AGRISCIENTIA, 1995, VOL. XIl : 83-86

COMUNICACION

Micropropagacion de
Aloysia polystachia (Verbenaceae)

Sansberro, P.A.y L.A. Mroginski

RESUMEN

Se describe una técnica que permite la regeneracion in vitro de plantas de Aloysia
polystachia (Gris) Mold. mediante el cultivo de segmentos nodales conteniendo
1-3 yemas axilares. Los mejores resultados se obtuvieron con medio de cultivo
semisolido de Murashige y Skoog, diluido 4 veces, con 0,5 % de sacarosa y des-
provisto de reguladores de crecimiento. Los explantes fueron cultivados a 27 +
2° Cy 14 hs de fotoperfodo (10 W/ m2). El mejor explante fue el que contenfa 3
yemas axilares. Las plantas obtenidas fueron exitosamente transferidas a mace-
tas con una sobrevivencia de mas del 80 %.
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SUMMARY

A technique for plant regeneration from nodal segments of Aloysia polystachia
(Gris) Mold. is described. Explants containing 1-3 axilary buds were regenerated
in plantlets when aseptically cultured on 1/4 strength Murashige and Skoog (plus
0,5 % sucrose) semisolid medium devoid of hormones. The experimental condi-
tions were 27 + 2° C and 14 hs. photoperiod (10 W/m2). The best explants were
those having three axillary buds. Plantlets regenerated were successfully trans-
ferred to pots with a survival rate of more than 80 %.
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Aloysia polystachia (Verbenaceae) es un arbus-
to que crece espontaneamente en Bolivia y en Ar-
gentina (Provincias de Salta, San Juan, La Rioja, Ca-
tamarca, San Luis y Cérdoba) donde se lo conoce
como “poleo real”, “poleo de Castilia”, “poleo rioja-
no", “palo de Castilla”, "t& de burro” y “burrito” (Bot-

ta, 1979; Fester et al., 1961).

El "burrito” es econémicamente importante por
su utllizacion en la medicina humana (Amorin, 1988),
dado que sus hojas contienen derivados terpénicos
(Fester et al., 1961), los cuales hacen que las infu-
siones de las mismas posean propiedades ténicas,
carminativas (Dominguez, 1928) y especialmente
digestivas (Hieronymus, 1882; Martinez Crovetto,
1981).

Las técnicas del cultivo in vitro de tejidos brindan
interesantes herramientas que permiten la micropro-
pagacién de un gran nimero de especies vegeta-
les (Redenbaugh, 1991; Villalobos y Thorpe 1991).
Sin embargo, no hay referencias bibliograficas refe-
ridas a A. polystachia. En cambio, se encuentra un
trabajo vinculado con estudios sobre morfogénesis
in vitro en A. gratissima (Koroch y Trippi, 1993).

En este trabajo se informa sobre un procedimien-
to que posibilita la micropropagacién masiva y rapi-
da de plantas de Aloysia polystachia.

Se trabaj6 con Aloysia polystachia (Gris ) Mold.
Este material —cedido gentimente por el Estableci-
miento “Las Marias S.A.C.| F.A."— crecid, en mace-
tas, en un invernadero del Instituto de Botanica del
Nordeste (IBONE)

Los explantes utilizados (segmentos de tallo con
uno, dos o tres nudos, segun el experimento) fueron
previamente desinfectados en una solucién de agua
de lavandina comercial (conteniendo 1,2 % de
NaOCI) durante 15 min. y, finalmente, enjuagados
varias veces con agua destilada estéril,

Los explantes fueron cultivados en tubos de vi-
dnio de 11,5 cm de longitud por 2,0 cm de diametro
(1 explante/tubo) conteniendo 10 mi de medio de
cultivo. El medio de cultivo estaba compuesto de las
sales minerales , vitaminas y sacarosa, tal como Io
formularan Murashige y Skoog (1962) A este medio,
en adelante se lo denominara MS. También se utili-
z6 este medio diluido 2 veces (MS/2); 4 veces
(MS/4); 8 veces (MS/8); 16 veces (MS/16) y 32 ve-
ces (MS/32). Asimismo se cultivaron explantes en
unicamente agua bidestiiada (*medio 0"). Los me-
dios fueron liquidos (estaticos, sin agitacién) o se-
misolidos (0,6 % de agar). En un experimento, las
sales minerales y las vitaminas del medio MS fueron
diluidas 4 veces y se agregaron concentraciones de
sacarosade 0,1 %, 0,5%, 1% y 3 %. El pH de los
medios fue ajustado, antes del agregado del agar,

a 5,8 con KOH y/o HCI. Los medios fueron esterili-
zados en autoclave a 1 atm durante 20 min.

Se cultivaron 10 tubos por tratamiento, realizan-
dose 3 repeticiones. Los cultivos fueron incubados
en un cuarto climatizado a 27 + 2° C, con un fotope-
riodo de 14 hs (10 W/m?).

Las plantas obtenidas fueron transferidas a ma-
cetas conteniendo un sustrato compuesto de tierra
de monte, perlitay turba (2: 1: 1 vjv)

Luego de la primer semana de cultivo se comen-
zaron a apreciar las diferentes respuestas morfoge-
néticas. En muchos de los cultivos hubo un rapido
ennegrecimiento de los tejidos especialmente cuan-
do més concentrado era el medio de cultivo utiliza-
do. Con MS completo el porcentaje de explantes es-
tablecidos que permanecian verdes o con las yemas
hinchadas o que comenzaban a brotar fue muy ba-
jo, a tal punto que en algunas repeticiones fue nulo
En cambio, a medida que se diluia el MS (e inclusi-

Figura 1. Regeneracion de planta de Aloysia polystachia me-
diante el cultivo de segmentos trinodates en 1/4 MS La barra in-
dica1icm
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Figura 2. Efecto de la concentracién del MS sobre la regeneracién
de plantas, luego de 40 dias de cultivo, de segmentos uninoda-

les [, binodales [ y trincdales BA de Aloysia polystachia.

ve en el medio "0" que solamente tenia agua bides-
tilada) el ennegrecimiento de los explantes fue me-
nor y el porcentaje de explantes exitosamente esta-
blecidos aumentaba. Asimismo, el efecto nocivo del
ennegrecimiento fue mayor en los segmentos uni-
nodales que en los bi y trinodales. En éstos, el en-
negrecimiento se manifest especialments en las
yemas préximas al medio de cultivo, mientras que
las yemas mas alejadas, en general no ennegrecie-
ron, por el contrario, brotaron y produjeron plantas
completas (las raices se generaban directamente
de los vastagos, sin formacién previa de callos) (Fig.
1) Por este motivo en todos los experimentos poste-
riores se utilizaron como explantes a los segmentos
trinodales. Los resultados luego de 40 dias de cul-
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Figura 3. Efecto de la concentracién del MS y de la consistencia
del medio sobre la obtencién de plantas mediante el cultivo de seg-

mentos trinodales de Aloysia polystachia M- medio liquido, esta-
cionario, A medio semisslido (agar 0,6 %)

tivo (Fig. 2) muestran que el cultivo de segmentos
trinodales en el medio MS/4 posihilitd la obtencion
del mayor nimero de plantas.

La regeneracion de plantas también fue afecta-
da por la consistencia del medio de cultivo. Luego
de 40 dias de cultivo se aprecia gue el porcentaje
de explantes que brindaron plantas fue de hasta 200
% superior cuando se empled un medio de cultivo
semisdlido (0,6 % de agar) que cuando los cultivos
fueron hechos en medio liquido estacionario (Fig. 3).
Ademés en los medios liquidos se obtuvieron hasta
un 30 % de plantas vitrificadas y no se pudieron
transferir al suelo.

La concentracion de sacarosa del medio de cul-
tivo afecté marcadamente la produccién de plantas
completas. Luego de 40 dias se puede apreciar que
los porcentajes més elevados de explantes que brin-
daron plantas fueron los cultivados con 0,5 %y 1 %
de sacarosa.(Fig. 4).

Las plantas obtenidas fueron exitosamente
transferidas a tierra con una sobrevivencia supe-
rior al 80 %.

Los resultados de este trabajo muestran que es
factible regenerar plantas de Aloysia polystachia me-
diante el cultivo de segmentos nodales preferiblemen-
te trinodales, en el medio semisdlido de Murashigs y
Skoog (1962) diluido 4 veces (MS/4), con 5 gr/L de sa-
carosa e incubar los cultivos a una temperatura cons-
tante de 27 £ 2° C y 14 hs de fotoperiodo (10 W/m?3),
A los 10 dias se obtienen vastagos, un aito porcen-
taje de los cuales, a los 20-25 dias forman ralces y
pueden ser transferidos al suelo.

Estos resultados, en general, son similares a los
obtenidos en la micropropagacion de varios géne-
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Figura 4. Efecto de la concentracién de sacarosa (suplementada
al medio 1/4 MS) sobre la regeneracién de plantas mediante el cul-
tivo de segmentos trinodales de Aloysia polystachia.
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ros de plantas (Krikorian, 1991; Redenbaugh, 1991;
Villalobos y Thorpe, 1991). El empleo de medios ba-
sicos diluidos es un hecho comun en especies lefio-
sas (Thorpe et al., 1991). Sin embargo, en la literatu-
ra no es frecuente encontrar especies en las cuales
los mejores resultados, en cuanto a obtencion de
plantas a partir de yemas y/o meristemas, se obten-
gan con el empleo de medios de cultivo constituidos
solo con sales minerales, vitaminas y sacarosa, y to-
talmente desprovistos de reguladores de crecimien-
to (Evans et al., 1981). Algunas excepcicnes lo cons-
tituyen la obtencién de plantas mediante el cultivo de
meristemas de caupi, Vigna unguiculata, (Kartha et
al., 1981), el cultivo de segmentos de tallo de Corady-
Iine terminalis (Evaldsson and Welander, 1985) y el
cultivo de segmentos nodales de Salix babilonica
(Daguin and Letouze, 1986).

Otro aspecto llamativo de este sistema desarro-
llado para Aloysia polystachia es la alta capacidad
rizogénica de los vastagos obtenidos. Ademas, las
raices adventicias se generan a través de organo-
génesis directa (Hicks, 1987), es decir que se dife-
rencian directamente desde el vastago, sin la forma-
cioén intermedia de callo. Este modelo es ideal para
la micropropagacién porque contribuye a la sobre-
vivencia de las plantas regeneradas.

Mayores estudios son necesarios para la optimi-
zacion de los distintos factores que afectan la efi-
ciencia en la regeneracién de plantas de Aloysia
polystachia lo que contribuira a una répida aplica-
cion en la micropropagacion comercial.
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