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Resumen: El lapacho negro es una especie forestal de gran importancia, es
maderable y ornamental, por lo que el establecimiento de un protocolo de
micropropagacion de Handroanthus heptaphyllus podria constituirse en una
alternativa para la produccién masiva de esta especie. La experimentacion
se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia del Area de Biologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Asuncién,
teniendo como objetivo establecer un protocolo para la micropropagacién in
vitro de Handroanthus heptaphyllus a partir de segmentos nodales. Para la
poblacién de variables y unidades fueron sembrados 1620 explantes, cada
unidad experimental estuvo constituida por 1 segmento nodal. La
experimentacion tuvo 12 tratamientos sembrados en dos medios de cultivo
(Agar/Agua y MS), los cuales se basaron en variaciones en tiempos de
inmersion de etanol e hipoclorito de sodio para el control de contaminacioén,
para el control de oxidacién se aplicé el tratamiento de prevenciéon de
oxidacion 2 g/l de carbdn activado, y fueron adicionados fitorreguladores
(AIB y BAP). Las plantas madre fueron tratadas con Oxicloruro de cobre
(OxiCob®) y Ditiocarbamato (Mancozeb®) en proporciéon de 3 y 2 g/l
respectivamente. Las variables estudiadas fueron el control de manchas
foliares en plantas madre, la contaminacion de explantes, la oxidacion, la
sobrevivencia, la brotacion, la formacién de callos y la longitud de los brotes.
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El andlisis estadistico consisti6 en pruebas de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov para todas las variables. Se logré un 45,8% de control de manchas
foliares, un 50% de control de la contaminaciéon y la oxidacién fue
controlada al 100%. Se obtuvo un 60% de explantes vivos hasta los 50 dias
con diferenciacion foliar de 1,5 mm de elongacion promedio. Con base en
estos resultados se concluye que los tratamientos aplicados incidieron en
las variables estudiadas.

Palabras clave: Handroanthus heptaphyllus, micropropagacion, in vitro,
hipoclorito de sodio, etanol, carbdn activado, segmentos nodales.

Abstract: The lapacho negro is a forest species of great importance, it is
timber and ornamental, so the establishment of a protocol for
micropropagation of Handroanthus heptaphyllus could become an
alternative for the mass production of this species._ The experimentation was
carried out in the Biotechnology Laboratory of the Biology Area of the
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Asuncién, with
the general objective of establishing a protocol for the in vitro
micropropagation of Handroanthus heptaphyllus from nodal segments. For
the population of variables and units, 1620 explants were planted, each
experimental unit consisted of 1 nodal segment. The experimentation had
12 treatments sown in two culture media (Agar/Water and MS), which were
based on variations in immersion times of ethanol and sodium hypochlorite
for contamination control, for oxidation control the treatment was applied
of oxidation prevention 2 g/l of activated carbon, and phytoregulators (AIB
and BAP) were added. The mother plants were treated with Copper
Oxychloride (OxiCob®) and Dithiocarbamate (Mancozeb®) in a proportion
of 3 and 2 g/l respectively. The variables studied were the control of leaf
spots in mother plants, contamination of explants, oxidation, survival,
sprouting, callus formation and the length of the shoots. Statistical analysis
consisted of Kolmogorov-Smirnov normality tests for all variables. 45.8%
leaf spot control was achieved, 50% contamination control, oxidation was
100% controlled. 60% of living explants were obtained up to 50 days with
leaf differentiation of 1.5 mm of average elongation. Based on these results,
itis concluded that the applied treatments affected the variables studied.

Key words: Handroanthus heptaphyllus, micropropagation, in vitro, sodium
hypochlorite, ethanol, activated carbon, nodal segments.
1. INTRODUCCION

El lapacho negro es un arbol de la familia Bignoniaceae, nativo de Centro y
Sudamérica, de alto valor maderable como ornamental. Su madera es muy
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apreciada por su resistencia bajo agua y su estabilidad en estado seco,
utilizado en la construcciéon, carrocerias, machimbrados y postes. En la
medicina popular, es utilizada para curar llagas y heridas, y se le atribuye
propiedades contra la tos al jarabe hecho de sus flores(1). Ademads, es una
especie medicinal debido a su accién antiinflamatoria, analgésica,
antibidtica y antienoplasica(?.

Fue incluido en la lista roja de plantas amenazadas de extincién en el Estado
de Parang, Brasil®®, y actualmente aparece en la lista roja del CNCFLORA
(Centro Nacional de Conservacdo da Flora), en la categoria de LC (menos
preocupante) de la Unién Internacional para la Conservacién de la
Naturaleza (UICN), que corresponde a las especies que no califican como
amenazadas. Sin embargo, considerando que es ampliamente utilizada en
las forestaciones urbanas y tiene una extensa distribucién geografica, la alta
demanda de su madera puede conllevar una reduccién acelerada de la
poblacion de la especie?.

Para mitigar los efectos de la reduccién acelerada de la poblacién de esta
especie, las técnicas de cultivo de tejidos vegetales como Ila
micropropagaciéon son consideradas alternativas econdmicas adecuadas
para especies forestales nativas por la posibilidad de propagacion de
arboles seleccionados, ademas de obtener plantas libres de fitopatégenos ().

En este sentido, el establecimiento de un protocolo de micropropagacion del
lapacho negro promoveria la conservaciéon de la especie, asi también
incentivaria el establecimiento de plantaciones de arboles nativos.

Esta investigaciéon conto con el patrocinio del Programa Universitario para
Becas para la Investigacion Andrés Borgognon y tuvo como objetivo general
establecer un protocolo de micropropagaciéon de Handroanthus heptaphyllus
a partir de segmentos nodales.

2. MATERIALES Y METODOS

El estudio fue ejecutado en el Laboratorio de Biotecnologia del
Departamento de Biologia, perteneciente a la Carrera de Ingenieria
Agronémica de la Facultad de Ciencias Agrarias ubicada en la ciudad de San
Lorenzo en el Campus Universitario de la Universidad Nacional de Asuncién,
Paraguay.

El lote de individuos seleccionados como plantas madre, estuvo constituido
por 72 plantulas de lapacho negro provenientes de semillas de arboles
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“plus”, con base a sus caracteristicas fenotipicas®), los cuales fueron
seleccionados de acuerdo a la altura, diAmetro a la altura del pecho (DAP),
forma del fuste (rectitud y circularidad), ramificaciones, libre de plagas y
enfermedades y edad de fructificacion(®). Estos arboles fueron identificados
por el mismo equipo de investigacion.

Estas semillas fueron germinadas en almacigos cuya siembra se realiz6 en
diciembre de 2018, y estaban localizadas en el vivero de la Carrera de
Ingenieria Forestal de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Asuncion, ciudad de San Lorenzo. A continuacién, fueron
repicadas en macetas de polietileno (15x22cm) dispuestos bajo media
sombra (50%) por tres meses, posteriormente a sol pleno.

El sustrato en el cual se desarrollaron las plantas madre, estuvo compuesto
de tierra agricola y estiércol vacuno en relacién 1:1, y el riego se llevd a cabo
a partir de aspersores por 20 minutos una vez al dia a tempranas horas de
la mafiana.

El tratamiento para el control de las manchas foliares en plantas madre
consisti6 en una combinacién de Oxicloruro de cobre (OxiCob®) y
Ditiocarbamato (Mancozeb®) en proporcién de 3 y 2 g/l respectivamente.
La aplicacién fue realizada una vez por semana.

Este lote estuvo compuesto de 1620 explantes de Handroanthus
heptaphyllus (Vell.) Mattos. Los segmentos nodales; de longitudes
aproximadas a 1 cm, conteniendo 1 o mas nudos desprovistos de hojas;
fueron extraidos de plantulas jovenes para asegurar el vigor de los
materiales.

En los ensayos previos de contaminacidn, los segmentos nodales fueron
cultivados en 20 ml de medio de cultivo compuesto por agar y agua (T1 al
T4). Posteriormente, se utiliz6 un medio de cultivo MS(7), adicionando 2 g/I
de C.A. crecimiento (T5 al T12).

Para el control de la contaminacion se aplicaron los tratamientos listados en
la Tabla 1.
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Tabla 1. Tratamientos de desinfecciéon de segmentos nodales de lapacho negro.

Tratamiento Desinfectante Tiempo (min) Medio
1 C2HsOH (70%) 3
NaClO (5%) 1 Agar/Agua
T2 C2Hs0H (70%) 5
NaClO (5%) 0,5 Agar/Agua
T3 C2HsO0H (70%) 5
NaClO (4%) 5 Agar/Agua
T4 C2HsOH (70%) 3
NaClO (5%) 3 Agar/Agua
T5 C2HsOH (70%) 3
NaClO (5%) 3 MS
T6 CzHsOH (70%) 2
NaClO (5%) 5 MS
CzHsOH (70%) 2
T7 NaClO (10%) 5 MS
C2HsOH (70%) 2
T8 NaClO (10%) 10 MS
1o C2HsOH (70%) 2
NaClO (15%) 10 MS
C2HsOH (70%) 2
T10 NaClO (15%) 15 MS
C2HsOH (70%) 2
T11 NaClO (20%) 20 MS
T12 C2HsOH (70%) 2
NaClO (20%) 15 MS

El tratamiento aplicado para la prevencién de oxidacion consisti6 en 2 g/l
de carbon activado al medio de cultivo.

Para la evaluacion de la sobrevivencia, los explantes fueron mantenidos con
el medio de cultivo nutritivo de la siembra, sin subcultivos posteriores.

Se analizaron las siguientes variables: el porcentaje de control de manchas
foliares en plantas madre, el porcentaje de contaminacién de explantes,
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oxidacidn, sobrevivencia, brotacion, formacion de callos y la longitud de los
brotes.

El experimento abarcé un periodo de julio de 2019 a diciembre de 2020, las
siembras fueron realizadas periédicamente y su evaluacién fue cada 2 dias,
hasta los 50 dias posteriores a su establecimiento.

Los explantes sometidos a los tratamientos de control de contaminacion y
oxidacion, que presentaban indicios de brotaciéon pasados los 20 dias
después de la siembra, fueron evaluados para la variable de sobrevivencia.

Para la determinacion de las variables de longitud de brotes y diferenciacion
foliar fueron evaluados los explantes provenientes del ensayo de
sobrevivencia

Todas las variables en estudio fueron expuestas a una prueba de normalidad
de Kolmogérov-Smirnov (K-S), prueba no paramétrica que determina la
bondad de ajuste de dos distribuciones de probabilidad entre si(®.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Seleccion de plantas madre de sanidad controlada

En la Figura 1 se observan los datos referentes a la evolucion de las plantas
madre ante la aplicacién del tratamiento de control de manchas foliares

(Oxicloruro de cobre 3 g/l y Ditiocarbamato 2 g/lI), presenté una mejoria
visible comparado con la cantidad de plantas enfermas al inicio del ensayo.

Plantas

20
10
0
2 3 4 5 [ 7 8 9 10
Semanas
——Plantas Enfermas ——Plantas con sefales de mejoria ——Plantas Sanas
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Figura 1. Control quimico de patégenos de plantas madre de Handroanthus
heptaphyllus.

Las plantulas de Handroanthus heptaphyllus presentaron manchas
necroéticas dispersas de color marrén posterior a los 18 meses de su
germinacion.

Posterior a la décima quinta aplicacion se contabilizé 100% de plantas libre
de manchas foliares. En estudios realizados con Amburana cearensis (Fr.
Allem.) A.C. Smith, se obtuvo un control de contaminacién del 81%, luego de
tratar a sus plantas donadoras de explantes con OxiCob® (3,50g/1) cada 15
dias antes de retirar los segmentos de los mismos(®. Asimismo,
investigaciones referidas a micropropagacion de lapacho de floracién blanca
(Handroanthus heptaphyllus), recomendaron la utilizacién de fungicida
“Dithane M-80" de composicion Mancozeb® (ditiocarbamato) a una
concentracion de 3g/ 1, controlando hasta el 79% en comparacién a las
siembras sin tratamiento a las plantas madre(1011.12) |

3.2. Contaminacion de explantes

La primera fase del experimento se lleva a cabo en medio de cultivo de bajo
costo (Agar/Agua), partiendo de los siguientes tratamientos: T1 (C2HsOH
70% por 3 minutos; NaClO 5% por 1 minutos), T2 (C2HsOH 70% por 5 min;
NaClO 5% por 30 seg), T3 (CzHsOH 70% por 5 min; NaClO 4% por 5 min),
estos tratamientos presentaron 100% de contaminacién a los 5 dias de la
siembra. Sin embargo, el T4 (C2HsOH 70% por 3 min; NaClO 5% por 3 min)
presentd un control de la contaminaciéon del 84% y se considera el mas
efectivo para el control de la contaminacién en medio de cultivo agar/agua.

Posterior a los 7 dias de la siembra, los explantes libres de contaminantes
empiezan a decrecer debido a la falta de nutrientes en el medio.

La siguiente fase del ensayo se desarrollé6 en medio de cultivo nutritivo
(MS), con base en el tratamiento de mejor respuesta en medio Agar/Agua, se
parte del tratamiento T5 (C2HsOH 70% por 3 min; NaClO 5% por 3 min), el
cual presenté un 87% de explantes asépticos hasta 10 dias después de su
siembra y muestran signos de desarrollo meristematico.

La utilizacién de MS como medio de cultivo dio resultados promisorios en la
micropropagacién de Handroanthus heptaphyllus en tanto que ensayos
realizados con segmentos nodales de Handroanthus impetiginosus sugieren
la utilizacion de WPM (Wood Plant Medium) para el cultivo de tejidos de
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esta especie(13),

La concentracién y tiempo de inmersién C2HsOH (70%) y NaClO (5%) por 3
min resulta efectivo para el control de la contaminacién en medio
Agar/Agua tanto como en medio de cultivo MS en igualdad de condiciones
(Figura 2).

100%
80%
60%
40%

0%

H Agar/Agua Murashige y Skoog

Figura 2. Control de la contaminacion en medio Agar/Agua y en medio de cultivo
MS.

Los tratamientos T6, T7, T8 y T9 presentaron 100% de contaminacidn a los
10 dias, por su parte, los tratamientos T10, T11 y T12 controlaron la
contaminacién efectivamente y fueron observados 20 dias después de la
siembra (Figura 3).

El tratamiento T11 resulté ser mas efectivo en cuanto al control de la
contaminacién presentando un 50% hasta los 20 dias después de la
siembra. El T10 y T12 presentaron un control de 35% y 17%
respectivamente.

Experimentos de micropropagacién de Handroanthus heptaphyllus de
floracién blanca, registraron un control del 73% con la desinfestacién con
NaClO al 5% y 32% de contaminacién de los explantes con la desinfestacion
con NaClO al 10% durante 10 minutos y sembrados en medio de cultivo
MSa9,
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Figura 3. Contaminacion de explantes en 20 dias de observacion.

Sin embargo, investigaciones relacionadas al establecimiento in vitro de H.
chrysotrichus sostienen que el medio MS promovi6é un mayor porcentaje de
contaminacion (68,7%) en sus ensayos (15),

En relacién a la contaminacion, se observa que los medios de cultivo no
aportaron diferencia significativa en la germinacién de las plantas, a pesar
de que la MS presenta menos del 1% de contaminacion(15).

3.3. Control de la oxidacion

En la Figura 4 se observan los datos referentes al control de la oxidacidn, el
tratamiento consistié en la aplicacién de 2 g/l de carbén activado al medio
de cultivo como método de control de la oxidacién.
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Figura 4. Porcentaje de oxidacion de explantes a los 10 dias de la siembra.

La determinacion de la aplicacién de carbén activado fue con base a los
resultados de trabajos afines al cultivo de tejidos realizados por varios
investigadores que proponen la adicion de 2 g/1 de carbén activado al medio
de cultivo como método de control de la oxidacién (.10, 16,17,18,19,20,21),

Resultd efectivo el tratamiento de prevencidn de oxidacién 2 g/l de carbén
activado al medio de cultivo controlando hasta el 100% de necrosis.

3.4. Sobrevivencia

Para la obtencién del porcentaje de sobrevivencia, se tuvieron en cuenta
explantes con indicios de brotacién, sin presencia de contaminacién o
necrosis pasados los 20 dias de la siembra, a los que se denominan
indiferentes.

A partir de los 20 dias de la siembra, solo los tratamientos T5, T10, T11 y
T12 presentaron explantes para el analisis de sobrevivencia.

El tratamiento T10 present6 un 60% de sobrevivencia hasta pasados los 50
dias de la siembra. El T11 y T12 presentaron explantes vivos hasta los 45
dias (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de explantes sobrevivientes por cada tratamiento.

Pasados los 40 dias de incubacidon, los explantes no prosperaron en su
crecimiento debido al empobrecimiento del medio de cultivo en los que se
encontraban lo que indujo a su necrosis aunque sin presencia de
contaminantes microbianos.

3.5. Diferenciacion foliar y formacién de callos

Fueron analizados todos los explantes que presentaron indicios de
brotacién y formacién de callos. La brotaciéon de los explantes de lapacho se
puede ver en la Figura 6.

En la primera fase de la experimentacion, con los tratamientos T1, T2, T3 y
T4, cuyo medio consistié con base en agar y agua, no fueron registrados
indicios de brotacién en ninguno de los casos. Sin embargo, en el T5 (MS)
present6 un 48,14% de explantes con indicios de brotacion a los 8 dias.

El T10 y T11 presentaron diferenciaciéon foliar de 1 y 2 mm
respectivamente.

El uso de BAP afectdé el crecimiento de la planta (altura) y el sistema
radicular (en las raices) en el medio de cultivo MS, comprobado asi con un
ajuste significativo de la regresién y un coeficiente de determinacion
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aceptable(15.20),

Figura 6. Brotacion de explante de lapacho negro.

4. CONCLUSIONES

Los resultados del experimento permitieron concluir que para el
establecimiento del protocolo de micropropagacion de Handranthus
heptaphyllus resut6 efectiva la aplicaciéon de la combinacién de Oxicloruro
de cobre (OxiCob®) vy Ditiocarbamato (Mancozeb®) e incidid
favorablemente en el control de enfermedades fungicas y posteriormente en
el éxito de la siembra.

La oxidacién fue controlada al 100% con la aplicacién del tratamiento de
prevencién de necrosis celular, que consistié en la adicién de 2 g/l de
carbon activado.

El tratamiento T10 registré un 60% de explantes vivos hasta los 50 dfas con
diferenciacion foliar de 1,5 mm de elongaciéon promedio.
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