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CAPITULO 23

AVANCES EN LA PROPAGACION DE Viola columnaris
(Violaceae), ESPECIE HERBACEA DE ALTURA
AFECTADA POR ACTIVIDADES RECREATIVAS DE
MONTANA

Advances in the propagation of Viola columnaris (Violaceae), hight
altitude herbaceous species affected by recreational activities in mountain

Rey, M.; Riat, M. y Sanchez, G.

Universidad Nacional de Rio Negro, Tecnicatura en Viveros, Sede Andina.

reymartinlucas@gmail.com

Resumen

El Cerro Catedral ubicado en S. C. de
Bariloche, Rio Negro, es considerado
centro turistico para la practica de deportes
invernales y trekking. Estas actividades
causan grandes impactos en el sueloy en la
vegetacion. Viola columnaris es una hierba
perenne arrosetada muy susceptible al
descalce por desprendimientos de suelo y
rocas. Como aporte a su conservacion, este
trabajo brinda informacion para su
propagacion por métodos sexuales y
asexuales. Se  ensayaron  distintos
tratamientos pregerminativos: estratifi-
cacion fria humeda 60 dias (EFH60) y 90
dias (EFH90), inmersion en é&cido
giberélico durante 12 horas (AG1000
ppm), combinacion entre EFH90 y AG500
ppm, sumado a un Testigo. Cada
tratamiento constd de 186 semillas y se
realizd una repeticion. Se sembraron en
almécigo con turba, perlita, vermiculita
(2:2:1) bajo temperaturas entre 12-25°C,
fotoperiodo de 12 h. Se reconocieron
semillas  germinadas en  EFH90.

Posteriormente  se  registraron  bajos
porcentajes de germinacion, entre 0% en
Testigo y 4,3% en EFH90. Se observaron
plantulas ahiladas en almécigo. Para la
reproduccion asexual se trataron estacas de
apice de roseta con y sin hormona de
enraizamiento sin calefaccion basal, las
primeras lograron 37,5% de enraizamiento
y las segundas 11%. Para futuras
evaluaciones se sugiere replantear los
tratamientos pregerminativos propuestos,
ajustando las concentraciones de AG y los
tiempos de EFH. Ademas, se recomienda
evaluar distintas temperaturas para la
germinacion y realizar la siembra bajo una
alta intensidad luminica para reducir el
ahilamiento de las plantulas. Se propone
establecer un cultivo mediante semillas, y
utilizar ese material vegetativo para la
reproduccion asexual.

Palabras clave: Tratamientos preger-
minativos - especies de alta montafia -
cultivo de hierbas en roseta.
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Abstract

Cerro Catedral, located in S.C. de
Bariloche, Rio Negro, is a tourist center for
winter sports and trekking. These activities
cause great impacts on the soil and
vegetation. Viola columnaris is a perennial
grass very susceptible to mismatch by
landslides and rocks. As a contribution to
its conservation this work provides
information for its propagation by sexual
and  asexual methods. Different
pregerminative treatments were tested: wet
cold stratification 60 days (EFH60) and 90
days (EFH90), immersion in gibberellic
acid during 12 hours (AG1000 ppm), and
combination between EFH90 and AG500
ppm. They were sown in seedbed with
peat, perlite, vermiculite (2:1:1) under
temperatures between 12-25°C,
photoperiod of 12h. Germinated seeds
were recorded during the EFH90 and later
seedlings in the seedbed. Erratic responses
were observed to the treatments applied
and/or to the environmental conditions of
germination. For asexual reproduction,
rosette apex stakes were treated with and
without rooting hormone without basal
heating, giving the former better results.
For future evaluations it is suggested to
rethink the proposed pregerminative
treatments, adjusting AG concentrations
and EFH times. In addition, it is
recommended to evaluate different
temperatures for germination and to carry
out the sowing in low high intensity of light
to reduce the staking of the seedlings. It is
proposed to establish a crop using seeds,
and to use that vegetative material for
asexual reproduction.

Propagacién de Viola columnaris

Keywords: Germination pretretments-
high mountain species - rosette cultivation.

Introduccion

Viola columnaris es una especie
perteneciente a la familia de las viol&ceas,
habita en la alta montafia y esta presente en
las provincias argentinas de Chubut,
Mendoza, Neuquén y Rio Negro (Ferreyra
et al., 2005).

La alta montafia alberga un ecosistema
muy fragil encontrandose entre los sitios
naturales mas amenazados. Tanto la
practica de deportes invernales y la
actividad recreativa, como también la
infraestructura necesaria para llevarlas a
cabo, son el origen de una variedad de
problemas ambientales y son los
principales responsables de dicha amenaza
(Carus Ribalaygua y Saz Gil, 2009).

Viola columnaris es una especie perenne,
arrosetada con rizomas generalmente
simples, a veces ramificados. Sus rosetas
son columnares. Tiene hojas coriaceas y
glabras, espiraladas y dispuestas de manera
compacta. Sus flores superan brevemente
al follaje, son blancas o lilas, con lineas
violetas y garganta amarilla. Sus frutos son
tipo capsula y miden 3,5-4,5 mm (Zuloaga
et al., 2009).

Los objetivos generales del trabajo fueron
avanzar en los estudios de los métodos para
la reproduccion sexual y asexual de la
especie e incorporar informacién sobre su
fenologia. Dentro de los objetivos espe-
cificos del trabajo se encuentra caracterizar
fruto y semillas en el momento de ser
cosechados, documentar fotograficamente
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los distintos estados fenoldgicos que
atraviesa hasta el momento de recoleccion
de semillas, evaluar diferentes tratamientos
pregerminativos y experimentar diferentes
metodologias para su  reproduccion
asexual.

Materiales y Métodos

Desde el mes de noviembre hasta el mes de
febrero inclusive se monitoreo y documen-
to fotograficamente el proceso fenoldgico
de la floracion y posterior fructificacion de
una poblacion de Viola columnaris. Se
colectaron dos lotes de semillas en distinta
fecha: lote N°1 el 31/01/2016, cuando las
capsulas ain no se encontraban abiertas,
procediendo en la mayoria de los casos al
corte de las mismas para la extraccion de
semillas. Lote N°2 el 22/02/2016, con las
capsulas secas y abiertas naturalmente sin
la necesidad de cortar el fruto para la
extraccion de las semillas.

Se realizO una limpieza general de
impurezas, luego se secaron en ambiente

seco y posteriormente se almacenaron en
un sitio oscuro a temperatura ambiente.

Se evaluaron los parametros de calidad de
semillas. Se determinaron el porcentaje de
pureza, el peso de 1000 semillas y la
cantidad de semillas por gramo segun
normas de ISTA (Peters y Lanham, 2000).

Se determino viabilidad mediante test de
germinacion en cajas de Petri y en cAmara
de germinacion a 17°C. Para el andlisis de
viabilidad por test de tetrazolio se
colocaron 10 semillas en una caja de Petri
con solucion al 1% de cloruro de tetrazolio
y en estufa a 30°C, durante 24 h, para
determinar los patrones de tincion de los
embriones.

Para el lote N°1 se aplicaron los
tratamientos pregerminativos descriptos en
la Tabla 1. Para el Lote N°2 se aplicaron
los tratamientos pregerminativos detalla-
dos en la Tabla 2.

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos pregerminativos para las semillas del lote N°1 de Viola

columnaris.

Tratamiento

Descripcién tratamiento

Abreviatura

T, Estratificacion fria himeda 90 dias

EFH90

Tabla 2. Descripcion de los tratamientos pregerminativos para las semillas del lote N°2 de Viola

columnaris.

Tratamiento

Descripcion tratamiento

Abreviatura

T, Estratificacion fria himeda 90 dias EFH90
T, Estratificacion fria himeda 60 dias EFH60
Ts Inmersién en &cido giberélico 1000 ppm x 12 h AG
T, Estratificacion fria hGmeda 90 dias + Inmersién EFH90+AG
acido giberélico 500 ppm x 12 h
Testigo Sin tratamiento pregerminativo Testigo
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Las semillas se sumergieron durante unos
segundos en solucion de agua en
hipoclorito de sodio al 5%. Las
estratificaciones  se  realizaron  en
vermiculita, se humedecieron con agua
destilada y se llevaron a heladera (3°C).
Para los tratamientos con &cido giberélico
se utilizaron pastillas al 1% de concentra-
cion diluidas en agua.

El lote N°1 no fue sembrado. La siembra
del lote N°2 se llevo a cabo el 10/08/2016
y se realizd en almacigo utilizando un
sustrato compuesto de turba, perlita y
vermiculita. Las bandejas se ubicaron en
una sala de cultivo calefaccionada, con
temperaturas entre 15 y 25°C, con un
fotoperiodo de 12 h. y riego manual.

Propagacién de Viola columnaris

Se realiz0 el repique a los 55 dias después
de la siembra con un sustrato de perlita,
compost 'y vermiculita, agregandole
fertilizante granulado de liberacion lenta.
Las plantulas se mantuvieron bajo cubierta
sin calefaccion artificial y con luz natural.

Para la reproduccion asexual el material
fue colectado el 17/05/2016 en el mismo
sitio de la colecta de semillas. Se
seleccionaron tallos juveniles, cortando el
apice de la roseta. Las estacas se realizaron
en cama de enraizamiento sin calefaccion
basal, bajo micro tunel en invernadero, con
un sustrato compuesto por perlita y turba.
Se prepararon 8 estacas de apice de roseta
de 5¢cm de largo con hormona en polvo AIB
para enraizamiento y 9 sin ella (Tabla 3).

Tabla 3. Descripciones de tratamientos para la reproduccién asexual de Viola columnaris.

Tratamiento Descripcién tratamiento

Abreviatura

T, Cama sin calefaccién basal con hormona de enraizamiento
T, Cama sin calefaccién basal sin hormona de enraizamiento

c/H
s/H

Resultados y Discusion

Se registré el proceso fenoldgico de la
floracion y posterior fructificacion, hasta la
recoleccion de semillas. En el mes de
diciembre comienza la floracion exten-
diéndose hasta el mes de enero inclusive,
en este Ultimo mes y adn en diciembre se
da la simultaneidad con el proceso de
fructificacion. Cuando florece se estiran los
vastagos florales hasta la terminacion de
las hojas, quedando la flor fuera de la
roseta (Figura 1A). Cuando comienza a
formar el fruto, el vastago se retrae
qguedando dentro de la roseta. Aqui los
frutos van oscureciéndose desde un tono
verdoso claro primero, hasta un verde
oscuro después (Figura 1B y C). A medida

que el fruto comienza a madurar, se torna
marron claro de aspecto seco y nuevamente
el vastago se estira hasta fuera de la roseta
y la capsula se abre y explota, espar-
ciéndose asi las semillas (Figura 1D-F).

El lote N°1 recolectado el 31/01/2016,
presentaba semillas con testa amarillenta
verdosa, con un elevado contenido de
humedad, de apariencia inmadura. El lote
N°2 recolectado el 22/02/2016, presentaba
semillas con testa oscura y de consistencia
mas rigida que las del primer lote y su fruto
presentaba un color marrén claro de
aspecto seco. Los anélisis de parametros de
calidad de las semillas estan resumidos en
la Tabla 4.
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Figura 1. Viola columnaris A: flor fuera de la roseta (15 enero). B: fruto inmaduro - abierto (15 enero). C:
fruto inmaduro (31 enero). D: sefialado con flecha, vastago estirado por fuera de la roseta con fruto capsula
a punto de abrirse (22 de febrero). E: sefialado con flecha, fruto capsula abierto con semillas (22 de febrero).

F: fruto capsula abierto con semillas (22 de febrero).

Tabla 4. Parametros de calidad de semillas de los lotes de semillas de Viola columnaris.

Parametro de calidad Lote N°1 Lote N°2
Pureza 99 (%) 99 (%)

Peso 1000 semillas 4,563 (9) 4,296 (9)
Semiillas por gramo 219 232
Viabilidad por corte 100 (%) 100 (%)
Viabilidad por tetrazolio 0 (%) de tincion 87,5 (%) de tincion
Ensayo de germinacion 0 (%) 0 (%)

Segun el andlisis de viabilidad por corte,
ninguna semilla se ha identificado como
muerta, pero se apreciaron diferencias
entre ambos lotes. El lote N°1, presentd un
embrion color verde claro, diferenciado del

endospermo (Figura 2A). En cambio, el
lote N°2, present6 un embridn color beige,
diferenciado del endospermo, este ultimo
de apariencia mas oscura que las semillas
del anterior lote (Figura 2B y C).

Figura 2. Semillas inmaduras de V. columnaris. A: corte longitudinal semilla correspondiente al lote N°1.
B: corte longitudinal de semilla del lote N°2. C: corte transversal (lote N°2).
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En el andlisis de viabilidad mediante el test
de tetrazolio no se observo tinciéon de 10
semillas del lote N°1. En cambio, en el lote

Propagacion de Viola columnaris

N°2 se observd un 87,5% de semillas
tefiidas, con diferente intensidad y lugares
de tincion (Figura 3).

Figura 3. Tinciones de semillas del lote N°2 de V. columnaris analizadas con tetrazolio.

(0.

Los ensayos de germinacion para ambos
lotes de semillas arrojaron resultados
nulos.

El lote N°1 no lleg6 a completar el proceso
de estratificacion fria y humeda, ya que, a

los 30 dias, las semillas se hallaban
cubiertas con hongos. El lote N°2 no
alcanz6  porcentajes  elevados  de

germinacion en ninguno de los

(N4

tratamientos  realizados (Tabla 5),
obteniendo una mayor germinacion en T,
(EFH90+AG). En el tratamiento Testigo
no se registrd germinacion.

En todos los tratamientos se observo una
germinacion erratica y sin  patrones
precisos, lo que permite suponer que los
tratamientos pregerminativos no fueron lo
suficientemente exactos.

Tabla 5. Descripciones y resultados de tratamientos pregerminativos para el lote N°2 de Viola columnaris.

Total de Total de
Tratamiento Descripcidon tratamiento Abreviatura semillas semillas
sembradas germinadas
T, Estratificacion fria himeda EFH90 =186 3
durante 90 dias
T, Estratificacion fria himeda EFH60 ~186 4
durante 60 dias
T Inmersién en acido giberélico AG =186 1
1000 ppm por 12 h.
T, Estratificacion fria himeda por EFH+AG ~186 8
90 dias + Inmersién en acido
giberélico 500 ppm por 12 h.
Testigo Sin tratamiento pregerminativo Testigo ~186 0

Luego de 55 dias de la siembra, se decidid
repicar las 6 plantulas con vida de las
cuales 3 contaban con hojas verdaderas
muy pequenias (Figura 4A) y los 3 restantes

solo con cotiledones. A los 42 dias de
realizado el repique, sobrevivieron 4
plantula, las cuales se desarrollaron de una
forma sana, no mostraron signos de
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alargamiento por falta de luz, vy
desarrollaron varias hojas verdaderas
(Figura 4B y C). Las situaciones desfa-
vorables para la germinacion y posterior

establecimiento de las plantulas se pueden
haber dado por una elevada temperatura
ambiental.

Figura 4. Plantulas de V. columnaris. A: luego de 55 dias de la siembra. B y C: luego de 42 dias del repique.

Tabla 6. Descripciones y resultados de reproduccién asexual por estacas de Viola columnaris.

Cantidad Cantidad
Tratamiento Descripcién tratamiento Abreviatura deestacas  estacas
realizadas enraizadas
T, Cama sin calefaccion basal con c/H 8 3
hormona de enraizamiento
T, Cama sin calefaccion basal sin s/H 9 1

hormona de enraizamiento

Respecto a los tratamientos de
reproduccion agamica realizados y luego
de 164 dias de realizadas las estacas se
registraron tres enraizamientos en T, y uno
en T, (Tabla 6).

El desarrollo radicular fue mayor en el T,
(Figura5Ay B) queenel T, (Figura5Cy
D). Las plantas se envasaron en conte-
nedores con sustrato de una parte de suelo,
otra parte de perlita y otra de compost,
agregandole fertilizante granulado de
liberacion lenta.

Figura 5. Estacas enraizadas de V. columnaris. A y B: tratamiento T, luego de 137 dias. C y D: tratamiento

T, luego de 164 dias.

.
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Conclusiones y Sugerencias

La recoleccion de semillas de Viola
columnaris en San Carlos de Bariloche
debe realizarse entre mediados hasta fines
del mes de febrero. Sus frutos tipo capsula
se tornan color marrén claro y el véastago se
encuentra estirado sobresaliendo de la
roseta.

Para un futuro ensayo se sugiere que el sitio
donde se encuentre el almacigo no supere
una temperatura de 22°C y luego de la
germinacion ubicar el almacigo en un sitio
con una elevada intensidad de luz.

Con los resultados obtenidos en este
trabajo, podemos suponer que las semillas
de Viola columnaris poseen una dormancia
fisioldgica profunda, por ello, para futuros
ensayos se recomienda repetir los
siguientes tratamientos pregerminativos:
estratificacion fria himeda durante 60 y 90
dias, sumando a este ultimo la combinacion
con la inmersion en acido giberélico a 500
ppm durante 12 h. También agregar dos
tratamientos de estratificacion fria himeda
durante 60 dias, uno combinado con la
inmersion en acido giberélico a 500 ppm y
otro a 1000 ppm, ambos durante 12 h.

El repique de las plantulas existentes se
puede hacer a partir de que las mismas
posean cotiledones u hojas verdaderas,
teniendo en cuenta en que deben
encontrarse en un buen estado sanitario.

Propagacién de Viola columnaris

Una situacion ideal seria establecer un
cultivo a través de semillas, y a partir de ese
material realizar las estacas, ya que la
especie posee la capacidad de formar raices
adventicias a partir de sus tallos. Seria
provechoso para un futuro ensayo realizar
las mismas de aproximadamente 5 cm de
alto, tratadas con hormona de enrai-
zamiento en polvo AIB, sin calefaccion
basal y ademas incorporar tratamientos
aplicando temperatura basal.
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