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RESUMEN

Introduccion. El presente trabajo se llevd
a cabo para evaluar segmentos de Cordia tricho-
toma en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Asuncion, Paraguay. Objetivo. Eva-
luar la sobrevivencia de segmentos nodales de
Cordia trichotoma (peterevy) cultivados in vitro.
Materiales y métodos. Fueron sembrados 80
segmentos nodales en medio Murashige y Skoog
(MS) y medio de cultivo MS+CA 2 ml.I"!, distri-
buidos en unidades experimentales constituidas
por 5 segmentos nodales por unidad experimen-
tal, expuestos a 4 tratamientos con 4 repeticiones
cada uno. El diseno experimental utilizado fue
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completamente al azar y las variables evaluadas
fueron la contaminacion microbiana y oxidacion
fendlica para determinar la sobrevivencia de los
segmentos. El analisis estadistico consistio en
ANAVA con un nivel de significancia del 5% y la
prueba de Chi cuadrado para el analisis de fideli-
dad. Resultados. Se registro una contaminacion
microbiana de hasta 20% de segmentos nodales,
en tanto que la oxidacion fendlica se mantuvo en
un rango de 40 a 45%, como la mayor limitante.
Conclusion. 30 dias posteriores a la siembra,
la sobrevivencia de los segmentos nodales fue
entre 35 a 55%, se verifico que los segmentos con
brotes y los segmentos indiferentes de brotacion
estaban libres de contaminacion microbiana y
oxidacion fenolica, aunque no registraron dife-
rencias estadisticas significativas.
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ABSTRACT

In vitro survival of nodal segments of
Cordia trichotoma. Introduction. The present
work was carried out to evaluate segments
of Cordia trichotoma in the Biotechnology
Laboratory of the Agrarian Sciences Faculty of
the National University of Asuncién, Paraguay.
Objective. To evaluate the survival of nodal
segments of Cordia trichotoma (peterevy)
cultivated in vitro. Materials and methods.
80 nodal segments were planted in Murashige
and Skoog (MS) medium and MS+CA 2 ml.l’!
culture medium, distributed in experimental
units consisting of 5 nodal segments per
experimental unit, exposed to 4 treatments with

INTRODUCCION

Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steu-
del, conocido en Paraguay como peterevy, es un
arbol de la familia Boraginaceae. Esta impor-
tante especie pertenece al estrato superior del
bosque; posee un fuste recto muy caracteristico
atn en plantaciones abiertas, presenta autopoda
natural y cuenta con una pequefia y densa copa.
Fructifica de julio a septiembre; coloniza roza-
dos (producto de incendios), chacras y sobre
todo claros de la selva. Es una especie higrofita
y heliéfita que necesita aperturas en el dosel
para su regeneracion natural. Sus semillas pier-
den rapidamente su poder germinativo (Lopez
et al. 2002).

Esta especie posee una madera altamente
valorada en el mercado nacional e internacional.
Es utilizada en la fabricacion de muebles finos,
ebanisteria en general, puertas, marcos, venta-
nas, revestimientos de interiores y exteriores de
casas (Ortega et al. 1989), también es empleada
en la industria del bobinado, la fabricacion de
chapas decorativas y pisos parquet (Nufiez et
al. 2008).

Se destaca por ser una especie melife-
ra (Ortega et al. 1989) y de tener cualidades
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4 replicates each. A completely randomized
experimental design was used and in order
to determine the survival of the segments
microbial contamination and phenolic oxidation
were evaluated. Statistical analysis consisted of
ANOVA with a 5% significance level and the
Chi-square test for fidelity analysis. Results. A
microbial contamination of up to 20% of nodal
segments was recorded, while phenolic oxidation
remained in a range of 40 to 45%, as the greatest
limitation. Conclusion. 30 days after sowing,
the survival of nodal segments was between 35
to 55%, it was verified that segments with shoots
and indifferent sprouting segments were free of
microbial contamination and phenolic oxidation,
although no significant differences were found.

ornamentales por lo que se utiliza en jardineria,
ademas es adecuada para la reforestacion en la
recuperacion de areas degradadas (Lorenzi 2008).

Naturalmente la propagacion de C. tricho-
toma se produce de forma a partir de semillas
(Carvalho 2003) pero presenta algunos inconve-
nientes, por un lado, se encuentran catalogadas
como semillas recalcitrantes (Eibl et al. 1994 y
Carvalho 2003), disminuyendo su poder germi-
nativo a los 60 dias (Marchetti 1984), ademas
de presentar una germinacion lenta y despareja
(Mendonca et al. 2001) lo que dificulta su pro-
pagacion masiva. Por ello surge como alternativa
la micropropagacion de las partes vegetativas
de las plantas de interés para evitar la variabili-
dad genética que se tendria con la propagacion
sexual, ademas de los problemas de germinacion
mencionados.

El objetivo de esta investigacion fue eva-
luar la sobrevivencia de segmentos nodales de
Cordia trichotoma (peterevy) cultivados in vitro.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevo a cabo en el Labora-
torio de Biotecnologia de la Facultad de Cien-
cias Agrarias de la Universidad Nacional de
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Asuncion, ubicada en el Campus de la Ciudad de
San Lorenzo, a 10,5 km de la Ciudad de Asun-
cion, Paraguay.

Las plantas madre de peterevy (Cordia
trichotoma) donadoras de los segmentos nodales
utilizados en el ensayo de micropropagacion
fueron producidos en el vivero de la Carrera de
Ingenieria Forestal de la Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad Nacional de Asunciéon con
georreferencia 25°20°07.04” S 57°30°54.30” O.

Estas plantas fueron sometidas a un tra-
tamiento de desinfeccion con la aplicacion de
fungicida Carbendazim 50%, 5 mLl", e insecti-
cida D.D.V.P. (2,2 dicloro dimetil fosfato) 100%,
1,5 mLI"', en combinaciéon con una fertilizacion
foliar (Nitrégeno 8 ppm, Fosforo 15 ppm, Potasio
10 ppm), 10 mLI"", para estimular la produccion
de brotes nuevos que sean libres de microorga-
nismos contaminantes.

Para el ensayo fueron utilizados los seg-
mentos nodales, constituidos por porciones de
ramas jovenes que contienen yemas terminales
o laterales, con el objetivo de colocarlas en con-
diciones adecuadas para que produzcan raices
adventicias y brotes de hojas.

Fueron sembrados 80 segmentos nodales
de peterevy. Cada unidad experimental estuvo
constituida por 5 segmentos nodales y se evalua-
ron los porcentajes de contaminacion, oxidacion
y sobrevivencia.

La desinfeccion de los segmentos nodales
se realiz6 en una camara de flujo laminar, en
condiciones de asepsia, mediante alcohol etilico
(C,H,OH) al 70% durante 3 minutos, hipoclorito
de sodio (NaClO) en concentraciones de 15% vy
20% durante 10 minutos, y finalmente enjuaga-
das con agua destilada estéril 3 veces.

Los segmentos nodales fueron sembrados
en tubos de ensayo que contenian medio MS
(Murashige y Skoog 1962). Se coloco 1 segmento
nodal de 2,5 cm por tubo de ensayo; con un total
de 5 individuos, con 4 repeticiones cada trata-
miento. Luego de la siembra los tubos de ensayos
fueron mantenidos a temperatura constante de
25°C y en condiciones de oscuridad durante los
primeros 7 dias posteriores a la siembra; una vez

concluida la etapa de oscuridad, los tubos fueron
trasladados a una sala de germinacién con un
fotoperiodo de 16 horas.

El disefio del experimento fue completa-
mente al azar, a partir de 4 tratamientos con 4
repeticiones cada una. Cada tratamiento estuvo
constituido por 5 explantes. Los individuos fue-
ron sometidos a la desinfeccion en las siguientes
concentraciones de NaClO, las cuales estan
consignadas en la Tabla 1. Asi también, los seg-
mentos nodales fueron sembrados en 2 medios
de cultivo.

Tabla 1. Tratamientos empleados, tipos de medios y

desinfeccion con NaClO.

Tratamientos Medio de cultivo NaClo
(%)
T1 Murashige & Skoog 15
i +
™ Murashige & Skoog 15

Carbon Activado (2 g.I'")
T3 Murashige & Skoog 20

Murashige & Skoog +

4 Carbon Activado (2 g.I'")

20

La recoleccion de datos se realizd a los 7,
15, 22 y 30 dias posteriores a la siembra de los
segmentos nodales. Las variables estudiadas,
contaminacion microbiana, oxidacion fenolica y
sobrevivencia, fueron sometidas a un analisis de
Varianza (ANAVA). Para el analisis de fidelidad
de los datos los resultados fueron sometidos a la
prueba de Chi Cuadrada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Contaminacién microbiana. El trata-
miento constituido por fungicida Carbendazim
(50%) e insecticida D.D.V.P. (100%) logr6 man-
tener las plantas madre de C. trichotoma libres
de sintomas de microorganismos contaminantes.

Diaz Lezcano et al. (2021) manifiestan la
necesidad de tratamientos sanitarios a las plantas
madre, por lo que afirman que la aplicacion de
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Oxicloruro de cobre (3 g.1'") y Ditiocarbamato (2
g.I'") mantuvo el 100% de los ejemplares de Han-
droanthus heptaphyllus, utilizados posterior-
mente en la micropropagacion de sus segmentos
nodales, libres de sintomatologia de contamina-
cién microbiana. Asimismo, Niella et al. (2014)
recomiendan aplicaciones liquidas de 3 gl de
Zineb® como fungicida a las plantas madre de
C. trichotoma a ser propagadas agamicamente.
A los 30 dias de siembra de los explantes
de C. trichotoma desinfestados con hipoclorito de
sodio (15%) y sembrados en medio de cultivo MS

20

s 7.

10

Explantes contaminados (%)

0 @

(T1) no presentaron indicios de contaminacion
microbiana. Los explantes sembrados en medio de
cultivo MS+CA (2 g.I'") (T2) y desinfectados con
NaClO (15%) presentaron 30% de contaminacion
por microorganismos. Por su parte, los segmentos
nodales sembrados en medio de cultivo MS desin-
fectados con NaClO (20%) el tratamiento (T3),
registrd 25% de contaminacion microbiana. En
el T4, medio de cultivo MS+CA2 (g1, los seg-
mentos nodales desinfectados con NaClO (20%)
presentaron 20% de contaminacion por microor-
ganismos patogenos (Figura 1).

7 dias 15 dias

=@=T1: MS 15%

Figura 1.

El analisis de varianza y la prueba de Chi
cuadrada revelan que no se registraron diferencias
significativas entre los tratamientos de desinfec-
cion a los cuales fueron sometidos los explantes
de C. trichotoma.

Otras investigaciones obtuvieron favora-
bles resultados con menores concentraciones de
NaClO y menor tiempo, las cuales se describen a
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Porcentaje de segmentos de Cordia trichotoma contaminados por microorganismos durante 30 dias de evaluacion.

continuacion. Ayala Jacobo (2012) con Amburana
cearensis obtuvo un promedio de 19% de conta-
minacion a los 30 dias de la siembra de segmentos
nodales sometidos a una desinfeccion en etanol de
96° (70%) durante 3 minutos y luego con hipoclo-
rito de sodio (10%) durante 5 minutos, un aspecto
importante de resaltar fue que los plantines de
Amburana cearensis, utilizados como plantas
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madre, fueron pulverizados con fungicida Oxicob
(Oxicloruro de cobre al 85%) (3,50 g.I'") cada 15
dias antes de retirar los segmentos de los mismos.
Con la misma concentracion y tiempo de sumer-
sion en NaClO, Mongelds Franco et al. (2020)
registraron 100% de sobrevivencia de explantes
y ausencia de contaminacion microbiana en el
tratamiento con NaClO (10%) durante 5 minutos
de establecimiento in vitro de meristema apical de
Musa sp. A diferencia de estas 2 especies, Ambu-
rana cearensis y Musa sp, las cuales son glabras,
la especie en estudio en esta investigacion, C. tri-
chotoma, es pubescente hecho que pudo contribuir
en la mayor superficie de contacto para la conta-
minacién microbiana por lo que requirié tanto una
mayor concentracion de NaClO como tiempo de
exposicion en el desinfectante.

Por su parte, Zichner Zorz (2012) en culti-
vo in vitro de segmentos nodales de Fucalyptus
grandis obtuvo 25% de contaminacion por agentes
patogenos a los 30 dias de la siembra. Las plantas
madre proveedoras de los segmentos fueron trata-
das previamente al cultivo in vitro con una solu-
cién antibiotica de amplio espectro, combinacion
de Tetracliclina (250 mg) y Bencilamina (50 mg)
a una concentracion de 1,2 g.I'!, posteriormente al
tratamiento de asepsia constituido por etanol 96°

w P v D ~
o o o o o
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N
o

10
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(70%) durante 1 minuto y luego con hipoclorito de
sodio (10%) durante 5 minutos. En este contexto,
los resultados obtenidos en la presente investiga-
cion apuntan a la utilizacion de mayores concen-
traciones y tiempo de asepsia en los tratamientos
de desinfeccion de especies forestales.

El tratamiento de plantas madre es reco-
mendado por Velazco et al. (2010) quienes asegu-
ran que es posible la desinfeccion de segmentos
nodales de C. trichotoma, con €l uso de brotes
jovenes recolectados apenas hayan alcanzado los
5 ¢m de longitud y el empleo de un protocolo de
desinfeccion que utiliza, etanol, tween 20, fungi-
cidas, antibioticos, cloruro de mercurio y cloruro
de calcio.

Oxidacion fendlica. A los 30 dias poste-
riores a la siembra de los explantes se registro la
oxidacion fenolica de 60% en el T1. A su vez, el
T2 registrd 45%, en el T3 y el T4 se observaron
50% de oxidacion fenolica cada una (Figura 2).
Estos resultados sefialan el alto riesgo de oxida-
ciéon fenolica en los explantes de C. trichotoma,
el cual no pudo ser controlado con la adicion de
carbon activado (CA) al medio de cultivo MS, que
constituy6 la mayor limitacioén en la propagacion
in vitro de C. trichotoma en el presente estudio.

7 dias 15 dias

Qe T] T2

22 dias 30 dias

Dias

T3 T4

Figura 2. Porcentaje de oxidacion fendlica de segmentos nodales de Cordia trichotoma durante 30 dias de evaluacion.

Agronomia Costarricense 47(2): 57-66. ISSN:0377-9424 / 2023



62 AGRONOMIA COSTARRICENSE

Los analisis estadisticos demostraron que
no existen diferencias significativas entre los tra-
tamientos para prevenir la oxidaciéon fendlica de
los segmentos nodales de C. trichotoma.

Conclusiones similares destacan otras
investigaciones, tales como, Diaz Lezcano (2010)
en segmentos nodales de Tabebuia heptaphylla
(sinonimia de Handroanthus heptaphyllus), lapa-
cho de flores blancas, a los 30 dias de siembra,
que reportaron un 40% de oxidacion con la des-
infeccion con NaClO (5%) y 48% de los explan-
tes con NaClO (10%), ambas concentraciones
durante 10 minutos, y posteriormente sembrados
en medio de cultivo MS sin la adicion de carbon
activado (CA), asi como tampoco Ayala Jacobo
(2012), quien trabajé con Amburana cearensis
registré un promedio de 10% de oxidacion a los
30 dias de evaluacion, donde los explantes fueron
sometidos a una desinfeccion con hipoclorito de
sodio (10%) durante 5 minutos.

Sin embargo, otros autores refieren que la
adicion de carbon activado en concentraciones
de entre 2 y 3 g1 favorecen al control de la oxi-
dacion fendlica, como Herbele (2010) manifiesta
que al multiplicar microcepas de C. trichotoma
mantenidas in vitro, sembradas en medio de
cultivo Woody Plant Medium (WPM) con adi-
cién de 1,5 g.I'! de carbon activado favorecid la
formacion y crecimiento de brotes.

Fiori et al. (2016) pudieron observar que la
dosis de CA (2 g.I'!) logré suprimir la oxidacion
en explantes de Acrocomia aculeata en 2 perio-
dos de incubacioén lo cual posibilité de esa mane-
ra, la obtencion y desarrollo de la totalidad de los
embriones cultivados durante al primer cultivo y
luego del subcultivo. Asimismo, Diaz Lezcano
et al. (2021) mencionan que resultod efectivo el
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tratamiento de prevenciéon de oxidacién 2 gl
de carbon activado al medio de cultivo pues
controld hasta el 100% de necrosis de segmentos
nodales de Handroanthus heptaphyllus.

En tanto que, Zichner Zorz et al. (2014)
sostienen que el Carbén Activado 3 g.I'' controld
100% la oxidacion de los tejidos de los explantes
de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden cultivados
in vitro. Ensayos realizados por Diaz Lezcano et
al. (2021) demostraron diferencias significativas
en el control de la oxidacion de Handroanthus
heptaphyllus de flores blancas, con la concentra-
cion de 3 g1 de carbon activado el tratamiento
mas efectivo.

Por su parte, Diaz Lezcano et al. (2016)
afirman que en la fase de establecimiento del
cultivo in vitro de Musa spp. no existieron
diferencias estadisticas significativas entre las
concentraciones de 2 y 3 g.I'! carbén activado en
cuanto a la oxidacion, resultado que esta en la
fase de establecimiento en 9,37% y en el primer
subcultivo de 8,85%.

Sobrevivencia. Para evaluar la sobrevi-
vencia se consideraron los segmentos nodales
que presentaron indicios de brotacion y los indi-
ferentes que no brotaron (segmentos libres de
contaminacion microbiana y oxidacion fenélica),
por lo que, a los 30 dias posteriores a la siembra,
se registré que el Tl presentd un total de 60%
de explantes sobrevivientes; es decir, explantes
libres de contaminacion por agentes patdgenos
y sintomas de oxidacion fenodlica. A su vez, los
segmentos sembrados en medio de cultivo T2
registraron un 40% de explantes sobrevivientes.
En el T3 se logré 45% de sobrevivencia, en tanto
que los explantes sembrados en el T4 se observo
un 55% de sobrevivientes (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de segmentos de Cordia trichotoma sobrevivientes por cada tratamiento durante los dias de evaluacion.

Mediante el andlisis estadistico se deter-
mind que no hubo diferencias significativas entre
los tratamientos a los que fueron sometidos seg-
mentos de peterevy. Los resultados de la prueba
de Chi cuadrada determinaron que no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos
para los parametros estudiados.

60

50

La representacion grafica de la distribu-
cion de los explantes contaminados por agentes
microbianos los cuales se encontraban en un
rango de 0 a 20% asi como los segmentos oxi-
dados que estuvieron dentro de un rango de 40 a
45% y los sobrevivientes en un rango de 35 a 55%
por tratamiento se aprecia en la Figura 4.

m Contaminacién microbiana (%)

40
30
20
10
T1 T2 T3 T4

m Oxidacién fendlica (%)

m Sobrevivencia (%)

Figura 4. Contaminacion microbiana, oxidacion fenolica y sobrevivencia de explantes de Cordia trichotoma por tratamiento.
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Resultados similares fueron reportados
en investigaciones realizadas con otras especies
forestales, como las de Alarcon (2013), quien al
trabajar con segmentos de Myrocarpus frondo-
sus, registro a los 30 dias de la siembra in vitro
40% de explantes sobrevivientes del total de la
siembra; 24% de explantes con formacion de
brotes, con una longitud promedio de 5,7 mm, y
Zichner et al. (2014), reportd 61% de sobreviven-
cia de segmentos nodales de Eucalyptus grandis

Hill ex Maiden en su protocolo de establecimien-
to in vitro.

Fick (2007) afirma que miniesquejes de
C. trichotoma, de 2,5 a 5,5 cm de longitud, sem-
brados in vitro en Woody Plant Medium (WPM)
liquido demostraron altos porcentajes (entre 80
y 83,3%) de supervivencia, pero no enraizaron.

La Figura 5 expone la secuencia fotografi-
ca de la microporpagacion de segmentos nodales
de C. trichotoma (peterevy).

Figura 5. Secuencia fotografica de la micropropagacion de segmentos nodales de C. trichotoma.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en
los ensayos de cultivo in vitro de segmentos
nodales de Cordia trichotoma, se concluye que a
los 30 dias posteriores a la siembra, se pudo veri-
ficar la sobrevivencia de entre 35 a 55% del total
segmentos nodales de peterevy, conformados por
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explantes con brotes y los segmentos indiferentes
de brotacion o libres de contaminacion micro-
biana y oxidacion fenolica, aunque no registra-
ron diferencias significativas en ninguna de las
variables estudiadas, no obstante, la oxidacion
fenolica fue la mayor limitante en la micropropa-
gacion de esta especie.
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