REDEL. Revista Granmense de Desarrollo Local.
Vol.3 No. 4, octubre-diciembre 2019. ISSN: 2664-3065 RNPS: 2448. redel@udg.co.cu

Original

Efecto del tipo de explante y la desinfeccion en el establecimiento in vitro de
Morera variedad criolla

Effect of explant type and disinfection in the establishment in vitro of Mulberry criolla variety

Dr.C. Jorge Liusvert Pérez Pérez, Profesor Titular, Universidad de Granma, Cuba,

iperez@udg.co.cu

Ing. Marisel Bahi Arevich, Profesor Instructor, Universidad de Granma, Cuba,

mbahia@udg.co.cu

Dr.C. Juan José Silva Pupo, Profesor Titular, Universidad de Granma, Cuba,
jsilvap@udg.co.cu
Recibido: 6/3/2019 Aceptado: 4/11/2019

Resumen

El cultivo de la morera constituye una fuente alternativa de alto contenido nutricional para la
alimentacion animal en las condiciones tropicales. En esta especie se han desarrollado diversos
protocolos de propagacion, sin embargo, la presencia de contaminantes enddgenos en los
explantes afectan la eficiencia del establecimiento in vitro. La investigacion se realizé con el
objetivo de definir el tipo de explante a emplear en la fase de establecimiento in vitro y optimizar
un método de desinfeccién en la variedad Criolla. Se tomaron yemas apicales y segmentos
nodales de la zona basal y central del brote donante de explantes. Luego se evalué el hipoclorito
de sodio (1,0 %) durante 10 minutos, solo o combinado con etanol 70 %. Como resultado la
yema apical demostr6 la menor afectacion por contaminantes (20,6 %) lo que favorecio el
incremento en la eficiencia (60,3 %) durante el establecimiento in vitro. Posteriormente al
combinar etanol 70 % durante un minuto seguido de 10 minutos en hipoclorito de sodio 1,0 %, se
logré disminuir la contaminacion hasta 17,0 % e incrementar la supervivencia (71,0 %) de los
explantes de morera variedad Criolla.
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Abstract

The mulberry crop constitutes an alternative source of high nutritional content for the animal

feeding under the tropical conditions. In this species diverse propagation protocols have been
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developed, however, the presence of endogenous contaminant in the explant affects the in vitro
establishment efficiency. The investigation was carried out with objective to define the explant
type for use in the in vitro establishment phase and to optimize a disinfection method of Criolla
variety. They took apical bud as well as nodal segments of basal and central from donating bud
explant. Then sodium hypochlorite (1.0 %) for 1 min. alone or combined with ethanol 70 % were
evaluated. As result the apical bud demonstrated the less contaminant (20.6 %) that favored the
efficiency (60.3 %) during in vitro establishment. After ethanol 70 % for 1 min., followed 10 min at
sodium hypochlorite 1.0 %, it was possible to decrease the contamination up to 17.0 % and
increased the explant survival (71.0 %) of mulberry Criolla variety.

Key words: culture medium; in vitro culture; micropropagation; regeneration

Introduccion

En Cuba la agricultura desempefia un papel clave en la alimentacion animal y humana; sin
embargo, no ha sido posible satisfacer la demanda existente, debido a los insuficientes niveles
productivos. En este sentido, muchas especies lefiosas de alto valor nutritivo y capacidad de
produccién de biomasa, pueden contribuir a mejorar la calidad de la dieta de los animales,
satisfacer la demanda de alimentos en la época de sequia y estimular la aplicacion de técnicas
de producciéon animal compatibles con el medio ambiente y los recursos naturales (Hernandez
et al., 2008).

Entre estas especies se encuentra la morera (Morus alba L.), una planta multipropdsito que ha
recibido poca atencién con respecto a su potencial nutritivo, a pesar de estar distribuida en todo
el mundo (Medina et al., 2009). Esta especie tradicionalmente se ha propagado por via asexual
pero este método limita la disponibilidad de biomasa comestible para los animales, ademas se
requiere de hasta siete meses para disponer de un nuevo material para corte por lo que su uso
esta limitado a ciertos meses del afio (Desai et al., 2018).

Debido a estas limitantes diversos trabajos refieren que es posible su propagacion por medio
del cultivo in vitro de tejidos vegetales. Esta técnica tiene como ventaja la posibilidad de
propagar grandes cantidades de plantas a partir de un reducido nimero de explantes vegetales
y en un corto periodo de tiempo bajo condiciones asépticas. Sin embargo, uno de las
principales limitantes de su uso en la propagacion de la morera, lo constituye la presencia de
contaminantes enddgenos en los explantes como hongos y bacterias, que provocan pérdidas

economicas en los laboratorios comerciales (Vijayan et al., 2014).
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El presente trabajo se realizd con el objetivo de obtener plantas in vitro libres de contaminantes

endogenos de Morus alba variedad Criolla.

Poblacién y muestra

La investigacion se desarrollo en el Centro de Estudios de Biotecnologia Vegetal (CEBVEG) de la
Universidad de Granma, en el periodo septiembre de 2018 a febrero de 2019.

Se trabajo con el cultivo de la morera variedad Criolla. A partir de plantas donantes, cultivadas en el
Banco de Germoplasma del CEBVEG en condiciones de campo (1,0 x 1,0 m) y de 18 meses de
edad, se tomaron propagulos de 20-25 cm de longitud.

Para estimular la brotacion de las yemas, los propagulos fueron colocados en frascos de vidrio (250
ml) que contenian agua, hasta cubrir un tercio de su longitud. A los 15 dias de la brotacion y con

ayuda de una tijera, se tomaron como explantes yemas apicales y segmentos nodales.

Medios de cultivo:

Los explantes fueron colocados en posicion vertical en el medio de cultivo de establecimiento
propuesto por Salas et al. (2005), que contiene las sales y vitaminas MS (Murashige y Skoog,
1962) 4,32 g.I"*, sacarosa 30 g.I"*, 6-BAP (6-bencilaminopurina) 0,5 mg.I"*y Agar 6,0 g.I™.
Después de cuatro semanas de cultivo, las yemas de cada uno de los brotes formados, fueron
individualizadas y transferidas por igual periodo de tiempo a medio de cultivo de multiplicacién
con igual composicién excepto que se afiadi6 acido naftalenacético (ANA) 0,5 mg.I". El pH fue
ajustado a 5,8 con soluciones de NaOH y HCI (1N) antes de la esterilizacion.

Esterilizacion:

La esterilizacion de los medio de cultivo, se realizé en autoclave vertical a 121 °C y 1,2 kgf.cm™
de presién por 20 minutos. Posteriormente los frascos con medio de cultivo, se mantuvieron en
reposo en la oscuridad durante tres dias antes de su uso, para detectar cualquier tipo de
contaminacién. Las pinzas y bisturies, se desinfectaron a 300 °C durante cinco minutos en

esterilizadores eléctricos que permanecieron en la cabina de flujo laminar.

Condiciones de cultivo:
Los frascos cultivados con morera se colocaron en camaras de crecimiento con luz solar con un
rango de fotoperiodo de 11-12 horas luz, intensidad luminosa 60-70 pmol.m?s™?, humedad

relativa de 70 a 80 % y temperatura entre 25 + 2,0 °C.

Efecto del tipo de explante en el establecimiento in vitro de morera
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Este experimento se desarrollé con el objetivo de definir el tipo de explante con mejor respuesta
en la fase de establecimiento in vitro y con la menor afectacion de contaminantes microbianos.
Se tomaron como explantes yemas apicales y segmentos nodales procedentes de dos zonas
del brote (basal y central), los cuales conformaron tres tratamientos experimentales. Estos
fueron colocados en frascos de vidrio que contenian una solucion de agua desionizada estéril y
detergente durante 10 minutos en agitacion constante para eliminar los restos de suciedad;
luego se enjuagaron con agua corriente hasta eliminar el detergente.

La desinfeccion se realizd en condiciones asépticas de cabina de flujo laminar con hipoclorito de
sodio (NaClO) 1% durante 10 minutos al finalizar se enjuagaron cuatro veces con agua
desionizada estéril. Una vez desinfectados los explantes fueron reducidos a un tamafio de 1,5
cm de longitud. Al concluir la desinfeccion, los explantes fueron colocados en frascos de vidrio
gue contenian medio de cultivo de establecimiento a razén de un explante por frasco.

A las cuatro semanas de cultivo se cuantifico el nimero de explantes con presencia de
contaminacion microbiana (%), nimero de explantes brotados (%), nimero de yemas, nimero

de hojas y longitud del brote (cm).

Influencia del desinfectante en el establecimiento in vitro de morera

Este experimento tuvo como objetivo evaluar la efectividad del hipoclorito de sodio solo o
combinado con el etanol, en la desinfeccidn del tipo de explante que mejor resultado obtuvo en el
experimento anterior. Para ello, se utilizé el NaCIO (1,0 %) durante 10 min (control), solo o
combinado con etanol al 70 %, este Ultimo durante un minuto. En ambos casos se emplearon
20 explantes o réplicas por tratamiento, cultivados en medio de cultivo de establecimiento.

Al concluir las cuatro semanas de cultivo, se cuantificd el nimero de explantes contaminados

(%) y el porcentaje de supervivencia de los explantes brotados.

Analisis estadistico

Se conformaron experimentos con un disefio completamente al azar con tres repeticiones
experimentales. Para determinar si los datos cumplian los supuestos de normalidad se utilizo la
prueba de Shapiro-Wilk, y para la homogeneidad de varianza la prueba de Levene. Como los
datos no cumplian ambos supuestos se empleé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, y la
comparacioén de medias se realizé segun Mann-Whitney (p<0,05). Para el procesamiento de los

datos se utilizé el programa estadistico SPSS version 15 para Windows.
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Anélisis de los resultados

Efecto del tipo de explante en el establecimiento in vitro de morera

Se observo diferencias significativas en la respuesta in vitro entre los diferentes tipos de
explantes evaluados. En el tratamiento con segmentos nodales procedentes de la zona basal,
solo fue posible la formacion de un brote y practicamente en su totalidad fueron contaminados.
Este resultado refleja la existencia de una alta presencia de contaminantes en esta zona,
atribuido a la cercania del explante con el agua utilizada para estimular la brotacion del brote, lo
gue pudo favorecer el incremento de contaminantes.

En estos explantes la presencia de microorganismos contaminantes estuvo marcada por la
presencia de hongos filamentosos que llegaron hasta cubrir el explante, asi como bacterias las
cuales fueron liberadas formando un halo visible en el interior al medio de cultivo y ademas
crecieron sobre el medio de cultivo alrededor del explante, dando una apariencia de turbidez en
la zona contaminada (Fig. 1).

~
B

Fig. 1. Brotes in vitro de Morus alba variedad Criolla con presencia de contaminantes fungicos (A) y bacteriano (B) en
medio de cultivo de establecimiento a los 10 dias de cultivo

Por el contrario se evidencid la formacién de brotes organogénicos en los tratamientos con
empleo de yemas apicales y segmentos nodales procedentes de la zona central del brote,
aunque la mayor respuesta ocurrio en los explantes apicales con diferencias significativas entre
ambos. El 69,7 % de los segmentos nodales centrales, se contaminaron con bacterias lo que
pudo ser una de las causas que causo la inhibicion de los brotes; el 30,3 % no se contaming,
pero tampoco logroé inducir la formacion de brotes. El 15,15 % de las yemas de la region central
formaron brotes, sin contaminantes visibles en el medio de cultivo (Fig. 2).

Por el contrario, la mayor respuesta en la formaciébn de brotes y menor porcentaje de
contaminacion, ocurrié en el tratamiento con yemas apicales. En este tratamiento la eficiencia

de brotacion alcanzé el 60,3 % y se logro que el 79,4 % de los explantes estuvieran libres de
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contaminantes. Esto demuestra que el uso de yemas apicales redujo a 20,6 % el nUmero de

explantes contaminados con diferencias significativas respecto a las yemas de la region central
y basal (Fig. 2).
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Fig. 2. Respuesta de los diferentes tipos de explantes de Morus alba variedad Criolla en medio de cultivo de
establecimiento a los 28 dias de cultivo
Los brotes procedentes de la zona central se caracterizaron por presentar un callo basal, una
media de tres a cuatro yemas, aproximadamente cuatro hojas, una longitud total alrededor de
1,7 cm y mantuvieron la coloracién verde de la especie (Fig. 3). El 94,7 % de los explantes
brotados a partir de yemas apicales no formaron callos basales lo que permite una mejor
absorciéon de los nutrientes del medio de cultivo. En cuanto a la longitud del brote, nimero de
hojas y yemas axilares en brotes obtenidos a partir de yemas apicales, no se observo

diferencias significativas respecto a los obtenidos de segmentos nodales centrales (Fig. 3).

Fig. 3. Plantas in vitro obtenidas a partir de yema apical (A) y segmento nodal central (B) de Morus alba variedad Criolla
con presencia de callo basal (C) a los 28 dias de cultivo. Barra=1,0cm
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Este efecto de la contaminacién fue descrita previamente por Gogoi et al. (2017), quienes
plantearon que los explantes colectados a partir de plantas de campo estan asociados
principalmente a la presencia de contaminantes fungicos. Incluso observaron que después de
tres a cuatro semanas de cultivo aparecian contaminantes microbianos en segmentos nodales
previamente establecidos in vitro.

En la practica, los explantes iniciales solamente son esterilizados superficialmente, y los
microorganismos endégenos como las bacterias que contindan vivos en los intercelulares son
introducidos al cultivo in vitro. Por eso si aparecen sintomas de bacterias colonizando los tejidos
vegetales en un corto periodo de tiempo, los explantes contaminados deben ser eliminados
inmediatamente. En caso que el crecimiento bacteriano sea muy lento o temporalmente
retardado en las condiciones de cultivo de tejidos, estos se mantienen en un estado criptico y
pueden aparecer cuando las condiciones de cultivo cambien drasticamente, por ejemplo
después de realizar un subcultivo, incrementar la temperatura, cambiar la composicion del
medio de cultivo o debido a otros factores (Katuzna et al., 2013).

Existen referencias de que diferentes variedades de morera han sido propagadas con empleo
de explantes tales como yemas axilares y meristemos apicales (Rohela et al., 2018). Segun
estos autores, el empleo de altas concentraciones de 6-BAP, resultoé en la formacion de un callo
basal e inhibicion de la yema axilar en segmentos nodales de la variedad PPR-1.

Esto pudiera estar relacionado con un incremento endoégeno de la concentracion de auxina, que
unido a la adicion exdgena de auxinas y citoquininas pudo provocar la divisidn celular
descontrolada dando lugar a la masa callosa. Esta condicion en los explantes es no deseada,
ya que las raices que se forman a partir de estas estructuras son de baja calidad al no ser
totalmente funcionales.

Como resultado la yema apical tuvo la menor afectacion por contaminantes lo que favorecio el

incremento en la eficiencia durante el establecimiento in vitro de morera variedad Criolla.

Influencia del desinfectante en el establecimiento in vitro de morera

En este experimento se encontrd que el empleo del hipoclorito de sodio contribuyd a disminuir
la contaminacion microbiana en el cultivo in vitro de la morera. Se logré reducir la
contaminacién hasta un 15 % en el tratamiento donde se utilizé el etanol 70 % (1 minuto)
seguido de NaCIlO 1% durante 10 minutos (Fig. 4).

183



Establecimiento in vitro de morera variedad criolla

Contaminacién (%)

NaClO 1% (10 min)  Et 70% (1 min)+NaClO
1% (10 min)
Desinfectantes

Letras diferentes sobre la barras difieren significativamente segun la prueba de U de Mann-Whitney (p<0,05)
Fig. 4. Efecto del hipoclorito de sodio solo o combinado con etanol sobre la contaminacion de yemas apicales de
morera variedad Criolla a los 28 dias de cultivo

En este experimento también fue posible obtener los mayores valores de supervivencia en el
tratamiento que incluyé el etanol 70 %, con diferencias significativas respecto al tratamiento que
contenia Unicamente el hipoclorito de sodio (Figura 5). Esto pudiera estar atribuido a que al
disminuir la presencia de contaminantes microbianos, disminuyen los compuestos toxicos que

estos patdgenos pueden liberar al medio de cultivo y que pudieran tener efectos fitotdxicos en el
tejido vegetal.
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Figura 4. Efecto del hipoclorito de sodio solo o combinado con etanol sobre la supervivencia de los brotes de yemas
apicales de morera variedad Criolla a las cuatro semanas de cultivo

Estos resultados son comparables con los descritos por Sales et al. (2004), quienes refieren
gue la combinacion de etanol e hipoclorito de sodio proporcioné los mejores resultados en las
variables evaluadas en comparacion a los tratamientos donde no se incluy6 el etanol. La
contaminacion microbiana constituye un serio problema en el establecimiento y supervivencia
de las plantas cultivadas in vitro, que provoca una seria afectacion en el crecimiento incluso
hasta la muerte del tejido vegetal (Gutiérrez et al., 2015; Orlikowska et al., 2017).
No obstante, los resultados alcanzados son inferiores a los descritos por Garcia et al. (2002)
guienes refirieron una supervivencia maxima de 98,11 % en yemas de morera expuestas a
etanol 70 % por un minuto, pero a diferencia del presente trabajo incluyeron hipoclorito de sodio
(0,01 %) y una gota de Tween-80 por 15 minutos, seguido de cinco minutos en bicloruro de
mercurio al 0,01%.
Al respecto, Sanginés et al. (1999) observaron altos niveles de contaminacion en los tejidos de
morera a pesar de las altas concentraciones de cloro comercial aplicadas, y solo lograron
reducir un 20 % la contaminacién al asperjar las plantas donantes en campo con el fungicida
Agrimicin 500.
Otro elemento a tener en cuenta es la época del afio en que se realiza la seleccion de los
explantes. Segun Vijaya-Chitra y Padmaja (2002), en yemas apicales de morera tratadas con
etanol al 70 % durante un minuto seguido de 15 minutos en bicloruro de mercurio (0,1%),
obtuvieron 40 % de contaminacion en la época de invierno, 25 % en otofio y 15 % en verano.
En conclusion al combinar el etanol con hipoclorito de sodio en el proceso de desinfeccion, fue

posible reducir la contaminacién y aumentar la supervivencia de los explantes.

Conclusiones

1. Se definio las yemas apicales como el tipo de explante a emplear en el establecimiento in
vitro de morera variedad Criolla.

2. Se logré disminuir la contaminacion hasta 17,0 % e incrementar la supervivencia (72,0 %) de
los explantes, al combinar etanol al 70 % durante un minuto, seguido de 10 minutos en

hipoclorito de sodio al 1,0 %.
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