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Resumen

Summary

Debido a que Handroanthus heptaphyllus (Lapacho rosado) no se
reproduce con facilidad naturalmente por pérdida de la capacidad
germinativa de sus semillas a corto tiempo, ha sido estudiado el
efecto de la presencia de la testa sobre dicho parametro luego de
un lapso de almacenamiento prolongado. Las semillas cosechadas
fueron almacenadas en camara fria a 4°C durante 1, 6, 12 y 24
meses. Al evaluar los porcentajes de germinacion de las semillas
con testa, se obtuvo un 100% en aquellas que fueron almacenadas
durante 1 mes, mientras que a mayor tiempo de almacenaje la
misma descendié hasta hacerse nula a los 24 meses. Sobre las
semillas con mayor tiempo de almacenamiento se ensayo la prue-
ba topografica por Tetrazolio para evaluar la viabilidad del lote,
resultando el 100% viables; en las pruebas de germinacion estan-
darizada este lote no registro germinacion alguna, mientras que en
la germinacion in vitro con previa remocion de la testa antes de ser
sembrada los indicadores indirectos de vigor evaluados, indice de
velocidad de germinacion (IVG) y tiempo medio de germinacion
(TMG) registraron valores de 3,4340,92 dias y 3,34+0,61 semi-
llas/dia, respectivamente. Por ello este trabajo demuestra que
existe una relacion entre la presencia de la testa y los bajos valores
de germinacion registrada; y que con solo la remocion de la misma
podria aumentarse la disponibilidad de plantulas germinadas.
Ademas se ha logrado generar informacion acerca de la conserva-
cidn de semillas de esta especie.

Palabras claves: lapacho rosado, germinacion, viabilidad.

Introduccion

Handroanthus heptaphyllus (Pink lapacho) is not easily repro-
duced in natural environments due to the loss of the germination
capacity of its seeds after short storage periods. The aim of this
work was to study the effect of the presence of the seed coat on the
germination capacity of H. heptaphyllus seeds after prolonged
storage. Seeds were stored in a cold chamber at 4°C for 1, 6, 12
and 24 months. The germination percentage for seeds with seed
coats was 100% for the 1-month storage period; this percentage
lowered under longer periods of storage, reaching 0% for the
24-month period. The viability of seeds stored for 24 months
evaluated with Topographical Tetrazolium tests was 100%;
however, no seed in this batch germinated with the standard
germination tests. For the in vitro germination tests, the Germi-
nation Velocity Index (GVI) and the Average Period of Germina-
tion (APG) of seeds with their seed coats previously removed
were 3.43+0.92 days and 3.34+0.92 seeds/day respectively. This
study has shown that there is a relation between the low viability
recorded and the presence of the seed coat, and that its removal
alone could increase the availability of germinated seedlings.
Furthermore, it has generated information about seed conserva-
tion of this species.

Keywords: pink lapacho, germination, viability.

Handroanthus heptaphyllus (lapacho rosado) pertenece a la
familia Bignoniaceae. Es una especie que muestra preferencia
por habitats higréfilos a mesohigrofilos (Justiniano et al. 2000),
de crecimiento lento y longeva (Tortorelli, 1956). Naturalmente
se la encuentra en zonas de selvas tropicales (Mori et al., 2012);
es una especie representativa del bosque semideciduo estacional
de la Mata Atlantica (Ramos e al.,2008).

En Argentina se distribuye en el Este de las provincias de Formo-
sa 'y Chaco, Noreste de Santa Fe y Entre Rios, y gran parte de
Corrientes y Misiones, asociada a areas fluviales (Lozano &
Zapater, 2008; Zapater et al., 2009).

Esta especie se ha convertido en una de las mas populares por
varias cuestiones ambientales y econdmicas; como ser el lapa-
chol obtenido de la corteza, que la ha posicionado en un nuevo
mercado, siendo una alternativa prometedora como herramienta
terapéutica para el control de termitas, en dosis adecuadas, por

sus efectos repelente y termicida (Arcos-Roa et al., 2007; Marti-
nez et al., 2012). Se utiliza ampliamente en medicina por sus
propiedades antitumorales y antiinflamatorias (Alonso, 2000).
Por las caracteristicas xilotecnoldgicas, es muy atractiva para la
industria de muebles de calidad y posee un alto valor maderero
(Paula & Alves, 1997). Es asi que ha despertado el interés de
muchas empresas del sector, sobre todo en Brasil y; como conse-
cuencia, su explotacion ha llevado a una fuerte pérdida del recur-
so natural. También es utilizada como planta ornamental y para
larestauracion de bosques de ribera, porque se desarrolla bien en
suelos adyacentes a cursos de agua (Moreira & Souza, 1987).

Sibien esta especie se propaga cominmente por semilla, presen-
ta el inconveniente de que durante su almacenamiento presentan
variaciones en términos de calidad, teniendo un poder germinati-
vo que rapidamente se ve reducido (Carvalho, 1994); Maeda y
Matthes (1984) han encontrado una merma del 47% en la germi-
nacion después de 120 dias de la cosecha. En condiciones de
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invernadero con los cuidados del caso e inmediatamente después
de cosechadas las semillas, se alcanzan porcentajes de germina-
cion del 80-90 % (Zapater et al., 2006) mientras que en condicio-
nes in vitro no supera el 50 % (Higa, 2006). El estudio de la con-
servacion y almacenamiento de semillas de Lapacho se hace
necesario para un desarrollo adecuado y permanente de proyec-
tos productivos en los que este insumo no sea limitante.

Sus semillas se clasifican como ortodoxas, no toleran largos
periodos de almacenamiento a menos que sean conservadas en
camara fria/seca (Brack et al., 2011); por lo que algunos autores
sugieren que se comportaria como xerofobicas, ya que pierden
su viabilidad por deshidratacion producida por el medio donde
se encuentren, sea éste de almacenamiento o natural (Vieira et
al., 1994) y ademas que la germinacion reducida se deberia a una

Materiales y Métodos

accion inhibitoria de los compuestos fendlicos presentes en el
tegumento seminal y semilla (Silva Gilli Martins, 2012). El
efecto de las testas en las semillas puede ser quimico; por la
presencia de inhibidores fendlicos (Selle ez al., 1983) o mecani-
co; impidiendo el flujo necesario de agua y oxigeno para la ger-
minacion (Kelly et al., 1992).

Debido a que H. heptaphyllus no se reproduce con facilidad
naturalmente por pérdida de la capacidad germinativa de sus
semillas a corto tiempo, se estudio el efecto de la presencia de la
testa sobre dicho parametro luego de un lapso de almacenamien-
to prolongado; mediante la germinacion convencional e in vitro
y la Prueba Topografica por Tetrazolio para evaluar viabilidad de
las semillas.

Material vegetal

Las semillas utilizadas fueron cosechadas en la Reserva de Uso
Multiple (26°54'-59'S y 54°12'-18' W) de la Facultad de Ciencias
Forestales de la Universidad Nacional de Misiones, localizada
en el Departamento Guarani - Misiones, en el mes de Noviembre
de 2011 y luego almacenadas en bolsas de polietileno en helade-
ra a 4°C (durante) hasta realizar el ensayo, que se llevo a cabo en
el laboratorio del IBONE-CONICET/Facultad de Ciencias
Agrarias- UNNE, Corrientes.

Almacenamiento de las semillas Las semillas cosechadas
fueron almacenadas en camara fria a 4°C durante 1, 6, 12y 24
meses, en bolsas de polietileno transparente de 30cm x 30cm.

Prueba de germinacién estandarizada: Al momento de
comenzar los ensayos de germinacion las semillas contaban con
un tenor de humedad promedio del 11%; determinado por el
método de estufa a 105 +2 °C por 24 h (BRASIL, 2009), fueron
realizadas 4 repeticiones de 1 g de semillas cada una. Se utiliza-
ron cajas de Petri (una por repeticion) con papel filtro (absorben-
te) y 10 mL de agua bidestilada, realizandose 4 repeticiones de
25 semillas cada una; el nivel de hidratacion se mantuvo cons-
tante adicionando agua cuando se lo requeria. La incubacion se
realizo en una camara de incubacion a 25 +2 °C (ISTA, 1999). El
conteo de semillas germinadas se realiz6 diariamente hasta que
la germinacion se detuvo. Se consideraron germinadas cuando la
radicula alcanz6 2 mm de largo (Labouriau 1983).

Se determino:

Porcentaje de germinacion (PG): con base en las plantulas con
raiz, hipocétilo y epicotilo bien desarrollados, sanas y sin mal-
formaciones (plantulas normales) cada 7 dias de iniciada la
prueba y hasta estabilizarse la germinacion (ISTA, 1999). Se
calculd mediante la formula:

Semillas germinadas

PG (%)= *100

Semillas puestas a germinar

Prueba Topografica por Tetrazolio en semillas almacenadas
por 24 meses: La evaluacion de la calidad de las semillas alma-
cenadas durante 24 meses se realizo a través de Prueba Topogra-
fica por Tetrazolio que se basa en un cambio de coloracion de los
tejidos vivos en presencia de una solucién de la sal de cloruro de
2.3,5-trifeniltetrazolio.

Las semillas fueron pre-acondicionadas en inmersion en agua
durante 24 hs a 27 °C. Transcurrido ese tiempo se retir6 el tegu-
mento de las semillas y fueron colocadas en frascos ambar,

siendo totalmente inmersas en una solucién de tetrazolio (pH
6,5) al 0,5% segun la metodologia propuesta por de Oliveira et
al., (2005) para Tabebuia serratifolia mantenidos en oscuridad a
36 °C, por 24 hs., y una solucion de Tetrazolio al 1% durante 48
hs en oscuridad a 37 °C. Una vez completado el tiempo de incu-
bacion para la tincidn, las semillas fueron lavadas con abundante
agua corriente y se dejaron inmersas en agua hasta el momento
de evaluacion sobre cada semilla individualmente. Se trabajo
con4 repeticiones de 25 semillas.

Los resultados se expresaron en % segun las Categorias para la
prueba de Tetrazolio propuestas por Caravita Abbade y Takaki
(2014) para Tabebuiaroseoalba (Figura 1).

1 2 3 4 5 6

Figura 1: Categorias para la prueba de tetrazolio propuestas por
Caravita Abbade y Takaki (2014): Viable: 1 - embrién con color
rosado o mas oscuro y tejidos normales con apariencia firme; 2 -
Otras regiones con color rosado o mas oscuro y los tejidos firmes
(eje intacto); 3 - menos de 50% de cotiledones descoloridos, no
afecta a la region relacionada con el eje embrionario; Inviable: 4
- Mas de 50% de blanqueada o cotiledones de color negro, o no
afecta a la region de union con el eje embrionario; 5 - embrion
con tincién negro; y 6 - embrion completamente descolorido,
con tejidos flacidos.

Prueba de germinacion in vitro en semillas almacenadas por
24 meses: Para llevar a cabo esta prueba se utilizo el protocolo de
establecimiento de semillas de H. heptaphyllus propuesto por
Duarte y colaboradores (2013), donde las simientes fueron
desprovistas de la testa para ser desinfectadas por inmersion en
una solucion de etanol (70%) durante 1 min, y luego transferidas
auna solucidn de hipoclorito de sodio (NaClO) 15% durante 15
minutos, una vez finalizado el tratamiento de desinfeccion, las
semillas fueron enjuagadas tres veces con agua destilada estéril.
Para la siembra se utiliz6é un medio basal compuesto de las sales
minerales y vitaminas de Murashige y Skoog (1962), reducida a
la mitad de su concentracion original (*2MS), semisolido (agar
0.65%), con una concentracion de sacarosa de 30 gr-L . Los
cultivos fueron incubados durante 7 dias en condiciones de luz
(116 pmol'm™s™, PAR, fotoperiodo 14 hs.) y temperatura (2742
°C) controladas.
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Calculo de vigor a partir de germinacion in vitro de semillas:
Al finalizar el experimento se determind, nimero de semillas
germinadas y algunos indicadores indirectos de vigor tales
como, tiempo medio de germinacidn en dias (TMG) e indice de
velocidad de germinacion (IVG), registrandose diariamente
durante 7 dias.

Para calcular el indice de velocidad de germinacion, se empled la
siguiente formula (Maguire, 1962):

n-1

Donde Girepresenta el nimero de semillas germinadas por diay
Nintumero de dias transcurridos desde el inicio del ensayo.

Resultados y Discusion

El tiempo medio de germinacion busca medir la velocidad y
dispersion de la germinacion a través de la expresion
(Nakagawa, 1999):

Donde Ci representa el numero de semillas germinadas por diay
Ti numero de dias transcurridos desde el inicio del ensayo en que
germinan Ci semillas.

Disefio y analisis estadistico

Los datos de germinacion se sometieron a analisis de varianciay
al test de comparaciones multiples de Tukey (P<0,05), para
determinar el grado de significancia por medio del software
INFOSTAT (2012).

Ensayo de germinacion con semillas almacenadas por dife-
rentes periodos de tiempo

Prueba de germinacion estandarizada

Fuentes corroboran el efecto negativo del tiempo de almacena-
miento particularmente en semillas recalcitrantes de distintas
especies (Hernandez 2000, Rojas et al., 2000, Mora et al., 2003).
Dicha declinacion en la germinacion obedece a la reduccion del
contenido de humedad en la semilla conforme pasen mas tiempo
en almacenamiento (Carpenter & Ostmark 1994; Vazquez et al.,
1999; Rodriguez et al., 2000).

En esta experiencia las semillas de H. heptaphyllus conservadas
a4°C han registrado un 100% de germinacién a los 30 dias de la
cosecha; perdiendo su capacidad germinativa conforme el tiem-
po de almacenamiento transcurrio, llegando a hacerse nula a los
24 meses de almacenamiento (Tabla 1; Figura 2), aun mante-
niéndolas a baja temperatura. Existen antecedentes en el género
como el de Cabezas (1995) quien reporto resultados en un con-
génere como lo es Tabebuia rosea, donde se obtuvo 100% de
germinacion inmediatamente despucs de la cosecha de semillas
almacenadas a temperatura ambiente; mientras que a los 30 dias
posteriores ya se registraba una merma en larespuesta a la germi-
nacion siendo ésta de solo el 10%, lo que indica que bajo condi-
ciones naturales de almacenamiento la capacidad germinativa se
conserva por periodos muy cortos. Es un hecho que la temperatu-
ra del ambiente de almacenamiento es un factor critico que
requiere cuidadosa atencion.

Cuanto mas baja sea la temperatura, durante mas tiempo podran
ser almacenadas las semillas sin problemas (FAO, 2011); aunque
en el caso de la especie en estudio la temperatura de almacena-
miento que se manejo no prolongo la capacidad germinativa.

Tabla 1: Porcentajes de germinacion (PG) de semillas enteras
(con testa) almacenadas por diferentes periodos de tiempo. Los
valores expresan el promedio de 4 réplicas de 25 semillas = SD
(n=100).

Tiempo de almacenamiento PG (%)
(Meses)
1 100 £ 0*
6 83,33 +20,79"
12 75,40 £9,05°
24 00

Figura 2: Prueba de germinacion estandarizada de las semillas
de H. heptaphyllus almacenadas durante 1 (A), 6 (B), 12 (C)y 24
(D) meses.

.

En Handroanthus albus 1a germinacion de las semillas fue favore-
cida por periodos de almacenamiento de tres a seis meses con
valores de 88% y 84%, respectivamente. Mientras que el porcen-
taje de germinacion de semillas recién cosechadas fue del 72% y
tuvo un aumento durante los seis primeros meses de almacena-
miento, pero a partir de este punto se observo una reduccion gra-
dual en la germinacion, alcanzando el 18% a los 12 meses (Shiba-
ta et al., 2012). Cambios en el porcentaje de germinacion ya han
sido encontrados por otros autores para diferentes especies dentro
del mismo género. Kano ez al., (1978) han observado que la ger-
minacién de las semillas de Tabebuia chrysotricha después de 15
dias de almacenamiento bajo condiciones de camara seca, tiene
una disminucion del porcentaje de germinacion del 78 % al 63 %
en 30 dias, y mientras que de nuevo aumentaron a 85 % en 63 dias
para las semillas de Tabebuia impetiginosa; Mello y Eira (1995)
han observado un aumento del 15% en la germinacion de las
semillas almacenadas durante 18 meses a-29 ° C.
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Prueba Topografica por Tetrazolio en semillas almacenadas
por 24 meses

Las pruebas de germinacion muestran dificultades a la hora de
aplicarlas en semillas de especies con fuerte letargo, como ser las
de especies lefiosas. La alternativa a estos ensayos de germina-
cion la ofrece la Prueba Topografica por Tetrazolio, que se
encuentra bien desarrollada por el International Seed Testing
Association; es un hecho también que muchas especies de arbo-
les y arbustos no se encuentran bien reflejadas en estas normas, o
incluso ni aparecen, como ocurre con muchas de nuestra flora
(Savonen, 1999; Steiner et al., 1999). Para la evaluacion de la
prueba de Tetrazolio, se tomd como referencia las categorias de
semillas viables y no viables propuestas por Caravita Abbade y
Takaki (2014) para un congénere de la especie en estudio; en
nuestro caso se encontraron las tres primeras categorias de 1 a 3
(Tabla 2); por ende el 100% de las semillas almacenadas durante
24 meses fueron viables segun esta clasificacion (Figura 3).

Tabla 2: Porcentajes de viabilidad mediante la prueba topografi-
ca de tertrazolio de semillas almacenadas durante 24 meses
desprovistas de testa. Los valores expresan el promedio de 4
réplicas de 25 semillas + SD (n=100).

Clasificacion % Categorias

1 2 3

Semillas viables 100 88,0042,65 8,33+0,58 3,66+1,15

Semillas no viables 0 - - -

Figura 3: Tincion de las semillas de H. heptaphyllus almacena-
das durante 24 meses con la Prueba Topografica por Tetrazolio.

Poveoee
X X K X X J

Maeda y Mathes (1984), han investigado acerca de la viabilidad
en semillas de Tabebuia chrysotricha, avellanedae, impetigino-
sa, rosea'y heptaphylla; encontrando diferencias en las tasas de
germinacion; reportando ademas que la viabilidad de las semi-
llas de este género se prolonga cuando se conserva en envases de
vidrio hermético o en bolsas de papel, haciendo hincapié en que
las semillas almacenadas a temperatura ambiente han tenido
menor longevidad. Cabral et al., (2003) por su parte ha obtenido
mayores tasas de germinacion (superiores al 80%) en semillas de
hasta 120 dias de cosechadas, probablemente debido al hecho de
que se almacenan en camara fria y sin humedad.

En ocasiones se recomienda este test como buen predictor de la
germinacion, tanto para semillas de Quercus como de otras
especies forestales; aunque presenta algunos inconvenientes
(Bonner 1984, ISTA 1999, Moreno-Alvarez et al., 2001); posi-

blemente la mayor dificultad es encontrar un protocolo adapta-
do, de forma que las tinciones sean lo suficientemente homogé-
neas para asegurar una buena interpretacion de los resultados,
que en ocasiones se ven afectados por la cantidad de lipidos,
tiempo de tincion, condiciones de temperatura en las que se lleva
a cabo la reaccion, o incluso experiencia del analizador en dicha
especiey en el método (Benito-Matias ez al.,2004).

Si bien esta prueba ha sido utilizada en numerosas especies
forestales como ser Bombacopsis quinata y Tabebuia rosea
(Cordero, 1994); Enterolobium cyclocarpum, Gliricida sepium
y Delonix regia (Pivaral Leiva, 1999), Pinus pinea (Benito-
Matias, 2004); Schinopsis balansae (Alzugaray et al., 2005);
Acacia melanoxylon (Velasquez, 2006); Aspidosperma quebra-
cho-blanco (Alzugaray et al., 2006); Rubia fruticosa (Marrero et
al., 2007); Maytenus vitis-idaea (Bueno et al., 2009) entre otras;
para la especie en estudio no existen reportes acerca de su uso.

Germinacién in vitro de semillas con 24 meses de almacena-
miento

Para romper la latencia y lograr mayor germinacién, en muchas
especies se recomienda la escarificacion manual que ofrece un
método confiable de tratamiento con el que se puede lograr un
alto porcentaje de germinacion, y que puede incluir la remocion
de la testa, del opérculo o la extraccion del embrion (Baskin &
Baskin 2004). En la germinacion in vitro de estas semillas se ha
logrado porcentajes de germinacion de un 100% (Tabla 3), y s6lo
con la remociodn de la testa, previa a su desinfeccion para luego
incubarla, se ha mejorado el proceso en cuestion.

Después de la cosecha, generalmente durante el almacenamien-
to, las semillas pueden presentar cambios fisioldgicos tales
como formacion de compuestos quimicos y modificaciones en
proteinas almacenadas en la semilla. Estas reservas acumuladas
son responsables de las funciones vitales de las semillas, ademas
de afectar directamente su potencial de almacenamiento (Shiba-
ta et al., 2012). Por ello las variaciones en las respuestas de ger-
minacion de semillas pueden deberse, entre otros factores, a la
dormicion o a reacciones fisioldgicas y/o bioquimicas (Chunjie
et al., 2002; Mycock & Berjak, 1995). Pero también existen
reportes de la presencia de compuestos fenolicos en el tegumen-
to de las semillas (floridizim, acido salicilico, acido clorogénico
y cumarina) que pueden actuar como inhibidores de la germina-
cién por consumir oxigeno durante el proceso de oxidacion
(Bewley & Black, 1994). Moreira de Carvalho et al., (2008)
reportaron para el género Handroanthus (ex Tabebuia), que
contenidos altos de polifenoles resultan en una baja germinacion
de las semillas. Por lo tanto, las semillas pueden mostrar cambios
fisiologicos y bioquimicos, derivados de las condiciones a las
que fueron sometidas durante el almacenamiento, tales como
humedad, temperatura de conservacion, tiempo de almacena-
miento y recipientes en los que se almacena.

Queda demostrado asi que la eliminacion de la testa puede favo-
recer la germinacion; probablemente debido a que en ella se
encuentran concentrados inhibidores (compuestos fenolicos)
(Bewley & Black, 1994; Silva Gilli Martins, 2012). Oliveira
(2004) observod que sometiendo a las semillas de este género al
envejecimiento artificial se podria reducir el contenido de feno-
les y aumentar la germinacion. Las pruebas de envejecimiento
acelerado o artificial son reconocidas para evaluar el vigor de
semillas de diversas especies, siendo capaz de proporcionar
informacion con un alto grado de consistencia (Tekrony, 1995).
Tiene como principio una aceleracion artificial de la tasa de
deterioro de semillas a través de la exposicion a niveles elevados
de temperatura y humedad relativa, considerando estos factores
ambientales preponderantes en la intensidad y velocidad del
deterioro (Filho, 1999). Bajo esas condiciones, semillas de baja
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calidad se deterioran mas rapidamente que las mas vigorosas,
presentando una reduccidn significativa de la viabilidad.

En cuanto al analisis de los parametros de vigor, se logré regis-
trar un TMG a los 3,43+0,92 dias y un IVG de 3,34 +0,61 semi-
llas/dia (Tabla 3); para la especie existen reportes de IVG de 1,27
(Higa, 20006) a 6,7 semillas/dia (Anghiononi Bocchese, 2008)
para germinacion convencional; mientras que para germinacion
in vitro el IVG es de 1,80 semillas/dia (Higa, 2006), mejorando
asi los antecedentes bibliograficos para la especie en estudio; en
tanto que para TMG no existen referencias para poder discutir
los resultados obtenidos.

Conclusiones

Tabla 3: Germinacion y vigor expresado como tiempo medio de
germinacion en dias (TMG) e indice de velocidad de
germinacion (IVG) de semillas almacenadas durante 24 meses
desprovistas de tegumento seminal. Los valores expresan el
promedio de 4 réplicas de 25 semillas+ SD (n=100).

Germinacion TMG IVG
(%)
Germinacion in vitro 100 3,43+0,92 3,34 +0,61

En el presente trabajo se ha logrado un 100% de germinacion de
semillas de H. heptaphyllus, con 24 meses de almacenamiento,
previa remocion de la testa por el método in vitro; lo que ha
permitido aumentar la disponibilidad de plantulas germinadas;
de la misma forma se ha generado informacion acerca de que la
presencia de la testa probablemente sea la responsable de su baja
regeneracion en condiciones naturales, por pérdida de la capaci-
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dad germinativa en sus semillas; ya que en los ensayos de germi-
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