s U

“MULTIPLICACION VEGETATIVA POR ESTACAS DE
Aloysia polystachya (Griseb.) Moldenke”

Trabajo final de graduacion
Modalidad: Tesina

Alumna: Umansky, Susana Inés

Directora: Ing. Agr. (Mgter.) SCHROEDER, Maria Andrea

Tribunal Evaluador:

Ing. Agr. (Dra.) ALAYON LUACES, Paula
Ing. Agr. (Mgter.) BERNARDIS, Aldo Ceferino

Ing.Agr. (Dra.) PEICHOTO, Myriam Carolina

2016


http://www.agr.unne.edu.ar/images/documentos/academica/docentes/schroeder.pdf
http://www.agr.unne.edu.ar/images/documentos/academica/docentes/peichoto.pdf

Titulo:

“Multiplicacion vegetativa por estacas de Aloysia polystachya (Griseb.) Moldenke”

Introduccion:

El consumo de hierbas medicinales y aromaticas en nuestra region es tradicional y
generalizado. Es una costumbre que llega de los guaranies, que tuvieron una nocién amplia
del uso y las propiedades de las plantas nativas e hicieron de ello una aplicacion adecuada
para la prevencion y el tratamiento de varias enfermedades que afectan al hombre (Fretes,
2010).

Es reconocido que las plantas medicinales y aromaticas constituyen un mercado
cada vez mas promisorio para los paises iberoamericanos, en parte por el surgimiento en el
ambito mundial del “consumo verde”, que reconoce la unidad del hombre con la naturaleza
y busca fuentes terapéuticas en ésta; y, en gran medida por la necesidad creciente de
recuperar nuestras raices, nuestra cultura y nuestra identidad (Fretes, 2010).

Aloysia polystachya (Griseb.) Moldenke es un arbusto nativo que habita el norte
argentino y forma parte del Bosque Chaquefio, conocido cominmente como poleo de
castilla, t€¢ de burro o burrito (Martinez, 2005).

Es una de las 30 especies que pertenecen al género Aloysia Palau, ampliamente
distribuidas en América subtropical y templada, desde el sur de los Estados Unidos hasta el
Norte de la Patagonia y Centro de Chile. Frecuentemente en el monte o sotobosque de la
selva. Es un arbusto lefioso, generalmente muy ramificado, de 1 — 2 m de altura, con ramas
delgadas, algo sarmentosas, finamente pubescentes. Hojas glaucas, enteras, lanceoladas,
muy aromaticas, alternas, cortamente pecioladas. Yemas axilares multiples. Inflorescencias
generalmente en espigas cilindricas, con flores blanquecinas, pequeias, axilares. Florece en
verano y otofio y se multiplica por gajos y semillas (Parodi, 1959; Ratera y Ratera 1980;
Mulgura de Romero ef al., 2002).

Adquiere un marcado interés econdémico debido a que sus hojas contienen derivados
terpénicos (Fester et al., 1961), los cuales hacen que las infusiones de las mismas posean
propiedades tonicas carminativas, especialmente digestivas (Martinez Crovetto, 1981;
Ratera y Ratera 1980) y antiespasmoédicas (Berardi, 2010; Consolini et al, 2011). Su
extracto hidroalcohoélico tiene efecto sedante y antidepresivo semejante al inducido por
antidepresivos triticiclicos (Mora et al., 2005; Hellion-Ibarrola e Ibarrola 2008).

En medicina popular, la infusion de las hojas y flores, se utiliza contra dolores de
estomago, trastornos hepaticos, digestiones lentas, empachos, acidez, nduseas y vomitos.
También se lo puede consumir en forma de comprimidos (Aguado et al., 2006).

Industrialmente cultivada para formar parte de la '"yerba mate compuesta”, con
agregado de otras hierbas como cedron, carqueja, menta, limon. Esta planta se encuentra
muy arraigada en el uso popular, puede hallarse tanto en forma silvestre como domesticada
en casas y jardines.

Se ha comprobado su efecto repelente en gorgojos de productos almacenados, tales
como harina, granos, semillas, frutas secas, especies e insecticida sobre Rhyzopertha



dominica, otro gorgojo de los granos almacenados (Gutierrez et al., 2008; Benzi et al.,
2009). Repelente y ovicida de Nezara viridula, la chinche verde que afecta a todo tipo de
cultivos, tomate, pimiento, melon, pepino, cereales, soja (Werdin Gonzalez 2010). No esta
citada en la Farmacopea Argentina.

Antecedentes:

Esta especie ha sido muy estudiada en cuanto a su posicion taxonOmica,
mejoramiento genético y micropropagacion (Burdyn et al., 2006); la composicion quimica
de sus aceites y sus posibles usos farmacologicos. Pero los estudios sobre las practicas
agrondmicas son muy escasos, siendo recientes las investigaciones acerca de este cultivo
(Zumelzu et al., 2000; Schroeder et al., 2007; Berardi 2010; Schroeder y Popoff, 2012).

La Organizacion Mundial de la Salud considera fundamental que se realicen
investigaciones acerca de las plantas utilizadas con fines medicinales y sus principios
activos para garantizar su eficacia y seguridad terapéutica (Carlos et al., 2000); por ello es
importante establecer lineas de accion relacionadas al desarrollo de técnicas de manejo de
cultivos con potencial terapéutico, considerando su utilizacién por el hombre y el
mantenimiento del equilibrio del ecosistema (Mattos, 2000). Estas técnicas deben respetar
las condiciones edafoclimaticas regionales ya que la produccion de principios activos puede
verse afectada por las condiciones ambientales del cultivo (Zoghbi et al., 1998; Schroeder
et al 2007)

En los paises en desarrollo, donde las hierbas son producidas en pequeios
establecimientos y la mano de obra familiar se ocupa desde la siembra hasta el embalaje
final, se carece de tecnologia y soporte por parte de sus municipios, para poder ofrecer un
material con mayor valor agregado.

Si bien naturalmente las especies medicinales en su mayoria se propagan
sexualmente, la multiplicacioén por semillas de A. polystachya no se realiza debido al escaso
poder germinativo (Berardi, 2010). En cultivos comerciales el método de propagacion
preferido para la mayoria de las plantas medicinales es por estacas, en tierra fértil, suelta y
abonada, en los meses de otofo, trasplantandolas a lugar definitivo a comienzo de la
primavera (Zumelzu et al., 2000).

La revision bibliografica realizada nos permitié encontrar algunas referencias en
cuanto al protocolo de enraizamiento (Lopez et al., 2008; Schroeder et al., 2007; Fretes
2010; Berardi, 2010) pero no existen trabajos publicados especificamente al respecto, por
ello nos planteamos la necesidad de estudiar la multiplicaciéon mediante estacas de burrito y
obtener datos zonales que permitan la obtencion, de manera rapida y econdmica, plantines
de esta especie.



Objetivos:
A.-General:

Evaluar la factibilidad de la reproduccién vegetativa por estacas de Aloysia
polystachya.

B.-Particulares:

a) Determinar el tipo de estaca mas apto para la propagacion.
b) Determinar el sustrato de enraizamiento mas apto para la propagacion.
¢) Evaluar el uso de regulador de crecimiento vegetativo.

Hipotesis:

La propagacion vegetativa por estacas de Aloysia polystachya (Griseb.) Moldenke es
posible, y permitiria obtener en forma economica, rapida y simple plantas en cantidad
suficiente para su produccion comercial.

Materiales y métodos:

El ensayo fue llevado a cabo en un invernadero perteneciente al departamento de Fisica y
Quimica de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del Nordeste
(UNNE), ubicado en el Departamento Capital de la Provincia de Corrientes (27° 27'
33.80"S, 58°49' 21.36"0), Argentina.

Las estacas fueron obtenidas a partir de ejemplares adultos de Aloysia polystachya
seleccionados como plantas madres (Figuras 1 y 2), que crecen en el Huerto de Plantas
Aromaticas y Medicinales del Campo Didactico Experimental de la FCA de la UNNE. Se
seleccionaron plantas en buen estado fitosanitario.



Figuras 1 y 2: Plantas madres donadoras de estacas de Aloysia polystachya (Griseb.) Moldenke cultivadas en el Campo
Didactico Experimental de la FCA de la UNNE

El disefio experimental utilizado fue en bloques completos al azar con tres repeticiones
de 108 unidades experimentales cada uno, con un arreglo factorial 3x3x2. Fueron
analizados los siguientes factores: tratamiento con regulador de crecimiento vegetativo
(niveles con y sin), tipo de estaca (niveles estaca terminal, estaca intermedia y estaca
basal) y tipo de sustrato (niveles arena, sustrato suelo y sustrato comercial).

Fueron utilizadas estacas terminales, intermedias y basales de diez centimetros de longitud,
con dos hojas cada una y aproximadamente de 3 a 5 cm de didmetro. Las estacas terminales
son las obtenidas del extremo apical de la rama, las intermedias de la porcion central y las
basales corresponden a las que se extraen del extremo inferior de la misma. La extraccion
de las estacas se llevo a cabo en el mes de octubre de 2015, a primera hora de la mafiana y
fueron llevadas inmediatamente, envueltas en papel de diario humedo para evitar que se
marchiten, al invernadero de la FCA UNNE, donde se procedio a su plantacion.

Para esta experiencia fueron utilizados tres sustratos: arena humeda, suelo y sustrato
comercial. La desinfeccion de los mismos se llevo a cabo mediante el riego con agua a
100°C dias previos a la plantacion.

La arena utilizada fue adquirida en una casa de materiales de construccion, tamizada y
desinfectada.

El suelo utilizado proviene del Campo Didactico Experimental, se clasifica como
Udipsamment alfico, mixto, hipertérmico, pertenece a la Serie Ensenada Grande. Estos
suelos presentan una granulometria gruesa en superficie, de colores pardo a pardo rojizo en
los horizontes subyacentes, son profundos (> 100 cm), masivos, muy friables y mediano a
débilmente acidos en el horizonte A (Soil Survey Staff, 1990).



El tercer sustrato, el comercial, es tierra negra abonada, nombre comercial: Suelo Fértil. La
plantacion se llevo a cabo en macetas plasticas individuales.

Las estacas que recibieron el tratamiento con el regulador de crecimiento vegetativo fueron
sumergidas en una solucién de Acido 1-naftalén-acético (ANA), al 0,1 % (1000 ppm)
durante treinta minutos, la formulacion comercial correspondia a la marca Fertifox
hormona.

La base de todas las estacas fue tratada con un fungicida para prevenir posibles ataques de
hongos fitopatdgenos. Para ello se colocaron las estacas previamente humedecidas en un
recipiente que contenia el fungicida en polvo para que la base quede completamente
recubierta con ¢él. La dosis utilizada fue dicarboximida al 80% (Captan-: N-
(trichloromethylthio) cyclohex-4-ene-1,2-dicarboximide).

Una vez plantadas las estacas fueron colocadas bajo una estructura hecha de madera y
recubierta con plastico (Figura 3) para evitar que se deshidraten, alli se las mantuvo durante
las primeras semanas del experimento.

Figura 3: Estructura de madera recubierta con plastico.

Se realizaron riegos periddicos, cada 48 hs durante las dos primeras semanas, y diariamente
después de la tercera.

La toma de datos fue realizada a los 60 dias de la plantacion. Las variables medidas fueron:
porcentaje de enraizamiento (%), el nimero de raices por estaca, longitud de raices (cm) y
porcentaje de estacas con brotacion (%).

Se midi6 la longitud de las raices, teniendo en cuenta la raiz de mayor longitud para la toma
de datos. Las mediciones fueron realizadas utilizando una regla con apreciacion en cm.

Con los datos obtenidos, se realizd6 un andlisis de la variancia (ANOVA) y test de
significancia (Test de Tukey a un nivel a = 0.05), empleandose el Software Infostat (2012).



Resultados y discusion:

Al cabo de los 60 dias de plantacion se evaluaron las distintas variables. El andlisis
estadistico se realizd analizando los tres factores por separado en una primera etapa y
observando luego si habia o no interacciones entre los mismos.

Los valores promedios obtenidos para los distintos factores y niveles se encuentran
detalladas en la Tabla 1:

Tabla 1: Medias obtenidas para los tratamientos con REGULADOR DE CRECIMIENTO
VEGETATIVO (nivel con y sin), SUSTRATO (nivel arena, sustrato suelo y sustrato
comercial), tipo de ESTACA (niveles estaca basal, intermedia y terminal)

FACTORES REGULADOR SUSTRATOS ESTACAS
DE
CRECIMIENTO
VEGETATIVO
Niveles Sin Con Arena Suelo S.Comercial Basal Intermedia Terminal
Enraizamiento | 40,52 B | 29,41 A 68,22 B 20,17 A 16,50 A 29,50 A 47,78 B 27,61 A
(%)
Long. de raices | 5,39 B 4,11 A 6,47 B 4,58 A 3,21A 3,44 A 7,14 B 3,68 A
(cm)
N° de raices 9,16 A 7,15A 15,41 B 4,56 A 4,50 A 6,00 A 10,80 B 7,67 A
Brotacion (%) | 39,26 B | 29,41 A 66,33B | 20,17 A 16,50 A 29,44 A 47,78 B 25,78 A

Letras diferentes indican diferencias significativas (p=0.05)

Para el FACTOR REGULADOR DE CRECIMIENTO VEGETATIVO (RCV),
observamos que hubo diferencias significativas a favor del nivel sin RCV para las
variables porcentaje de enraizamiento, longitud de raices y porcentaje de brotacion.




Pudimos observar que cuando las estacas no fueron tratadas con RCV enraizaron en mayor
cantidad y tuvieron mayor longitud, en promedio fueron un centimetro mas largas que las
tratadas, aunque el nimero de raices fue similar. Las raices mas largas permitieron que las
estacas tuvieran una mayor exploracion en profundidad de los distintos sustratos (Figura 4).
Las estacas tratadas con RCV presentaron raices escasas, menos homogéneas y de menor
longitud, las raices tenian mayor grosor y una cabellera radicular menos desarrollada
(Figura 5).

Figuras 4: Raices obtenidas sin RCV Figura 5: Raices obtenidas con RCV.

La media obtenida para la variable porcentaje de enraizamiento en estacas tratadas con
RCV fue de 29,41% mientras que sin RCV fue de 40,52% (Fig. 6). Resultados similares
fueron obtenidos en Cordia curasavicca y Catharantus roseus donde el pretratamiento
hormonal con ANA en la misma dosis no mejoro el porcentaje de enraizamiento (Schroeder
y Velozo 2014); (Dirchwolf y Schroeder 2015). En el caso de la hierba luisa (Aloysia
citriodora) el prendimiento de esquejes ascendi6 de 60 a mas de 90% cuando se los
sumergio previamente en un producto enraizante a base de esta hormona, resultados que no
coinciden con los obtenidos en esta experiencia (Muioz, 1993). En el caso de la variable
longitud de raices las medias obtenidas en estacas tratadas sin RCV fue de 5,39cm mientras
que con RCV fue de 4,11cm (Fig. 7). Para la variable brotaciéon también hubo una
diferencia a favor del tratamiento sin RCV con una media de 39,26% y con RCV fue de
29,41% (Fig. 8). A diferencia de lo que ocurre en muchas otras especies el tratamiento con
regulador de crecimiento vegetal no seria necesario. En esta experiencia su aplicacion no



fue exitosa, quizas porque la concentracion ensayada no fue suficiente o pudo ser
fitotoxica. O bien porque el nivel de auxinas endogenas de las estacas seria lo
suficientemente alto para garantizar su enraizamiento.
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Figura 6: Medias obtenidas para la variable enraizamiento para el factor regulador de crecimiento vegetativo.
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Figura 7: Medias obtenidas para la variable longitud de raices para el factor regulador de crecimiento vegetativo.
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Figura 8: Medias obtenidas para la variable brotacion para el factor regulador de crecimiento vegetativo.

Para el FACTOR SUSTRATO hubo diferencias significativamente mayores a favor del
nivel arena para todas las variables estudiadas. En cuanto al porcentaje de enraizamiento las
estacas tuvieron una media de 68,22% con respecto al sustrato comercial con sélo 16,50% y
el sustrato suelo con 20,17% (Fig. 9). En numerosos trabajos de investigacion y numerosas
especies medicinales el sustrato arena ha sido siempre el mas eficaz para el enraizamiento,
tal es el caso de Salvia officinalis (Lemes Hernandez et al., 2000), Catharanthus roseus
(Dirchwolf y Schroeder 2015) e Hybanthus calceolaria (Pereira Da Silva et al., 2011). La
longitud de raices también fue significativamente superior en este sustrato, la media
obtenida fue de 6,47cm, casi el doble de lo obtenido en los otros sustratos (Fig. 10).

Con respecto al numero de raices obtuvimos el tiple de raices en el nivel arena (Fig. 11).
Por ultimo el porcentaje de brotacion también fue muy superior (66,33%) (Fig. 12).

El hecho de que el sustrato arena haya sido mas conveniente para el desarrollo radical,
probablemente se debié a la mayor humedad de los tejidos de las estacas, debido a que
éstos no se encontraban lignificados, lo que favorecid a la iniciacion del proceso de
rizogénesis. La porosidad del sustrato permitiéo a su vez un buen drenaje y la suficiente
aireacion en la base del esqueje (Hartman et al., 2002, Miralles y Garaulet 2005).
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Figura 9: Medias obtenidas para la variable enraizamiento para el factor sustrato.
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Figura 10: Medias obtenidas para la variable longitud de raices para el factor sustrato.
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Figura 11: Medias obtenidas para la variable numero de raices para el factor sustrato.
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Figura 12: Medias obtenidas para la variable brotacion para el factor sustrato.

El FACTOR ESTACA arroj6 diferencias significativas para las cuatro variables estudiadas
a favor del nivel estacas intermedias. El porcentaje de enraizamiento obtenido para las
estacas intermedias (47,78%), fue casi el doble de las terminales (27,61%) (Fig. 13).
Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Toth er al., (2013), quienes
concluyeron que para Plectranthus ornatus se deben seleccionar estacas de la parte media
de la planta madre, aunque difieren de los de Lemes Hernandez et al., (2000), quien
encontr6 que las estacas terminales de Salvia officinalis son las mas apropiadas para
obtener los mayores porcentajes de enraizamiento.



Para la variable longitud de raices la media obtenida para las estacas intermedias fue de
7,14cm, mientras que para las estacas basales fue de 3,44cm y para las terminales fue de
3,68cm (Fig. 14). Con respecto al nimero de raices también se obtuvieron medias mas altas
para las estacas intermedias (Fig. 15).

El porcentaje de brotacion también fue significativamente diferente a favor de las estacas
intermedias, obteniéndose el 47,78%, mientras que en las basales el 29,44% y para las
terminales 25,78% (Fig. 16). Resultados que también coinciden con los de Toth et al.,
(2013), donde el mayor porcentaje de yemas brotadas de Plectranthus ornatus se obtuvo en
las estacas intermedias. El factor determinante de esta respuesta podria asociarse a que las
estacas terminales de A. polystachya son muy tiernas y mas susceptibles a las
deshidratacion pos plantacion, los que se tradujo en un alto porcentaje de pérdidas por este
motivo.

Asi mismo, la normal lignificacion de los tejidos en la parte basal podria interferir,
demorando la emergencia de las raices en las estacas basales (Hartmann et al., 2002).

Aunque con los tres tipos de estacas ensayadas fue posible su reproduccion vegetativa.
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Figura 13: Medias obtenidas para la variable enraizamiento para el factor estaca.
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Figura 14: Medias obtenidas para la variable longitud de raices para el factor estaca.
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Figura 15: Medias obtenidas para la variable niimero de raices para el factor estaca.
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Figura 16: Medias obtenidas para la variable brotacion para el factor estaca.

Pudimos observar que hubo interaccion entre los factores SUSTRATO y REGULADOR
DE CRECIMIENTO VEGETATIVO para las variables porcentaje de enraizamiento,
numeros de raices y porcentaje de brotacion. Asi, las estacas que no fueron tratadas con
RCV en el sustrato arena las que enraizaron en mayor proporcion llegando al 81,22% de
enraizamiento, lo que representd mas del triple de enraizamiento que en los otros sustratos
(Fig. 17). Las estacas que se encontraban en el sustrato arena hayan sido tratadas o no con
RCV fueron las que presentaron un mayor numero de raices (Fig. 18). En cuanto al
porcentaje de brotacion observamos que los niveles arena y estacas no tratadas con RCV
fueron los que tuvieron porcentajes mayores significativos alcanzando el 77,44% de estacas
brotadas, casi el triple de las restantes combinaciones (Fig. 19).
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Figura 17: Medias obtenidas para la variable enraizamiento en la interaccion de los factores sustrato y regulador de
crecimiento vegetativo.
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Figura 18: Medias obtenidas para la variable numero de raices en la interaccion de los factores sustrato y regulador de
crecimiento vegetativo.
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Figura 19: Medias obtenidas para la variable brotacion en la interaccion delos factores sustrato y regulador de
crecimiento vegetativo.

También encontramos interaccion entre los factores SUSTRATO y tipo de ESTACAS para
la variable nimero de raices. La combinacion del nivel arena con cualquiera de los niveles
de estacas favorecié formacion de una cabellera radicular con un mayor numero de raices
(Fig. 20).
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Figura 20: Medias obtenidas para la variable numero de raices en la interaccion de los factores estaca y sustrato.

Por ultimo hubo interacciones entre el factor ESTACA y el factor REGULADOR DE
CRECIMIENTO VEGETATIVO sélo para la variable brotacion. La combinacion del nivel
estacas intermedias y los niveles con y sin RCV fueron los que tuvieron los mayores
porcentajes de brotacion llegando al 51,44% y 44% de estacas brotadas respectivamente
(Fig. 21).
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Figura 21: Medias obtenidas para la variable brotacion en la interaccion de los factores estaca y regulador de
crecimiento vegetativo.

Los datos de las interacciones dobles de los factores analizados para las distintas variables
se encuentran detallados en la tabla en ANEXO L.

No se observaron triples interacciones entre los factores estudiados para ninguna de las
variables evaluadas.

Conclusiones:

Los resultados obtenidos en esta experiencia nos permiten afirmar que la propagacion
vegetativa por estacas de Aloysia polystachya (Griseb.) Moldenke es posible, obteniendo en
forma econdmica, rdpida y simple plantas en cantidad suficiente para su produccioén
comercial.

El tipo de estaca mas adecuada para propagar asexualmente a Aloysia polystachya (Griseb.)
Moldenke es la intermedia, y el sustrato mas conveniente el arenoso.

La aplicacion del regulador de crecimiento vegetativo utilizado en la dosis ensayada no
favorecio el incremento del nimero de estacas enraizadas.
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ANEXO 1

Interacciones dobles de los factores analizados para las diferentes variables:

VARIABLE FACTORES SUSTRATO ESTACA
Arena Suelo S. Basal Intermedia | Terminal
Comercial
% SIN 81,22D 29,33B 11A 36,89BC 44,11C 40,56C
E R
N C
R A%
A CON 55,22C 11A 22AB 22,11AB 51,44C 14,67A
I
Z
A S | Arena - - - 72D 77,33D | 5533CD
M §]
I S
E T
N Suelo - - - 11AB 33BC 16,50AB
R
T A
O T
o S. Comercial - - - 5,50A 33BC 11AB
VARIABLE FACTORES SUSTRATO ESTACA
Arena Suelo S. Basal Intermedia | Terminal
Comercial
L
(0] SIN 7,09B 6,32B 2,28A 3,98A 7,14B 5,07AB
N R
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I A%
T CON 5,86B 2,33A 4,15AB 2,91A 7,13B 2,30A
U
D
S | Arena - - - 4,94ABC 8,07C 6,41BC
R §]
A S
é g{ Suelo - - - 3,48AB 6,70BC 3,55AB
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S T
(cm) 0 S. Comercial - - - 1,92A 6,64BC 1,08A




VARIABLE FACTORES SUSTRATO ESTACA
Arena Suelo S. Basal Intermedia | Terminal
Comercial
SIN 17,07C 7,41B 3AB 36,89BC 44,11C 40,56C
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M \Y%
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