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Resumen

Objetivo: Evaluar el efecto de las sales minerales y el uso de manitol en la conservacion in vitro de Morus alba L.,
variedad Acorazonada.

Materiales y Métodos: En un primer experimento, los tratamientos incluyeron diferentes concentraciones de las sales
minerales (25, 50, 75 y 100 %) en un medio de cultivo basal Murashige'y Skoog, con 0,5 mg mL-'de 6-bencilaminopurina,
acido naftalenacético 0,5 mg L' y sacarosa 30,0 g L. En otro experimento, se evaluaron diferentes concentraciones
de manitol (5,0, 10,0 y 15,0 g L") en medio de cultivo MS basal. Como control se utiliz6 el medio de cultivo Murashige
y Skoog basal con 0,5 mg L-'de 6-bencilaminopurina, dcido naftalenacético 0,5 mg L'y 30,0 g L' de sacarosa.

Resultados: Los mayores valores de supervivencia (60,0 y 53,3 %), mayor longitud (3,8 y 3,9 cm) y nimero de hojas
activas (1,02 y 1,05) del material conservado se obtuvieron al usar las sales minerales al 75 y 100 %. La utilizacion
de manitol redujo el crecimiento y el nimero de hojas activas, pero no mejor6 la supervivencia de los explantes. En
ambos experimentos, los explantes mostraron tallos sin hojas y sintomas de fenolizacion.

Conclusiones: El medio de cultivo con las sales minerales al 50 %, 6-bencilaminopurina 0,5 mg L, acido
naftalenacético 0,5 mg L'y 30,0 g L' de sacarosa favorece la conservacion in vitro de M. alba, variedad Acorazonada,
durante seis meses. La utilizacion de manitol redujo el crecimiento, pero no mejoro la supervivencia y la condicion
fisica de los explantes durante su conservacion in vitro.
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Abstract

Objective: To evaluate the effect of mineral salts and the use of mannitol on the in vitro conservation of Morus alba
L., Acorazonada variety.

Materials and Methods: In a first experiment, the treatments included different concentrations of the mineral salts
(25, 50, 75 and 100 %) in a basal Murashige and Skoog culture medium, with 0,5 mg mL"' of 6-benzylaminopurine,
naphthaleneacetic acid 0,5 mg L and sucrose 30,0 g L. In another experiment, different mannitol concentrations
(5,0, 10,0 and 15,0 g L) were evaluated in basal MS culture medium. As control, the basal Murashige and Skoog
culture medium was used with 0,5 mg L' of 6-benzylaminopurine, naphthaleneacetic acid 0,5 mg L' and 30,0 g L"!
of sucrose.

Results: The highest survival values (60,0 and 53,3 %), higher length (3,8 and 3,9 cm) and number of active leaves
(1,02 and 1,05) of the preserved material were obtained when using the mineral salts at 75 and 100 %. The utilization
of mannitol reduced the growth and number of active leaves, but did not improve the survival of the explants. In both
experiments, the explants showed stems without leaves and phenolization symptoms.

Conclusions: The culture medium with the mineral salts at 50 %, 6 benzylaminopurine 0,5 mg L', naphthaleneacetic
acid 0,5 mg L' and 30,0 g L' of sucrose favors the in vitro conservation of M. alba, Acorazonada variety, during
six months. The utilization of mannitol reduced growth, but did not improve survival and physical condition of the
explants during their in vitro conservation.
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Introduccion alimentacion de diferentes especies de animales

Morus alba L. es una planta forrajera, pertene- | (Noda-Leyvay Martin-Martin, 2017). Se destaca por
ciente a la familia Moraceae, introducida en Cuba | Sus altos rendimientos. En diferentes condiciones eda-
por sus excelentes cualidades nutricionales en la | foclimaticas produce entre 10y 12 t de MS/ha al afio,
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contiene de 20 a 25 % de proteina bruta y la digesti-
bilidad de MS es superior a 80 % (Martin et al., 2014).

Se trata de un cultivo que contribuye al control
de la erosion del suelo. Se ha informado acerca de
las potencialidades de M. alba como planta comes-
tible y se recomienda el consumo de sus hojas tier-
nas (Pentén et al., 2007). Se destacan también sus
posibilidades de empleo en la industria vinatera y
como colorante de productos alimenticios y confi-
turas. Se reconoce por su valor comercial en la in-
dustria cosmética. Por sus propiedades fitoquimicas
antioxidantes e hipoglucemiantes ha sido utilizada
ampliamente en la produccién de medicamentos
(Huh et al., 2017).

El interés creciente por el cultivo de M. alba
exige la busqueda de alternativas para la conser-
vacion del germoplasma de esta especie en Cuba.
Se sabe que la conservacion de los recursos fito-
genéticos garantiza su posible utilizacion como
fuente de variacion genética potencialmente util, a
la vez que evita la pérdida de diversidad genética
en la agricultura, con la consiguiente reduccion del
material vegetal disponible para las generaciones
presentes y futuras. Al respecto, Arrigoni-Blank ez
al. (2014) plantean que la conservacion de la diver-
sidad contenida en un germoplasma es la base de
todo programa de mejoramiento genético, lo que se
refleja en la creacion de plantas con resistencia o
tolerancia a diversos factores bidticos y abioticos,
para asegurar una mayor productividad.

La conservacion del germoplasma de M. alba
se realiza de diferentes maneras. Puede ser in situ,
es decir, en los lugares donde crece de forma natu-
ral, y se puede realizar ex sifu mediante los bancos
de germoplasma, ubicados en el campo, en macetas
o en invernaderos (Zhang et al., 2019). También se
han utilizado los métodos in vitro (Arias-Padr6 et al.,
2012; Vijayan y Sangannavar, 2020).

La conservacion in vitro se ha perfilado como una
alternativa valiosa para la preservacion del germoplas-
ma vegetal. Esta forma de preservar el material vege-
tal libera las plantas de los riesgos que se producen en
el campo, reduce los costos, asegura el mantenimien-
to de la fidelidad genética y facilita el intercambio de
germoplasma (Arrigoni-Blank et al., 2014).

Existen dos formas principales para realizar la
conservacion in vitro: la conservacion por minimo
crecimiento y la crioconservacion. La primera de
ellas tiene como objetivo disminuir el crecimiento
de las plantas in vitro mediante la disminucion del me-
tabolismo y la division celular, para lo que se alteran

las condiciones 6ptimas de cultivo y la composicion
del medio del cultivo (Gonzalez-Arnao et al., 2017).
Entre las alteraciones en la composicion de los me-
dios de cultivo son mas frecuentes la reduccion de
los nutrientes minerales y la adicion de reguladores
del crecimiento y reguladores osmoticos (Jimé-
nez-Marina et al., 2016; Kovalchuk et al., 2018).

El germoplasma de M. alba disponible en Cuba
comprende, aproximadamente, 22 variedades, que
se conservan en la Estacion Experimental de Pastos
y Forrajes Indio Hatuey, introducidas desde Costa
Rica, Etiopia, Brasil, Corea del Sur, China y Espafia
(Reino-Molina et al., 2017). Se preserva en bancos
de germoplasma en el campo, con el riesgo de pérdi-
da por desastres naturales y por el ataque de plagas
y enfermedades, situacion que exige la busqueda de
alternativas para garantizar su conservacion.

La revision bibliografica dejo ver que el método
mas utilizado para la conservaciéon por minimo cre-
cimiento del género Morus es la disminucion de la
temperatura. No se encontraron resultados relacio-
nados con el uso de osmorreguladores, la reduccion
del contenido de nutrientes u otros cambios en la
composicion del medio de cultivo o en las condi-
ciones ambientales de conservacion. Es por ello
que para justificar los resultados obtenidos en el
presente trabajo se utilizaron investigaciones reali-
zadas en otros cultivos, y que tienen que ver con el
uso del manitol y el manejo de las sales minerales
para la conservacion in vitro.

Este estudio se realizd con el propdsito de
evaluar el efecto de las sales minerales y el uso de
manitol en la conservacion in vitro de M. alba, va-
riedad Acorazonada.

Materiales y Métodos

Localizacion. La investigacion se desarrolld en
el Centro de Estudios de Biotecnologia Vegetal de
la Universidad de Granma, en el periodo compren-
dido entre enero 2020 y septiembre 2020. Se utilizo
la variedad Acorazonada, proveniente del banco de
germoplasma del Centro de Estudios de Biotecno-
logia Vegetal de la Universidad de Granma.

Material vegetal y medios de cultivo. Para el es-
tablecimiento in vitro se utilizaron como explantes
segmentos nodales de 1,5-2,0 cm de longitud, que
proceden de brotes obtenidos de estacas brotadas
en condiciones semicontroladas. Se desinfectaron
superficialmente con hipoclorito de sodio al 1 % de
cloro activo durante 20 min. y posteriormente se en-
juagaron cuatro veces con agua destilada estéril en
condiciones asépticas. En todos los experimentos se
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utilizd6 como medio de cultivo basal (MB) las sales
y vitaminas MS (Murashige y Skoog, 1962), 6-BAP
(6-bencilaminopurina) 0,5 mg L, ANA (acido naf-
talenacético) 0,5 mg L' y 30,0 g L de sacarosa,
solidificado con 6,0 g L' de agar E (Biocen) y pH de
5,7 (Salas ef al., 2011). Los explantes se incubaron
a25+2°C, conun régimen de 16 horas de luz y
densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF)
de 62-68 pmol m?s?) y ocho horas de oscuridad,
durante 30 dias.

La multiplicacion del material vegetal se rea-
liz6 en un medio de cultivo similar al descrito para
la etapa de establecimiento in vitro. Se llevaron a
cabo tres subcultivos hasta disponer de la cantidad
de material vegetal necesario para realizar los ex-
perimentos de conservacion que se describen se-
guidamente.

Experimento 1. Efecto de las sales minerales
en el cultivo in vitro de M. alba. Se distribuyo6 el
contenido de sales minerales (sales macros) del me-
dio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) y se
conformaron los tratamientos siguientes: T1) sales
MS al 25 %, T2) sales MS al 50 %, T3) sales MS al
75 % y T4) sales MS al 100 %. Se establecié como
control el T4, que contenia el medio de cultivo basal
con las sales al 100 % de su concentracion.

Experimento 2. Efecto del manitol en la conser-
vacion in vitro de M. alba. Se evaluaron diferentes
concentraciones de manitol en el medio de cultivo
y se conformaron los tratamientos siguientes: T1)
medio basal, T2) medio basal + manitol (5,0 g L"),
T3) medio basal + manitol (10,0 g L) y T4) me-
dio basal + manitol (15,0 g L!). Se establecié como
control el T1, que contenia el medio de cultivo basal
sin manitol.

Diserio experimental. En los dos experimentos
se aplico un diseflo completamente aleatorizado y
se utilizaron cinco tubos por tratamiento, para un

total de 30 tubos por ensayo (150 x 25 mm), con 10
mL de medio de cultivo y un explante por tubo.

Mediciones. A los seis meses se evalud la su-
pervivencia de los explantes (calculo de porcentaje
a partir del nimero de explantes vivos) por observa-
cion visual. Se midi6 la longitud de los brotes (cm)
mediante una regla graduada y se cuantifico el nii-
mero de hojas activas (hojas verdes).

Andalisis estadistico. La normalidad de los datos
se comprobo por la prueba de Kolmogorov-Smir-
nov'y la homogeneidad de las varianzas, por el test
de Levene. Como hubo normalidad y homogenei-
dad de varianza, se realizé un analisis de varianza
simple. En los casos donde existieron diferencias si-
gnificativas entre las medias, se aplico la prueba de
comparacion multiple de rango de Tukey (p = 0,05).
Las variables, expresadas en por ciento, se proce-
saron mediante un analisis de diferencias de pro-
porciones. Se utilizd el paquete estadistico Infostat
2017 (Di Rienzo et al., 2017).

Resultados y Discusion

Durante los tres primeros meses de conserva-
cion, los explantes mostraron en todos los tratamien-
tos muy buenas condiciones fisicas: hojas de color
verde, totalmente extendidas, practicamente todas
en estado activo y sin sintomas de hiperhidricidad.
Sin embargo, una vez que transcurrieron seis meses,
las condiciones fisicas de los explantes estaban muy
deterioradas en todos los tratamientos. La superviven-
cia se afectd en todos (tabla 1), con valores significa-
tivamente inferiores al utilizar las sales al 25 %. Los
tratamientos donde se utilizaron las sales minerales
al 50 % de su concentracién o mas, no mostraron
diferencias significativas entre si.

La longitud del brote fue significativamente su-
perior en los tratamientos con mayor concentracion
de sales minerales (75 y 100 %). En el tratamiento
con las sales al 25 %, la longitud de los brotes fue

Tabla 1. Efecto de la concentracion de las sales minerales en el medio de cultivo en la conservacion

in vitro de M. alba, variedad Acorazonada.

Sales MS, % Supervivencia, %

Longitud del brote, cm

Numero de hojas activas

25 40,0°
50 56,6
75 60,0*
100 53,3
EE +
Valor - P

LI 0¢
2,6° 0¢
3,80 1,00
3,9° LI°
0,060 0,130

p <0,0001 p <0,0001

Medias con letras diferentes por columna difieren significativamente, segin prueba de Tukey (p < 0,05)

EE: error estandar
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significativamente menor al resto de los tratamien-
tos. El numero de hojas activas a los seis meses de
cultivo disminuy6 drasticamente en todos los trata-
mientos, y llegd a cero en los que tuvieron menores
concentraciones de sales (25 y 50 %). Los brotes mos-
traron un color verde, pero practicamente sin hojas,
resultado que permite suponer que la concentracion
de nutrientes es muy baja para abastecer los brotes.
Los resultados de este experimento muestran
una marcada influencia de la concentracion de las
sales inorganicas del medio de cultivo en la supervi-
vencia y desarrollo de las plantas in vitro de M. alba,
variedad Acorazonada. Hubo una tendencia general
a disminuir el valor de las variables morfologicas, a
medida que se redujo la concentracion de sales inor-
ganicas. Al respecto, Kovalchuk et al. (2018) recono-
cen que los nutrientes minerales se encuentran entre
los principales componentes de los medios de cultivo
utilizados en el cultivo de tejidos vegetales.
Martinez-Villegas et al. (2015) plantean que el
efecto de la concentracion de sales inorganicas en el
crecimiento de los explantes estd muy relacionado
con el potencial osmético del medio de cultivo. Se-
fialan que a medida que dicho potencial se reduce es
menor la absorcion de agua y nutrientes, lo que di-
ficulta el crecimiento y multiplicacion de los brotes.
No obstante, se considera que en esta investigacion
las concentraciones de sales minerales utilizadas no
generan un potencial hidrico que afecte la absorcion
de agua y nutrientes, y atribuyen las diferencias en
el crecimiento de los explantes a la disponibilidad
de nutrientes en los medios de cultivos evaluados.
Estos resultados coinciden con los de Cas-
tilla-Valdés ef al. (2020), quienes obtuvieron a
los seis meses de conservacion in vitro de Coffea
arabica L valores significativamente menores, en
cuanto a supervivencia y numero de pares de hojas
en los medios de cultivo. Los autores citados utili-
zaron las sales nutrientes al 25 y 50 %, a diferencia

de otros tratamientos con mayor concentracion de
sales. Concuerdan también con los resultados del
presente estudio los trabajos de Jiménez-Marifia et
al. (2016) durante la conservacion in vitro de clavel
espafiol (Dianthus caryophyllus L.), al obtener di-
ferencias significativas en la supervivencia de las
plantas cultivadas en medio de cultivo con las sales
MS, reducidas al 25 % de su concentracidén en com-
paracion con el resto de los tratamientos, después
de tres meses de cultivo.

Efecto del manitol en la conservacion in vitro de
M. alba. La inclusion de manitol en el medio de culti-
vo no influyd en la supervivencia de los explantes. En
la tabla 2 se muestra que no existieron diferencias es-
tadisticas con respecto al tratamiento control ni entre
las diferentes concentraciones de manitol evaluadas.

Las concentraciones de manitol empleadas re-
dujeron significativamente la longitud de los brotes
y el nimero de hojas activas, con diferencias signi-
ficativas entre ellas y con respecto al tratamiento
control. Lo anterior se debe al efecto que provoca
el manitol en la disminucion del potencial osmotico
e hidrico del medio de cultivo, lo cual dificulta la
absorcion de agua y nutrientes y ocasiona reduccion
en el crecimiento de la planta. Con relacion a lo an-
teriormente expuesto, Garcia-Aguila er al. (2007)
plantean que el manitol es un agente osmotico que
ejerce su efecto limitante en el crecimiento de los
explantes por reduccion de la absorcion de agua y
nutrientes del medio de cultivo.

Las plantas in vitro en el momento de la eva-
luacion mostraron tallos verdes, practicamente sin
hojas activas y con pérdidas de la yema apical en
algunos casos. Los medios de cultivo en todos los
tratamientos dejaron ver sintomas de fenolizacion.

Los resultados coinciden parcialmente con informes
de otros autores que han referido el uso de manitol
para la conservacion in vitro de plantas. Rayas-
Cabrera et al. (2019) encontraron que el uso de

Tabla 2. Efecto del uso de manitol en la conservacion in vitro de M. alba, variedad Acorazonada.

Manitol, g L"! Supervivencia, % Longitud del brote, cm Numero de hojas activas
0 60,0 3,9 1,10

50 50,0 1,8 1,20

10,0 60,0 0,7° 0,4°

15,0 63,3 0,4 0,2°

EE + ns 0,090 0,130

Valor - P p <0,0001 p <0,0001

Medias con letras diferentes por columna difieren significativamente, segtin prueba de Tukey para p < 0,05

ns: No hay diferencias significativas.
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manitol a concentraciones de 1,0, 1,5 y 2,0 % en la
conservacion in vitro de dos cultivares de Ipomoea
batatas (L.) Lam., redujo el crecimiento, sin afectar la
supervivencia de las plantas conservadas durante ocho

meses. Alvim et al. (2020) informaron la reduccion
del crecimiento de la parte aérea de la planta, al
conservar in vitro Amburana cearensis (Allemao)
A.C.Smith. (Fabaceae), especie nativa de Brasil, y la
disminucion de la supervivencia y el mimero de hojas
activas a partir de los 120 dias de cultivo en los medios
con mayores concentraciones de manitol (1,6 y 2,4 %)

Rayas-Cabrera et al. (2020) al conservar in vitro
cultivares de Dioscorea alata L. determinaron que
el empleo de manitol a 1,5 % en el medio de culti-
vo favorecio la supervivencia y el nimero de brotes
por explante. Estos autores reconocen que su uso in-
crement6 la supervivencia del material conservado
durante el proceso de la recuperacion, efecto que se
favorece también por la presencia de carbon activado
en el medio de cultivo de conservacion.

Los resultados obtenidos en la presente investiga-
cion indican que la inclusion de manitol en el medio
de cultivo a las concentraciones evaluadas, aunque
redujo el crecimiento, no mejor6 la supervivencia y la
condicion fisica de los explantes. Esto sugiere la nece-
sidad de evaluar la efectividad de este regulador os-
motico con nuevas concentraciones, su combinacion
con otras sustancias y condiciones ambientales.

Conclusiones

El medio de cultivo con las sales minerales al 50 %,
6-bencilaminopurina 0,5 mg L, 4cido naftalenacé-
tico 0,5 mg L'y 30,0 g L' de sacarosa favorece la
conservacion in vitro de M. alba, variedad Acora-
zonada, durante seis meses. El empleo de manitol
redujo el crecimiento, pero no mejord la supervi-
vencia y la condicion fisica de los explantes durante
su conservacion in vitro.
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