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RESUMEN

La micropropagacion podria ser utilizada como alternativa viable en la produccién masiva de
Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos (lapacho de flores blancas). El objetivo del presente
trabajo fue establecer in vitro segmentos nodales de H. heptaphyllus. Los segmentos nodales
fueron tomados de plantas jovenes mantenidas en viveros a las cuales se les aplicaron
tratamientos preventivos con fungicidas. Los explantes se desinfectaron con Hipoclorito de
Sodio (NaClO) que se prob6 al 5 o al 10% durante 5 min. Posteriormente se colocaron en medio
de cultivo Murashige y Skoog. Semanalmente hasta los 35 dias de cultivo se cuantificaron los
explantes vivos, contaminados o con necrosis. Los resultados demostraron la presencia de
contaminantes microbianos en los explantes sometidos a los dos tratamientos. La incidencia
en los explantes desinfectados con NaOCI al 10% no sobrepasoé el 45% mientras que con 5%
alcanz6 70%. Sin embargo, con la mayor concentracion se produjeron pérdidas de 35% por
necrosis de los explantes y una supervivencia de 20%. El uso se segmentos nodales de plantas
jovenes de H. heptaphylus de flores blancas permite su establecimiento in vitro como primer
paso para la micropropagacion de esta especie.

Palabras clave: desinfeccion, explantes, hipoclorito de sodio, lapacho de flores blancas,
micropropagacion

In vitro establishment of Handroanthus heptaphyllus nodal segments

ABSTRACT

Micropropagation could be used as a viable alternative in the mass production of Handroanthus
heptaphyllus (Vell.) Mattos (white lapacho). The objective of the present work was to establish in
vitro of nodal segments of H. heptaphyllus. The nodal segments were taken from young plants
kept in nurseries to which preventive treatments with fungicides were applied. The explants were
disinfected with Sodium Hypochlorite (NaCIO) which was tested at 5 or 10% for 5 min. Subsequently,
it were placed in Murashige and Skoog culture medium. Live, contaminated or necrotic explants
were quantified weekly until 35 days of culture. The results demonstrated the presence of microbial
contaminants in the explants subjected to the two treatments. The incidence in the explants
disinfected with 102 NaOCI did not exceed 45%, while with 5% it reached 70%. However, with
the highest concentration there were losses of 35% due to necrosis of the explants and a survival
of 20%. The use of nodal segments of young plants of white H. heptaphylus allows its in vitro
establishment as a first step for the micropropagation of this species.

Keywords: disinfection, explants, lapacho of white flowers, micropropagation, sodium hypochlorite

INTRODUCCION heptaphyllus (Vell.) Mattos o comunmente

conocido como lapacho. El lapacho de flores
Paraguay tiene unagran variedad de especies blancas es muy apreciado por su llamativa
forestales que tienen muy buena madera, belleza floristica que proporciona un atractivo
entre estas se puede mencionar Handroanthus ornamental muy distinguido al mostrar sus
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ramas desfoliadas completamente cubiertas con
flores de colores blancas. Este como todos los
demas lapachos esta en peligro de extincion
por la masiva deforestacion en Paraguay (Digilio
y Legname, 1966; Gallo et al., 1999).

Segun Lozano y Zapater (2008) en la
coloracion de las flores del género
Handroanthus pueden ser rosado muy claras,
rosado intensas hasta magenta y
esporadicamente se presentan individuos con
flores blancas, caracter mantenido mediante
la realizacion de injertos. Una de las limitantes
en la propagacion de esta especie podria ser
el genotipo, cuya expresion fenotipica es muy
rara porque se forma con la presencia de un
gen recesivo, que la convierte en una especie
de muy dificil reproduccién masiva con técnicas
tradicionales como la siembra de semilla por
su escasa viabilidad (Mori et al., 2012). En
este sentido, H. heptaphyllus presenta
dificultades en la reproduccion por métodos
convencionales.

La aplicacion con fines maderables y el uso
medicinal, ornamental e industrial hacen que
las especies del género Handroanthus sean
de interés para su propagacion mediante
técnicas biotecnolégicas. Por otra parte,
considerando la necesidad actual de
conservar la diversidad bioldgica, es de suma
importancia aportar desarrollos cientificos que
permitan conservar ex situ especies vegetales
amenazadas, tal como lo son las especies del
género Handroanthus (Larraburu, 2014).

Para la produccién de material vegetal
seleccionado de especies forestales se requiere
buen conocimiento de la biologia reproductiva,
asi como de los condicionamientos fisiolégicos
que influyen en la capacidad morfogenética en
relacion con la juvenilidad de los materiales
vegetales (Hodson de Jaramillo et al., 2004).
En este sentido, el uso de la biotecnologia para
la propagacion clonal de especies foresta-les
constituye una estrategia de apoyo a la
silvicultura (Schuler et al., 2005). El cultivo in
vitro de tejidos vegetales permite la
propagacion clonal de especies de propagacion
vegetativa o de variedades que se pretenden
someter a protocolos de transformacion
genética (Martinez, 2014). Sin embargo, son
escasos los trabajos cientificos que abordan la
propagacion in vitro de especies de este género
y en general, parten de la germinacion in vitro
de semillas (Larraburu et al., 2012; Larraburu
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y Llorente, 2015; Duarte et al., 2016;
Larraburu et al., 2018). En el caso del lapacho
de flores blancas no se encontraron
referencias sobre su propagacioén por cultivo
in vitro.

La micropropagacion podria constituirse en una
alternativa viable para la produccién masiva
del lapacho de flores blancas para su
utilizaciéon con fines ornamentales, de
restauracion forestal, y/o para reforestacion.
Atendiendo a las problematicas relacionadas
con su propagacion este trabajo se propuso
como objetivo establecer in vitro segmentos
nodales de plantas jovenes de Handroanthus
heptaphyllus.

MATERIALES Y METODOS

El experimento fue llevado a cabo en el
laboratorio de Biotecnologia del Departamento
de Biologia de la Facultad de Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional de Asuncién,
ubicada en el Campus de la UNA en la ciudad
de San Lorenzo, Paraguay.

Material vegetal

Se utilizaron 40 segmentos nodales
provenientes de plantas jovenes de dos afios
de edad de Handroanthus heptaphyllus (Vell.)
Mattos (lapacho de flores blancas) las cuales
fueron obtenidas por injerto provenientes de
veinte plantas madre de esta especie. Para
confirmar la identificacion de la especie se
procedieron a verificar las claves botanicas
segun Zapater et al. (2009).

Las plantas madre fueron mantenidas bajo
malla de media sombra de 50% de densidad
en el vivero forestal de la Facultad de Ciencias
Agrarias, en la ciudad de San Lorenzo,
Paraguay con coordenadas geograficas:
25°20714,37" Sy 57°30753,37".

Se utilizaron recipientes de cultivo de
polietileno de 14 cm de diametroy 11 cm de
profundidad con seis orificios con un sustrato
compuesto por tierra agricola y estiércol
vacuno en relaciéon 1:1, sustrato previamente
esterilizado por insolacion, y el riego se llevo
a cabo a partir de aspersores por 20 minutos
una vez al dia.

Para la atencion fitosanitaria las plantas se
trataron con una combinacion de fungicidas
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Dithane M-80 de composicion Mancozeb
etileno bis de manganeso (ditiocarbamato) a
una concentracion de 3 g I'' aplicadas por
medio de un pulverizador manual una vez por
semana durante tres meses.

Establecimiento in vitro

Los segmentos nodales (con al menos una
yema) se cortaron de las plantas jovenes
(extraidos de la zona apical del tallo). Se
conformaron dos grupos de 20 segmentos
cada uno que se envolvieron en gasa, se
colocaron en un recipiente previamente
desinfectado con alcohol 70% (v/v) y provisto
de hielo para el traslado al laboratorio.

En la camara de flujo laminar se realizo el
proceso de desinfecciéon que consistido en
sumergir los segmentos nodales en etanol 70%
(v/v) durante 3 minutos. Posteriormente, se
transfirieron a frascos que contenian hipoclorito
de sodio comercial al 5.0% (v/v) (20 segmentos)
0 10% (v/v) (20 segmentos) durante 5 min. Se
realizaron tres enjuagues con agua destilada
estéril y los segmentos se cortaron 3-4 mm por
encima y por debajo de los nudos (para una
longitud aproximada de 2 cm).

Finalmente, los segmentos se colocaron en
posicion vertical (a razén de 1 segmento por
frasco) en frascos de cultivo de 30 ml de
capacidad con 15 ml de medio de cultivo MS
(Murashige y Skoog, 1962).

Los frascos se ubicaron en las camaras de
crecimiento a 25 °C, fotoperiodo de 16 horas
luz/oscuridad proporcionadas por lamparas de
2000 lux durante 35 dias.

Semanalmente se cuantific6 el nimero de
segmentos contaminados por microorganismos
y se calculé el porcentaje de contaminacion
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microbiana por tratamiento. Ademas, se
cuantificé el nUmero de explante vivos o con
necrosis y se calcularon los porcentajes de
supervivencia y de explantes necrosados.

Andlisis estadisticos

Los resultados obtenidos del experimento
fueron sometidos a ANAVA (Analisis de
Varianza) y las medias fueron comparadas con
la prueba de Tuckey al nivel de 5% de
probabilidad. Se empled el softwar INFOSTAT
version 2017.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aunque a la toma de muestras las plantas
madre no presentaban sintomas de la
presencia de hongos, el tratamiento de las
plantas madre con fungicida Dithane M-80 de
composiciéon Mancozeb etileno bis de
manganeso (ditiocarbamato) (3 g I'') no
impidié que en fase establecimiento se
presentaran contaminantes fungicos que
crecian en el medio del cultivo alrededor de
los explantes (Figura 1 a). Al respecto, Pariani
(2015) sostuvo que los fungicidas son
productos quimicos usados para la prevencion
y/o eliminacion de agentes patégenos o
contaminantes fangicos dentro del cultivo de
tejidos y usualmente se incluyen en el
protocolo de desinfeccion. Sin embargo, en
este caso no resultaron efectivos para eliminar
los hongos filamentosos asociados a los
segmentos nodales, posiblemente saprofiticos.
El fungicida Mancozeb ha sido empleado con
frecuencia para el manejo de enfermedades
fangicas en especies forestales como han
referido Carrero et al. (2003) para Eucalyptus
cinerea. A su vez, Toro y Quiroz (2007)
recomendaron su uso en el control preventivo
de enfermedades fungicas que afectan a
especies forestales en vivero.

Figura 1. Segmentos nodales de Handroanthus heptaphyllus
establecidos in vitro. a. explante contaminado con hongos, b. con
necrosis, c. explante establecido a los 15 dias de cultivo.
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La contaminacion microbiana se mostré en
ascenso a medida que el tiempo de cultivo
aumentd y se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos de
desinfeccion utilizados (p<0.05) a partir de
los 12 dias de establecidos in vitro. La
desinfeccién con NaClO al 10.0% durante 5
minutos permitié que el 55.0% de los explantes
estuviera libre de contaminantes microbianos
visibles a los 35 dias de cultivo (Figura 1).
Este resultado cobra gran importancia ya que
no se menciona el uso de segmentos nodales
de plantas de lapacho crecidas en condiciones
naturales para su establecimiento in vitro. En
contraste, diferentes autores han propuesto
protocolos de desinfeccion de semillas de H.
serratifolius y recomendaron el uso de NaClO
en concentraciones de 2.0 al 10.0% de cloro
activo (Carvalho et al., 2008; Nery et al.,
2008). Estos autores han informado también
que altas concentraciones de este
desinfectante pueden ser fitotdxicas.

Segun Scherwinski-Pereira y da Silva (2010)
la contaminacién puede aparecer
inmediatamente después del establecimiento
del explante en el medio de cultivo o
permanecer en modo de latencia.
Investigaciones de Larraburu (2014) indicaron
que la desinfeccion de explantes de H.
impetinginosus mediante lavado bajo corriente
de agua, tratamiento con NaClO y enjuagues
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con agua estéril permitié la obtencion de un
bajo porcentaje de contaminacion (5-10%).
En este ensayo el uso de hipoclorito de sodio
comercial al 10% resulté efectivo para reducir
la contaminacion microbiana asociada a los
explantes que podria atribuirse al estado
sanitario de las plantas madre. En ensayos
realizados por Carranza-Patifio et al. (2012)
estos autores concluyeron que las
limitaciones en el establecimiento in vitro de
especies lefiosas, se deben en gran medida a
la contaminacion microbiana de los explantes
provenientes del invernadero.

En este estudio, aunado a la presencia de
contaminantes microbianos, se observo
necrosis de los explantes (Figura 1 b). En el
tratamiento con NaOCI comercial al 10% se
observaron los mayores porcentajes de
pérdidas (Figura 3).

Al respecto, se ha indicado que el uso de
hipoclorito de sodio puede inhibir el crecimiento
y provoca la muerte del explante en otras
especies (Camargo y Pasqual, 1999) y ello es
causa de pérdidas en el establecimiento in
vitro como se comprob6 en este ensayo.
Autores como Romano et al. (2000) y
Sotolongo (2003) informaron que el uso de
hipoclorito de sodio durante 15 a 20 minutos
disminuy®6 la contaminacion microbiana, pero
puede provocar la necrosis tisular e inclusive
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Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas entre los tratamientos
para cada tiempo de cultivo segin prueba de Tukey para p<0.05

Figura 2. Porcentaje de contaminacion microbiana en explantes procedentes de
segmentos nodales de plantas jovenes de Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos

establecidos in vitro.
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la muerte del explante. Varios desinfectantes
se utilizan con frecuencia para la desinfeccion
de explantes en el establecimiento in vitro de
plantas lefiosas. Por ejemplo, Carranza-Patifio
et al. (2012) emplearon 15 g de hipoclorito
de calcio durante 20 minutos en la
micropropagacion de arboles mediterraneos y
lograron 95% de explantes vivos y libres de
contaminacion por hongos y bacterias.
Asimismo, Pérez et al. (2012) utilizaron
hipoclorito de sodio al 10% durante 10 minutos
en la micropropagacion de Swietenia
macrophylla King y redujeron la contaminacion
al 14%. Indacochea et al. (2018), en sus
investigaciones de establecimiento in vitro de
Tabebuia billbergii, determinaron que el
tratamiento con 1% Povidyn® por 20 min +
15% NaClO + 2 gotas Tween por 5 min +
0.5% HgCl, por 5 min, resulto ser el mejor,
debido a que el porcentaje de supervivencia
de los explantes fue alto del 88%. Atendiendo
a los resultados, se requiere continuar los
estudios en aras de establecer estrategias
que disminuyan la presencia de contaminantes
fangicos en el establecimiento de explantes
nodales de H. heptaphyllus sin comprometer
su supervivencia por la accion del
desinfectante.

Por otro lado, se conoce que las especies
lefiosas poseen una elevada cantidad de
compuestos fendlicos, los cuales son las
responsables del ennegrecimiento o la muerte
celular de los explantes. Teixeira (2001) afirmé
que cuando se extrae un explante de la planta
madre, la primera respuesta del tejido es la
oxidaciéon de compuestos fendlicos en el sitio
de corte. Esta podria ser otra causa de
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influencia en la necrosis de los explantes de
H. heptaphyllus.

Roca y Mroginski (1991) mencionaron que los
explantes con alto contenido de polifenoles,
complican el cultivo in vitro ya que la oxidacion
de esta sustancia produce oscurecimiento y
eventual muerte de los explantes. La oxidacion
u oscurecimiento de tejidos cultiva-dos in
vitro, se puede atribuir a la oxidacién por
radicales libres, de diferentes componentes
celulares, asi como, la oxidacién de
compuestos fendlicos catalizado por la enzima
polifenol oxidasa (PPQO) para producir
quinonas, las cuales son especies quimicas
muy reactivas y propensas a reaccionar,
generando dafio e incluso la muerte celular
(Bray et al., 2000). Azofeifa (2009) menciond
que la oxidacion de tejidos y la exudacion de
fenoles, estan interrelacionadas e
influenciadas por un nimero de factores que
incluyen al genotipo, el tratamiento de
desinfeccion y el medio de cultivo. Estos
factores deben tenerse en cuenta también
para futuros experimentos.

Considerando las pérdidas por contaminacion
microbiana y necrosis de los explantes la
supervivencia a los 35 dias de cultivo lleg6 al
25% en el tratamiento con hipoclorito de sodio
al 5% y al 25% en el tratamiento con el
desinfectante al 10% (Figura 4). En el primero
la mayor incidencia de pérdidas estuvo
asociada a la contaminacion microbianay en
el segundo a la necrosis de los explantes. No
obstante, se lograron establecer in vitro
segmentos nodales de plantas jovenes de H.
heptaphyllus de flores blancas (Figura 1 c).
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Figura 3. Porcentaje de explantes (segmentos nodales de plantas
jovenes) de Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos con necrosis en

el establecidos in vitro.
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Figura 4. Porcentaje de supervivencia de explantes (segmentos nodales de plantas
jovenes) de Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos establecidos in vitro.

Sin embargo, atendiendo a que los estudios
en el género Handroanthus son escasos y
tomando en cuenta el criterio de Larraburu
et al. (2012) de que cualquier mejora en los
protocolos para el cultivo in vitro de este
son importantes ya que proveen informacion
valiosa, los resultados de este trabajo son
alentadores y sientan las bases para el uso
de un nuevo tipo de explante. A la vez, indican
la posibilidad de propagar in vitro el lapacho
blanco y contribuir a su conservacion,
restauracion y uso. Los principales estudios
en este sentido se han centrado en el lapacho
rosado (H. impetiginosus) (Larraburu et al.,
2012; Larraburu y Llorente, 2015), negro (H.
heptaphylus) (Duarte et al., 2016) y amarillo
(H. ochraceous) (Llorente et al., 2016;
Larraburu et al., 2018).

CONCLUSIONES

El uso se segmentos nodales de plantas
jovenes de H. heptaphylus de flores blancas
permite su establecimiento in vitro como primer
paso para la micropropagacion de esta
especie. Se requiere continuar los estudios
para incrementar los porcentajes de
supervivencia a partir de este tipo de explante.
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