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RESUMEN. Se evaluaron en condiciones de campo plantas de morera cultivadas “in vitro” en medio de cultivo
semisdlido y sistemas de inmersién temporal. Como control se emplearon plantas derivadas de estacas. Se
utilizé un disefio de clasificacion simple con cuatro réplicas por tratamiento. Se determinaron como variables
cuantitativas el nUmero de plantas vivas (se calcul6 el porcentaje de supervivencia), longitud de la planta,
ndmero de hojas y ramas, area foliar y produccion de biomasa foliar. Como variables cualitativas se incluyeron
la forma, color, superficie, texturay margen de las hojas. Las plantas procedentes de los sistemas de inmersion
temporal y medio de cultivo semisélido superaron en todas las variables cuantitativas evaluadas a las derivadas
de estacas. No se observaron diferencias entre las plantas “in vitro” y las de estacas en cuanto a forma, color,
superficie, textura y margen de las hojas. Se evidenciaron las ventajas que tiene la propagacion in vitro en
relacion con la convencional expresadas principalmente en un mayor crecimiento y produccién de biomasa.

Palabras clave: cultivo “in vitro”, sistemas de inmersion temporal.

ABSTRACT. “In vitro” plants derived of semisolid culture medium and temporary immersion system compared
with stakes derived plants were evaluated. A simple classification design with four replicates by treatment was
used. As quantitative variable were evaluated percentage of survival, height of plant, number of leaves and
branches, foliar area and biomass production and like quantitative variable were the shape, colour, surface,
texture and margin of leaf. The immersion system and semisolid medium plants were superior to the stakes
plants in all quantitative variables. The “in vitro” plants were similar to stakes plants in shape, colour, surface,
texture and margin of leaf. The advantages of in vitro propagation liken conventional propagation were evidenced
mainly expressed in a superior growth and biomass production.

Key words: “in vitro” culture, temporary immersion systems.

INTRODUCCION

La morera, es una especie forrajera arbustiva con
perspectivas de expansion a nivel mundial debido a
sus elevados rendimientos en biomasa comestible,
digestibilidad, palatabilidad, altos valores
nutricionales, perennidad frente al corte, su uso
como forraje verde, conservada en forma de ensilaje
o deshidratada (Sanchez, 2002b). Su cultivo se
inici6 hace 5000 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 afios 80 cuando se inicid la investigacion y su
utilizacién como alimento animal en América Latina
y el Caribe, debido a sus excelentes caracteristicas
como forraje (Datta, 2002; Machii et al., 2002;
Sanchez, 2002a; Yongkang, 2002).

La propagacion de esta especie forrajera perenne
es atraves de estacas o de semilla, siendo un factor
limitante para su expansion territorial (Benavides,
2002; Datta, 2002; Sanchez, 2002b; Yongkang,
2002; Henrigquez, 2004). La propagacion por semilla
es indeseable y no recomendable debido a la
heterogeneidad propia de las semillas como
resultado de la polinizacion cruzada (Anisetal.,
2003; Gnanam, 2004).

El sistema convencional de propagacion tiene como
inconveniente que el material de plantacion (tallos),
es también utilizado para la alimentacion animal, lo
cual reduce aun mas su disponibilidad. Por otra
parte, la brotacion y crecimiento de nuevos brotes
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demanda unalto requerimiento nutricional por las plantas
(Benavides, 2002; Martin etal., 2002; Singh y Makkar,
2002); este sistema tiene altos costos de mano de obra
y lento desarrollo de las plantas (Bhau y Wakhlu, 2001;
Lu, 2002).

Allternativamente, la propagacion “invitro” de plantas,
es unmetodo mas rapido para la produccion de grandes
cantidades de plantas homogéneas en un periodo de
tiempo relativamente corto y durante todo el afio. El
cultivo “in vitro” asegura la propagacion de la especie
vegetal todo el afio con altas tasas de multiplicacion y
puede ser utilizada en la produccionagranescalaanivel
comercial (Vijayany Padmaja, 2002; Anisetal., 2003;
Hassanein et al., 2003; Gnanam, 2004).

Se han realizado varios estudios para la propagacion
“invitro” de plantas en el género Morus (Balakrishnan
etal., 2009; Prasadaet al., 2010) asi como en Morus
alba L. variedad Criolla (Salas et al., 2004; Salas et
al., 2005). Sinembargo, las caracteristicas en campo
de las plantas obtenidas por cultivo “in vitro” no se
conocen.

La necesidad urgente de un alimento animal de alta
calidad, laexistencia de protocolos para su propagacion
masivay las caracteristicas como planta forrajera, hacen
de lamorera una especie de granimportancia tanto para
la investigacion como para la produccion. Por tanto, el
objetivo del presente estudio fue determinar las
caracteristicas morfo-agrondmicas de las plantas
obtenidas por cultivo “in vitro” de Morus alba L.
variedad Criolla.

MATERIALESY METODOS

Se utilizaron plantas obtenidas por cultivo de tejidos en
medio de cultivo semisolido (SS) y en sistemas de
inmersion temporal (SIT), obtenidas segun la
metodologia empleada para la propagacion “in vitro”
de especies vegetales (Orellana, 1998). Todas las cuales
permanecieron 45 dias en casa de cultivo para su
aclimatizacion. Después de estafase, fuerontrasplantadas
en un suelo pardo sialitico mullido (Hernandez et al.,
2003), 600 plantas por procedencia con una altura
promedio de 30 cmy nueve hojas activas como minimo.
Ademas, se incluyeron como control (E) plantas
originadas del establecimiento de estacas de morera
(Sanginés et al., 1999) que poseian similares
caracteristicas al momento de la plantacion.
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El experimento se establecié bajo un disefio
completamente al azar con cuatro réplicas por
tratamiento. Se realizaron tres evaluacionesalos 4,8y
12 meses para las variables cuantitativasy unaalos 12
meses para las variables cualitativas, las cuales fueron
determinadas de acuerdo con la descripcion y
caracterizacionde lamorera (Morus spp.) anivel mundial
(Sohn, 2003).

Se consideraron como principales variables cuantitativas
aevaluar (Machii etal., 2000; Sohn, 2003):

- nimero de plantas vivas (se calculé el porcentaje de
Supervivenciatomando en cuenta larelacion entre el
numero total de plantas sembradas y el niimero de plantas
vivasal hacer laevaluacion, lacual se llevoacaboalos
30dias de realizada la plantacién en campo de acuerdo
con Sanginésetal., (1999) y Toral et al., (1999).

- Altura de la planta (cm). Esta variable se midi6 con
unaregla graduada en centimetros, en 10 plantas por
réplica. Laaltura se consider desde labase de la planta
(anivel del suelo) hasta la base de la yema apical del
tallo principal.

- Determinacion del nimero de hojas y ramas. Para
estas variables se seleccionaron 10 plantas por réplicaa
las cuales se les contabiliz6 el nimero de hojas y ramas.

- Area foliar (cm?). Para determinar esta variable se
consideraron cinco hojas de la parte apical, mediay
basal de cinco plantas por réplicay el area total se calculd
del nimerototal de hojas evaluadas al considerar el largo
(cm), ancho (cm) de cada hoja y el factor de ajuste 0.7.

- Produccion de biomasa foliar (g.planta™). En cada
evaluacion se seleccionaron 10 plantas por réplica, alas
cuales se les cosecho todo el follaje (sin el tallo) para
eliminar la cantidad de agua presente, se colocaron en
una estufa de aire forzado a 60°C durante 72 horas
para obtener labiomasa foliar en base seca.

Deacuerdo con las caracteristicas de importancia de la
morera como lo son produccion de biomasay calidad
delfollaje, las principales variables cualitativas evaluadas
para caracterizar esta especie fueron (Machii et al.,
2000; Sohn, 2003):

-Forma de la hoja. Determinada a partir de la relacion
entre el largo y ancho de la hoja y clasificada como
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Lanceolada: 3:1, Escasamente ovada; 2:1, Ovada:
1.5:1, Ampliamente ovada: 1.2:1y Cordiforme: 1:1.

- Color de la hoja. Esta evaluacion fue realizada
visualmentey determinada de acuerdo con el color natural
de las hojas maduras (sin considerar las dos hojas
apicales) como verde oscuro, verde o verde claro.

- Superficie de lahoja. Determinadaal pasar lamano
sobre el haz de las hojas y clasificada como lisa,
ligeramente &spera, spera o pubescente.

- Textura de la hoja. Determinada al tomar la hoja
completay de acuerdo con su textura: Membranosa:
hojas delgadas y semitransparentes, Caratacea: hojas
opacas como el papel, Cariacea: hojas gruesasy duras.

- Margen de la hoja. Determinado visualmente y
clasificado como dentado, aserrado u ondulado.

RESULTADOSY DISCUSION

En la literatura cientifica consultada son pocos los
estudios sobre el crecimiento y desarrollo en campo de
plantas “invitro” de especies lefiosas y sobre todo que
muestren resultados comparativos donde se relacionen
tanto plantas obtenidas por cultivo de tejidos como por
el método convencional de propagacion.
Especificamente, en el caso de la morera no se
encontraron trabajos que refieran estas comparaciones.

Laevaluacion en condiciones de campo de las plantas
obtenidasatravés del cultivo “in vitro” permiti conocer
su crecimiento y desarrollo bajo estas condiciones y
compararlo cuantitativay cualitativamente con respecto
a las propagadas por estacas. De acuerdo con los
resultados de este estudio en las variables cuantitativas,
el método de propagacion de las plantas influyd
significativamente sobre la longitud de la planta, el niimero
de hojas, el nimero de ramas, el area foliar y la
produccion de biomasa foliar en condiciones de campo.

El analisis de estas variables indic6 que en todos los
casos las plantas procedentes de los SIT y SS superaron
en todas las evaluaciones a las obtenidas mediante
estacas, lo que demostrd el efecto del cultivo de tejidos
vegetales “per se”. Por otro lado, no se observaron
diferencias significativas entre las plantas obtenidas de
medio de cultivo semisolidoy las de inmersion temporal.
Estos resultados evidenciaron las ventajas que tiene la

propagacion “invitro” en relacion con laconvencional
expresadas principalmente en un mayor crecimientoy
produccion de biomasa (Tabla 1).

En lavariable supervivenciano se observarondiferencias
significativas entre las plantas procedentes de medio de
cultivo semisolido y las de inmersion temporal, lo que
indico que el estado fisico del medio de cultivo donde se
desarrollaron las plantas “in vitro” no afecto la
supervivencia de estas en la fase de campo. Asimismo,
no se observaron diferencias entre plantas “in vitro”
respecto a las plantas derivadas de estacas.

Los valores obtenidos para esta variable fueron de 97,5,
98,5y 97,0% para las plantas cultivadas en medio de
cultivo SS, SITy E, respectivamente; lo cual indico que
las condiciones de cultivo donde se desarrollaron las
plantas permitieron disminuir al maximo posible las
pérdidas de material vegetal y en el proceso de
aclimatizacion previo se lograron plantas
morfolégicamente aptas para su establecimiento en
condiciones de campo. No obstante, en lasupervivencia
de las plantas procedentes del cultivo “in vitro” en
condiciones ambientales, influyen varios factores entre
los mas importantes se encuentran el desarrollo y
crecimiento alcanzado en la casa de cultivo, el manejo
de las plantas al momento de la plantacion, labores
culturales postplantacion (riego, fertilizacion), etc.

Estos resultados son similares a los obtenidos por
Sanginésetal., (1999), Toral etal., (1999) y Benavides,
(2002) quienes mencionaron valores de 98 a 100% de
supervivencia en estacas de morera sembradas en
campo. Sin embargo, Dominguez et al., (2001)
indicaron unvalor inferior (60.2%) que atribuyerona las
condiciones edafoclimaticas que prevalecieron durante
el desarrollo del experimento.

Varios autores coinciden con los resultados obtenidos
al evaluar en condiciones de campo plantas “in vitro”
de otras especies lefiosas y sefialaron un crecimiento
mas vigoroso de la longitud de las plantas, mas hojas
por plantay mayor produccion de biomasa, respectoa
las obtenidas mediante la propagacion convencional
(Zebrowskaetal., 2003; Litwinczuk, 2004; Agostini y
Echeverringaray, 2006; Maximovaetal., 2008), lo que
indicd unamayor velocidad de crecimiento de las plantas
y consecuentemente se puede obtener mayor cantidad
de estacas 0 material vegetal para propagacion y mayor
produccion de biomasa.
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Tabla 1. Variables cuantitativas evaluadas en las plantas “in vitro” de Morus alba L. variedad Criollaen
condiciones de campo a los 4, 8 y 12 meses de plantadas

Altura de la Numero de Numero de Area foliar Biomasa foliar
planta (cm) hojas ramas (em?) (g.planta)
Evaluacion alos 4 meses
55 85,1 a 227 B a 96 a 152 63 a 867 a
ST 88,04 23714 10,2 = 170,20 a BO,2 a
E BE,3hb 1212 h d8h 11367 h 251h
+EE 1,15 45 0,26 B.01 1,33
Evaluacion alos 8 meses
55 1944 & 4220 a 1854 21969 a 1297 a
ST 18904 4450 a 196 a 26319 a 1354 a
E 11583 h 134 0h BYh 20143 h T1.7h
+EE 1,66 10,0 0,51 7.1 2,14
Evaluacion alos 12 meses
55 2381 a 58413 a 2093 35543 a 2844 a
SIT 22 3a 5736 a 221a 38280 a 2914 a
E 1983 kb 23838h B7h 28972 h 1192k
+EE 1,73 13,6 0,61 8,19 3,04

a, b. Medias con letra distinta en la misma columna difieren para p<0.05 de acuerdo con Tukey
SS: Medio de cultivo semisolido. SIT: Sistemas de inmersion temporal. E: Estacas. EE: Error estandar.

En este sentido, las ventajas de la propagacion in vitro
de lamorerase evidenciaron enun incremento de 44,0
cm en la longitud de las plantas, 340.8 hojas, 15,4
ramas, 93,08 cm? de area foliary 72,2 g de biomasa
foliar, superior respecto al método convencional de
propagacion, al considerar los valores obtenidos en
las plantas procedentes de inmersion temporal y estacas
en la evaluacion realizada a los 12 meses. Estos
resultados los corroboraron Olmos et al., (2004),
Briccoli Bati, etal., (2006) y Leva, (2009) quienes
establecieron un mejor comportamiento de las plantas
obtenidas por cultivo de tejidos expresado en
condiciones “ex vitro” debido al mayor metabolismo
autotréfico que manifestaron estas plantas.

El mayor crecimiento y desarrollo de las plantas
evaluadas en condiciones de campo puede ser debido
al efecto de rejuvenecimiento y saneamiento provocado
por el cultivo “invitro”, lo cual es muy frecuente en
especies lefiosas (Gémez et al., 2002; Salvi et al.,
2002; Olmos et al., 2004). Este rejuvenecimiento “in
vitro” se produce al perder el tejido la sefial que poseia
de la planta madre y se manifiesta como un aumento
en el vigor fisiologico de determinadas variables
agronomicas (Pérez, 1998).

Por otro lado, la propagacion “in vitro” a traves de la
organogénesis directa (yemas axilares) es un método
eficiente de regeneracion para obtener plantas libres de
enfermedades, con mayor estabilidad genética, uniformes
y cantidades elevadas del material vegetal (Jiménez,
1998a; Pérez, 1998; Honda et al., 2001).

Al comparar los resultados de este trabajo en las plantas
propagadas por estacas en relacion con otros autores
tales como: Toral etal., (1999) quienes evaluaron en
condiciones de campo plantas de Morus alba L.
variedad Criolla, refieren datos de longitud de las plantas
(2,3m)similares a los obtenidos en este trabajo para la
misma variedad. Por su parte, Almeiday Canto (2002)
sefialaron un promedio de 26,3 hojas en 30 variedades
de Morus alba L. cuando estas alcanzaron de 100 a
150 cm de longitud. Estos resultados fueron inferioresa
los obtenidos en este estudio, ya que en laevaluacion
realizada a los cuatro meses las plantas tenian 121,2
hojas y atin no habian alcanzado esa longitud.

En relacion con el nimero de ramas por planta, los
mejores resultados se observaron en las plantas
procedentes del cultivo “invitro” con valores de 20,9y
22,1 para las cultivadas en medio de cultivo semisélido
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e inmersiontemporal, respectivamente, los cuales fueron
tres veces superiores a los obtenidos en las plantas
procedentes de estacas (6,7). Al mismo tiempo, pueden
ser utilizadas como material de plantacion. Sinembargo,
otros autores como Martin et al., (2000), Dominguez
etal., (2001) y Benavides, (2002) sefialaron valores
inferiores en relacion con los encontrados en este estudio
en las plantas procedentes de estacas. Este resultado
puede ser debido a que estas plantas iniciaron su
crecimiento bajo condiciones controladas de casa de
cultivo previo asu trasplante en campo, lo que garantizd
un desarrollo mas sano y vigoroso en esta fase y por
consiguiente un crecimiento mas rapido en el campo.

Se observé unincremento en el area foliar conforme al
tiempo de evaluaciony se obtuvo el valor méasalto a los
12 meses en las plantas procedentes de inmersion
temporal con diferencia significativa respecto a las
propagadas por estacas. Sinembargo, fueron similares
alas de medio de cultivo semisdlido. El &rea foliar es
unavariable fundamental en laevaluacion en campo de
morera debido a que esta relacionada directamente con
la produccidn de biomasa foliar y depende del nimero
de hojas y ramas (Machii et al. 2000; Sohn, 2003).

Los resultados de esta variable, en las plantas obtenidas
por estacas, a los 12 meses de evaluacion, coinciden
con los indicados por Yongkang, (2002) quien establece
un promedio de 245,92 cm? de area foliar en 10
variedades de Morus alba L. y por Yungen (2003) con
unvalor de 238,19 cm?en la variedad Honh Ding Sang
de Morus multicaulis Perr. Ademas, establecen que
en lasdiferentes variedades de moreraexiste unarelacion
muy estrecha entre el &rea foliar y el nimero de hojas y
ramas lo cual coincide con los autores anteriormente
mencionados y los resultados de este experimento.

Los valores obtenidos para la variable biomasa foliar
fueroninferioresa los indicados por Martin etal., (2002)
en plantas de Morus alba L., quienes mencionaron una
produccion de biomasa de 645 g.planta™.afio™. Esto se
debid a que los autores incluyeron en esta variable el
peciolo, lahojay tallos tiernos, y en éste experimento
s6lo se usaron las hojas. Al respecto, Benavides (2002),
Sanchez (2002b) y Ye (2002) mencionaron que la
produccién de biomasa foliar en morera estuvo
influenciada por varios factores como el nimero de
hojas, variedad, localidad, edad de la planta, tipo de
suelo, método de propagaciony densidad de siembra.
Estos autores sefialaron que cuando el objetivo es la

produccién de biomasa se pueden plantar desde 20 hasta
50 mil plantas por hectarea. Sinembargo, Ye, (2002) y
Noday Martin, (2008) recomendaron la densidad de
25 mil para obtener plantas de buena composicion
bromatoldgica tomando en cuenta lacompetencia que
gjercen las plantas por el espacio, la luz y los nutrientes.

Para las variables cuantitativas no hubo diferencias
significativas entre las plantas procedentes del cultivo
“invitro”, por lo tanto las diferencias con respecto a las
plantas obtenidas por el método convencional de
propagacion, estan determinadas por aspectos
fisiologicos relacionados con el rejuvenecimiento del
material vegetal. Las plantas “in vitro” tienen un mayor
potencial de produccion de biomasa por lo que estan
fisiologicamente mas jovenes y tienen un desarrolloen
campo superior respecto a las propagadas por estacas.

Estos resultados, observados sobre todo en las plantas
procedentes del cultivo “in vitro”, en Morus alba L.
variedad Criolla, son importantes para conocer su
dinamica de crecimiento y desarrollo, ya que se tiene
muy pocaexperienciaen estetipo de plantacion. Ademas,
propician el establecer algunas estrategias que permitan
unamayor efectividad en su explotacidn en condiciones
de produccion.

De acuerdo con el método convencional de
propagacion, el primer corte o cosecha de Morus alba
L. debe efectuarse a los 12 meses después de
establecida la plantacion (e, 2002; Pescio et al., 2006;
Harizanis, 2007). Enese momento se logra una longitud
promedio de 200 cm, la cual es un indicador del estado
de madurez de la plantacion, por lo que se encuentraen
condiciones de iniciar la cosecha (Toral etal., 1999).
Sinembargo, como se apreciaen los resultados de este
trabajo las plantas provenientes del cultivo “in vitro”,
alcanzaron esta longitud antes que las de estacas con
una produccion de biomasa foliar significativamente
superior.

Por lo tanto, estos resultados demuestran la ventaja que
representa este tipo de material de plantacion, pues se
adelanta la cosecha, se obtiene una mayor cantidad de
material vegetal para plantacion o propagaciony también
se pueden lograr mayores volimenes de biomasafoliar.

Los caracteres cualitativos evaluados en este
experimento no mostraron diferencias en las variables
analizadas y coincidieron con las caracteristicas de las
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plantas de Morus alba L. variedad Criollaempleadas
como controles (propagadas por estacas), estas fueron:
forma de lahoja ovada, el color fue verde oscuro, con
la superficie lisa, textura membranosa y el margen
ondulado. Ademas, se observd una mayor uniformidad
de las plantas “in vitro” respecto a las procedentes de
estacas.

De acuerdo con Machii et al., (2000) y Sohn (2003)
los caracteres cualitativos evaluados en las diferentes
especies del género Morus se basan principalmente en
las caracteristicas de las hojas, las cuales determinan las
diferencias entre ellas. Por otro lado, las hojas son el
principal objeto de estudio en las diferentes
investigaciones realizadas a nivel mundial, debidoaque
es el principal alimento del gusano de seda (Bombix
mori L.) y para el cual estan enfocados los estudios
llevados a cabo en la evaluacion de diversos métodos
de propagacion, mejoramiento genético, aspectos
agronomicos y de rendimiento, descripcion y
caracterizacion varietal, entre otros, al emplear tanto las
técnicas convencionales de cultivo como las
biotecnoldgicas (Lu 2002; Vijayan y Padmaja, 2002;
Anisetal., 2003; Habibetal., 2003; Hassanein et al.,
2003; Koyuncu, 2004; Umate et al., 2005).

Ademas, el vigor, tamafio y produccion de biomasa de
las plantas procedentes del cultivo de tejidos fueron
superiores en relacion con la propagacion convencional
observadosatravés de lalongitud de las plantas, nimero
de hojas, nimero de ramas, area foliar y produccion de
biomasafoliar; enesto influy lamayor calidad intrinseca
que poseian las plantas desde el cultivo “invitro”.

CONCLUSIONES

Se determinaron las caracteristicas morfo-
agronémicas de las plantas obtenidas por cultivo “in
vitro” de Morus alba variedad Criolla, en las que se
logrdé un mejor crecimiento y desarrollo respecto a
las plantas propagadas por estacas basado en una
mayor altura de la planta, mayor cantidad de hojas y
ramas asi como mayor produccion de biomasa foliar;
por otro lado no se observaron diferencias entre los
diferentes métodos de propagacion de en cuantoa la
forma, color, superficie, texturay margen de las hojas.
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