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Abstract: The hybrids of Paulownia elongata X fortunei are considered as an interesting alternative for programs of production
of biomass, raw material, the production of pulp and its use in processes of recovery of soils exploited by mining. Sexual propaga-
tion presents high genetic segregation, which is why the use of in vitro reproduction techniques is recommended. We used inter-
nodes and apices that after being disinfected with ethanol (70%) and sodium hypochlorite (1%) for ten minutes were established
in the MS culture medium and different concentrations of BAP were evaluated (0, 0.5, 1.0, 1.5 and 3.0 mgL™!) in combination with
AIB (0, 0.1 and 1.0 mgL-1) and for the rooting were evaluated concentrations of AIB (0. 0.5, 1 and 3.0 mgL™). The best prolife-
ration and shoot length results were obtained with concentrations of 1.5 mglL-1 of BAP with 0.1 mgL-1 of AIB with 4 shoots /
explant and a length of 4 cm. The rooting was achieved between 85% and 82% with the use of 1 and 3 mgL-1 of AIB respectively.
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Resumen: Los hibridos de Paulownia elongata X fortunei se consideran como una interesante alternativa para programas de
produccién de biomasa, materia prima la produccién de pulpa y su utilizacién en procesos de recuperacién de suelos explotados
por minerfa. La propagacion sexual presenta alta segregacion genética por lo cual se recomienda la utilizacién de técnicas de
reproduccion in vitro. Se emplearon entrenudos y dpices los cuales después de ser desinfectados con etanol (70%) e hipoclorito
de sodio (1%) durante diez minutos se establecieron en el medio de cultivo MS y se evaluaron diferentes concentraciones de BAP
(0,05,1.0,1.5y 3.0 mgL*) en combinacién con AIB (0, 0.1 y 1.0 mgL™) y para el enraizamiento se evaluaron concentraciones de
AIB (0.0.5, 1y 3.0 mgL?). Los mejores resultados de proliferacién y longitud de los brotes se obtuvieron con concentraciones de
1.5 mgL*de BAP con 0.1 mgL™* de AIB con 4 brotes/explante y una longitud de 4 cm. El enraizamiento se logro entre el 85% y

82% con la utilizaciéon de 1y 3 mgL™* de AIB respectivamente.
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Introduccion

Paulownia es un género maderable de la familia Scrophu-
lariaceae nativo de China y que ha sido adaptado en diversas
partes del mundo tales como América y Europa. Se caracteriza
por ser un arbol deciduo de rapido crecimiento, con grandes
hojas distribuidas en pares opuestos en el tallo. Se utiliza para
programas de reforestacién en suelos pobres en nutrientes y
debido a la amplia distribucidn de su sistema radical se puede
emplear para la fitorremediacion de suelos contaminados por
actividades industriales'?. La madera se utiliza para la produc-
cion de pulpa para la fabricacion de papel y para enchapes.
Paulownia tomentosa ha tenido mayor atencién respecto a
otras especies del género debido a que las primeras planta-
ciones se establecieron en Norteamérica. Sin embargo, inves-
tigaciones con P. elongata en América y Europay P. fortuneien
Australia han mostrado que sus caracteristicas de crecimiento
y manejo son mejores®. De igual manera, se han desarrollado
hibridos de P. elongata X fortunei que han mostrado ser pro-
misorios.

La reproduccion de P. elongata, P. fortunei'y sus hibridos
se puede realizar a partir de semilla; sin embargo, se presenta

alta variabilidad genética y largos periodos de juvenilidad. Los
métodos de propagacién vegetativa son preferidos como es el
caso de estacas que se enraizan con la utilizacién de regulado-
res de crecimiento, aungue la respuesta es inespecifica y no se
producen altos porcentajes de enraizamiento®.

Por esta razon, la utilizacién de técnicas de reproduccién
in vitro de Paulownia sp han tomado especial importancia
para suplir material para la industria forestal®5. Las técnicas
de propagacién in vitro permiten la obtencion de materiales
libres de plagas y enfermedades, mayor homogeneidad fisio-
légica para la produccion de biomasa y aprovechamiento fo-
restal. Se tienen investigaciones de reproduccién a partir de
organogénesis directa e indirecta y mediante embriogénesis
somatica?3789,

La regeneracién in vitro es influenciada por factores como
el tipo de explantes, medios de cultivo, reguladores de creci-
miento y condiciones ambientales!®*.,

El objetivo del presente estudio fue el de establecer una
metodologia para la propagacion clonal in vitro de un hibrido
de Paulownia elongata X fortunei
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Materiales y métodos

Area de estudio

Fuente de explantes

Fueron empleadas yemas apicales y axilares de 2 centi-
metros de longitud, se realizé un lavado de estas yemas con
yodo (2mL/L) durante 2 minutos. En cdmara de flujo se desin-
fectaron con etanol 70% durante 2 minutos en hipoclorito de
sodio al 1% durante 10 minutos posteriormente, se realizé un
triple lavado con agua destilada estéril. En el caso de las ye-
mas axilares fueron tomados entrenudos con yemas de aprox.
0.3 cm de longitud, respecto a la yema apical se eliminaron los
primordios foliares y se dejé una porcidn aproximada de 0.5
cm. Se realizo el establecimiento en el medio de cultivo MS*2
y se le adiciond las vitaminas MS, sacarosa (3%) y agar — agar
(6.5gL1).

Fase de proliferacion

Se evaluaron diferentes concentraciones de BAP (0, 0.5,
1.0, 1.5y 3.0 mgL* en combinacion con AIB (0, 0.1y 1 mgL™).
En la tabla 1 se muestran los tratamientos realizados. Se utili-
z4 un experimento factorial 5 x 3 con disefio completamente al
azar. Cada tratamiento estuvo compuesto por 5 repeticiones.
Los datos se analizaron mediante ANOVA y se utilizé el andli-
sis de contrastes de Tukey para determinar diferencia entre las
medias de los tratamientos.

Tratamientos BAP (mgLl) AIB (mgL-1)
0.0

1 0.0
2 0.0 0.1
3 0.0 1.0
{ 05 0.0
5 0.5 0.1
6 0.5 1.0
7 1.0 0.0
8 1.0 0.1
) 1.0 1.0
10 L5 0.0
1 L5 0.1
7] 15 1.0
13 | 3.0 0.0
14 3.0 0.1
15 3.0 1.0

Tabla 1. Evaluacion del efecto de la bencilaminopurina (BAP) y el aci-
do Indolbutirico (AIB) en la fase de proliferacion in vitro de P. elongata
x P. fortunei.

Fase de enraizamiento. Se utilizd el medio MS y se evalud
el efecto del 4cido indolbutirico (0, 0.5, 1y 3 mgL?). Se utilizé
un disefio completamente al azar con 30 repeticiones por tra-
tamiento.

Para el analisis de la informacién se utilizd el paquete
estadistico RWizard 3.1. En todos los casos se verificaron los
supuestos de normalidad de Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov),
Shapiro-Wilk y de homogeneidad de varianza de Levene's.
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Resultados y discusion

Fase de proliferacién

De acuerdo con los andlisis estadisticos se encontro in-
teraccién entre las concentraciones de BAP y AIB respecto al
numero de brotes / explante. En la figura 1 se observa como
cuando se utilizé AIB (0.1 mgL™) con las concentraciones de
BAP hasta 1.5 mglL? se incrementd el nimero de brotes, ob-
teniendo su maximo valor en esta concentracion. Con las con-
centraciones de AIB (O y 1 mgL™) el méximo valor se alcanzd
con BAP (1 mglL?). En todos los casos concentraciones de BAP
(3 mgL) causo disminucién en el nimero de brotes.

Al realizar la comparacién de las medias de los tratamien-
tos (figura 2) se encontraron diferencias significativas entre es-
tos respecto al numero de brotes por explante. El tratamiento
donde se utilizé BAP (1.5 mgL*) méas AIB (0.1 mglL™) mostro
un promedio de 4 brotes / explante con una periodicidad de
subcultivos de cada 21 dias. Estos resultados difieren con los
obtenidos por?, con P. tomentosa con un promedio de 7.4 bro-
tes por explante, lo cual se puede explicar por la especie que
se evalud. Es conocido el efecto fisioldgico de las citoquininas
en la estimulacién de division y elongacién celular y la activa-
cion de la sintesis de ARN, la estimulacion de sintesis de pro-
tefnas y actividad enzimdtica como ha sido revisado por*®. La
combinacién de BAP con AIB contribuye a mejorar la prolife-
racion posiblemente debido a un equilibrio entre citoquininas
/ auxinas.

Respecto a la longitud de los brotes en la figura 3 se ob-
servd que en todos los casos la mayor longitud de los brotes
se alcanzo con BAP (1.5 mglL1), mientras que la concentracién
de BAP (1.5 mgL) disminuyd la longitud de los brotes. Al reali-
zar la comparacion de medias de tratamientos se encontré que
cuando se utilizé BAP (0.5, 1.0, 1.5y 3.0 mgL™) con AIB (0.1 y
1.0 mgL?) se tuvo la mejor respuesta en cuanto a la longitud
de los brotes (figura 4).
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Figura 1. Interaccion entre los factores corres-
3 pondientes a diferentes concentraciones de BAP y
AIB sobre el nimero de brotes in vitro en Paulownia
elongata X fortunei



Figura 2. Evaluacion del efecto del BAP y AIB sobre el nimero de brotes de
P. elongata x P. fortunei
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Figura 3. Interaccion entre los factores correspondientes a diferentes concentraciones de BAP y AIB sobre la longitud de los brotes in vitro en Paulownia

elongata X fortunei

Figura 4. Evaluacion del efecto del BAP y AIB sobre la longitud de los brotes
de P, elongata x P. fortunei.

Fase de enraizamiento

Después de cuatro semanas se evaluo el efecto de cuatro
concentraciones de AIB sobre el porcentaje de enraizamiento
y nimero de raices por explante. Respecto al porcentaje de
enraizamiento (figura 5) las medias de los tratamientos pre-
sentaron diferencias significativas. De acuerdo con el test de
Tukey se encontré que las concentraciones de 1y 3 mglL™ pre-
sentaron los mayores porcentajes de enraizamiento del 85% y
82% respectivamente.

Porcentaje de enraizamiento

o 05 1 3
Acido indolbutirico AIB (mg/L)

Figura 5. Efecto de diferentes concentraciones de AIB sobre el porcentaje
de enraizamiento in vitro de brotes de P. elongata x P. fortunei.

Con relacidn al nimero de raices los tratamientos donde
se utilizaron concentraciones de 1y 3 mglL™* tuvieron la mejor
respuesta con 3.4 y 3 raices por brote respectivamente (figu-
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ra 6). Estos resultados coinciden con los encontrados por/,
quienes encontraron porcentajes de enraizamiento del 66.6%
y 3.57 raices/brote en P. kawakamii. De igual manera* en P, to-
mentosa encontraron que el empleo de IBA (0.5 mglL?) tuvo la
mejor respuesta de enraizamiento mayor del 95%.
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Figura 6. Efecto de diferentes concentraciones de AIB sobre el nimero de
raices in vitro de P. elongata x P. fortunei
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En la figura 7 se muestran los estados de desarrollo de
P. elongata x P. fortunei propagados in vitro. La primera fase
de establecimiento se logré con la siembra de entrenudos los
cuales se desinfectaron con etanol (70%) durante dos minutos
e hipoclorito de sodio (1%) durante diez minutos. La prolife-
racion se desarrollé en el medio de cultivo MS suplementado
con BAP (1.5 mgL) mas AIB (0.2 mgL™), donde después de 60
dias se estabhilizé en la produccién media de 4 brotes / explante
cada cuatro semanas. El enraizamiento se desarrollé con AIB
(1 mgL) con un porcentaje del 85% a los 30 dias.

|
Conclusiones y recomendaciones

la tecnologia de cultivo in vitro permite mejorar el acceso
a una gran cantidad de plantas a partir de cantidades minimas
de material vegetal, y su desarrollo productivo representa una
oportunidad de crecimiento y diversificacién a nivel del sec-
tor forestal de nuestro pais; asimismo, estos cultivos podrian
usarse para predecir las respuestas de las plantas a los conta-
minantes ambientales, y asf reducir el costo de los experimen-
tos de plantas convencionales.
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Figura 7. Diferentes fases de desarrollo de P. Paulownia
elongata X fortunei propagado in vitro. A. Fase de estableci-
miento. B. Fase de proliferacién. C. Fase de enraizamiento. D.
Aclimatizacion.



