Inicio > Vol. 20, Num. 2 (2015) > Dirchwolf

ARTICULO ORIGINAL

Establecimiento de un método de propagacion
vegetativa para Catharanthus roseus (L.)

Elaboration of a method for vegetative propagation
ofCatharanthus roseus (L.)

Ing. Pamela Maia Dirchwolf,’ Mgter. Maria Andrea Schroeder™

I'Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET). Argentina.
I Catedra de Quimica Analitica y Agricola. Facultad de Ciencias Agrarias.

Universidad Nacional del Nordeste. Argentina.

RESUMEN

Introduccion: catharanthus roseus (L.) , es una planta apreciada por ser una
fuente de alcaloides utilizados como quimioterapicos.

Objetivo: estudiar diferentes factores que inciden en el enraizamiento, para
optimizar su multiplicacion vegetativa por estacas.

Métodos: se probaron dos tipos de estacas (terminal y subterminal) a partir de
plantas jovenes y adultas, tres sustratos (tierra de monte, sustrato comercial y
arena) y un promotor de enraizamiento (acido naftalén acético). El diseno
experimental fue bloques al azar con tres repeticiones, en un arreglo factorial
2x2x3. Las variables evaluadas fueron: porcentaje de enraizamiento, nimero,
longitud de raices y porcentaje de brotacion; valoradas a los 60 dias. Se analizd el

perfil nutricional de las [aminas foliares.
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Resultados: en estacas de plantas jovenes el mejor sustrato para las variables
relacionadas con el desarrollo radical fue la arena. El factor estaca arrojo
diferencias significativas en el nivel subterminal en cuanto al enraizamiento y
numero de raices, mientras que la aplicacion del promotor no mostré diferencias
significativas. En estacas de plantas adultas el porcentaje de enraizamiento y en la
longitud de raices fueron significativos mayores en el sustrato comercial. El factor
estaca no presentd diferencias significativas, mientras que el factor promotor
mostré una mejor respuesta sin su agregado en la brotacion. El nimero de raices,
su longitud, y la brotacion fue significativa; mayor en estacas de plantas jovenes,
en comparacién con las de plantas adultas. Se obtuvieron diferencias significativas
en el contenido de N, Zn y Mn, el cual fue mayor en plantas adultas; mientras que
el K fue mayor en plantas jévenes.

Conclusiones: la propagacién vegetativa mediante estacas de C. roseus fue
posible, y permitié obtener en forma rapida y simple, plantas de porte homogéneo.
La multiplicacion fue favorecida al utilizar estacas provenientes de plantas jovenes,

subterminales, en arena, sin Acido 1-naftalén-acético.

Palabras clave: multiplicacion vegetativa, estacas, Catharanthus roseus, plantas
de menos de un afio de edad, plantas de mas de un afio, sustrato, acido naftalén

acético.

ABSTRACT

Introduction: catharanthus roseus var. roseus (L.), is a prized plant because it
has several antitumor alkaloids.

Objective: to evaluate the effect of indoleacetic acid, cutting types, plant age and
substrates on Catharanthus roseus (L.) rooting.

Methods: the experiment was arranged in a complete randomized design with a 2
x 2 x 3 factorial with three replications, with two ANA concentrations (0 and 1000
ppm), two positions in the stem (terminal and subterminal) and three types of
substrate (commercial substrate, local low fertility soil and sand) in plants aged less
and more than a year. After 60 days, percentage of rooted cuttings, root number
and length, and percentage of sprouting were evaluated. A nutritional analysis of
leaf blades was performed.

Results: the best scores in terms of rooting rates were obtained for the sand, the
subterminal portion of the branch and without the rooting promoting substance, in
younger plants. Older cuttings best development was found in commercial

substrate. No statistical differences were found between cutting types or with or



without the rooting promoting substance. Root length and number, as well as
sprouting were significantly better using younger cuttings. Nitrogen, Zinc and
Manganese content were significantly superior in older plants, but Potassium was
higher in the younger ones.

Conclusion: the results obtained demonstrate that the potential of C. roseus to be
propagated by cuttings is possible, and that is even better if subterminal young

cuttings, in sand, without rooting promoters are used.

Key words: vegetative propagation, cuttings, Catharanthus roseus, plants ages,
substrate, rooting promoter.

INTRODUCCION

Catharanthus roseus (L.) es una planta muy apreciada por ser una fuente de
alcaloides utilizados como quimioterapéuticos, de actividad anticancerigena.!™ Si
bien produce centenas, dos revisten especial importancia: la vinblastina, utilizada
en el tratamiento del mal de Hodgkin y la vincristina, empleada para tratar la
leucemia.® Segun Loyola-Vargas y colaboradores,® el proceso de elaboracién de un
kilogramo de vinblastina tiene un costo de 1 millén de délares, mientras que son
necesarios 3,5 millones para producir la misma cantidad de vincristina. El alto
importe de estas sustancias se debe a que se encuentran en concentraciones muy
bajas en la parte aérea del vegetal (alrededor de 0,0005 % PS); por lo que se
requiere media tonelada de hojas secas de C. roseus para la obtencién de 1 gramo
de vinblastina;’ mientras que para producir 1 kilogramo de vincristina son utilizados
530 kg.® Ademds, su extraccién es muy complicada debido a que se lleva a cabo en

presencia de otros 200 compuestos con propiedades quimicas y fisicas similares.®

C. roseus es muy usual cultivada como ornamental,??

en la localidad de Lavalle,
provincia de Corrientes, existen establecimientos dedicados a su produccion para
suministrar materia prima a laboratorios destinados a la extraccién de sus

alcaloides, situados en la provincia de Entre Rios.

Dichos invernaderos obtienen sus plantines a partir de semillas, método natural que
presenta como desventaja la desuniformidad en el material genético, debido a la

condicién alégama de la especie.’ Dicho de otra manera, resulta dificil obtener un



stand de plantas homogéneo, que pueda ser cosechado en el momento adecuado.
Por ello, y por la necesidad de disponer de un sistema de clonacién apto para la
region, se llevé a cabo el siguiente trabajo, cuyo objetivo principal es elaborar un
protocolo de propagacidon vegetativa de C. roseus que permita obtener una mayor
cantidad de especimenes idénticos al material de partida. Dado que el éxito en el
enraizamiento de una estaca depende de factores internos como la edad de la
planta madre o la posicién de la estaca en el tallo; y de factores externos como el
lecho de enraizamiento y la aplicaciéon de promotores de desarrollo radical; se

tuvieron éstos en consideracion al realizar la investigacion.

METODOS

La experiencia fue llevada a cabo en un invernadero de vidrio de la Facultad de
Ciencias Agrarias (FCA), de la Universidad Nacional del Nordeste (UNNE), en la

provincia de Corrientes, Argentina.

Se seleccionaron 54 ejemplares jévenes (menores a un afo) de C. roseus (L.),
Herbario del Instituto de Botanica del Nordeste, Corrientes, Argentina, CTES 3472,
provenientes de un establecimiento comercial de Lavalle, sanos y sin ningun tipo de
estrés visible. Asimismo, para la evaluacién del comportamiento de plantas adultas,
se escogieron plantas de mas de un afio de edad del Campo Didactico Experimental
FCA - UNNE, situado en Ruta N° 12, km 1032, Corrientes Capital, se tomd el mismo

criterio para su eleccion.

Las plantas jovenes crecieron en una mezcla de tierra negra abonada con perlita;
mientras que las adultas se desarrollaron directo en el suelo de dicho Campo
Didactico Experimental, el cual corresponde a la serie Ensenada Grande
(Udipsament argicos).® Es un suelo de baja fertilidad y baja retencién de humedad.
La obtencidn de las estacas fue realizada mediante el uso de tijeras de podar. Se
utilizaron dos tipos de estacas: terminales y subterminales; se considera
terminales, a la porcién apical de la rama, se tomé los primeros 10 a 15 cm a partir
del apice, con mas de 4 yemas. Las estacas subterminales fueron recogidas con el
mismo criterio; presentaban una tonalidad rojiza, y una consistencia menos tierna y
flexible, en especial aquellas provenientes de plantas adultas. Todas las estacas

fueron despojadas de sus hojas para evitar su deshidratacion.

Las estacas que recibieron el tratamiento con producto comercial promotor del

enraizamiento fueron sumergidas hasta sus dos tercios inferiores en una solucién



deFertifox Hormona, cuyo principio activo es el Acido 1-naftalén-acético (ANA), al
0,1 % (1000ppm), durante 30 minutos. Se aplicd un fungicida de contacto en la
base de todas las estacas, conocido en lo comdn, como “Captan” (N-

(triclorometiltio) ciclohex-4-eno-1,2-dicarboximida).

Fueron probados tres sustratos diferentes: arena, tierra de monte (obtenida del
Campo Didactico Experimental, FCA - UNNE) y sustrato comercial (tierra negra
abonada, originaria de Corrientes), previo esterilizados en recipientes de aluminio
en estufa, a 150 °C durante 8 horas. La plantacién fue realizada en macetas
individuales de 150 cm?, consistentes en vasos térmicos de poliestireno expandido
(telgopor), con orificios inferiores para favorecer el drenaje en hoyos antes
realizados, con el fin de preservar la base de las estacas de cualquier dafio

mecanico. Las macetas fueron mantenidas en condiciones de invernadero.

Para el ensayo fue utilizado un disefio experimental de bloques al azar, con tres
estacas por repeticidon, en un arreglo factorial de 2x2x3. Los factores analizados
fueron: tratamiento hormonal ANA (con y sin), tipo de estaca (terminal y

subterminal) y tipo de sustrato (arena, tierra de monte y sustrato comercial), en

estacas obtenidas de plantas jovenes y adultas.

Las variables evaluadas fueron los porcentajes de enraizamiento (%), nimero de
raices por estaca, longitud de raices (cm) y porcentajes de estacas con brotacién

(%). La toma de datos se realizé a los 60 dias de la fecha de plantacién.

Se realizé un analisis nutricional de las hojas de C. roseus, las que fueron secadas
en estufa (60 °C) durante 72 h aproximadas hasta peso constante, y luego molidas
mediante molinillo mecéanico tipo Willey (malla 20). Se determiné el Nitrégeno por
el método deKjeldhal, el Fésforo por espectrometria UV-Visible (Método Murphy -
Riley), y los demas macronutrientes, asi como también la totalidad de los

microelementos por espectrometria de absorcion atémica.!!

Los resultados se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) y segun
correspondieron las medias aritméticas fueron comparadas con el test de
comparaciones multiples de Tukey (p <= 0,05) o con t de Student para muestras

independientes (p < 0,05), fue empleado el Software Infostat.

RESULTADOS

Factor sustrato



A partir de estacas provenientes de plantas de mas de un afo de edad reflejan que
los niveles de arena y sustrato comercial fueron muy diferentes entre si, en cuanto
al porcentaje de enraizamiento y longitud de raices, a favor del nivel sustrato

comercial. La tierra de monte tuvo un comportamiento intermedio.
Factor estaca

En estacas procedentes de plantas menores a un afio, hubo diferencias
significativas en cuanto al porcentaje de enraizamiento y el nUmero de raices, a
favor del nivel estaca subterminal, mientras que para el resto de las variables
analizadas no hubo diferencias. Sin embargo, en las estacas provenientes de
plantas adultas, es decir de mas de un afo, este factor no presenté diferencias

significativas en ningan caso (Figura).
Factor hormona

No mostré diferencias significativas para ninguna de las variables evaluadas en el
caso de estacas procedentes de plantas jovenes. Los resultados obtenidos en
estacas provenientes de plantas adultas fueron muy similares, observandose
diferencias significativas en el porcentaje de brotacién, el cual fue mayor para el

nivel sin el regulador de crecimiento.

La tabla 1 refiere el efecto del sustrato, tipo de estaca, y uso de Acido 1-naftalén-
acético (ANA) sobre la rizogénesis y la brotacién de estacas procedentes de plantas

jévenes y adultas de Catharanthus roseus.

Al comparar el efecto de la edad de la planta de la cual procedian las estacas,
observamos que no hubo diferencias significativas en cuanto al % de
enraizamiento, pero si las hubo para las restantes variables analizadas a favor del

nivel estacas, en aquellas provenientes de plantas de menos de un afio (tabla 2).

Los macronutrientes no arrojaron diferencias significativas a excepcion del N y K.
La concentracion de nitrégeno foliar fue superior en las plantas madres adultas;
mientras que la del potasio fue significativo superior en las plantas jévenes. Con
relacion a los micronutrientes, tanto el Mn como el Zn se hallaron en mayor

concentracion en plantas adultas (tabla 3).

DISCUSION
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El hecho de que el sustrato arena haya sido mas conveniente para el desarrollo
radical en el material que proviene de plantas jovenes, se debié a la mayor
humedad de sus tejidos, debido a que éstos no se encontraban lignificados.*** El
mantenimiento del agua necesaria en ellos, por ende, favorecid a la iniciacion del
proceso de rizogénesis. La gran longitud alcanzada por las raices se debe a la
busqueda de la humedad edafica, la cual pronto fue evacuada por los macroporos
que caracterizan dicho sustrato.!* Este proceso fue estudiado por Acevedo,® quien
asegura que si bien existe un cierto movimiento ascendente del agua hacia el
cultivo; fluctua considerable, segun la textura del suelo, mientras que el
crecimiento radical tiene un papel preponderante en el proceso de absorcion de

agua.

Las estacas provenientes del material adulto se desarrollaron mejor en el sustrato
comercial que no sélo contiene materia organica, sino también una mayor
proporcion de microporos; elementos que contribuyen al almacenamiento de
humedad, factor que pudo haber incidido dada la mayor lignificacién del material

vegetal y su menor contenido de agua.**®

Con respecto a la brotacién observada en las estacas provenientes de plantas
jévenes en la arena, es debido al alto desarrollo radical presentado; la estaca
obtuvo la humedad necesaria como para poder movilizar sus reservas y despertar
las yemas de la porcion superior. En cuanto al sustrato comercial, proporcion6 a las

estacas suficiente humedad para evitar su desecacién y permitir su brotacion.

Al comparar los mejores sustratos, es decir la arena en el caso de las estacas
obtenidas, a partir de plantas jévenes, y el sustrato comercial en aquellas estacas
adquiridas en plantas adultas; se tuvo en cuenta que los valores de las variables
evaluadas en el primer sustrato fueron muy superiores a los encontrados en el
segundo. Se considerd que seria mas conveniente utilizar arena como sustrato,
dada su facil accesibilidad y reproducibilidad. Esto ultimo fue observado

por Plaizier,’” quien aconseja que se utilicen suelos arenosos para el cultivo de esta
planta, ya que en condiciones naturales se localiza en arenales costeros o terrenos

interiores de esta textura.

En cuanto al factor estaca, los resultados logrados no concuerdan con aquellos
obtenidos por Aroucha Santos y colaboradores,'® quienes consiguieron diferencias
significativas a favor de las estacas terminales en la propagacién de C. roseus. Sin
embargo, Granda y Acosta'® habian comentado la posibilidad de propagar esta
planta mediante estacas de tallos semilignificados, es decir, subterminales, con una

brotacion muy superior al obtenido con las estacas de yemas terminales.



Seguln Fachinello,*® el mejor comportamiento de las estacas subterminales estd
asociado a la lignificacidon del material y a la mayor reserva de carbohidratos que
contienen, en comparacién con las terminales. Sin embargo, Hartmann y

Kester,?! expresan que el mejor enraizamiento de las estacas apicales probable, se
deba a la posibilidad de que en el apice haya mayor concentracion de sustancias
enddgenas promotoras del enraizamiento, ya que las mismas se originan en las
yemas apicales; lo que no se evidencio en este trabajo, dado que las estacas

terminales no fueron superiores en ningln caso.

Se considerd que la sensibilidad ocasionada por la menor lignificacion de las estacas
terminales del material procedente de plantas jévenes, pudo ser la causa del menor
desarrollo radical de éstas; debido a que de haber sido influenciado por las
hormonas. No sdélo deberia haber sido mayor el desarrollo en las estacas apicales,
sino que también se deberia haber producido el mismo resultado en las estacas
provenientes de plantas adultas, dado que sus porciones apicales son de igual

productoras de dichas sustancias.

Por lo antedicho, el tipo de estacas es significativo para lograr mayores porcentajes
de enraizamiento y nimero de raices por estacas, a favor de las estacas
subterminales, obtenidas a partir de plantas menores de un afio; debido a tener
una combinacién favorable entre lignificacién de sus paredes, junto con suficientes
carbohidratos de reserva, ademas, de yemas lo suficiente jovenes como para una

rapida desdiferenciacion.

Los resultados obtenidos al evaluar el factor promotor de enraizamiento coinciden
con aquellos obtenidos por Aroucha Santos y colaboradores,'® ensayo en el cual no
se encontraron diferencias significativas en el uso de 0 a 800 ppm de IBA en la
propagacion por estacas de C. roseus, como asi también con Waizel.?* Investigacién
en la cual arribé a un 20 % de enraizamiento en esta misma especie, sin
tratamiento hormonal; lo cual podria indicar que las estacas de C. roseus poseen un
adecuado nivel endégeno de auxinas para iniciar la formacién de raices adventicias
(mayor a 35 % en todos los casos), proceso que no se ve favorecido con el

pretratamiento con ANA al 0,1 % (1000 ppm).

Segun Taiz y Zeiger,” los elementos minerales en las plantas varian, entre otras
cosas, de acuerdo con la edad de la planta, por lo que se determiné la
concentracion de los principales macro y micronutrientes en las hojas de plantas
sanas de C. roseus del afio, y de mas de un afio de edad, de modo de constatar si
las diferencias observadas en el comportamiento durante el ensayo, se deben a la

situacidn nutricional de los distintos materiales de partida.



Las concentraciones foliares de todos los nutrientes evaluados se encontraron
dentro del rango expuesto por Mills y Benton Jones,** excepto el Mg, elemento que

se hallaba en déficit, en plantas tanto jévenes como adultas.

El hecho de que las plantas adultas hayan presentado una mayor concentracién de
N, Zn y Mn, es probable que se explique por la presencia de micorrizas, término
gue literal, significa “raices fungosas”, que describe la simbiosis entre hongos
micorricicos y raices de plantas.?>?’ Las especies de hongos micorricicos asociadas
a C. roseus pertenecen al género Glomus,?®>* hongos que se encuentran presentes
en el suelo del Campo Didactico Experimental FCA - UNNE,? lugar de donde fueron
extraidas dichas plantas. Los hongos micorricicos arbusculares aumentan el area de
absorcion radical y mejoran la absorcion de elementos minerales (P, N, Zn, Cu, Mn,

etc.).30-32

Al encontrarse concentraciones 6ptimas de nutrientes, tanto en plantas jovenes
como adultas, el que haya una mayor concentracion de N, Zn y Mn en las Gltimas,

no incidiria en el porcentaje de enraizamiento y brotacién.

Al comparar las edades del material de partida, se evidencié que si bien el
porcentaje de enraizamiento fue muy similar, tanto en estacas obtenidas a partir de
plantas jovenes como en aquellas provenientes de adultas, no ocurrié lo mismo con
el resto de las variables en evaluacién, lo cual demostré que seria conveniente

partir del material vegetal joven para la propagacion vegetativa de esta especie.
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