.I"" 6-BAP
al medio de cultivo basal para inducir la brotacion;
sin embargo, para la multiplicaciéon de las yemas
axilares se debe adicionar 0.5 mg.I"" 6-BAP y 0.5
mg.l"" de ANA al medio de cultivo basal. EI mejor
sustrato para la aclimatizacion de las plantas in vitro
de morera fue el compuesto por 85% humus de
lombriz y 15% zeolita.
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