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RESUMEN

El algarrobo blanco (Prosopis alba Grisebach) es una especie de gran importancia en la
composicion arbérea de zonas dridas y semidridas de Sudamérica, de donde es nativa y de
América del Norte, Africa y Asia. Posee un gran potencial para la produccién de materiales
forestales, que son tradicional e intensivamente empleados. Actualmente la especie es
propagada comercialmente a través de semillas, sin embargo este método de propagaciéon
genera una gran variabilidad genética en las plantaciones comerciales, presentando
caracteristicas indeseables a la producciéon comercial. Por eso existe un gran interés en
obtener tecnologias de propagacién clonal de la especie. La propagacion vegetativa de
especies forestales, asociada a programas de mejoramiento, tiene como finalidad acelerar el
crecimiento, aumentar la productividad y uniformidad de los plantios comerciales. El
principal objetivo de este trabajo fue evaluar la viabilidad de la propagacién vegetativa a
través de la técnica de miniestacas y el efecto del 4cido indolbutirico (IBA) en las
concentraciones de 0, 3000, 4500, 6000 y 7500 mg L' sobre el enraizamiento de clones de
P. alba. Se logr6 el enraizamiento de 98 a 100% de miniestacas en las concentraciones
testadas. Al aumentar la concentracion de IBA se observé un incremento en el nimero de
hojas y foli6lulos de los plantines clonales, como asi también, del nimero, longitud y peso
de materia fresca de raices hasta alcanzar su concentracién 6ptima.

Paralelamente, se realizé la propagacion a través de estacas convencionales de jardin clonal
a campo, bajo las mismas condiciones de enraizamiento con el objetivo de comparar la
eficiencia de las dos técnicas de propagacion. Se observd mayor porcentaje de
enraizamiento y sobrevivencia de las miniestacas en relacion a las estacas.

Se efectué también un andlisis de correlacidén entre caracteristicas de las plantas madres
(altura, didmetro, nimero de brotes) y de los propdgulos (altura, didmetro) y se observo
correlacidn positiva entre las plantas madres y los propdgulos en el enraizamiento como en
la altura de los brotes con: la longitud total de raices, nimero de folidlulos y altura de los

plantines clonales.
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El trabajo también tuvo como objetivo evaluar el efecto de la época del afio en el
enraizamiento de miniestacas de P. alba.

Estudios anatémicos fueron realizados para evaluar el efecto del grado de lignificacion en
enraizamiento de propdgulos y la presencia o n6 de barreras mecénicas y la influencia de
las mismas en el enraizamiento.

Se propone a la técnica de miniestacas como una herramienta para la clonacién de P. alba.

Palabras clave: Silvicultura clonal, Algarrobo blanco, Enraizamiento, Propagacion

vegetativa.
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ABSTRACT

Mesquite (Prosopis alba Grisebach), an important species in arid and semiarid regions of
where is native to South America and North America, Africa and Asia, is currently
commercially propagated by seeds, however this method of propagation generates a large
genetic variability in commercial plantations, introducing undesirable to commercial
production characteristics. So there is great interest in developing techniques for clonal
propagation of species. The main objective of this work was to evaluate vegetative
propagation using the mini-cutting technique and indolebutyric acid (IBA) at different
concentrations (0, 3000, 4500, 6000 and 7500 mg L'l) on rooting of P. alba clones. Rooting
was achieved in 98-100% of the mini-cuttings at all concentrations tested. Increasing the
concentration of IBA the observed an increase in the number of leaves and leaflets of clonal
seedlings, as well, fresh matter weight and in number and length of roots to reach its
optimum concentration. Plants were also vegetatively propagated in the field via
conventional clonal garden cuttings under the same rooting conditions to compare the
efficiency of the two propagation techniques. Higher percentage of rooting and survival of
minicutings was observed in relation to cuttings. A correlation analysis conducted between
characteristics of stock plants (height, diameter, number of shoots) and shoots (height,
diameter) showed a positive correlation between rooting and height of shoots with total root
length, leaflet number, and height of clonal seedlings. The work also aimed to evaluate the
effect of season on rooting miniestacas P. alba. Anatomical studies were performed to
evaluate the effect of lignification in rooting of propagules and the presence or absence of
mechanical barrier and the influence thereof on rooting. We propose the mini-cutting

technique as a tool for the P. alba cloning.

Key words: Clonal forestry, Mesquite, Rooting, Vegetative propagation
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1. Importancia de Prosopis alba y de su Implantacion

Comercial

Prosopis alba Griseb. es una especie de la familia Leguminosae de gran
importancia en la composicion arbérea de zonas dridas y semidridas (Felker y col.,
2008), no solamente de Sudamérica de donde es nativo pero también tiene importancia
en la composicion arbérea de regiones dridas y semidridas de de varios lugares en el
mundo, cémo por ejemplo regiones de America del Norte, Africa, Asia y Australia.
Tiene destacada importancia en Méjico y E.U.A. (principalmente en Arizona, con
énfasis en la ciudad de Phoenix), también en algunas regiones de Africa como por
ejemplo Africa del Sur y Tinez (desierto del Sahara, norte de Africa). La especie
inclusive podria ser cultivada en varias regiones dridas y semidridas del mundo como
Kenia, Etiopia, entre otros. Se trata de una especie de gran potencial para la produccién
de material forestal (Ewens y Felker, 2010), y la de mayor importancia econémica
dentro del género (Giménez y col., 1998; Galera, 2000). Tradicional e intensivamente
empleada en el uso de madera para muebles, construccion y carpinteria, produccién de
lefia y carbdn, alimentaciéon animal en sistemas silvopastoriles y en la alimentacién
humana. Es una especie importante fijadora de nitrégeno (Giménez y col., 1998; Galera,

2000; Felker y col., 2001; Felker y Guevara, 2003; Ewens y Felker, 2010).

Actualmente este recurso proviene principalmente de dreas naturales, a través de
la explotacion intensiva de los montes nativos (Patch y Felker, 1997). Debido a ésto,
hay un gran interés en obtener tecnologias de domesticacién, mejoramiento y

propagacion de esta especie nativa (Verzino y col., 2003; Verga y col., 2005).

Ademads existe un aumento creciente del interés en la forestacion de regiones
aridas y semidridas con especies altamente productivas, resistentes a la sequia y a la
salinidad como Prosopis alba. Es por ello que varias técnicas de clonacién para
propagar estos materiales han sido desarrolladas (Arce y Balboa, 1991; Arce y col.,

1990).
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La implantacion de especies forestales de produccién tiene destacada
importancia en la disminucién del déficit forestal de productos madereros para aserrado
y biomasa forestal para produccién de energia - bioenergia (Associacdo Brasileira de
Produtores de Florestas Plantadas - ABRAF, 2013; Direccion de Forestacion —
Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca de la Naciéon - MAGyP, 2008). Ademads
contribuye a la proteccion de los montes nativos (Associacdo Brasileira de Florestas
Renovdveis - ABRACAVE, 2001; Asociacion Forestal Argentina - AFOA, 2012), que
son todavia los que en la dltima década han provisto y proveen de material a algunos de
los principales sectores del consumo forestal, como los de aserradero y bioenergia
(Primer Inventario Nacional de Bosques Nativos: Informe Regional Parque Chaquefio,

2007).

Conjuntamente es necesario remarcar que las forestaciones tienen otro rol
importante y extremadamente destacado en la  fijacion del carbono, principal
responsable por el efecto invernadero (Alfenas y col.,, 2004; AFOA, 2012). Las
forestaciones también contribuyen en la regulacion del ciclo hidrolégico, protecciéon de

los suelos (AFOA, 2012) y mantenimiento de la biodiversidad, entre otros.

Ademads de su importancia econémica y ambiental las forestaciones poseen una
gran importancia social (AfoA, 2012), dado que al aumentar las ganancias del
productor, generan una mejor calidad de vida, posibilitando la radicacién del productor
en el campo y contribuyendo al crecimiento de la economia local y/o regional. Sumado
a ésto, las forestaciones de P. alba pueden ser producidas en dreas marginales de baja
renta y baja productividad y/o inaptas para la agricultura (suelos salinos y/o inundables

con desagiie, con sequias, heladas, etc.).

Por lo mencionado anteriormente resulta necesaria la implantacién de esta
especie, tanto para la proteccién del monte nativo como también para la produccion.
Para ello se requiere de produccion comercial de plantines, en escala y de alta calidad
para contribuir con los productores interesados en llevar adelante este tipo de

forestacion.
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2.  Descripcién del Arbol y Caracteres Culturales

Arbol medianamente grande y muy coposo, presentando hasta 18 m de altura y
1,50 m de didmetro. De corteza delgada, de color gris a castaio-violdceo con surcos
longitudinales oblicuos, poco pronunciados. Hojas compuestas, bipinadas, 1-3 pares de
pinas de 6 hasta 12 cm de longitud; 16-35 pares de foli6lulos opuestos, en general sin
folidlulo impar terminal; pares de foli6lulos insertos de 1,5 a 4 mm de distancia entre sf;
folidlulos lineal-oblongos, subagudos, con nervio medio apenas visible y base algo
oblicua; miden 5 a 15 mm de longitud por 1 a 1,8 mm de anchura. A menudo presentan
espinas axilares geminadas en la base de las hojas. Inflorescencia en espiga; flores

blanco-amarillentas (Tortorelli, 2009).

El fruto es descripto como lomento drupidceo, vaina indehiscente septada. Los
artejos presentan contorno con forma de paralelogramo mas o menos deformado y estin
estrechamente alineados formando una cinta, lo que difiere de los algarrobos negros
(Prosopis nigra Griseb.) que poseen los frutos arrosariados definidos por una mayor
separacion entre los artejos de forma lenticular. Otra diferencia entre los frutos de los
algarrobos negros y de los algarrobos blancos es que éstos ultimos presentan el
endocarpo generalmente delgado (0,15 a 0,25 mm) mientras los primeros poseen
endocarpo grueso (1,2 a 1,5). La semilla posee cominmente forma ovoide aplanada

(Burkart, 1943).

Los frutos alcanzan su madurez en el mes de noviembre, diciembre, enero o
febrero segun latitud y longitud. Ello ocurre hacia fines de noviembre en la zona norte
del pais, de baja altitud; en tanto que en el limite de dispersion sur (a mayor latitud) la
maduracion se produce hacia finales de febrero. En una misma zona puede haber hasta
20 dias de diferencia en la maduracion entre rodales o individuos. La floracién puede
servir de indicador para la maduracién de los frutos, dado que ésta se produce dos meses

después de la floracién (Verzino y Joseau, 2005).

Especie marcadamente helidfila y mesoxerdfila a xerdfila; crece generalmente

diseminada y en forma aislada adquiriendo entonces la copa semejanza con una
4
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sombrilla, a veces un tanto irregular. Su tronco es més bien torcido, produciendo por
ello rollizos de escasa longitud en relacion al fuste. Se trata de un 4rbol frugal, longevo,
y de crecimiento medio; se regenera por via sexual y también produce retofios (brotes de

cepa) (Tortorelli, 2009).

Respecto a los caracteres fisico-mecédnicos es importante mencionar que P. alba
posee una madera pesada a moderadamente pesada, y su densidad resulta superior al
promedio, aproximadamente entre 750 y 850 Kg m™ (0,75 a 0,85 Kg—dm'3 ); mientras
que su dureza es de 770 Kg cm™. La concentracién en porcentaje corresponde a: radial
2,1; tangencial 2,8; volumétrica 8,2. La flexién en Kg cm™ corresponde a: tensién al
limite proporcional 304; mddulo de rotura 643; mddulo de elasticidad 62.000. La
comprension axial en Kg cm™ corresponde a: tensién al limite proporcional 320;

modulo de rotura 598 (Felker y Guevara, 2003; Tortorelli, 2009).

Valores bajos de contraccion y casi similares contracciones radiales y
tangenciales son probablemente las mejores medidas de estabilidad de la madera, y una
de las mas importantes caracteristicas en la fabricaciéon de muebles. Es por ello que el
algarrobo estd técnicamente al nivel de las mejores especies del mundo para la

fabricacion de muebles (Felker y Guevara, 2003).

3. Distribucion Geografica

Prosopis alba se encuentra principalmente en dreas planas subtropicales de
Argentina, Uruguay y Paraguay. Estd presente también en forma de manchones en las

zonas semidridas de Bolivia y Pert (Verzino y Joseau, 2005).

En Argentina es una especie muy abundante y estd distribuida en la zona centro
y norte del pais (Fig. 1). Abarca una larga extension que corresponde a las regiones
fitogeografica del Parque Chaquefio y del Espinal, (Primer inventario Nacional de

Bosques Nativos: Informe Regional Parque Chaquefio (2007) e Informe Regional
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Espinal (2007)). Ha sido citada para Cérdoba, San Luis, Catamarca, La Rioja, Santiago
del Estero, Chaco, Formosa, Salta, Jujuy, Tucumadn y Salta (Tortorelli, 2009).
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Figura 1.- Regiones fitogeogréficas segin Cabrera (1976).
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4. Principales Usos

El algarrobo blanco produce madera de alto valor; mas de 60% de los muebles
de algarrobos del pais son elaborados con su madera; siendo una de las Mimosoideas
argentinas de mayor importancia econémica (Giménez y col., 1998; Galera, 2000;

Judrez de Galindez y col., 2005).

Su madera, es muy cotizada para muebles, carpinteria de obra, parquets, y
revestimientos (Judrez de Galindez y col., 2005). Se utiliza en la fabricacién de muebles
de estilo rustico, pesados y con buen acabado de color oscuro. En la carpinteria de obra,
se utiliza en la construccién de marcos de puertas y ventanas, parquets, tirantes, bancos
de carpintero y escolares, clisés, tarugos, tacos de billar, poleas, porta goma de sellos,
hormas de zapatos, y también en la fabricacion de productos de carpinteria rural,
fabricacion de mangas, bretes, casillas de operar y construcciones y viviendas rurales,
etc. También es comunmente utilizado para postes y varillas para infraestructura
ganadera, asi como rodrigones y varrillones para vifias con duracién de 15 a 20 afios. Se
usa para la elaboraciéon de barriles de vino, utensilios, cajas, adornos, entre otras

utilidades (Galera, 2000; Tortorelli, 2009).

Su madera posee un excelente veteado y su nobleza permite el procesamiento sin
necesidad de secado (Coronel de Renolfi y col., 2012). El algarrobo blanco posee una
de las maderas de mayor estabilidad dimensional del mundo, y esta estabilidad
combinada con su color marrén rojizo, densidad alrededor de 750 Kg m™ (0,75 Kg dm™
?) y dureza (770 Kg cm™) satisface todos los requerimientos para ser incluida dentro de

las maderas para muebles de interior més finos del mundo (Felker y Guevara, 2003).

Produce combustible de alto poder calorifico, siendo de excelente calidad
calidad para lefia (4200 Kcal kg'l), y para carbon vegetal (6500 Kcal kg'l), con una
eficiencia de transformacion de 4 a 5 t de lefia, lo que equivale a 1 t de carbon (Galera,

2000).
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La madera del duramen puede proporcionar de 10 al 12 % de su peso de un
extracto tdnico de buena calidad, especial para curtir pieles finas a las que otorga

consistencia suave y flexible (Tortorelli, 2009).

Los drboles son utilizados como cortinas forestales, montes de abrigo y sistemas
silvopastoriles (con pasturas naturales e implantadas) y agroforestales, para explotacion
de su potencial maderero asi como forrajero y apicola (Galera, 2000; Carranza y
Ledesma, 2005). Sus frutos constituyen excelente forraje (Tortorelli, 2009), y por su
alto valor proteico y energético son también utilizados en la alimentacién humana en
diversas formas (Galera, 2000; Verga y col., 2005; Tortorelli, 2009). Ademds es una
especie util para el enriquecimiento del suelo por la fijacién de nitrégeno (Felker y col.,

2001).

La creciente utilizacion del algarrobo blanco para los usos antes mencionados,
hace que esta especie sea explotada sin tener en cuenta los principios bdsicos de un

aprovechamiento racional y sustentable (Judrez de Galindez y col., 2005).

En la Provincia del Chaco se cosechan anualmente mds de 100.000 toneladas de
rollizos de P. alba, para la industria del mueble. En el sudoeste de Estados Unidos se ha
desarrollado una industria creciente de muebles de lujo con precios al por mayor de US$
1.600 por m’. Dado que la produccidn tiene su origen en bosques nativos no manejados
ni certificados, resultard importante iniciar plantaciones para garantizar la
sustentabilidad de este recurso (Felker y Guevara, 2003), entre otras alternativas para

disminuir la presion sobre los bosques nativos.
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S. Requerimientos de su Cultivo

La especie crece naturalmente en zonas con precipitaciones anuales que oscilan
entre los 500 y 1.200 mm concentradas en el periodo estival y con temperatura extremas
absolutas de 48 °C de maxima y -10 °C de minima; y en distintos tipos de suelos,
especialmente en los franco arenosos, tolerando bajos niveles de salinidad. Soporta
anegamientos temporales de 1 a 2 meses y es resistente a las condiciones de aridez.
También se encuentra en dreas serranas sobre suelos con pedregosidad manifiesta
(aluvionales) hasta los 1.000 m de altitud. En las zonas de menor precipitacitaciones se
comporta como freatéfito, encontrdndose preferencialmente a orillas de cafiadas y en
dreas pantanosas, a lo largo de rios o arroyos, etc. Sus individuos alcanzan mejor
desarrollo en zonas con napas fredticas de hasta 15 m de profundidad (Verzino y Joseau,

2005).

Para plantaciones comerciales la indicacién para el corte raso del algarrobo
blanco es de 25 afios, pudiendo ser anticipada o postergada, de acuerdo con las
condiciones especificas del drea de implantacion, del material genético utilizado
(semillas de rodales semilleros y/o huerto semillero), de los objetivos y de la necesidad

del productor.

El marco de plantaciéon mas utilizado actualmente es el de 4 m x 4 m con una
densidad de 625 plantas por hectdrea. Tal densidad es reconocida por la Ley Nacional
25.080, prorrogada por la Ley 26.432 de Inversiones para Bosques Cultivados que
ofrece apoyo econdmico no reintegrable a la implantaciéon de forestaciones. Otros
marcos de plantacién también son reconocidos por dicha ley, como losde 3 m x 6 m y
hasta 8 m x 2 m en caso de sistemas silvopastoriles. La Ley solicita una densidad
minima de 400 plantas por hectdrea para Prosopis sp.. Otro marco de plantacion
utilizada es de 3 m x 3 m, que corresponde a 1.111 plantas por hectdrea (Ewens, Com.

Pers.).

El Ministerio de Economia y Finanzas Publicas, actualiza periédicamente los

costos de implantacion de Prosopis sp.; estos costos son utilizados por el MAGyP para
9
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la aplicacion de la Ley 26.432 de Inversiones para Bosques Cultivados. En la dltima
actualizacion, bajo la Resol. 415/2013, para las Jurisdicciones de Santa Fe, Chaco,
Santiago del Estero, Catamarca, Cérdoba, Formosa, La Rioja, Mendoza, San Juan, San
Luis, con una densidad de 400 a 499 arboles ha'l, el costo de implantacién es de
$9.399,00, con reintegro es de $7.519,00 para forestaciones de 1 a 300 ha y de
$1.880,00 de 301 a 500 ha. Con la densidad de 500 a mds 4arboles ha! el costo de
implantacion es de $12.160,00 con un reintegro de $9.728,00 para forestaciones de 1 a
300 ha y de $2.432,00 de 301 a 500 ha. Para las jurisdicciones de Salta, Tucumén y

Jujuy los valores de implantacién son menores.

La Ley 26.432 de Inversiones para Bosques Cultivados, ademds de financiar la
implantacién de la especie, también financia las podas, raleos y enriquecimiento de
bosques nativos, concediendo ademads beneficios fiscales. Se destaca que este tipo de
forestaciones son una inversion pues para cada peso invertido se recauda un promedio
de $7,00 en impuestos al valor agregado, ganancias y por el desarrollo social que las

mismas potencian.

Las plantas se podan a temprana edad, procurando eliminar los estratos de
ramificaciones de tal manera que la madera se concentre en un solo eje. Se
recomienda podas frecuentes, realizando dos podas por afio, a partir del primero afio de
plantacion, durante los 3 a 4 primeros afios hasta que se defina un dnico fuste de al

menos 2.5 metros (Ewens, Com. Pers.).

Se recomienda también el “enderezamiento” del tallo. La técnica de
“enderezamiento” desarrollada en la Estacion Experimental Fernandez - Universidad
Catolica de Santiago del Estero, se usa para posicionar el tallo verticalmente luego de
una poda de primavera o verano, y se lo hace en dias de mucho calor en los cudles los
tallos se presentan extremadamente maleables, teniendo el tallo de 3 a 4 cm de didmetro

y sin desarrollo de duramen (Ewens, Com. Pers.).

Los raleos deben ser realizados cuando las curvas del IMA (Incremento Medio
Anual) e ICA (Incremento Corriente Anual) se encuentran, o sea cuando el rodal
empieza a estabilizar su crecimiento (Drake y col., 2003). El momento en que se aplica
el primer raleo depende de la poblacidn inicial del rodal, de las condiciones de manejo y

10
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de la situaciéon del mercado. Desde el punto de vista bioldgico, los rodales se deben
ralear antes de que surjan serias situaciones de competencia entre los drboles. Los raleos
se llevan a cabo cuando se puede justificar que una aplicacién aumentaria el crecimiento
en volumen o los retornos econdémicos (Daniel y col., 1982). El primer raleo, para una

densidad de 3m x 3m es realizado en el quinto afio, aproximadamente.

Informacién técnica adicional existe en las publicaciones generadas por Galera

(2000), Ewens y Navall (2006), Senilliani y Navall (2006) y Zarate (2012).

El promedio de productividad de madera de los rodales de P. alba es muy
variable y actualmente estd entre 1 y 13,9 m> ha™ aﬁo'l, dependiendo de la densidad,
manejo y material genético utilizado (desde bosques nativos a bosques cultivados).
Alcanzando una productividad 15,4 m’ ha afio”, segun el estudio de Felker y Guevara

(2003).

Zarate (2012) observé en los primeros cinco afios de implantacion de algarrobo
blanco en la Provincia de Santiago del Estero, con una densidad de 1000 plantas por
hectdrea y con podas, un crecimiento anual de 4,34 m® ha™' ano™' de volumen total.
Pudiendo llegar asi a una produccién total de biomasa de hasta 100 m’ por hectdrea. Y
una productividad anual 2,84 m® halano™ de volumen de fuste para aserrado. De esta

manera, se logra una produccién de hasta 71 m® de madera aserrada por hectérea.

En el trabajo de Felker y Guevara (2003) se informan tasas de crecimiento del
didmetro basal de P. alba en Texas y Argentina de 0,41 cm afio”! en bosques nativos y
sin manejo (81 afios de informacién), y 2,60 cm afio”! en plantaciones comerciales de

material seleccionado (3 afios de informacidn; precipitacion media anual 734 mm).

Coronel de Renolfi y col. (2012) encontraron para 40 trozas de algarrobo blanco
en 10 diferentes aserraderos de la Provincia de Santiago del Estero un volumen total de
madera de 9,47 m’ , con corteza y un volumen de aserrado de 5,59 m’ ; lo que indica un
rendimiento en madera aserrada del 58 % con corteza, con un tiempo promedio total del
proceso de 920 segundos. La productividad se establecié en 232 pie2 h'. El costo

directo del aserrado asciende a $ 2,33 pie'z.

11
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Los bosques nativos, sin manejo y sin seleccion, no logran llegar a una TIR del
10% y no son econémicamente rentables (Felker y Guevara, 2003). Esto determina que
los mismos deben ser manejados para aumentar el desarrollo econémico y social de los
productores y/o comunidades donde se encuentran, pero para eso es necesario resaltar la
necesidad de capacitacion para esos productores y o comunidades. En el trabajo de
Felker y Guevara (2003) se detallan las condiciones en las cuales la produccién de
algarrobo es econdmicamente rentable, logrando una TIR mayor que 10% (con costo de
la tierra incluido). La producciéon de algarrobo es econdmicamente rentable en
plantaciones provenientes de semillas, con seleccion y manejo, en dreas con 707 mm de
lluvia anual para un precio de US$ 800 m™ en Argentina y de US$ 1.600 m™ en Estados
Unidos, con rotacién de 24 afios. En tanto que lo es en dreas con 1.000 mm de lluvia
anual para un precio de US$ 800 m™ en Argentina y Estados Unidos con rotacién de 17
afios. Sin embargo los autores observaron en este mismo trabajo que la TIR estimada es
el doble en plantaciones con clones y con una rotacién que se reduciria a 15 afos en
dreas con 734 mm afio”’ de lluvia, y para 11 afios en dreas con 1.000 mm afio” de lluvia,
siendo que en estas dreas, con mayor indice pluviométrico la TIR estimada llegaria

hasta el triple.

En ensayos en plantaciones de 7 afios Ewens y Felker (2010), observaron una
productividad superior a 50 Kg planta afio™ comparado con 32 Kg planta afio” del
control (material no seleccionado). Estos datos llevados a una plantaciéon comercial de
frutos de algarrobo con seleccién y mejoramiento genético y con una densidad de 100
plantas/ha, en un marco de plantaciéon de 10 m x 10 m, producirian un promedio de 5 t
ha afio™’. Existen plantas con una productividad media de 70 Kg planta’laﬁo'1 (Ewens,
Com. Pers.), lo que en las mismas condiciones mencionadas anteriormente producirian
un promedio de 7 t ha™ afio”. La clonacién de estos 4rboles altamente productivos seria

de sumo interés para la produccion de frutos.

Las semillas sufren el ataque de insectos (bruchidos), lo que determina la
necesidad de tomar los debidos cuidados en su almacenamiento, recomendandose el
procesamiento mecanizado de los frutos a la mayor brevedad posible posterior a la
cosecha, asi como el almacenamiento que debe ser realizado en envases plasticos, con

tapas a rosca o a presion y el secado en estufa de aire circulante a 40°C por 24 horas.

12
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Posteriormente las semillas secas se pueden almacenar en bolsas de tela a una
temperatura de 4° y 7°C (Verzino y Joseau, 2005). Para el uso de méaquina de trilla de
Prosopis sp. se recomienda la revision de los trabajos de Cosiansi y col. (1998) y

Verzino y Joseau (2005).

En el trabajo de Ewens y Felker (2010) se inform¢ sobre la presencia de un
hongo patogénico del género Pestalotiopsis responsable de la caida de hojas en algunos
clones, e insectos psilidos (Prosopidopsylla flava Burckhardt) responsables de la caida
de hojas en otro conjunto de clones. Las plantaciones de P. alba son atacadas por una
variedad de insectos defoliadores y formadores de agallas que impactan negativamente
sobre el crecimiento y la forma de los drboles, particularmente en las primeras etapas de

crecimiento (Ewens, Com. Pers.).

La propagacion de plantas de P. alba resistentes a los insectos-plagas y/o a
patégenos que atacan hojas, flores, frutos maduros y/o inmaduros, serian de suma

importancia en la produccion comercial.

El aprovechamiento racional de los recursos forestales juega un rol importante

en el desarrollo econémico y social del pais (Coronel de Renolfi y col., 2012).

Se resalta, ademds, la importancia de la implementaciéon de programas de
mejoramiento, asi como el empleo de la silvicultura clonal, para lograr un aumento
considerable en la productividad y calidad de los rodales. Asi como para lograr la
formacion de rodales de caracteristicas silviculturales de interés comercial para la

produccion de madera y frutos de esta especie nativa en menor plazo.
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6. Propagacion de Prosopis alba

Actualmente la especie es propagada comercialmente s6lo a través de semillas
(Ewens, Com. Pers.). El uso de semillas para la produccién de plantines para
implantacion de bosques cultivados presenta caracteristicas indeseables para la
produccion comercial, menores tasas de crecimiento y productividad y una gran
heterogeneidad del rodal, generado por la alta variabilidad genética. Sin embargo sigue
siendo utilizada debido a las dificultades para la obtencién de materiales adultos
rejuvenecidos y por las dificultades técnicas y operacionales que presenta la

propagacion vegetativa de esta especie.

Se han realizado numerosos trabajos con el objetivo de lograr una técnica de
clonacion viable para la comercializacion de plantines de clones elites de P. alba (De
Souza y Nascimento, 1984; Jordan y col., 1985ab; Klass y col., 1985, 1987; De Souza y
Felker, 1986; Tabone y col., 1986; Green y col., 1990; Wojtusik y col., 1993; Castillo
de Meier y Bovo, 2000; Felker y col., 2005; Felker, 2008; Felker y col., 2008, entre
otros mencionados por Arce y Medina, 1997). Sin embargo la técnica mas promisoria
ha sido a través de injertos segun la metodologia descripta por Wojtusik y Felker
(1993) y evaluada por Ewens y Felker (2003); no obstante hasta la actualidad ain no ha
sido llevada a cabo comercialmente. Segin Ewens y Felker (2003) a pesar de los
avances en el enraizamiento de estacas (que presentan resultados muy variables), atin no
hay una técnica de propagacion vegetativa monoclonal que sea viable para la
produccion de grandes cantidades de clones de P. alba que serian necesarios para las
plantaciones a escala comercial. Estos autores debido a las dificultades en el
enraizamiento de los propdgulos recomiendan la utilizacién del injerto en la

propagacion de esta especie.

A partir de ensayos de progenie de P. alba se han seleccionado clones
multipropésito con tasas de crecimiento, alta productividad de vainas y vainas altamente
palatables, materiales resistente a plagas y/o enfermedades (Felker y col., 2001; Ewens

y Felker, 2010), tolerantes a altos indices de salinidad (Ewens y col., 2012). Sin
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embargo, la propagacion de estos clones a partir de estacas es dificultosa. Hasta la
actualidad la propagacidn de estos materiales se logré a través de la técnica de injerto y
mediante ella se hicieron posibles plantaciones injertadas (Ewens y Felker, 2003; Felker
y Guevara, 2003; Ewens y col., 2012). Sin embargo esta técnica también presenta

dificultades operativas para la produccion de plantines clonales a escala comercial.

Es por ello que desde el punto de vista productivo resulta muy conveniente la
propagacion vegetativa de esta especie. Propagacién que requiere ser técnica,
econdmica y operacionalmente viable para lograr la producciéon de bosques cultivados
de elevada productividad y calidad de madera y/o frutos, con caracteristicas silvicolas
de interés, resistentes a plagas y/o enfermedades y adaptados a las diversas condiciones

edafo-climaticas.

7. Silvicultura Clonal

El termino técnico “silvicultura clonal” designa al conjunto de técnicas
silviculturales adoptado en un programa de implantacién y manejo de plantaciones
forestales clonales. Abarca todo el proceso de formaciéon de una forestacion clonal,
desde la seleccion del arbol superior, la propagacion vegetativa, la evaluacion de drboles
seleccionados en tests clonales, la produccién de plantines, el establecimiento y la

conduccion hasta su cosecha (tala rasa) (Xavier y col., 2013).

Brasil es un pais referente en silvicultura clonal de Eucalyptus sp. L'Hér. De
acuerdo con Teixeira (2001) el uso de la clonacién forestal de Eucaliptos en gran escala
se inici6 al final de la década del 70, en la Provincia de Espirito Santo, generada por la

heterogeneidad de las plantaciones y por la incidencia de cancro (Alfenas y col., 2009).

El dltimo Anuario Estadistico de la Asociaciéon de productores de forestaciones
implantadas de Brasil (ABRAF, 2013) muestra que de los 4,9 millones de hectdreas de

forestaciones implantadas de Eucaliptos en el pais, 3 millones son clonales.
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Resulta fundamental el desarrollo de la silvicultura clonal para la propagacién de
materiales de interés silvicola para los mds variados propdsitos comerciales (Alfenas y

col., 2004; Souza y col., 2009).

La clonacién en la silvicultura clonal posibilita la produccién de materiales de
alta productividad y de rdpido crecimiento (Xavier, 2002; Assis y Mafia, 2007); con una
produccion de materia prima homogénea y de mayor calidad (Alfenas y col., 2004) y/o
tolerantes a frio/calor, sequia, salinidad y con resistencia a plagas (De Souza y Felker,
1986; Felker y col., 2005; 2008; Ewens y Felker, 2010) y/o a enfermedades (Alfenas y
col., 2004).

Prosopis alba es una especie aldgama, de gran variabilidad (Verzino y Joseau,
2005), que presenta genotipos de interés silvicola (De Souza y Felker, 1986; Felker y
col., 2005; Felker y col., 2008; Ewens y Felker, 2010), seria de gran interés desarrollar

un programa de silvicultura clonal para la produccion comercial de estos materiales.

La clonacién de familias es una técnica de propagacion vegetativa que consiste
en el enraizamiento de miniestacas que tiene sido adoptada a multiplicacién de familias
seleccionadas (superiores) todavia en la fase juvenil. Esta técnica viene siendo
actualmente utilizada por las grandes empresas forestales permitiendo ganancias en
tiempo, productividad, calidad y uniformidad de los rodales comerciales (Souza, 2007;

Andrejow y Higa, 2009; Xavier y col., 2013a).

En el trabajo de Andrejow y Higa (2009) los autores proponen el uso de la
misma técnica empleada en esta tesis para la propagacion clonal de Pinus taeda L. que
es considerada una de las especies de coniferas mdas dificiles de propagar
vegetativamente y actualmente la técnica de clonacién de familias superiores viene
siendo utilizada comercialmente para la propagacion de esta especie (Hamann, 1995;

Rocha y Niella, 2002; Xavier y col., 2013).

En Argentina la empresa Alto Parand S.A., del grupo chileno Arauco, viene
utilizando exitosamente la técnica de clonacion de familias de materiales juveniles

proveniente de semillas de huerto semillero clonal. El uso de la técnica ha posibilitado,
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por ejemplo en P. taeda, la reduccion del turno de corte (tala rasa: cosecha) de 25 afios a

13 afios y posibilitando también la eliminacion de la practica del raleo.

La técnica también permite aumentar la capacidad de produccion de plantines y
con un menor costo respecto al uso de la micropropagaciéon y con el uso exclusivo de

semillas hibridas.

También en Argentina, la experiencia con macropropagaciéon en P. taeda es
difundida por la Forestal Bosques del Plata, que produce un millén de plantines
provenientes de propagacion vegetativa. Los setos (plantas madres) son originados de
semillas de las mejores familias de P. taeda, obtenidas por medio de cruzamientos
controlados y conducidos en macetas, y de los setos son cosechadas las estacas-

miniestacas (Pezzutti, 2005).

En Brasil, las primeras tentativas de transferencia de tecnologia de produccién
de plantines de Eucalipto (microestacas y jardin clonal hidropdnicos) para la clonacién
de familias de Pinus caribaea var. hondurensis (Sénéclauze) W.H.Barrett & Golfari y
P. taeda fueron realizadas y difundidas por la International Paper (Campinhos y col.,
2000) y E. Furlan Consultoria, con la propagacién vegetativa para familias de P.
caribaea var. hondurensis (Furlan, 2002). El uso de estas técnicas por las grandes
empresas forestales brasileras y argentinas con Eucalyptus y Pinus entre otras especies
de interés y los innumerables trabajos cientificos en el drea fundamentan lo planteado en

este trabajo.
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8. Propagacion Vegetativa : Propagacion Clonal

8.1. Utilizacién e Importancia en el Area Forestal

La propagacién vegetativa, también denominada como propagacién clonal o
directamente clonacion, es utilizada principalmente porque logra un rdpido crecimiento,
una mayor productividad, adaptacion de los clones a los sitios de implantacién y
producciéon de materia-prima homogénea (uniformidad de las plantaciones), junto a un
costo competitivo. Permite una rdpida selecciéon y multiplicaciéon de individuos
superiores, tornando a las plantaciones forestales mds productivas y uniformes en un
plazo mds corto, dado que acelera el crecimiento y desarrollo de los individuos clonados
(Xavier, 2002; Alfenas y col., 2004; Souza y col., 2009; Xavier y col., 2013 ). La
clonacién ha posibilitado la implantacion de proyectos de reforestacion en dreas hasta
entonces no utilizadas (salinas, inundables con y sin desagiie, con sequias, heladas, etc.),
dada la limitaciéon de material genético via semillas para atender a tal propdsito y
posibilitado la propagacion de materiales de caracteristicas silvicolas especificos, de
interés como material de mayor poder calorifico para bioenergia, mejor calidad de
madera para aserradero, etc.. Es por ello que se ha incrementado en los dltimos afios el
interés por la propagacion vegetativa de especies forestales (Xavier, 2002). Por todas las
ventajas de la clonacidn anteriormente mencionadas actualmente la gran mayoria de las

plantaciones comerciales provienen de plantines clonales (Tonello, 2004).

La propagacion vegetativa es posible debido a la totipotencia, que es la
capacidad que poseen células, parte de 6rganos u o6rganos de regenerar 6rganos o
plantas completas, a través de la reproduccién somadtica (reproduccion asexual o

vegetativa), basada exclusivamente en la mitosis (Xavier y col., 2013).

La utilizacion forestal de la clonacion es amplia y va desde la produccion a gran

escala de plantas mejoradas de materiales puros o hibridos hasta la obtencién de la
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floracion precoz de plantas destinadas a la produccion de frutos y semillas (Xavier y

col., 2013).

Para la utilizacién adecuada de la clonacién es necesario tomar cuidados para
que no ocurra la reduccién de la base genética y de la segregacion genética en plantines

provenientes de huertos instalados por estacas o injertos de hibridos (Brune, 1982).

Para algunas especies forestales cultivadas del género Eucalyptus, hay
conocimiento cientifico suficiente para la implementacion del proceso productivo de
plantines forestales a través del clonado (Xavier, 2002). Sin embargo, eso no ocurre
para un gran ndmero de especies forestales de interés, en las que se necesita del
desarrollo y/o ajuste de técnicas para el proceso de producciéon de plantines (Galera,
2000; Verzino y col., 2003; Xavier y col., 2003b; Ventin y col., 2006; Souza y col.,
2009).

Ademads de los eucaliptos, otras especies exdticas se propagan vegetativamente,
como el Cedro australiano (Toona ciliata M. Roem), con la finalidad de sobreponer los
problemas inherentes a propagaciéon por semillas, permitir la répida seleccién y
produccién de individuos superiores tornando a las plantaciones mds productivas, mas
uniformes y lograndolas en un menor tiempo (Souza, 2007; Souza y col., 2009; Ferreira
y col.,, 2012), siendo empleada para la propagacién la técnica de miniestacas,
desarrollada por la tesis de maestria en Produccion Vegetal de la Ing. Jonicélia Aradjo
de Souza (2007) la cual viene siendo utilizada en la clonacién comercial por empresas
forestales brasileras como la BVFORESTAL (Minas Gerais), Florestamento Nobre (Sao

Paulo), entre otras.

Otra especie forestal propagada vegetativamente es el Laurel (Laurus nobilis L.),
cuya propagacion se puede realizar a través de semillas y propagacion vegetativa, pero
se da exclusivamente a partir de los procesos vegetativos en Brasil, debido que a la

planta no produce semillas viables (Herrera y col., 2004).

Otras numerosas especies forestales son propagadas vegetativamente, como es el

caso de las del género Populus L., Salix L., Criptomeria Thunb. ex L., Cunninghamia ,
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R.Br. ex A.Rich y més recientemente especies de Picea Link, Pinus, Sequoiadendron ,

entre otras (Xavier y col., 2013).

Especies forestales nativas brasileras, también son propagadas vegetativamente
como el Palo de rosa (Aniba rosaeodora Ducke), cuya propagacion es factible por
semillas y por estacas. Sin embargo, la produccién irregular de semillas, la dificultad de
acceso a las poblaciones remanentes de una fuerte presion de explotacién de los bosques
nativos, alta depredacién de las semillas por aves, junto con un bajo porcentaje de
germinacion de las semillas han limitado la produccién de plantines a través de las
mismas, resaltando la importancia de la propagacion vegetativa en esta especie (Handa
y col., 2005). Otro caso de propagacion vegetativa de especies forestales nativas es el

del Cedro misionero (Cedrela fissilis Vell.) (Santos y col., 2000; Xavier y col., 2003a).

Las técnicas de propagacion a través de estacas (convencionales y miniestacas)

pasan por cuatro fases:

1. Produccién y colecta de los propdgulos (estacas y brotes rejuvenecidos en el

caso de la de miniestacas) (una de las etapas mds limitantes en el proceso);
2. Preparacion de estacas-miniestacas y medio de crecimiento;
3. Enraizamiento (principal limitante de la viabilidad de aplicacion de la técnica);
4. Aclimatacion de los plantines.

Varias son las técnicas de propagacion vegetativa de las especies lefiosas. En las
especies forestales, se destacan las técnicas de estacas, miniestacas, microestacas,
micropropagacion y, en casos especiales, las de injertos (inviabilidad del enraizamiento

monoclonal y produccion de plantas elites del huerto semillero clonal para hibridacion).
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8.2. Técnicas de Propagacion Vegetativa o Clonal

Para que la reproduccién a través de estacas ocurra, es necesario que las células
del propdgulo vegetativo, se desdiferencien, regenerando cada uno de los tejidos de la
planta adulta, generalmente iniciando por las raices. Proceso que se manifiesta de

manera diferente segin las especies (Xavier, 2002).

Segiin Alfenas y col. (2004), la formacién de raices es un proceso anatdomico y
fisiol6gico complejo asociado con la desdiferenciacién y el redireccionamiento del
desarrollo de las células vegetales totipotentes para la formacion de los meristemos que
dardn origen a las raices adventicias. Paiva y Gomes (1995) mencionaron que el proceso
de desarrollo de raices adventicias en estacas y/o miniestacas caulinares se puede dividir
en tres fases: en la primera se produce la formacién de grupos de células meristeméticas
(desdiferenciacion); en la segunda ocurre la diferenciacion de estos grupos de células en
primordios de raiz reconocibles (diferenciacién); y en la tercera el desarrollo y la
emergencia de la nueva raiz, incluyendo la rotura de otros tejidos del tallo y la

formacion de conexiones vasculares con los tejidos conductores de la estaca.

Las técnicas de propagacion vegetativa (Figura 2) constituyen, actualmente uno
de los principales procesos de produccion de plantines y son la base de la silvicultura,
sobre todo por su efectividad en captar las ganancias genéticas obtenidas de los

programas de mejoramiento (Xavier y col., 2013).

La propagacion vegetativa (Fig. 2) se clasifica en macropropagacion y
micropropagacion, siendo la macropropagacion realizada en cultivo ex vitro (in vivo) y

la micropropagacion en cultivo in vitro.
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Propagacion Vegetativa

Estacas

Estacas
Miniestacas

| —] Aéreo

/ Monoclonal Acodo \

Simple
Macropropagacion
Clonaje Nucelar
Hendidura
Multiclonal Injerto Yema
Aproximacion
_,/I Convencional
Micropropagacion
Bioreactores Microestacas = micropropagacién + miniestacas

Figura 2. Técnicas de propagacion vegetativa de especies lefiosas.
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8.2.1. Macropropagacion

En la macropropagacion se utiliza una parte de una planta adulta, de
caracteristicas deseables, como una seccién de tallo, brote, estaca o miniestaca
(propagulos vegetativos) para multiplicacion asexual de la especie (Hartmann y col.,
2002). Segun estos autores, la macropropagacion es el medio mds importante para la
regeneracion clonal de muchos cultivos ornamentales, frutales, nogales vy

principalmente forestales.

8.2.1.1. Macropropagacion Monoclonal y Multiclonal

Con relacién al nimero de individuos (especimenes) empleados, la propagacion
vegetativa se clasifica en monoclonal o multiclonal. La propagaciéon multiclonal
involucra dos o mds especimenes para la formaciéon de una nueva planta, como es el
caso de la técnica de injertos. En la forestacion los injertos solamente son utilizados en
casos especificos de especies de dificil enraizamiento, como por ejemplo en la
produccién de las plantas madres de los huertos semilleros clonales de Pinus taeda y
para la propagacion de materiales selectos de Prosopis alba en escala no comercial, asi
como en Hevea brasiliensis L. (Caucho) para conferir al porta injerto resistencia a
patégenos (Ewens y Felker, 2003; Xavier y col., 2013; Ewens, Com. Pers.). Los injertos

pueden ser de hendidura, yema o por aproximacion.

La macropropagacion monoclonal involucra la reproduccién de un tnico
individuo para la formacién de una nueva planta. Comprende las técnicas de estacas,

miniestacas, microestacas, acodos y clonaje nucelar.

En las técnicas monoclonales, se puede realizar la induccion del enraizamiento

previo o posterior a la separacion del propdgulo vegetativo de la planta madre. Se
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denomina acodo cuando la induccién del enraizamiento es realizado con el propagulo
vegetativo en la planta madre, separdndolo solamente después del enraizamiento. El

acodo puede ser convencional o aéreo.

En tanto que se denomina estaca cuando primeramente se separa de la planta

madre el material vegetal, y posterior a eso se realiza la induccién del enraizamiento.

La otra técnica monoclonal es la que se realiza utilizando embriones formados a partir
de células de la nucela por apomixis esporofitica o embrionia adventicia. Se trata de

embriones generados por mitosis, y la técnica se denomina clonaje nucelar.

8.2.1.2. Macropropagacion Monoclonal a Través de la Técnica

de Estacas y Miniestacas

El método consiste en forzar el enraizamiento de una rama, brote, hoja o raiz, en
un medio adecuado para que se forme una nueva planta completa, con todas las
caracteristicas de la planta madre. En este método la formacion de raices adventicias es

un prerrequisito para el éxito de la propagacion.

La técnica de estacas comprende las estacas convencionales y las miniestacas.
En la técnica de estacas convencionales los propdgulos vegetativos presentan mayor
didmetro, longitud y grado de lignificacién que en la de miniestacas. Esta dltima es

considerada una variacion de la técnica de estacas (Xavier y col., 2013).

En la técnica de estacas las plantas madres estdn a campo conformando un jardin
clonal, o estaquero en los casos de las Salicdceas. En la técnica de miniestacas las
plantas madres conforman un minijardin clonal y estdn bajo condiciones controladas de
luz, humedad, fertilizacién, sanidad, etc. y son manejadas con técnicas de
rejuvenecimiento (poda en la base de la planta para formacion de brotes rejuvenecidos)

y comtinmente bajo invernadero.
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Con la creciente demanda de plantines de eucalipto y la necesidad de intensificar
el proceso de produccion, los jardines clonales que eran anteriormente conducidos a
campo comenzaron a ser realizados en condiciones controladas, a partir de plantines
micropropagados (microjardin clonales) o plantines propagados a través de miniestacas
(minijardin clonal), reduciendo el ciclo de produccién y mejorando, significativamente,

la productividad por unidad de superficie (Higashi y col., 2000).

8.2.2. Micropropagacion: Cultivo de Tejidos Clasico y

Biorreactores

La técnica de propagacién vegetativa a través de la micropropagacion tiene la
singularidad de que el material vegetativo es cultivado in vitro. Es utilizado un pequefio
grupos de células, llamado explante, extraido de plantas en el inicio de su desarrollo, o
de tejidos meristeméticos de plantas adultas, y el crecimiento de los 6rganos o tejidos
se realiza en un cultivo acéptico en el cual el ambiente, los niveles de nutrientes y las
hormonas para el desarrollo de los explantes son altamente controlados (Hartmann y

col., 2002).

Esta técnica presenta un mayor rejuvenecimiento, mejor enraizamiento, calidad
del sistema radicular y mayor velocidad de emision de las raices (Xavier y Comério,
1996). Se caracteriza por una reduccion en el tiempo de multiplicacion que permite una
rdpida propagacion vegetativa e introduccidon rdpida de nuevos cultivares, y en un
reducido espacio, lo que también posibilita la produccién de plantines en escala.
También, asegura un mayor control de la sanidad del material propagado y
principalmente de la conservacion de germoplasma, ademds de facilitar el intercambio
internacional de material vegetal (Withers y Engelmann, 1998; Rey, 2004; Scocchi,
2005).

Sin embargo esta metodologia requiere la utilizaciéon de equipos especificos,

personal entrenado en técnicas de cultivo de tejidos y recursos disponibles, limitando en
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ciertos casos la aplicacion de la misma en bancos de germoplasma (Rey, 2004; Scocchi,

2005).

La micropropagacion demostré ser promisoria en la produccién de plantines
clonales de diferentes especies forestales de dificil enraizamiento. Esta técnica viene
siendo utilizada por varias empresas del ramo forestal, pero todavia, no se ha
desarrollado tecnologia viable para la propagacién clonal comercial de numerosas

especies forestales de interés.

Pero para determinadas especies forestales se han encontrado numerosos
problemas que restringen la micropropagacién (Green y col., 1990; Angeloni y col.,
1992) como ser altas tasas de contaminacion en el establecimiento de los explantes,
bajas tasas de multiplicacion y serias dificultades en el enraizamiento de los vastagos

obtenidos y en el uso de explantes de material adulto.

La micropropagaciéon a través de biorreactores viene siendo frecuentemente
usada en los laboratorios de biotecnologia para la produccion de plantines comerciales.
Los biorreactores son equipos para cultivo de células, tejidos u 6rganos en medio de
cultivo liquido (de inmersién continua o temporaria) con monitoreo y control de las
condiciones de cultivo. Con relacién a la micropropagacién convencional este método
tiene ventajas como mayores tasas de crecimiento, acelerando el proceso de clonado,
menores riesgos de contaminaciéon, menor manipulacién del cultivo, necesitando menor
mano de obra y resulta mds econdmico que la micropropagaciéon convencional

(Teixeira, 2006).
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8.2.3. Macropropagacion y Micropropagacion: Técnica de

Microestacas

La técnica de microestacas combina la macropropagacién y la
micropropagacion. En ella las plantas madres pasan por cultivo in vitro para lograr
mayor rejuvenecimiento del material. O sea en el proceso de propagacion clonal por la
técnica de microestacas el laboratorio de micropropagacion funciona como local de
rejuvenecimiento/incremento del vigor de los clones y posterior produccién de plantines
micropropagados, para suministrar plantas madres al minijardin clonal, en el que a partir
de las plantas madres micropropagadas, se realiza la propagacion clonal, a través de la
técnica de miniestacas (Xavier y Comério, 1996; Xavier y col., 2013). Asi, desde el
punto de vista operativo, la técnica de microestacas se diferencia de la de miniestacas
basicamente por el origen del material que compone el minijardin clonal (Xavier y col.,

2013).

Actualmente, la técnica de microestacas es solamente aplicada en clones con
problemas de enraizamiento cuando se los multiplica por las técnicas de estacas y
miniestacas, dado que la técnica de microestacas ha presentado, para determinados
genotipos, ventajas como mayor rejuvenecimiento, mejor enraizamiento, mayor calidad
del sistema radicular y de la velocidad en la emision de raices. Sin embargo, requiere
altas inversiones en laboratorios de micropropagacion y establecimiento de protocolos
de micropropagaciéon (Xavier y Comério, 1996; Xavier y col., 2013), ademds del

protocolo de miniestacas.

En contrapartida la técnica de miniestacas presenta ventajas tanto en aspectos
técnicos, estructurales y operacionales, como en los costos (Wendling y col., 1999) y en
determinadas situaciones, resultados tan eficientes como los de las microestacas (Xavier
y Wendling, 1998). Asi, la miniestaca, ha sido la principal forma de multiplicacién de
eucaliptos en escala comercial, debido a ventajas en relacién a otras técnicas de
propagacion vegetativa para la mayoria de los genotipos comerciales de esta especie

(Higashi y col., 2000; Paula y col., 2003).
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9. Factores que Afectan el Enraizamiento

En la propagacion vegetativa de especies lefiosas el desarrollo de raices
adventicias es un factor clave para el éxito de la propagacién (Davies Junior y col.,

1982; Hartmann y col., 2002).

Varios factores internos y ambientales influyen en la potencialidad del
enraizamiento de estacas y miniestacas. Entre los principales factores se destacan la
especie, variedad o clon (genotipo), condiciones fisioldgicas y de nutriciéon mineral de la
planta madre (planta donante de material vegetativo - estaca o miniestacas - para la
propagacion), substrato de enraizamiento, almacenamiento de las estacas o miniestacas,
la sanidad y la aplicacion de reguladores de crecimiento, asi como los factores
relacionados con la manipulaciéon de las condiciones ambientales, principalmente la
luminosidad, temperatura y humedad (Kramer y Kozlowski, 1972; Westwood, 1982;
Hartmann y Kester, 1987; Norberto y col., 2001; Andrejow, 2006; Paes y col., 2006;
Almeida y col., 2008; Souza y col., 2009; Xavier y col., 2013).

9.1. Factores Internos

Para cada especie, variedad y/o clon existe un punto 6ptimo entre tamafio,
acumulacion de sustancias de reserva y edad de las plantas madres, que debe ser
encontrado para poder alcanzar un mejor resultado en cuanto al vigor del rebrote (brotes
de la base de la planta usados como propagulos vegetativos) (Brune, 1982), que afectan

directamente en el enraizamiento.

Entre los factores internos que influyen en el enraizamiento se destacan la

especie, variedad o clon; las condiciones de la planta madre; la edad y localizacién del
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propagulo; hidratos de carbono y nitrégeno; el estado fisiolégico y las concentraciones

enddgenas de hormonas en el propdgulo vegetativo.

9.1.1. Especie, Variedad o Clon

Entre los principales factores internos, estd el genotipo (especie, variedad o
clon), cuyo potencial varia también conforme la época del afio, el que estd directamente
ligado al contenido de carbohidratos. Wendling y col. (2000) encontraron variaciones
entre clones de Eucalyptus spp. en su estudio de propagacién clonal por miniestacas,
destacando la importancia del genotipo. Arce y Balboa (1991) observaron que el
enraizamiento de Prosopis chilensis obtenido de plantas adultas que crecian en el

Hemisferio Sur sélo se logré cuando las estacas fueron obtenidas en primavera-verano.

9.1.2. Condiciones de la Planta Madre

La condicién de la planta-madre es otro factor que se destaca en el éxito del
enraizamiento. Cuanto mds joven, vigorosa y sana, mayor serd el potencial de
enraizamiento de las estacas/miniestacas (Gardner, 1929; Schreiber y Kawase, 1975;

Davies Junior y col., 1982; Arce y Balboa, 1991, Paiva y col., 1996; Floriano, 2004).

El estado general y nutricional (principalmente en lo que se refiere a nitrégeno y
carbohidratos), ademds de la constitucion genética de la planta madre, tienen una
influencia directa, no solo en la produccién de estacas, sino también en la emisién de
raices (Hartmann y Kester, 1987; Almeida y col., 2007; Souza, 2007). En plantas
madres de Prosopis alba De Souza y Felker (1986) comprobaron que la fertilizacion

influyé positivamente en el enraizamiento de estacas de esta especie.
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9.1.3. Edad y Localizacion del Propagulo

La edad y la localizacion del propagulo vegetativo influyen en el enraizamiento
de estacas y miniestacas (Gardner, 1929; Schreiber y Kawase, 1975; Davies y col.,

1982; Arce y Balboa, 1991; Paiva y col., 1996; Floriano, 2004).

El tipo de rama o brote, utilizados para realizar las estacas/miniestacas, puede ser
un condicionante del enraizamiento, principalmente en especies donde es dificultoso
este proceso. De modo general, en algunas especies forestales, hay un gradiente de
juvenilidad ontogenética en direccién a la base del arbol, siendo éste variable entre
especies (Hackett, 1987), en estos casos, cuando mds préximos a la base de la planta

estén, mayor es la capacidad de enraizamiento de los propagulos vegetativos.

Con relacion a la localizacion del propdgulo (estaca o miniestaca) en la rama o
en el brote Borges y col. (2011) observaron que la capacidad de emitir raices se
incrementa de la base al dpice de la rama o brote, y esto estd directamente relacionado
con el grado de lignificacion de los propdgulos vegetativos y con los niveles endégenos

de hormonas que promueven el enraizamiento.

9.1.4. Hidratos de Carbono y Nitréogeno

El contenido de carbohidratos de los propdgulos vegetativos ha sido considerado
un factor importante en el éxito del enraizamiento (Lane, 1978; Wendling y col., 2000).
Un elevado nivel de reservas con una elevada relacion carbono/nitrégeno favorece el
enraizamiento (Paiva y Gomes, 1995; Paiva y col., 1996). Segin Coruzzi y Zhou (2001)
existe una importante interaccion entre el contenido de carbohidratos y el contenido

endégeno de hormonas, lo que afecta los procesos rizogénicos. Consecuentemente, la
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nutriciéon mineral de las plantas madres puede influenciar en el enraizamiento de estacas

y miniestacas (Xavier y col., 2013).

Estacas y/o miniestacas colectadas de una misma matriz y sometidas a los
mismos tratamientos responden diferenciadamente en relacién a las tasas de

enraizamiento, lo que es debido a variaciones en el contenido de reservas (Souza, 2007).

El contenido de carbohidratos puede variar entre especie o clon, cuyo potencial

se modifica con la época del aiio (Wendling y col., 2000).

9.1.5. Estado Fisioldgico

En general, estacas herbidceas enraizan mejor que las lefiosas (Borges y col.,
2011). Las estacas herbiceas tienen mayor capacidad de formar raices, aunque
necesitan de mayor control de las condiciones ambientales durante el enraizamiento
(Xavier y col., 2009). Al evaluar el enraizamiento de estacas de tejido adulto (estacas de
ramos) y juvenil (estacas provenientes de plantines y de brotaciones de cepas), Fonseca
y col. (1991) observaron que el enraizamiento de estacas de jacarandi-da-Bahia
(Dalbergia nigra Fr. Allem) ocurrié solamente en estacas de tejido juvenil. En tanto que
Paiva y Gomes (1995) consideraron que, para plantas que se propagan facilmente por

estacas, la edad de la planta-madre tiene menor importancia.

Plantas arboreas sufren cambios morfoldgicos, fisiolégicos y bioquimicos al
pasar de la fase juvenil a la adulta, que afectan el potencial de clonaje, el vigor de
crecimiento y la resistencia a las plagas y enfermedades, que dificultan la propagacion
vegetativa (Wendling y Xavier, 2001), destacando ademds que las diferentes partes de la

planta presentan diferentes estados de maduracion (Alfenas y col., 2004).

Hartmann y Kester (1987) sugieren que la edad del material a multiplicar,
principalmente en especies de dificil enraizamiento, puede ser un condicionante del

proceso; debido al incremento en la formacion de inhibidores del enraizamiento a
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medida que la planta crece. Segin Abedini (2005), la reduccién del potencial de
enraizamiento se deberfa a una disminucion del contenido de compuestos fendlicos, los
que actuarian como co-factores o sinergistas de las auxinas. Almeida y col. (2007)
sugieren que el potencial rizogénico varia con el balance hormonal y la presencia de

inhibidores que son afectados por el grado de maduracién de los propdgulos.

Higashi y col. (2000) sugieren que la edad del material a ser propagado tiene un
gran efecto sobre la capacidad de propagacion de las plantas y que por ello las técnicas
para mantener o inducir la juvenilidad, son claves dentro de cualquier proceso de

propagacion vegetativa.

El término maduracién estd estrechamente relacionado a la edad ontogénica de
las plantas, haciendo referencia a las distintas etapas del crecimiento de las mismas. Los
factores que podrian estar ligados a los mecanismos de maduracion estarian
determinados por el ambiente, la nutricién y factores propios de la planta. El estrés,
principalmente nutricional e hidrico, al afectar la maduracién de la planta reduciria la

tasa de enraizamiento (Higashi y col., 2000).

En la fase juvenil y adulta las caracteristicas anatomicas, fisiologicas y
bioquimicas son distintas. De esta forma, una de las caracteristicas mds importantes del
envejecimiento de las plantas es la pérdida de su capacidad rizogénica, siendo la
madurez de la planta madre un factor limitante del proceso de enraizamiento (Azcon
Bieto y Talén, 2000; Higashi y col., 2000; Abedini, 2005; Almeida, 2006). Alcantara y
col. (2007) encontraron en ensayos con Pinus taeda que la edad de las plantas influye
significativamente en la capacidad de enraizamiento; siendo ésta mayor al ser menor la

edad de las plantas.
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9.1.6. Concentracion Endogena de Hormonas Vegetales en el

Propagulo Vegetativo

Las hormonas desempefian un papel fundamental en el enraizamiento adventicio
(Hartmann y col., 2002). La formacién de raices en la base de las estacas/miniestacas es
una manifestacion de crecimiento por morfogénesis (rizogénesis), regulada
fundamentalmente por sustancias de tipo hormonal. Por eso la concentracién endégena
de los reguladores de crecimiento es uno de los principales factores internos que afectan
el enraizamiento de estacas/miniestacas, especialmente las auxinas, citocininas y
giberelinas. Las auxinas estimulan el enraizamiento adventicio y las citocininas,
producidas en las raices, estimulan la divisién celular en la parte aérea segtn la relacion
auxina/citocinina. Generalmente, alta relacién auxina/citocinina favorece la formacion

de raices, en tanto que, por el contrario, estimula la formacién de los ramos.

Segiin la concentracién, las giberelinas pueden inhibir el enraizamiento de
estacas/miniestacas, probablemente por estimular el crecimiento vegetativo, el cual

compite con la formacidn de raices (Alfenas y col., 2004).

De los reguladores de crecimiento el dcido abscisico (ABA) estd entre las
sustancias que pueden presentar un efecto inhibidor del enraizamiento; aunque cualquier
regulador de crecimiento de las plantas puede causar la inhibicién del enraizamiento
dependiendo de su concentraciéon (Floriano, 2004). También el etileno en la

propagacion puede inducir enraizamiento adventicio (Xavier y col., 2013).

La capacidad natural del enraizamiento de algunas plantas se correlaciona con
un aumento de factores enddgenos promotores y con una disminucién progresiva del
contenido de inhibidores hacia la primavera (Sivori y col., 1986; Nicoloso y col., 1999;

Azcon Bieto y Talén, 2000; Almeida y col., 2007; Bortolini y col., 2008).

Las miniestacas apicales presentan mayores niveles endégenos de hormonas que
promueven el enraizamiento, por lo cual, éstas pueden presentar mayor capacidad de

enraizamiento (Raven y col., 2007; Borges y col., 2011).
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El enraizamiento depende ademds de la presencia de un cierto nimero de
cofactores que en combinacién con las auxinas permiten el enraizamiento. Estos
cofactores pueden ser compuestos fendlicos y materiales nitrogenados y azucares
producidos en las hojas y de aqui la importancia de éstas en el enraizamiento (Weaver,
1976; Fochesato y col., 2006; Almeida y col., 2007; Althaus y col., 2007; Bortolini y
col., 2008).

Trabajos en miniestacas de Eucalyptus spp. y otras especies forestales utilizan la
aplicacion del IBA para promover el enraizamiento (Titon, 2001; Goulart y col., 2008;
Souza y col.,, 2009; Brondani y col., 2010; Borges y col., 2011). Los clones de
Eucalyptus grandis W.Hill ex Maiden x E. urophylla S.T. Black respondieron mads
eficientemente a la aplicacién de IBA que al dcido naftalenacético (ANA) (Goulart y

col., 2008).
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9.2. Factores Ambientales

Entre los factores ambientales que afectan el enraizamiento de las estacas estidn
la humedad, la temperatura; la luminosidad, el fotoperiodo (Alfenas y col., 2004), el
medio de crecimiento (substrato), en lo que se refiere a la composicion, fertilizacion,
ausencia de agentes patogénicos, aeracion y pH (Deschamps, 1993), condiciones de

asepsia y concentraciones de CO; en el ambiente (Floriano, 2004).

El ambiente ideal para enraizamiento de gran parte de las especies forestales,
como en el caso del género Eucalyptus, es obtenido con sombra parcial, substrato bien
drenado, alta humedad relativa, temperatura amena y constante (Brune, 1982). Segin
Pio y col. (2006), inverndculos con alta humedad relativa y sombreamiento parcial,

propicia el ambiente ideal para el enraizamiento de higuera (Ficus carica L.).

9.2.1. Epoca del Aiio

La estacion del afio en que se realiza la propagacién también influye en la
capacidad de enraizamiento. En los propdgulos vegetativos se observan variaciones
estacionales en relacién con los cambios del cuadro hormonal y nutricional. Ferriani y
col. (2006) sugieren que las estaciones del afo influyen probablemente por el nivel
endégeno de auxinas, carbohidratos y proteinas de las estacas. Duarte y col. (1992)
encontraron que la época del afo influye significativamente en el porcentaje de estacas
enraizadas de Feijoa sellowiana Berg. Mientras que Doll y col. (2003) en ensayos con
Buddleja globosa Hope encontraron que la época del afio no influy6 en el nimero final
de estacas enraizadas, aunque épocas mds cdlidas parecen haber acelerado el proceso,

teniendo una influencia directa en el porcentaje de sobrevivencia de las mismas.
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En el trabajo de Souza y col. (2009) se imformé que las miniestacas obtenidas de
una misma matriz y sometidas a los mismos tratamientos en diferentes épocas del afno
responden de manera diferente en relacion a la tasa de enraizamiento. Probablemente,
cuanto mayor sea el nivel de reservas y la relacion carbono/nitrégeno, mayor serd la
tasa de enraizamiento observado en las miniestacas. Seguin Nicoloso y col. (1999)
estacas cosechadas en un periodo vegetativo de intenso crecimiento (primavera-verano)
poseen pocas reservas de hidratos de carbono y consistencia mds herbdcea, mientras que
las cosechadas en otofio invierno son mds lignificadas y con més reservas. Las primeras
tendrian ademds mds concentracion de auxinas y menos de inhibidores mientras que las
de otofo invierno serian menos susceptibles a la desecacién. A su vez, la consistencia
mads herbdcea estaria también facilitando el proceso de enraizamiento (Pivetta y col.,
2012), lo que puede estar relacionado con la menor lignificacion de estos propdgulos

(Borges y col., 2011).

Por otro lado Zuffellato-Ribas y Domingos Rodrigues (2001) informaron que el
mayor porcentaje de enraizamiento en estacas de Eucalyptus grandis, fue en invierno,
donde obtuvieron un 64% de enraizamiento; mientras que en primavera fue de 42% y en

verano de 6%.

Valmorbida y col. (2008) en ensayos con Trichilia catigua A. Juss encontraron
que la mejor época es la primavera, con 41,67 % de estacas enraizadas. Ferriani y col.
(2007) en ensayos con Mikania micrantha Kunth encontraron en primavera, verano y

otofio los mejores porcentajes de enraizamiento (superiores al 86%).
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9.3. Tratamientos para Induccion del Enraizamiento

9.3.1. Tratamientos Mecanicos para Induccion del

Enraizamiento

Para la induccidn del enraizamiento pueden aplicarse tratamientos mecdnicos y/o
fisiolégicos. Los tratamientos mecdanicos, generalmente se relacionan con algin tipo de
dafio como el descortezamiento, incision, o retorcimiento en la base de las estacas o
miniestacas. Otro tipo de tratamiento mecanico es la impermeabilizacion de las estacas
para evitar resecamiento (Floriano, 2004). Kalil Filho (2000) observé que la
impermeabilizacién, asociada con hormonas, aument6 el enraizamiento de Hevea

brasiliensis.

9.3.2. Tratamientos Fisiologicos para la Induccion del

Enraizamiento
Los principales tratamientos fisioldgicos para promover el enraizamiento son el

rejuvenecimiento, recuperaciéon del vigor (volver al estado de vigor inicial), el

etiolamiento y la aplicacion de reguladores de crecimiento.
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9.3.2.1. Rejuvenecimiento y Recuperacion del Vigor

El rejuvenecimiento consiste en la aplicacion de tratamientos o técnicas que
buscan alterar el estado fisiolégico de la planta pasando del estado maduro al estado

juvenil (Wendling y Xavier, 2001).

Para el éxito en la multiplicacion vegetativa de plantas adultas, es necesario
explotar la mayor capacidad del material juvenil, ya sea mediante la utilizacién de
materiales provenientes de partes juveniles de la planta o por la promocién del

rejuvenecimiento de partes adultas (Xavier y col., 2013).

Los métodos para revertir o mantener la juvenilidad de las plantas son la
aplicacion de 4cido giberélico; propagacion vegetativa seriada; poda drastica o de
yemas apicales; neodiferenciacion de yemas; apomixis; induccién de ramos adventicios
en porciones de raices; utilizaciéon del crecimiento juvenil originado de los esferoblastos
(crecimiento en forma de verruga encontrada en los vdstagos); entre otras, siendo que la
propagacion sexual natural es el método mds eficiente en promover el rejuvenecimiento

(Hackett, 1987; Xavier y col., 2013).

El rejuvenecimiento para la producciéon comercial de plantines de especies
forestales mds utilizado se relaciona con la propagacion seriada a través de estacas,
miniestacas, microestacas, micropropagacion e injertos (Titon y col., 2002; Xavier y

col., 2013).

La recuperacion del vigor consiste en adoptar précticas culturales que propician
mayor vigor fisiolégico a la planta, para que origine propdgulos vegetativos con mejor
desempefio en la propagacion clonal. La adopcidén del manejo nutricional e hidrico se
realiza para mejorar las condiciones fisioldgicas de las plantas, asi como el uso de la
poda dréstica (realizado en la técnica de miniestacas y en algunos casos también en la
de estacas para materiales de dificil enraizamiento), lo que genera la induccién de brotes
dormidos en regiones de mayor juvenilidad ontogénica, constituyendo éste el método

mas eficiente en el proceso de la propagacion clonal (Xavier y col., 2013).
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9.3.2.2. Etiolacion

La etiolacién, causada por la ausencia de luz, se caracteriza por alteraciones
fisioldgicas, asociadas al decoloramiento y ablandamiento de los tejidos. Estd
directamente relacionada a la reduccién de la lignificacién de los tejidos, lo que puede
aumentar la capacidad de enraizamiento (Maynard y Bassuk, 1988; Biasi y col., 2002;

Floriano, 2004; Borges y col., 2011).

Bassuk y col. (1985), demostraron que la etiolacién en plantas madres de Fagus
sylvatica L., Carpinus betulus L. y Pinus strobus L. aumentaron significativamente el
enraizamiento de estacas de estas especies. En el trabajo de enraizamiento de
miniestacas de hibridos de Eucalyptus globulus Labill., se observd que la menor
lignificacion de los tejidos de los propdgulos de las miniestacas apicales generada por la
etiolaciéon, en relaciéon a las miniestacas intermedias, promovié mejores tasas de

enraizamiento, entre otras ventajas (Borges y col., 2011).

Las técnicas de etiolacion, posiblemente permitirian la obtencién de mejores
resultados en la propagacion de especies nativas de dificil enraizamiento (Biasi, 1996).
Por ello es interesante usar esta técnica de etiolacion en los ensayos de enraizamiento de
Prosopis alba propuestos en esta tesis y evaluar el efecto de la técnica en la capacidad
de enraizamiento de estacas y miniestacas, dado que estas ultimas presentan menor

grado de lignificacidn, en relacion a las estacas.
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9.3.2.3. Aplicacion de Reguladores de Crecimiento

Entre las hormonas vegetales mds conocidas y de interés en la propagacion de
plantas, se destacan las auxinas, giberelinas, citocininas, etileno y 4cido abscisico. En
ciertas condiciones las hormonas poseen efecto cuando son aplicadas exdgenamente en
las plantas, siendo las mismas denominadas reguladores de crecimiento y/o

fitorreguladores.

Los reguladores de crecimiento son comtinmente usados en el tratamiento de
estacas para aumentar el porcentaje, velocidad, calidad y uniformidad del
enraizamiento, con diferentes concentraciones determinadas por la especie, variedad o

clon (Wendling y Xavier, 2005).

Las principales aplicaciones de las auxinas en la propagacion de plantas son la
induccién de raices adventicias en estacas/miniestacas y el control de la morfogénesis

en la micropropagacion (Xavier y col., 2013).

Para promover el enraizamiento, en forma comercial las auxinas sintéticas mdas
utilizadas son el IBA y el ANA en forma de polvo fino mezclado con talco inerte o en
forma de solucién diluida (Cuisance, 1988; Vargas y col., 1999; Azc6én Bieto y Talon,

2000; Bortoloni y col., 2008).

La aplicacion de auxina en 6rganos aislados promueve aumento de la respuesta,
paralelamente al aumento de la concentracién hasta cierto nivel (punto 6ptimo), dado

que posterior a éste comienza a aparecer un efecto inhibitorio (Xavier y col., 2013).

Al evaluar los efectos de auxina y boro en el enraizamiento adventicio de estacas
de laurel (Laurus nobilis), considerada una especie de dificil enraizamiento adventicio,
Herrera y col. (2004) observaron que los tratamientos con auxinas presentaron mayores
porcentajes de estacas enraizadas en relacion al control y ademds presentaron mayor
uniformidad en la formacién de raices, lo que probablemente, esté relacionado con la
accion positiva de la auxina sobre la division celular que da origen a las raices. Estos

biorreguladores conducen a la sintesis de ARN, que interviene en la iniciacién del
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primordio radicular, favoreciendo la actividad metabdlica necesaria para el desarrollo de

los tejidos constituyentes de las raices recién formadas y estimulando su crecimiento.

Titon y col. (2003) obtuvieron los mejores indices de enraizamiento de
Eucaliptus grandis con 1000 a 2000 mg. L' de IBA. Cunha y col. (2004) en ensayos
con Sapium glandulatum encontraron 52% de estacas enraizadas utilizando 6000 mg L~
!, de IBA. Oliva Cruz (2005) encontraron en estacas de Mpyrciaria dubia (Hbk) Mc

Vaugh tratadas con IBA mejores resultados que en aquellas no tratadas (testigos).

Sin embargo, con el rejuvenecimiento logrado a través de las técnicas de
miniestacas y microestacas el uso de hormonas y reguladores del crecimiento es, en
ciertas ocasiones, innecesario. Esto dltimo fue constatado para Toona ciliata (Souza y
col., 2009),  Eucalyptus grandis (Wendling y Xavier, 2005), Myrciaria jabuticaba
(Vell.) Berg (Pereira y col., 2005) y en estacas apicales de Ficus carica L. (Pio y col.,
2006).

En trabajos con miniestacas de Eucalyptus spp. y otras especies forestales se
utiliz6 la aplicacion del IBA para promover el enraizamiento (Titon, 2001; Souza y col.,
2009; Brondani y col., 2010; Borges y col., 2011). Goulart y col. (2008) observaron que
clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla respondieron mds eficientemente a la

aplicacion de IBA que de ANA.

Segiin Norberto y col. (2001) es necesario un balance entre las sustancias

promotoras e inhibidoras del proceso de rizogénesis para que ésta se produzca.
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10. Técnica de Miniestacas

La técnica de clonacion a través de miniestacas es una técnica promisoria para la
produccién de plantines clonales de especies forestales. Alfenas y col. (2004) indicaron
que la técnica de miniestacas se destaca como alternativa para la clonacién en escala
comercial de Eucalyptus spp.. Esta técnica asociada a programas de mejoramiento es
responsable del establecimiento de rodales homogéneos de elevada productividad en un
menor tiempo (Souza y col., 2009) y es la més adoptada por las principales empresas
forestales de Brasil para la produccion comercial de clones de Eucalyptus (Martinez-

Alonso y col., 2012).

La técnica consiste en la utilizaciéon de brotes de plantas propagadas a través de
estacas convencionales o por plantines producidos a partir de semillas. Su ejecucién se
realiza a través de la ruptura de la dominancia apical por la poda de plantas madres
(técnica de rejuvenecimiento), las cudles emiten nuevos brotes que son utilizados para el

enraizamiento y la formacién de los futuros plantines clonales (Alfenas y col., 2004).

Las plantas madres donantes de brotes para la propagacion posterior a la ruptura
de la dominancia apical se denominan mini-cepas o mini-setos. El conjunto de plantas
madres destinadas a la produccion de brotes para la clonacién se denomina minijardin

clonal.

Esta técnica puede ser considerada una variacion de la técnica de estacas, siendo
de mayor sensibilidad a las condiciones ambientales al compararse con esta tltima. Con
miniestacas se trabaja con material vegetativo mds herbaceo, con manejo intensivo y
con un requerimiento mayor de cuidados, en especial, en relaciéon a la colecta y

acondicionamiento de las miniestacas (Wendling y col., 2000).

La técnica de miniestacas surgi6 a partir del perfeccionamiento de la técnica de

estacas y micropropagacion, evitando las dificultades de ambas técnicas (Alfenas y col.,

2004).
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La técnica de miniestacas posibilita el suficiente rejuvenecimiento de los
materiales vegetales, logrando un aumento considerable de las tasas de crecimiento y de
enraizamiento (y en algunos casos reduciendo o hasta eliminando la necesidad de la
aplicacion de auxinas promotoras de enraizamiento). Ademads ha posibilitado reducir el
tiempo de produccion de los plantines; aumentar la productividad por unidad de 4rea,
reducir las dimensiones del jardin clonal, disminuir la variacion estacional, aumentar el
control ambiental, fitopatolégico, hidrico y nutricional de las plantas madres, facilitar la
cosecha de propédgulos vegetativos, disminuir costos de transporte y procesamiento de
brotes, aumentar la uniformidad de los plantines clonales, entre otras ventajas (Xavier y
Comério, 1996; Xavier y Wendling, 1998; Higashi y col., 2000; Wendling y col., 2000;
Titon 2001, Titon y col., 2002; Wendling y Xavier, 2003; Xavier y col., 2003a; Alfenas
y col., 2004; Tonello, 2004; Mafia y col., 2005; Santos y col., 2005; Titon y col., 2006;
Almeida y col., 2007; Brondani, 2008; Souza y col., 2009; Brondani y col, 2010;
Brondani, 2012).

La clonaciéon comercial a nivel de familias, via material juvenil de origen
seminal, es una herramienta potencial para la obtencién de mejoras en la calidad del
producto fina. Aunque no se tenga la seguridad del genotipo a ser multiplicado, se tiene
una estimacion de la superioridad de los progenitores, asi como una mayor uniformidad

de las plantaciones obtenidas y el acortamiento de tiempo en la tala rasa (Souza, 2007).

Para la mayoria de los clones de eucalipto la técnica de miniestacas garantiza un
enraizamiento mds eficiente de las miniestacas en relacién a otras técnicas de
propagacion vegetativa, conforme lo mencionado por Higashi y col. (2000), debido al
proceso de rejuvenecimiento que la planta experimenta hasta la producciéon de la

miniestaca.

La técnica se presenta como una alternativa viable, tanto en las situaciones en
que presenta resultados, tan eficiente como los de microestacas, o, muy especialmente,
en situaciones en las que la micropropagacion es una técnica inviable econdémica y/o

operacionalmente (Tonello, 2004).

La aplicacién de miniestacas en la propagaciéon clonal de Eucalyptus es una
realidad y estd bien desarrollada (Xavier, 2002). Santos y col. (2000) destacan la
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técnica de miniestacas como una técnica promisoria también para la produccion de
plantines clonales de especies nativas. Fue observada la viabilidad técnica de la
propagacion vegetativa por miniestacas en la produccion de plantines de varias especies
forestales nativas de Brasil y Argentina, como Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze,
Samanea inopinata (Harms) Ducke, Swietenia macrophilla King (Caoba), Cedrela

fissilis (Santos y col., 2000; Xavier y col., 2003a), entre otras.

Para algunas especies, como para la mayoria de las especies del género
Eucalyptus cultivados en Brasil, existe suficiente conocimiento cientifico para la
implementacién del proceso productivo de plantines a través de la clonacioén. Sin
embargo eso no ocurre para un gran nimero de especies forestales de interés (Xavier y

col., 2003b), como es el caso de Prosopis alba.

Las técnicas de propagacion a través de estacas (convencionales y miniestacas)
pasan por cuatro fases; se inicia con la colecta de los brotes, sigue con la preparacion de
estacas-miniestacas y medio de crecimiento, posteriormente pasa por el enraizamiento y
termina en la aclimatacion de los plantines. Siendo la produccién de brotes y el

enraizamiento las fases mds limitantes de este proceso.
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11. Aspectos Anatomicos

En los procesos de enraizamiento de estacas es necesario conocer si existen
barreras mecdnicas que puedan influenciar la capacidad de formar raices de una estaca
de una determinada especie. Muchas especies presentan, lindante con las capas mads
internas del cortex, una capa completa o discontinua de células de esclerénquima,
formando un anillo (Esau, 1977; Mauseth, 1988; Evert, 2006). Segun algunos autores, el
grado de esclerificacion de esta capa estd negativamente correlacionado con la
capacidad de formar raices (Beakbane, 1961; Esau, 1977; Davies Junior y Hartmann,

1988; Caroy col., 2002).

Para Metcalfe y Chalk (1957) el anillo de esclerénquima puede ser continuo o
aparecer interrumpido y puede estar formado exclusivamente por fibras o por
esclereidas. En su maximo desarrollo es continuo y formado por ambos tipos de células,
y ha sido denominado como anillo compuesto continuo de esclerénquima. Su estructura

y continuidad varia en diferentes estadios de desarrollo de una misma especie.

En Prosopis chilensis, Caro y col. (2002) determinaron que el enraizamiento
logrado se relaciona con discontinuidades en el anillo de esclerénquima ubicado
internamente al cortex radical. Beakbane (1961) también menciona que para que se
produzca el enraizamiento es necesario una discontinuidad en el anillo de esclerénquima
que permita el crecimiento y pasaje a través de dicho anillo del primordio radical en

crecimiento.

Sin embargo, en Camellia sinensis L. el anillo de esclerénquima por fuera del
floema no ha dificultado el desarrollo ni el pasaje del primordio radical adventicio en

crecimiento (Koyuncu y Balta, 2004).

Es por esta razén que resulta importante estudiar los aspectos anatomicos del
material vegetal a ser utilizado como fuente de propdgulo (en esta tesis miniestacas y

estacas), previo y posterior al enraizamiento, especialmente en lo que respecta al
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desarrollo y estructura del anillo de esclerénquima y la relaciéon del grado de

lignificacion de las estacas y miniestacas con el enraizamiento de las mismas.
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12. Importancia del Trabajo

Lo expuesto anteriormente fundamenta: i) la importancia de evaluar la viabilidad
de la propagacion vegetativa de Prosopis alba a través de la técnica de miniestacas; ii)
el efecto del acido indolbutirico en diferentes concentraciones sobre la capacidad y
velocidad de enraizamiento; iii) la influencia de caracteristicas de las plantas madres y
de los propagulos utilizados en el enraizamiento de las miniestacas; y iv) la importancia
de comparar la eficiencia de esta técnica con la técnica convencional de estacas.
Ademds, existe la necesidad de estudiar detalladamente los factores que controlan y
dificultan el proceso rizogénico, con el objeto de desarrollar un sistema que permita la
propagacién vegetativa masiva de plantas selectas de algarrobo blanco para la
produccion forestal de esta especie nativa de gran importancia econdmica, social y

ambiental.
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13. Hipdétesis

. Es viable la clonacién de familias superiores de Prosopis alba a través de la

técnica de miniestacas.

. La utilizacion de la técnica de miniestacas presenta mejores y mds estables tasas

de enraizamiento que la técnica de estacas.

. La aplicacion de 4cido indolbutirico favorece el desarrollo y crecimiento de los

plantines clonales.

. El grado de lignificacion y la discontinuidad del anillo de fibras de

esclerénquima afectan el enraizamiento de propagulos vegetativos de P. alba.

. La época del afio influye en el enraizamiento de miniestacas de P. alba.
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14. Objetivos

14.1. Objetivos Generales:

Los objetivos de esta tesis son: (1) estudiar los factores que influyen en la
propagacion vegetativa de Prosopis alba a través de las técnicas de estacas y
miniestacas; y (2) evaluar la viabilidad de la propagacion vegetativa de esta especie a

través de las técnicas de estacas y miniestacas.

14.2. Objetivos Especificos

Evaluar la produccion de las plantas madres, del jardin y minijardin clonal.

e Determinar la capacidad de enraizamiento de las estacas y miniestacas en relacion
con: la necesidad de reguladores de crecimiento, la influencia de diferentes tipos de

propédgulos y diferentes épocas del afio.

e Evaluar el crecimiento de los plantines clonales generados en el proceso de

estaqueado y miniestaqueado.

e Analizar las caracteristicas histoldgicas y anatomicas de estacas y miniestacas
previo y posterior al enraizamiento, relacionando los resultados obtenidos en el

enraizamiento con el grado de lignificacion de los diferentes propagulos.

e  Correlacionar los resultados obtenidos en el uso de miniestacas en relacion con los

obtenidos en el uso de estacas.
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Evaluar la correlaciéon de los datos de los clones con el material de origen, para
determinar los posibles factores de las plantas madres y brotes utilizados que

pudieron haber influido en el proceso de rizogénesis.

Determinar la viabilidad de la propagacion vegetativa de Prosopis alba en funcién

de los resultados obtenidos en esta investigacion.
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14.3. Estructura del Trabajo

Por todo ello los resultados de esta tesis se estructuran en 4 capitulos en los que:
(1) se compara el Enraizamiento de estacas y Miniestacas de Prosopis alba (Capitulo
1); (2) se estudia la influencia de la época del afio en enraizamiento de miniestacas de
esta especie en estudio (Capitulo 2); y (3) se investigan los aspectos anatémicos
relacionados con el enraizamiento de P. alba (Capitulo 3); (4) se caracterizan los
genotipos clonados de P. alba (Capitulo 4). Finalmente se presenta una Discusion
general en la que se discuten los resultados de estos tres capitulos en relacién con los
objetivos y se finaliza con las Conclusiones generales. En el Anexo se presentan los
resultados de la caracterizacion cinética e isoenzimatica de peroxidasas en miniestacas y

estacas de P. alba, observados en la realizacion de este trabajo.
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CAPITULO 1

Enraizamiento de Miniestacas de Prosopis alba
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Enraizamiento de Miniestacas de Prosopis alba

RESUMEN

El algarrobo blanco (Prosopis alba Grisebach) es una especie de gran
importancia en la composicion arbérea de zonas dridas y semidridas. Posee un gran
potencial para la produccién de materiales forestales, que son tradicional e
intensivamente empleados. Actualmente la especie es propagada comercialmente a
través de semillas. Hay un gran interés en obtener tecnologias de propagacion,
domesticaciéon y mejoramiento de la especie. La propagacion vegetativa de especies
forestales, asociada a programas de mejoramiento, tiene como finalidad acelerar el
crecimiento, aumentar la productividad y uniformidad de los plantios comerciales. La
técnica de clonacidn a través de miniestacas es una técnica nueva y promisoria para la

produccion de plantines clonales de especies forestales.

Para algunas especies, como para la mayoria de las especies del género
Eucalyptus L'Hér cultivados en Brasil, existe conocimiento cientifico suficiente para la
implementacién del proceso productivo de plantines a través de la clonacién. Sin
embargo eso no ocurre para un gran nimero de especies forestales de interés, como es el

caso de P. alba.

El principal objetivo de este trabajo fue evaluar la viabilidad de la propagaciéon
vegetativa a través de la técnica de miniestacas y el efecto del 4cido indolbutirico (IBA)
en las concentraciones de 0, 3.000, 4.500, 6.000 y 7.500 mg L' sobre el enraizamiento
de clones de P. alba. Las miniestacas presentaron de 98 a 100% de enraizamiento en los
tratamientos evaluados. Al aplicar IBA se observé un incremento en el ndmero de hojas

y folidlulos de los plantines clonales, como asi también, en el peso de materia fresca,
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nimero y longitud de raices de los plantines clonales, hasta a un punto 6ptimo entre

3.480 y 4.800 mg L.

Paralelamente, se realiz6 la propagacion a través de estacas convencionales con
jardin clonal a campo, bajo las mismas condiciones de enraizamiento con el objetivo de
comparar la eficiencia de las dos técnicas de propagacion. Se observé mayor porcentaje
de enraizamiento y supervivencia de miniestacas en relacion a las estacas. Se efectud
también un andlisis de correlacion entre caracteristicas de las plantas madres (altura,
didmetro, nimero de brotes) y de los propdgulos (altura, didmetro) y se observo
correlacion positiva entre las plantas madres y los propdgulos en el enraizamiento como
en el tamafio (altura) de los brotes con: la longitud total de raices; nimero de folidlulos,

y altura de los plantines clonales.

Se propone la técnica de miniestacas como herramienta para la clonacion de esta

especie.
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L INTRODUCCION

Prosopis alba Grisebach es una especie de gran importancia en la composicion
arborea de zonas dridas y semidridas (Felker y col., 2008), con potencial para la
produccion de material forestal (Ewens y Felker, 2010). Actualmente este recurso
proviene principalmente de dreas naturales, a través de la explotacion intensiva de los
montes nativos (Patch y Felker, 1997). Debido a esto, hay un gran interés en obtener
tecnologias de domesticacién, mejoramiento y propagacion de esta especie nativa

(Verzino y col., 2003; Verga y col., 2005).

En la actualidad, la especie es propagada comercialmente a través de semillas.
Numerosos trabajos fueron realizados con el objetivo de lograr una técnica de clonacién
viable para la comercializacién de plantines de clones elites de P. alba (De Souza y
Nascimento, 1984; Jordan y col., 1985ab; Klass y col., 1985, 1987; De Souza y Felker,
1986; Tabone y col., 1986; Green y col., 1990; Wojtusik y col., 1993; Castillo de Meier
y Bovo, 2000; Felker y col., 2005; Felker, 2008; Felker y col., 2008, entre otros
mencionados por Arce y Medina, 1997). Sin embargo todavia no existe una técnica de
propagacion vegetativa monoclonal que sea viable para la producciéon de grandes
cantidades de clones de P. alba que serian necesarios para las plantaciones a escala
comercial. Debido a las dificultades en el enraizamiento de propagulos Ewens y Felker
(2003) y Ewens y col. (2012) recomiendan la utilizacién del injerto en la propagaciéon

de P. alba.

Resulta necesario el desarrollo de la silvicultura clonal para la propagacién de
materiales de interés silvicola (Souza y col., 2009) de alta productividad de biomasa y
de vainas, y/o tolerantes a frio/calor, sequia, salinidad y de resistencia a plagas (De
Souza y Felker, 1986; Arce y col., 1990; Arce y Medina, 1997; Felker y col., 2005;
Felker y col., 2008; Ewens y Felker, 2010).

Alfenas y col. (2004) indicaron que la técnica de miniestacas se destaca como

alternativa para la clonacién en escala comercial de genotipos de dificil enraizamiento.
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Ademads del los Eucaliptos, esta nueva técnica puede ser empleada por otras especies

forestales de interés (Assis, 2001).

La técnica consiste en la utilizacién de brotes de plantas propagadas a través de
estacas convencionales o por plantines producidos a partir de semillas. Su ejecucién se
realiza a través del quiebre de la dominancia apical por la poda de plantas donantes, las
cudles emiten nuevos brotes que son utilizados para el enraizamiento y formacién de los

futuros plantines clonales.

Esta técnica puede ser considerada una variacion de la técnica de estacas, siendo
de mayor sensibilidad a las condiciones ambientales al compararse con esta tltima. Con
miniestacas se trabaja con material vegetativo mds herbiceo, con manejo intensivo y
con un requerimiento mayor de cuidados, en especial, en relaciéon a la colecta y

acondicionamiento de las miniestacas (Wendling y col., 2000).

La técnica de miniestacas ha posibilitado el suficiente rejuvenecimiento de los
materiales y ha posibilitado un aumento considerable de las tasas de crecimiento y de
enraizamiento, entre otras ventajas en hibridos de Eucalyptus (Brondani y col., 2010).
Ademads asociada a programas de mejoramiento es responsable del establecimiento de
rodales homogéneos de elevada productividad en un menor tiempo (Souza y col., 2009).
Esta técnica es la mds adoptada por las principales empresas forestales de Brasil para la

produccion comercial de clones de Eucalyptus (Martinez-Alonso, 2012).

La clonacion de familias para produccion de plantines en larga escala, en la cual
las plantas madres del minijardin clonal son generadas a través de semillas de las
mejores familias, estd siendo actualmente utilizadas por grandes empresas forestales
posibilitando ganancias en tiempo, productividad, calidad y uniformidad de los rodales

comerciales (Souza, 2007; Andrejow y Higa, 2009).

Trabajos en miniestacas de Eucalyptus spp. y otras especies forestales utilizan la
aplicacion del 4cido indolbutirico (IBA) para promover el enraizamiento (Goulart y col.,

2008; Brondani y col, 2010; Borges y col., 2011).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la viabilidad de la propagacion vegetativa

de P. alba a través de la técnica de miniestacas; el efecto del IBA en diferentes
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concentraciones sobre la capacidad y velocidad de enraizamiento; la influencia de
caracteristicas de las plantas madres y de los propdgulos utilizados en el enraizamiento
de las miniestacas; y comparar la eficiencia de esta técnica con la técnica convencional

de estacas.

II. MATERIALES Y METODOS

Plantines de P. alba fueron producidos a través de semillas provenientes de
rodal semillero de la localidad de Vera (Santa Fe, Argentina) - (Latitud 29° 27°55"" S y
Longitud 60°12°58°" O). Estas plantas fueron utilizadas para la formacion del jardin y

minijardin clonal.

La implantacion del minijardin clonal se realizé en cdmara de crecimiento con
fotoperiodo de 14 h, intensidad de radiacién 400 uE PAR, temperatura dia/noche 26/19
°C y humedad relativa del ambiente 60%. Las plantas madres fueron mantenidas en la
camara hasta que tuvieron 2 afios. Con dos afios (seis meses previo a realizacion del
ensayo de miniestacas) las plantas fueron trasladadas al invernadero del Campo
Experimental “Juan Donnet” de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNL) (Latitud 31°
26°31”" S y Longitud 60°56725°" O), donde se mantuvieron con temperatura dia/noche
26/15 °C y humedad relativa del ambiente 71,5%

Para la formacion del minijardin clonal se utiliz6 la metodologia descripta por
Souza y col. (2009), con las modificaciones detalladas a continuacién. Se utilizaron
macetas de 276.5 cm® con sustrato de compost de residuos sélidos urbanos con 1/4
de arena gruesa (Humedad: 45%; pH: 7,1; N Totales.: 0,9%; P,0s: 0,9 %; K,0: 0,6%)
y una densidad inicial de 40 plantas por m?. Para promover la formacién de brotes
rejuvenecidos se cortaron las plantas a 20 cm de la base del tallo y se fertilizaron cada
15 dias y un dia anterior a la colecta de los brotes con 3 ml por maceta de solucién
nutritiva Hoagland al Y2 (Hoagland y Arnon, 1950). El minijardin clonal estuvo
constituido por un total de 55 plantas madres (minicepas), siendo cada una, un genotipo

de una familia de medios hermanos.
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A la vez se formd, a campo, el jardin clonal, compuesto por 40 plantas madres,

con una distribucion espacial de 3 x 3 m.

Las matrices fueron identificadas individualmente, como también lo fueron las

estacas y miniestacas colectadas de las mismas para el anélisis de correlacion.

De las plantas madres del jardin clonal se registré previo a la colecta de las
estacas: didmetro, altura, region de cosecha de estacas en la planta, afio de la rama de la
estaca cosechada, region del brote utilizada para preparacién de las estacas, nimero de

brotes, didmetro y altura de los brotes.

De las plantas madres del minijardin clonal se registré previo a la colecta de las
miniestacas a los dos afos y medio de edad: porcentaje de supervivencia, didmetro,

altura, nimero de brotes, didmetro y altura de los brotes (Tabla 1.1).

Figura 1.1.- Plantas madres de Prosopis alba en Jardin (A) y Minijardin clonal (B).
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Tabla 1.1.- Descripcién de los promedios de didmetro a la base del tallo (mm), altura (cm) y nimero de brotes de las plantas madres y de los
promedios de didmetro a la base del tallo (mm) y altura (cm) de los brotes de las plantas madres del Minijardin Clonal y Jardin Clonal en la fecha de

la colecta de materiales vegetales para la preparacién de las miniestacas y estacas.

Plantas Madres del Minijardin Brotes del Minijardin Plantas Madres del Jardin Brotes del Jardin
DIAM ALT N° de BROTES DIAM ALT DIAM ALT N° de BROTES DIAM ALT
5,8 £0,05 50,0 £0,54 5,0 £0,14 1,5 £0,04 6,9 £0,24 41,0 £1,06 167,0 £5,96 18,0 £0,17 2,1 0,07 10,2 £0,57

Medias + Error Estandar.
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Figura 1.2.- Minijardin clonal: Implantacién y Manejo.
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Se utilizé la técnica de etiolaciéon con el objetivo de mejorar las tasas de
enraizamiento a través del aumento de la densidad de plantas madres por m” y también a
través del sombreado (parcial y total) de los brotes. Ello a los efectos de promover una
mayor etiolacion en el material del minijardin clonal a ser propagado, la densidad de las
plantas madres se aument6 a 256 plantas m>. A su vez, las plantas madres fueron
sometidas a sombreado parcial, y los brotes a partir de los 10 cm de longitud a

sombreado parcial de los dpices y a sombreo total en las demds regiones del brote.

Para la preparaciéon de las miniestacas y estacas se empled la metodologia
descripta por Souza y col. (2009), con modificaciones. Se realiz6 en primavera la
cosecha de brotes juveniles del jardin clonal y brotes rejuvenecidos (mediante corte de
las plantas madres en la base del tallo-recepa) del minijardin clonal para induccién del
enraizamiento. Se us6 una porcion del brote de primavera del mismo afio, abarcando
yema apical y al menos 3 entrenudos de aproximadamente 6 cm de largo (cuando los
brotes tenian mds de 6 cm fue descartada la parte basal); y se la conservé con 2 o 3
hojas de las cuales sus folidlulos fueron reducidos al 50% de su darea total. A
continuacién, las miniestacas fueron sometidas a la aplicacion de fungicida

CHEMCARB® (carbendazim 50%) de la empresa CHEMIPLANT diluido a 1 cm® L™

Los experimentos fueron dispuestos en un disefio de bloques completos al azar
con 4 repeticiones, 5 tratamientos de IBA y 9 plantines clonales por unidad

experimental, estando la misma constituida por mezcla de genotipos al azar.

Las miniestacas fueron sometidas a 5 tratamientos con IBA solubilizados en
hidréxido de potasio (KOH 1 mol L™ aplicados por via liquida en la base de cada
miniestaca y estaca, durante 15 segundos a las concentraciones de: 0, 3.000, 4.500,

6.000 y 7.500 mg L y estacas a 3 tratamientos de 0, 3.000 y 6.000 mg L

Posteriormente, se realizé el estaqueado de las estacas y miniestacas en tubetes
plasticos de 110 cm’ de la empresa Dassplastic® conteniendo substrato comercial
nimero 2 de Dynamics® de la empresa Agri Service, fertilizado cada 15 dias con 2 ml

por tubete de solucién nutritiva Bolle Jones (Chaves y col., 2006).
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Los tubetes fueron transferidos a cidmara de enraizamiento con nebulizacién
intermitente y con humedad superior a 80%, temperatura media mixima de 34,86°C,
temperatura media de 23,57, radiacion solar 20,48 mJ m” dia y heliofania efectiva

promedio de 9,32 h dia™.

Luego de 40 dias en camara de enraizamiento se determind la supervivencia y el
porcentaje de miniestacas y estacas enraizadas. Fueron evaluadas las estacas vy
miniestacas, y registrados en los plantines clonales originados los siguientes pardmetros
de vigor: altura, didmetro del tallo, peso de materia fresca de la parte aérea, nimero de
hojas, nimero de folidlulos y peso de materia fresca, nimero y longitud total de raices.
Las raices fueron cuantificadas mediante digitalizacion de imdégenes utilizando el

software Image Pro Plus®.

Se utiliz6 el test de Lilliefors y el de Cochran para determinar la normalidad y
homogeneidad de variancias, respectivamente. Posteriormente, los resultados obtenidos
se sometieron a andlisis de la variancia. Los datos supervivencia y enraizamiento fueron
transformados por arco seno VX/100, los datos nimero de hojas, de folidlulos y de
raices fueron transformados por V(X+1) y los datos masa fresca y longitud de raices
fueron transformados por log;y (X+1) de acuerdo a Zimmermann (2004). Las
diferencias fueron sometidas a ajustes de regresion y en el caso de ajustes cuadraticos se
determiné el punto de inflexion de las curvas por derivacion, posibilitando encontrar el
punto 6ptimo de la dosis de IBA. En los resultados se presentan las dosis dptimas para
cada variable observada. Se correlacionaron los datos de las plantas madres del jardin
clonal y del minijardin clonal con los datos de las estacas y miniestacas de ellos
originados, posterior al enraizamiento para determinar los factores de la planta madre y
del brote utilizado, que pudieron influir en el enraizamiento a través del coeficiente de
correlacion de Pearson. Para la realizacion de los procedimientos estadisticos fueron
utilizados los programas estadisticos InfoStat (Di Rienzo y col., 2010) y ASSISTAT
Software (Silva y Azevedo, 2009).
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

Se registré 100% de supervivencia de las plantas madres del minijardin y jardin
clonal. Los porcentajes de enraizamiento y de supervivencia de las estacas y miniestacas
para cada concentraciéon de IBA se muestran en la Tabla 1.2. Se observé mayor

porcentaje de enraizamiento y supervivencia de miniestacas en relacion a las estacas.

Se destacan las altas tasas de enraizamiento y supervivencia de las miniestacas

de P. alba (Tabla 1.2) para los 55 genotipos del minijardin clonal que fueron evaluados.

El tratamiento fisiolégico de rejuvenecimiento (logrado a través del corte de las
plantas madres en el minijardin clonal), sumado al de la etiolacion y demds factores que
favorecen el enraizamiento, conferidos por la aplicaciéon de la técnica de miniestacas,
promovieron el alto porcentaje de enraizamiento logrado. Resultados obtenidos en los
trabajos anteriores con estacas en esta especie presentaron tasas de enraizamiento muy
variables (Klass y col., 1985, 1987; De Souza y Felker, 1986; Ewens y Felker, 2003;
Felker y col., 2005; Felker, 2009; Oberschelp y Marc6, 2010). Ewens y Felker (2003
consideran que la técnica de propagacion a través de esquejes (estacas) no es viable para

la propagacion vegetativa de P. alba, a escala comercial.

Los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que la juvenilidad del material
influy6 en el enraizamiento. Xavier y col. (2009) mencionan que los materiales mas
juveniles tienen mayor capacidad de enraizamiento, a pesar de requerir mayor control

de las condiciones ambientales durante el mismo.
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Tabla 1.2.- Porcentaje de enraizamiento y supervivencia de estacas y miniestacas de Prosopis alba tratados con

diferentes concentraciones de acido indolbutirico (IBA).

IBA concentracion

Enraizamiento (%)

Supervivencia (%)

(mg L)
Estacas Miniestacas Estacas Miniestacas
0 4,54 £0,02 b 100,00 £0,02 a 18,18 0,05 b 94,44 +0,05 a
3000 18,18 +0,04 b 100,00 £0,04 a 27,72 £0,05 b 97,22 +0,05 a
4500 - 100,00 - 97,22
6000 0,00 +0,02 b 100,00 £0,02 a 18,18 0,04 b 97,22 £0,04 a
7500 - 98,00 - 94,44

Medias + Error Estdndar seguidas por la misma letra no son significativamentes diferentes por el test Tukey

(p<0,05).

Otro factor que pudo haber afectado el éxito del enraizamiento fue la etiolacion

provocada en los explantes, lo que estd directamente relacionado con un menor grado de

lignificacién y con las alteraciones fisiologicas del material vegetativo (Maynard and

Bassuk, 1988). Bassuk y col. (1985) demostraron que la préictica de etiolaciéon en

plantas madres de Fagus sylvatica, Carpinus betulus y Pinus strobus L. incrementd

significativamente el enraizamiento de estacas en las especies mencionadas. Borges y

col. (2011), observaron para miniestacas de hibridos de Eucalyptus globulus Labill. que

la menor lignificacién de los tejidos promovio tasas superiores de enraizamiento.
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La utilizacion de IBA influencié el nimero de hojas y folidlulos (Fig. 1.3),
nimero (Fig. 1.4), peso de materia fresca (Fig. 1.5) y longitud total (Fig. 1.6) de raices.
La aplicacion de IBA aument6 el enraizamiento de miniestacas a los 40 dias posteriores
al estaqueado, y posiblemente, aceler6 la formacién y el desarrollo del sistema radical.
Sin embargo, fue observado un efecto cuadritico en funcién de la dosis IBA en el
comportamiento de estas caracteristicas. Con el aumento del IBA se observé un
aumento de tasas de las variables analisadas hasta un punto optimo y posterior e este
punto el aumento de la dosis de IBA ocasiné una reduccién de las mismas. Existen
clones de especies forestales que necesitan del estimulo hormonal para potenciar el
enraizamiento, como demostraron Brondani y col. (2010); Goulart y col. (2008) y Titon
y col. (2003), para clones de Eucalyptus benthamii Maiden & Cambage x E. dunnii
Maiden, E. grandis W.Hill ex Maiden x E. urophylla S.T. Black e E. grandis,

respectivamente.

Sin embargo, Oberschelp y Marcé (2010) no observaron diferencias
significativas en las concentraciones de IBA utilizadas sobre el enraizamiento y altura
de plantines de Prosopis alba en estacas semilefiosas, y sobre altura en estacas
herbaceas. La utilizaciéon del IBA no influy6 en el enraizamiento en hibridos de E.
globulus (Borges y col., 2011) y en Toona ciliata (Souza y col., 2009) Posiblemente
ello se debid a los niveles endogenos de auxina del material vegetativo, el que poseia
una juvenilidad suficiente para inducir el enraizamiento sin necesidad de aplicacién de

auxina.

La variacion del ndmero de hojas de los plantines a los 40 dias, en funcién de la
dosis de IBA, muestra un incremento del nimero con el aumento de la concentracién de
IBA hasta un punto 6ptimo de 4.306,7 mg L™ (valor obtenido por derivacién del punto
de inflexion de las curvas generadas por el andlisis de regresion de ajustes cuadraticos),
observdandose una disminucién del nimero de hojas a partir de esta concentracion. El
nimero de foli6lulos también aumentd con el incremento de la concentraciéon de IBA
hasta su punto 6ptimo 4.113,5 mg L', y se presentd un posterior decrecimiento con el

aumento de dicha concentracion.
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Lo mismo fue observado con relacion a las variables analizadas del sistema
radical. El nimero, peso de materia fresca y longitud de raices de los plantines
presentaron las mejores respuestas en los siguientes puntos Optimos de las
concentraciones 4.840, 3.480 y 3.726 mg L, sucesivamente, y a partir de esta dosis
comenzaron a presentar un efecto negativo. Comportamiento similar fue observado en
clones de Eucalyptus (Goulart y col., 2008). Concentraciones mds elevadas de IBA
también ejercieron un efecto negativo en el enraizamiento de estacas herbaceas de P.

alba (Oberschelp y Marcd, 2010).
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Figura 1.3.- Efecto de la concentraciéon de IBA sobre nimero de hojas y foli6lulos por

plantin clonal de P. alba, a los 40 dias posteriores a la induccién del enraizamiento,

producidos a través de miniestacas.
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Figura 1.4.- Efecto de la concentracion de IBA sobre ndimero de raices por plantin
clonal de P. alba, a los 40 dias posteriores a la induccién del enraizamiento, producidos

a través de miniestacas.
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Figura 1.5.- Efecto de la concentraciéon de IBA sobre Peso de materia fresca de raices
por plantin clonal de P. alba, a los 40 dias posteriores a la induccién del enraizamiento,

producidos a través de miniestacas.
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Figura 1.6.- Efecto de la concentraciéon de IBA sobre Longitud total de raices por
plantin clonal de P. alba, a los 40 dias posteriores a la induccién del enraizamiento,

producidos a través de miniestacas.
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Figura 1.7.- Efecto de la concentracion de IBA sobre didmetro de los plantines clonales
de P. alba, a los 40 dias posteriores a la induccién del enraizamiento, producidos a

través de miniestacas.

Sin embargo la concentracion de IBA no influy6 en el didmetro de los plantines

(Fig. 1.7).

El andlisis de correlacion demostro relacion positiva entre nimero de foliélulos
con materia fresca (r=0,64, p-valor<0,001), con ndmero (r=0,62, p-valor<0,001) y
longitud (r=0,61, p-valor<0,001) de raices. La presencia de hojas en una estaca estimula
el enraizamiento, debido a que suministra carbohidratos y hormonas (Xavier y col.,

2003b).

Se observaron correlaciones estadisticamente significativas entre los brotes
utilizados para preparar las miniestacas y los plantines clonales producidos a partir de

éstos, en todas las caracteristicas evaluadas. Todas las correlaciones fueron positivas y
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se destacan las de altura de los brotes con: la longitud total de raices (r=0,62, p-
valor<0,001), nimero de folidlulos (0,56, p-valor<0,001), y altura de los plantines

clonales (0,56, p-valor<0,001).

Estos resultados permiten afirmar que, independientemente de la
estandarizacion del tamafio de las miniestacas, la utilizacion de los brotes mas
desarrollados permiti6 el crecimiento mdas acelerado de las raices de los plantines
clonales, probablemente en relacién a los niveles de reservas de los brotes. Resultado
similar fue observado también por Ferreira y col. (2012) y Souza y col. (2009) para
Toona ciliata, y por Freitas y col. (2010) para Eucalyptus urophylla. De acuerdo con
Gomes (1987), las reservas son indispensables para la supervivencia del propagulo hasta
el enraizamiento y posterior desarrollo, y éstas facilitan la emisién de raices e
incrementan la fotosintesis. A mayor nivel de reservas y relacién Carbono/Nitrégeno,
mayor es el enraizamiento de los propagulos y mds acelerado resulta el crecimiento de

los plantines. Lo anterior concuerda con lo afirmado por Paiva y Gomes (1995).
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Figura 1.8.- Plantin clonal de P. alba, propagado a través de la técnica de miniestacas,
45 dias posteriores a la induccién de enraizamiento. El plantin representa los parametros
de calidad de plantin promedio de los ensayos realizados por la técnica de miniestacas.
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Figura 1.9.- Miniestacas de Prosopis alba en Camara de Enraizamiento.
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Figura 1.10.- Cuantificacion de sistema radical de plantines clonales de P. alba, propagados a través de la técnica de miniestacas.
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Seleccién del material genético

Minijardin Clonal Manejo de las Plantas Madres Produccion de Brotes Rejuvenecidos

Preparacion miniestacas

Plantio y Establecimiento del plantio

Plantines clonales listos para plantio

Aclimatacion y Rustificacion (Media Sombra y Canteros a Pleno Sol)

Cdmara de Enraizamiento

Figura 1.11.- Flujograma de produccion de plantines clonales a través de la técnica de miniestacas para la implantacion de forestaciones clonales.
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IV.  CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo demuestran que mediante la utilizacién de la
técnica de miniestacas y etiolacion puede lograrse la clonacion de P. alba con altas y
estables tasas de enraizamiento (no variables). Ello nos permite recomendar la técnica

para la clonacién comercial de familias superiores de la especie.

La aplicacion de IBA, entre 3480 y 4800, logré plantines con un sistema radical

mas vigoroso.

La atura, didmetro y nimero de brotes de las plantas madres y la altura y
didmetro de los brotes mostré una correlaciéon positiva con el enraizamiento de los

plantines logrados.

El desarrollo de la silvicultura clonal utilizando la técnica de miniestacas para la
produccion comercial de plantines clonales de P. alba es una alternativa viable. Seria
importante la realizacién de nuevas investigaciones para validar la técnica de

miniestacas en otras especies de interés silvicola.
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CAPITULO 2

Influencia de la Epoca del Afio en el Enraizamiento

de Miniestacas de Prosopis alba
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CAPITULO 2

Influencia de la Epoca del Afio en el Enraizamiento de

Miniestacas de Prosopis alba

RESUMEN

Durante los dltimos afios ha aumentado el interés en la forestacion de zonas
aridas y semi-dridas con especies como las del género Prosopis. Varias técnicas de
clonacién han sido evaluadas con la finalidad de aumentar la productividad, calidad y
uniformidad del material para la industria mediante la silvicultura clonal, como asi

también, de reducir el turno de corte.

El algarrobo blanco posee un gran potencial para la producciéon de materiales
forestales, que son tradicional e intensivamente empleados. Debido a que P. alba se
propaga por semillas en la actualidad, existe un gran interés en obtener nuevas
tecnologias de propagacion de la especie. La época del afo en que son colectados los
propagulos de especies lefiosas ejerce, en ciertos casos, influencia sobre el
enraizamiento. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la época del afio en el
enraizamiento de miniestacas de P. alba. Las concentraciones de 4cido indolbutirico
(IBA) utilizadas fueron de 0, 3.000, 4.500, 6.000 y 7.500 mg L' diluidos en hidréxido
de potasio 1M. Las miniestacas colectadas en primavera al término de 40 dias en
cdmara de enraizamiento presentaron 98 a 100% de enraizamiento en las
concentraciones evaluadas. Las miniestacas colectadas en otofio no presentaron
enraizamiento en el periodo evaluado. El presente estudio demostré que la época del
afio en que son colectadas las miniestacas de P. alba afecta el enraizamiento de las

mismas.
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I INTRODUCCION

Obtener tecnologias de domesticacién, mejoramiento y propagaciéon de
Algarrobo blanco es de gran interés (Arce y col., 1990; Arce y Medina, 1997; Verzino y
col., 2003; Verga y col., 2005). Su produccion comercial de plantines es realizada a
través de semillas. Numerosos trabajos fueron realizados con el objetivo de lograr una
técnica de clonacién viable para la comercializaciéon de plantines de clones elites de P.
alba (De Souza y Nascimento, 1984; Jordan y col., 1985ab; Klass y col., 1985, 1987;
De Souza y Felker, 1986; Tabone y col., 1986; Green y col., 1990; Wojtusik y col.,
1993; Castillo de Meier y Bovo, 2000; Felker y col., 2005; Felker, 2008; Felker y col.,
2008, entre otros mencionados por Arce y Medina, 1997). Sin embargo la técnica mas
promisoria ha sido a través de injertos segun la metodologia descripta por Wojtusik y
Felker (1993) y evaluada por Ewens y Felker (2003). Sin embargo, hasta la actualidad

aun no ha sido llevada a cabo comercialmente (Ewens, Com. Pers.).

Segiin Ewens y Felker (2003) a pesar de los avances en el enraizamiento de
esquejes (que presentan resultados muy variables), todavia no existe una técnica de
propagacion vegetativa monoclonal que sea viable para la producciéon de grandes
cantidades de clones de P. alba, que serian necesarios para las plantaciones a escala
comercial. Debido a las dificultades en el enraizamiento de propdgulos citada por
Ewens y Felker (2003) los autores Ewens y col. (2012) recomiendan la utilizacién de

injertos en la propagacion de P. alba.

Para la propagacion de materiales de interés silvicola de alta productividad de
biomasa y de vainas, y/o tolerantes a frio/calor, sequia, salinidad, y con resistencia a
plagas y enfermedades, es indispensable el desarrollo de la silvicultura clonal (De Souza
y Felker, 1986; Arce y col., 1990; Arce y Medina, 1997; Alfenas y col., 2004; Felker y
col., 2005; Felker y col., 2008; Souza y col., 2009; Ewens y Felker, 2010).

A lo largo de los dltimos afios se han realizado varios trabajos con el objetivo de
desarrollar la clonacion de especies forestales nativas utilizando la técnica de
miniestacas como método de propagacion vegetativa. Estos estudios se concentran en su
mayoria en la evaluacién en materiales juveniles, en la definicién de concentracién de
reguladores de crecimiento, tipo de sustrato, época del afo y evaluaciéon de la
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potencialidad de la aplicacion de esta técnica (Xavier y col., 2013). Los resultados de
estos trabajos, los cudles han llevado a un desarrollo efectivo de la silvicultura clonal de
estas especies, pueden verse comuinmente en la actualidad, aplicados en viveros

forestales y en implantaciones forestales de gran escala.

La técnica de miniestacas se destaca como alternativa para la clonacion en escala
comercial de Eucalyptus spp. (Alfenas y col., 2004). El inicio del proceso de clonacién
de arboles seleccionados de las especies nativas, constituye un gran desafio, sin
embargo, la utilizacion de la técnica de miniestacas como método de propagacion clonal
ha sido estudiada por varios autores como una nueva técnica, tornindose una alternativa
para la produccién de plantines clonales de estas especies a escala comercial (Xavier y
col., 2013; Souza y col., 2014). Esta técnica puede ser considerada una variacion de la
técnica de estacas, siendo la de miniestacas de mayor sensibilidad a las condiciones
ambientales al compararse con la de estacas. Se trabaja con material vegetativo mds
herbdceo, con manejo intensivo y con un requerimiento mayor de cuidados, en especial,
en relacion a la colecta y acondicionamiento de los propagulos (Wendling y col., 2000;

Souzay col., 2014).

Esta técnica viene siendo empleada por las principales empresas forestales
brasilefias y ha posibilitado el rejuvenecimiento de materiales, y el incremento de las
tasas de crecimiento y de enraizamiento en hibridos de Eucalyptus (Brondani y col.,
2010; Martinez-Alonso y col., 2012). Su implementacion en programas de
mejoramiento es responsable del establecimiento de rodales homogéneos de elevada

productividad en un menor tiempo (Souza y col., 2009).

La técnica de miniestacas consiste en la utilizaciéon de brotes de plantas
propagadas a través de estacas convencionales o por plantines producidos a partir de
semillas. Su ejecucion se realiza a través del rescate de la juvenilidad del material por el
quiebre de la dominancia apical de las plantas madres por la poda en la base de las
plantas (descepa). Posteriormente a la aplicaciéon de esta técnica de rescate de la
juvenilidad, las plantas madres emiten nuevos brotes (brotes rejuvenecidos) que son
utilizados para la preparacion de las miniestacas para el enraizamiento y formacion de

los futuros plantines clonales, lo que hace que la técnica de miniestacas represente un
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método de rejuvenecimiento (Alfenas y col. 2004; Souza, 2007; Baccarin, 2012; Xavier

y col., 2013; Souza y col., 2014).

Las grandes empresas del sector forestal de Latinoamérica vienen utilizado la
clonacién de familias para la produccién de plantines a gran escala, en la cual las
plantas madres del minijardin clonal son generadas a través de semillas de las mejores
familias, permitiendo ganancias en tiempo, productividad, calidad y uniformidad de los

rodales comerciales (Souza, 2007; Andrejow y Higa, 2009; Xavier y col., 2013).

Trabajos en miniestacas de Eucalyptus spp. y otras especies forestales utilizan la
aplicacion del 4cido indolbutirico (IBA) para promover el enraizamiento (Goulart y col.,
2008; Souza y col., 2009; Brondani y col., 2010; Borges y col., 2011; Brondani y col.,
2014a, 2014b).

La rizogénesis estd influenciada por varios factores, entre ellos, la especie, la
época del afio, el tipo de propdgulos, la juvenilidad de los brotes, la época de colecta, la
presencia de yemas y/o hojas, lesiones, balance hormonal, presencia de inhibidores,
condiciones nutricionales e hidricas de las plantas madres donantes de propagulos,
constituyentes del sustrato y estreses ambientales (Higashi y col., 2000; Ferreira y col.,
2004; Souza, 2007; Alfenas y col., 2009; Souza y col., 2009; Xavier y col., 2009;
Borges y col., 2011; Hartmann y col., 2011; Souza, 2012; Souza y col., 2013).

La época del afio puede ejercer gran influencia en el enraizamiento de
estacas/miniestacas, porque las condiciones fisiolégicas de las plantas madres son
influenciadas por las variaciones estacionales. De esta forma, para cada planta y
condicién ambiental especifica, se debe determinar cudl es la mejor época de cosecha de
estacas/miniestacas, asi como la influencia de la época en la produccién y calidad de los
brotes destinados a la propagacion. Este es uno de los principales factores para el éxito

de la propagacion clonal (Hartmann y col., 2011; Xavier y col., 2013).

El contenido de carbohidratos de los propdgulos vegetativos ha sido considerado
un factor importante en el éxito del enraizamiento (Lane, 1978). Existe una importante

interaccion entre el contenido de carbohidratos y el contenido endégeno de hormonas,
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lo que afecta los procesos rizogénicos. Dichos contenidos se encuentran directamente

relacionados con la época del afio (Kumar y col., 1999; Coruzzi y Zhou, 2001).

Temperaturas mds elevadas muchas veces coinciden con el aumento de la
actividad de los brotes, la floracibn y con mayores tasas de crecimiento y
enraizamiento. La época del afo influye directamente sobre la temperatura, y
consecuentemente en el enraizamiento de especies lefiosas (Kibbler y col., 2004). En
ensayos con Pinus taeda L. fue observado el efecto de la época del afio sobre el

enraizamiento de miniestacas (Alcantara y col., 2007).

Cunha y col. (2009) también observaron la influencia de las variables climaticas

en la produccion y enraizamiento de miniestacas de eucalipto.

Arce y Balboa (1991) solamente observaron enraizamiento de Prosopis chilensis
obtenido de plantas adultas que crecian en el Hemisferio Sur cuando las estacas fueron
obtenidas en primavera-verano; siendo éste el periodo de mayor crecimiento vegetativo
y actividad reproductiva de la especie. Las caracteristicas histolégicas de los procesos
de enraizamiento de estacas es un tema importante en el proceso de propagacion
vegetativa, pues es necesario conocer si existen barreras mecédnicas que pudieran
influenciar la capacidad de una estaca de una determinada especie de formar raices.
Muchas especies presentan, lindante con las capas mds internas del cortex, una capa de
células de esclerénquima (de gruesas paredes celulares lignificadas) que forman un
anillo continuo, o discontinuo (Esau, 1977). El grado de esclerificacién de dicha capa
estd negativamente correlacionado con la capacidad de formar raices (Beakbane, 1961;
Esau, 1977; Davies Junior y Hartmann, 1988). Por ello Beakbane (1961) y Caro y col.
(2002) sugieren que para que se produzca el enraizamiento es necesario que exista una
disontinuidad en el anillo de esclerénquima que permita el crecimiento y pasaje a través
del anillo del primordio radical. El grado de lignificacion de dicha regién varia

conforme a la época del afio (Lima y col., 2011).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la época del afio y del IBA en

la propagacion vegetativa de P. alba a través de la técnica de miniestacas.
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II. MATERIALES Y METODOS

Implantacion y Manejo del Minijardin Clonal

El minijardin clonal fue establecido en cdmara de crecimiento con fotoperiodo
de 14 h, intensidad de radiacion 400 pE PAR, temperatura dia/noche 26/19 °C y
humedad relativa del ambiente 60%. Las plantas madres de P. alba del minijardin
clonal fueron producidas a través de semillas provenientes de rodal semillero de la
localidad de Vera, Provincia de Santa Fe, Argentina (Latitud 29° 27°55°" S y Longitud
60°12°58"" O). El minijardin estuvo constituido por un total de 55 plantas madres

(minicepas), siendo cada una, un genotipo de una familia de medios hermanos.

Posterior al estabelecimiento del minijardin clonal las plantas madres utilizadas
en esta investigacion fueron trasladadas a invernadero con temperatura dia/noche 26/15
°C y humedad relativa del ambiente 71,5% ubicados en el drea experimental de la
Facultad de Ciencias Agrarias (UNL), hemisferio sur (Latitud 31° 26"31°" S y Longitud
60°5625”" O).

Fue utilizada, para la formacién del minijardin clonal, la metodologia descripta
por Souza y col. (2009), con las modificaciones detalladas a continuacién. Se emplearon
macetas de 276 cm® con sustrato de compost de residuos sélidos urbanos y de arena
gruesa en proporcion 3:1 (Humedad: 45%; pH: 7,1; N Total.: 0,9%; P,0s: 0,9 %; K,0:
0,6%) y una densidad inicial de 40 plantas por m?.

Cuando todas las plantas madres alcanzaron 15 cm de altura, se efectud el corte
de las mismas en la base del tallo (descepa) para promover el rejuvenecimiento de los
brotes originados en la base de las minicepas. Estos brotes rejuvenecidos fueron

utilizados para el preparado de las miniestacas.

Luego de la descepa, las plantas madres fueron fertilizadas con 3 ml de solucién
nutritiva Hoagland al 50% (Hoagland y Arnon, 1950) por maceta cada 15 dias y un dia

previo a la colecta de los brotes para el preparado de las miniestacas.
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Con la finalidad de promover la etiolacién del material del minijardin clonal a
ser propagado se aument6 la densidad de plantas a 256 plantas m™ y las mismas fueron
parcialmente sombreadas. Ademds, se expusieron los brotes de 10 cm de longitud a un

sombreado total, con excepcion de los dpices de l1os mismos.

En los ensayos conducidos en primavera las plantas madres poseian la edad de

30 meses, mientras que en las experiencias de otofio estas tenian 38 meses de edad.

Enraizamiento de Miniestacas

Se realizé la cosecha de brotes rejuvenecidos del minijardin clonal para la
induccion del enraizamiento de primavera en la primera semana del mes de octubre y

los de otofio en la segunda quincena del mes de mayo.

Para la preparacion de las miniestacas se empled la metodologia descripta por
Souza y col. (2009), con modificaciones. Fue utilizada una porcién del brote abarcando
la yema apical y al menos 3 entrenudos de aproximadamente 6 cm de largo,
conservando 2 o 3 hojas con sus folidlulos reducidos al 50% de su érea total. En caso de
brotes que poseian mds de 6 cm de longitud se le descarté la parte basal. A
continuacién, las miniestacas fueron sometidas a la aplicaciéon del fungicida

CHEMCARB® (carbendazim 50%) de la empresa CHEMIPLANT diluido a 1 cm® L.

Ambos experimentos (primavera y otofio) fueron dispuestos en un disefio en
bloques completos al azar con 4 repeticiones, 5 tratamientos de IBA y 9 plantines
clonales por unidad experimental, estando la misma constituida por mezcla de genotipos

al azar.

Las miniestacas fueron sometidas a 5 tratamientos de IBA solubilizados en
hidréxido de potasio (KOH 1 mol L™ y aplicados por via liquida en la base de cada
miniestaca durante 15 segundos a las concentraciones de: 0, 3.000, 4.500, 6.000 y 7.500
mg L

Posteriormente, se procedio al estaqueado de las miniestacas en tubetes plasticos

de 110 cm® de la empresa Dassplastic® conteniendo substrato comercial nimero 2 de
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Dynamics® (Agri Service). Las miniestacas fueron fertilizadas cada 15 dias con 2 ml de
solucion nutritiva Bolle Jones (Chaves y col., 2006) hasta la finalizacién de las

experiencias.

Luego del estaqueado las miniestacas fueron trasladadas a la cdmara de
enraizamiento con nebulizacién intermitente y humedad superior a 80%. Las
condiciones del ambiente en las experiencias de primavera y otofio se detallan en la

Tabla 2.1.

La evaluacién de la sobrevivencia y porcentaje de miniestacas enraizadas se
efectud a los 40 dias posteriores a la induccion del enraizamiento. De cada miniestaca
enraizada se registraron los siguientes parametros de calidad de plantin: altura, didmetro
del tallo, peso de materia fresca de la parte aérea, nimero de hojas y de folidlulos, peso
de materia fresca, nimero y longitud total de raices. Las raices fueron cuantificadas

mediante digitalizacion de imdgenes utilizando el software Image Pro Plus®.

El anélisis estadistico fue efectuado con el programa estadistico InfoStat (Di
Rienzo y col., 2010) aplicindose ANOVA y comparaciones de medias segun el test de

Tukey al 5% de probabilidad.
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Tabla 2.1.- Promedios de los datos meteoroldgicos registrados en los ensayos de

enraizamiento de Prosopis alba en las distintas épocas del aiio (primavera y otofio).

Epoca del afio Temp. Media Temp. Radiacion Solar ~ Heliofania Efectiva
Maixima (°C) Media (°C) (mJm?2) (h dia)
Primavera 34,86 23,57 20,48 9,32
Otoflo 21,09 14,04 9,98 7,2
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Aspectos Anatomicos

Fueron colectadas muestras de miniestacas en primavera y en otofio previo a la
inducciéon del enraizamiento y 40 dias después de acondicionadas en cdmara de
enraizamiento con el objetivo de analizar los aspectos anatomicos relacionados al grado
de lignificacién de las miniestacas utilizadas en este experimento en las distintas épocas
testeadas. Se colectaron muestras de 0,5 cm de la porcién basal de miniestacas. Estas
fueron fijadas en FAA (formol: &4cido acético: etanol 70%, 10: 5: 85, v/v/v).
Posteriormente fueron deshidratadas en una serie creciente de graduaciones de alcohol
etilico, clarificadas con xilol e incluidas en parafina (Johansen, 1940; Ruzin, 1999).
Luego, mediante un micrétomo rotativo se realizaron cortes transversales seriados de
12-15 pm de espesor, los que fueron coloreados con safranina-fast green y montados en

balsamo de Canadd (D”Ambrogio de Argiieso, 1986).

IIL. RESULTADOS Y DISCUSION

Se registr6 100% de supervivencia de las plantas madres del minijardin en
primavera y en otofo. La supervivencia de las miniestacas para cada época del afio y
concentracion de IBA se detalla en la Figura 2.1. Se observé un mayor porcentaje de

miniestacas vivas en primavera en relacion a las propagadas en otofio.
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Figura 2.1.- Efecto de la época del afio (otofio y primavera) sobre la supervivencia de
miniestacas de P. alba, a 40 dias posterior a la inducciéon del enraizamiento, con

diferentes concentraciones de IBA.

En otofio no fue observado enraizamiento de miniestacas. Por el contrario, en
primavera se observaron altas tasas de enraizamiento y supervivencia de miniestacas en

todas las concentraciones de IBA evaluadas (Tabla 2.2).

Arce y Balboa (1991) estudiando la estacionalidad en el enraizamiento de P.
chilensis en Chile, observaron que solamente fue posible inducir el enraizamiento en
estacas colectadas a campo durante el periodo correspondiente al mayor crecimiento
vegetativo y actividad reproductiva de la planta y que no se produjo el enraizamiento en
las estacas colectadas en el periodo de reposo de las plantas madres, lo que coincide,

con los resultados observados en este trabajo.
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Tabla 2.2.- Porcentaje de enraizamiento de miniestacas de Prosopis alba a los 40 dias
posteriores a la induccion del enraizamiento, en diferentes épocas y tratadas con diferentes

concentraciones de IBA.

IBA concentracién (mg L) Epoca del afio
Otofio Primavera
0 0 100
3000 0 100
4500 0 100
6000 0 100
7500 0 98

Souza y col. (2009) observaron que miniestacas de cedro australiano colectadas
de una misma planta madre y sometidas a los mismos tratamientos, responden de
manera distinta en relaciéon a su enraizamiento en las diferentes épocas del afio. De
acuerdo con Wendling y col. (2000) el contenido de carbohidratos estd entre los factores
internos que influyen en el enraizamiento y su potencial varia segtn la época del afio,

especie o clon.

Especies forestales de regiones dridas y semi-dridas tales como las especies de

Prosopis spp. requieren de alta temperatura (35°C aproximadamente) e intensidad

2

luminosa (>200 mol m™~ s™) para que se produzca induccién del enraizamiento de
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estacas (Klass y col., 1985; Felker, 2008). Las observaciones de estos autores estdn de

acuerdo con los resultados obtenidos en nuestra investigacion.

En primavera, donde se ha observado una alta tasa de enraizamiento, la
temperatura y la intensidad luminosa alcanzaron los valores requeridos por la especie
para que ocurra la induccién del enraizamiento segin Klass y col. (1985) y Felker
(2008). Posiblemente, en otofio la temperatura e intensidad luminosa no alcanzaron los
requerimientos anteriormente mencionados y consecuentemente, no se observo

enraizaminto de las miniestacas.

La temperatura puede influenciar el enraizamiento a través de su accion en la
absorcion de nutrientes y en el metabolismo, especialmente en regiones de clima
subtropical. Entonces, este factor ambiental debe ser ajustado para una Optima
produccion de miniestacas (Corréa y Fett-Neto, 2004). La division celular es favorecida
con el aumento de la temperatura, promoviendo la formacién de raices y la produccion
de brotes (Hartmann y col., 1997). Posiblemente este factor ha ejercido influencia en el
logro de altas tasas de enraizamiento de P. alba en primavera. Sin embargo,
temperaturas excesivamente altas durante la fase de enraizamiento deben ser evitadas,
porque estimulan el desarrollo de yemas laterales previo a la formacidon de raices.
Temperaturas muy elevadas pueden generar aumento en la transpiracion y pérdida de
agua por las hojas (Hartmann y col., 1997; Xavier, 2002). Contrariamente, las bajas
temperaturas disminuyen el metabolismo de estacas/miniestacas, determinando un
mayor tiempo para el enraizamiento. Bajas temperaturas pueden impedir que se
establezcan las condiciones adecuadas para la induccidn, desarrollo y crecimiento
radical, influyendo negativamente en el proceso de rizogénesis (Xavier, 2002; Cunha y
col., 2009; Souza y col., 2013; Xavier y col., 2013). Lo anteriormente expuesto pudo
haber sido uno de los factores por el cual no se observaron miniestacas enraizadas de P.

alba en otoiio.

Hansen (1989) observé que la temperatura de 17 °C durante nueve semanas
continuas inhibi6é la emisién de raices en Stephanotis floribunda. Sin embargo, al
mantener las mismas plantas a 23°C el porcentaje de enraizamiento de estacas fue

superior a 92%. Se destaca entonces, la necesidad de llevar a cabo investigaciones con
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el objeto de evaluar la temperatura adecuada para el enraizamiento de cada material

vegetativo.

La intensidad luminica es otro factor que influye en el enraizamiento y estd
directamente relacionado a la época del afio. Este factor puede afectar la concentracion
enddgena de citoquininas que poseen funciones inhibidoras del enraizamiento (Assis y
col., 2004; Cunha y col.,, 2009). Klass y col. (1985) encontraron que las altas
intensidades de luz fueron absolutamente criticas para el enraizamiento de estacas de P.
alba (9% de enraizamiento a 150 mol m™s™ y 69% de enraizamiento a 520 mol m?s™).
Cunha y col. (2009) observaron que el enraizamiento de miniestacas de clones de
Eucaliptos y su produccidn por plantas madres, fueron beneficiadas con el aumento de
la intensidad luminica en el minijardin clonal. Fett-Neto y col. (2001) también
observaron influencia de la luz sobre la rizogénesis adventicia de E. saligna y E.
globulus. La intensidad luminica Optima es extremadamente dificil de especificar y
depende del genotipo y ambiente de las plantas madres y ésto afecta el enraizamiento

(Wilson, 1998).

En la clonacién de miniestacas de Pinus taeda, Alcantara y col. (2007),
observaron mayor desarrollo de raices en primavera debido a que las plantas madres
tuvieron un periodo de mayor actividad metabdlica y de acumulacion de substancias de
reservas. Estos autores también observaron en otofio bajos porcentajes de enraizamiento
en las miniestacas, cuyas plantas madres posefan hasta 90 dias. Cuando las miniestacas
fueron originadas de plantas madres de mas de 90 dias no se observd enraizamiento de
las mismas. Lo observado en el trabajo de Alcantara y col. (2007) en miniestacas de P.
taeda es comparable a los resultados obtenidos en nuestra investigacién con miniestacas

de Prosopis alba.

El bajo porcentaje de enraizamiento registrado en otofio en relacién al observado
en primavera, también concuerda con los resultados publicados por Foster y col. (2000)
en estacas de P. taeda. Ademads, en estacas de E. globulus Wilson (1998) observé que
en otofio las mismas presentaron menor capacidad de enraizamiento. Alcantara y col.

(2007) indicaron que el bajo porcentaje de enraizamiento en otofio es causado por la
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reduccion de la actividad metabdlica de las plantas madres donantes de propdgulos en

esta época del afo, lo que reduce la formacién de raices adventicias.

Souza y col. (2013) al evaluar la influencia de diferentes patrones de miniestacas
y la estacionalidad en el enraizamiento y produccién de plantines del hibrido de E.
grandis Hill x E. urophylla S.T. Black observaron diferencias en el crecimiento de los

plantines clonales segtn la época del afio.

Con relacién a la altura de las miniestacas evaluadas en primavera y otofio
(Tabla 2.3), se observaron diferencias significativas solamente en las miniestacas que no
fueron tratadas con IBA. Esta respuesta posiblemente fue debida al mayor contenido de
reservas en los brotes cosechados en otofio. Las miniestacas tratadas con IBA no
presentaron diferencias significativas en altura, probablemente por la relaciéon contenido

de reservas: concentraciones de IBA (Kumar y col., 1999; Coruzzi y Zhou, 2001).

Con relacion al didmetro de las miniestacas evaluadas en primavera y otofio, las

.. -1 . . e e . .
miniestacas tratadas con 6.000 mgL~ presentaron diferencias significativas, siendo
mayor el didmetro en las miniestacas de primavera. Esta dltima concentracién generé

mayores tasas de enraizamiento y crecimiento en primavera (Tabla 2.3).
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Tabla 2.3.- Influencia de la época del aiio sobre la altura y diametro de miniestacas de

Prosopis alba a los 40 dias posteriores a la induccién al enraizamiento, tratadas con

diferentes concentraciones de IBA.

Concentracién ALT MINIESTACAS DIAM MINIESTACAS
IBA (mg L")
OTONO PRIMAVERA OTONO PRIMAVERA
0 5,98 +0.21a 3,82 + 0,06b 1,56 +0,19a 1,49 + 0,04a
3.000 4,70 +0,19a 4,47 +0,05a 1,64 +0,32a 1,54 + 0,05a
4.500 5,25 +0,32a 4,56 +0,06a 1,71 £0,31a 1,6 +0,05a
6.000 5,39 +0,14a 5,33 +0,04a 1,34 + 0,32b 1,54 + 0,05a
7.500 5,35+0,23a 5,20 + 0,06a 1,37 +£0,35a 1,48 + 0,05a

Letras iguales sobre las medias de los tratamientos indican que no existen diferencias significativas al 5% de probabilidad segtin el

Test de Tukey. & Error Estandar de las medias.
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El tratamiento fisioldgico de rejuvenecimiento (corte de las plantas madres en el
minijardin clonal) sumado al de etiolaciéon (mayor densidad de plantas madres por m? y
sombreado parcial de las plantas madres y total de los brotes) concedidos por la técnica
de miniestacas en P. alba promovieron el alto porcentaje de enraizamiento logrado en
primavera. Investigaciones previas con estacas en esta especie presentaron tasas de
enraizamiento muy variables (Klass y col., 1985, 1987; De Souza y Felker, 1986;
Ewens y Felker, 2003; Felker y col., 2005; Felker, 2009; Oberschelp y Marcé, 2010).
Ewens y Felker (2003) consideraron que la técnica de propagacion a través de estacas

no es viable para la propagacion vegetativa de P. alba a escala comercial.

Xavier y col. (2009) mencionaron que los materiales mds juveniles tienen mayor
capacidad de enraizamiento. Esto pudo haber influido en el mejor enraizamiento de

primavera observado en nuestra investigacion.

Otro factor que pudo haber favorecido el enraizamiento fue el menor grado de
lignificaciéon de los propagulos logrado por la etiolacién. A través de los estudios
anatémicos se observo en este trabajo un menor grado de lignificacion y discontinuidad
del anillo esclerenquimdtico en las miniestacas de primavera, en relacion a las de otofio
(Figura 2.2). Presentando las miniestacas de otofio el anillo esclerenquimdtico continuo

y de mayor espesor (mayor grado de lignificacion).
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Figura 2.2.- Region basal de las miniestacas de Prosopis alba en primavera (A, B) y en

otofio (C y D). Referencias: casquete de esclerénquima (ce); region entre casquetes de

esclerénquima (rec); radio floematico (rfl).

La etiolaciéon estd directamente relacionada con el grado de lignificacion y
genera alteraciones fisioldgicas del propédgulo, todo lo cual influye en el enraizamiento
(Maynard y Bassuk, 1988). Bassuk y col. (1985) demostraron que la prictica de
etiolacion en plantas madres de Fagus sylvatica, Carpinus betulus y Pinus strobus L.
incremento significativamente el enraizamiento de estacas de estas especies. Borges y
col. (2011) observaron en su trabajo en miniestacas de hibridos de E. globulus que la
menor lignificacion de los tejidos promovioé tasas superiores de enraizamiento. En Tilia
cordata, T. europaea, yT. tomentosa el menor grado de lignificaciéon beneficié el
enraizamiento (Maynard y Bassuk, 1988). La época del afio se encuentra relacionada

con la consistencia del lefo, afectando el potencial de formacién de raices,
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principalmente en especies de dificil enraizamiento (Lima y col., 2011). Estos mismos
autores concluyeron que la época del afio mds promisora para el enraizamiento de
estacas de Maytenus muelleri Schwacke fue verano debido a la menor lignificacion de
los ramos en el periodo de intenso crecimiento vegetativo. Caro y col. (2002) en la
propagacion in vitro de P. chilensis sugieren que para que se produzca el enraizamiento
es necesario una discontinuidad en el anillo de esclerénquima que permita el
crecimiento y pasaje a través del anillo del primordio radical en crecimiento. A su vez
en esta tesis (Cap. 3) se observd la influencia del grado de lignificacién y de la
discontinuidad del anillo esclerenquimadtico sobre el enraizamiento de los propédgalos
(miniestacas y estacas) de P. alba en ensayos realizados en el afo 1 y 2, ambos en
primavera, concluyendo que cuanto menor resulta el grado de lignificacién y mayor es
la discontinuidad del anillo esclerenquimatico, mejores son las tasas de enraizamiento

(Souzay col., 2013).

Ademads en este trabajo se observd que en primavera la utilizaciéon de IBA no
afectd el porcentaje de enraizamiento, aunque influyé en todos los pardmetros de
calidad de los plantines evaluados excepto en el didmetro de plantines (Figura 2.3). La
aplicacion de IBA aumento la velocidad, calidad y uniformidad del enraizamiento. La
aplicacion de auxinas favorece el enraizamiento de clones de especies forestales (Titon

y col., 2003; Goulart y col., 2008; Brondani y col., 2010).

La utilizacion de IBA afect6é el nimero de hojas y foli6lulos, nimero, peso de
materia fresca y longitud total de raices (Figura 2.3). El aumento de la dosis de IBA
ocasion6 el aumento de los pardmetros de calidad del plantin hasta la concentracién de
6.000 mg L. Se observd, sin embargo, en la dosis mds alta (7.500 mg L'l) una
reduccidn en las variables de peso de materia fresca de la parte aérea, peso de la materia
fresca y longitud de raices (Figura 2.3). Un comportamiento similar fue observado por
Oberschelp y Marcé6 (2010) en el enraizamiento de estacas herbaceas de P. alba, y por
Goulart y col. (2008) en clones de hibridos de E. grandis x E. urophylla propagados a

través de miniestacas.

Oberschelp y Marcé (2010) no observaron diferencias significativas en las

concentraciones de IBA utilizadas sobre el enraizamiento y altura de plantines de P.
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alba en estacas semilefiosas, y sobre altura en estacas herbdceas. Tampoco, la
utilizacién del IBA influy6 en el enraizamiento en hibridos de E. globulus (Borges y

col., 2011) y en Toona ciliata (Souzay col., 2009).
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Letras iguales sobre las medias de los tratamientos indican que no existen diferencias significativas al 5% de probabilidad segun el Test
de Tukey. Barras representan el Error Estandar de las medias.

Figura 2.3.- Efecto de la concentracién de IBA sobre los pardmetros de calidad de plantines clonales de

Prosopis alba originados en primavera a los 40 dias posteriores a la induccién del enraizamiento.
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IV.  CONCLUSIONES

Nuestras investigaciones permiten concluir que la época del afio afecta el
enraizamiento de las miniestacas de P. alba. Miniestacas originadas en primavera
alcanzaron elevados porcentajes de enraizamiento y un mayor crecimiento y desarrollo
de los plantines al ser tratadas con IBA. Contrariamente, en otofio no pudo observarse

enraizamiento de miniestacas de P. alba.
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CAPITULO 3

Aspectos Anatémicos de Miniestacas y Estacas de
Prosopis alba y su Relacién con la Capacidad de
Enraizamiento
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Aspectos Anatomicos de Miniestacas y Estacas de Prosopis

alba y su Relacion con la Capacidad de Enraizamiento

RESUMEN

El objetivo de este capitulo fue analizar aspectos anatomicos, especialmente el
grado de lignificacion, de miniestacas y estacas de Prosopis alba y su relacion con la
capacidad de enraizamiento. Se realizaron cortes transversales seriados de miniestacas y
estacas (con micrétomo de rotacién y micrétomo de congelacion), previo a la induccion
del enraizamiento y 40 dias posteriores al mismo. Se observaron en las miniestacas y
estacas de P. alba que: (1) el anillo de esclerénquima compuesto estd formado por dos
regiones principales: los casquetes de esclerénquima y las regiones entre casquetes; (2)
las regiones entre casquetes presentaban dreas de variable grado de esclerificacion y, a
veces regiones con células no esclerificadas; (3) cuanto menor fue el grado de
lignificacion de los materiales utilizados para la propagacién, mayores fueron las
discontinuidades en el anillo de esclerénquima; (4) miniestacas con mayor grado de
juvenilidad y etiolacién presentaron menor grado de lignificacién y lograron mayores
porcentajes de enraizamiento, generando plantines clonales con 96% de supervivencia y
99,6% de enraizamiento. El grado de lignificacion del eje utilizado como propdgulo
influy6 sobre el grado de enraizamiento alcanzado. Este trabajo permite afirmar que es
posible realizar la propagacion vegetativa de P. alba utilizando la técnica de

miniestacas, sumada a la técnica de etiolacion.
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I. INTRODUCCION

Prosopis alba Grisebach es una especie de gran importancia en la composicion
arborea de zonas dridas y semidridas (Felker y col., 2008; Ewens y Felker, 2010), siendo
la especie de mayor importancia econdmica dentro del género (Giménez y col., 1998;
Galera, 2000). Desde el punto de vista productivo resulta muy conveniente la
propagacion vegetativa de esta especie; pero hasta el momento no se han obtenido
resultados concretos en términos de eficiencia y viabilidad de protocolos de
establecimiento, desarrollo, regeneraciéon y conservaciéon de P. alba (Tabone y col.,
1986; Felker y col., 1994; Castillo de Meier y Barcel6 Muiioz, 2002; Felker y col.,
2005; Castillo de Meier y Vega, 2006; Felker y col., 2008).

En la propagacion de especies lefiosas el desarrollo de raices adventicias es un
factor clave para el éxito de la propagacion (Davies Junior y col., 1982; Hartmann y
col., 2002). En los procesos de enraizamiento de estacas es necesario conocer si existen
barreras mecdnicas que puedan influenciar la capacidad de formar raices. Muchas
especies presentan, lindante con las capas mds internas del cortex, una capa completa o
discontinua de células de esclerénquima, formando un anillo (Esau, 1977; Mauseth,
1988; Evert, 2006). Segtin algunos autores, el grado de esclerificacion de esta capa esta
negativamente correlacionado con la capacidad de formar raices (Beakbane, 1961; Esau,

1977; Davies Junior y Hartmann, 1988; Caro y col., 2002).

Para Metcalfe y Chalk (1957) el anillo de esclerénquima puede ser continuo o
aparecer interrumpido. Su estructura y continuidad varia en diferentes estadios de
desarrollo de una misma especie. Sin embargo, en Camellia sinensis L. el anillo de
esclerénquima por fuera del floema no dificulta el desarrollo ni el pasaje del primordio
radical adventicio en crecimiento (Koyuncu y Balta, 2004). En Prosopis chilensis Caro
y col. (2002) determinaron que el enraizamiento logrado se relaciona con

discontinuidades en el anillo de esclerénquima ubicado internamente al cortex radical.

Las técnicas de etiolacion, posiblemente permitirian la obtencién de mejores

resultados en la propagacion de especies nativas de dificil enraizamiento (Biasi, 1996).
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Como parte de investigaciones sobre rizogénesis en P. alba, este trabajo propone
estudiar aspectos anatémicos de miniestacas y estacas, previo y posterior al
enraizamiento, especialmente en lo que respecta al desarrollo y estructura del anillo de
esclerénquima, y a la relacién del grado de lignificacion de las estacas y miniestacas con

el enraizamiento de las mismas.

II. MATERIALES Y METODOS

I1.1. Formacion, manejo v evaluacion del jardin v minijardin clonal

El minijardin clonal fue implantado en una cdmara de crecimiento con un
fotoperiodo de 14 h, intensidad de radiaciéon 400 mE PAR, temperatura dia/noche 26/19
°C y humedad relativa del ambiente 60%. En los 2 primeros afios de su implantacion las
plantas madres fueron mantenidas en estas condiciones y posterior a este periodo fueron
trasladadas al invernadero del drea experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias de
la Universidad Nacional del Litoral (Latitud 31° 26”31"" S y Longitud 60°5625"" O),
donde se sometieron a temperaturas dia/noche 26/15 °C y humedad relativa del

ambiente 71,5%.

Las plantas madres del jardin y minijardin clonal fueron originadas de plantas
provenientes de rodal semillero de la localidad de Vera (norte de la provincia de Santa

Fe, Argentina) - (Latitud 29° 27°55°" S y Longitud 60°12°58"" O).

La metodologia descripta por Souza y col. (2009), con modificaciones, fue
utilizada para formar el minijardin clonal. Las plantas madres fueron cultivadas en
macetas de 276.5 cm® con sustrato de compost de residuos sélidos urbanos con 1/4
de arena gruesa (Humedad: 45%; Ph: 7,1; N Totales: 0,9%; P,0s: 0,9 %; K,O: 0,6%).
La densidad inicial empleada para su formacion fue de 40 plantas por m?. Posterior al

establecimiento de las plantas madres y cuando las mismas presentaban en su totalidad
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altura superior a 15 cm fue realizado el corte a 20 cm de la base del tallo de las plantas
para promover el rejuvenescimiento de estas. Las plantas madres fueron fertilizadas con
3 ml de solucién Hoagland al ¥2 (Hoagland y Arnon, 1950) a cada 15 dias y también en
el dia anterior a la colecta de los brotes. El minijardin clonal quedd constituido por 55
plantas madres (minicepas), siendo cada una un genotipo de medio hermanos, donantes
de propagulos, distribuidas en 5 parcelas, con 11 plantas madres cada una, dispuestas al
azar, con minicepas de un afio y medio en el ensayo “afio 1” y de dos anos y medio de

edad en el ensayo “afio 2”.

El jardin clonal fue implantado a campo y compuesto por 40 plantas madres
distribuidas aleatoriamente en 4 parcelas (con 10 plantas madres cada una), con una

distribucion espacial de 3 x 3 m.

I1.2. Preparacion y evaluacion de miniestacas y estacas

Para la preparaciéon de las miniestacas y estacas se empled la metodologia
descripta por Souza y col. (2009), con modificaciones. Se realiz6 la cosecha de brotes
juveniles del jardin clonal y brotes rejuvenecidos del minijardin clonal para induccién
del enraizamiento de P. alba. Se utilizé una porcién del brote de primavera del mismo
afio, abarcando la yema apical y al menos 3 entrenudos de aproximadamente 6 cm de
largo y se la conservé con 2 o 3 hojas de las cuales sus folidlulos fueron reducidos al
50% de su érea total. A continuacion, fueron sometidas a la aplicacion del fungicida

CHEMCARB® (carbendazim 50%) de la empresa CHEMIPLANT diluido a 2,5 cem’ L
1
).

Las miniestacas y estacas fueron sometidas a 5 tratamientos con &cido
indolbutirico (IBA) solubilizado en hidréxido de potasio (KOH 1 mol LY, aplicado por
via liquida en la base de cada miniestaca y de cada estaca durante 15 segundos, a las

concentraciones de: 0, 3.000, 4.500, 6.000 y 7.500 mg Lt

Posteriormente, se realizé el estaqueado de las estacas y miniestacas en tubetes

plasticos de 110 cm’ de la empresa Dassplastic conteniendo substrato comercial nimero
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2 de Dynamics® de la empresa Agri Service, fertilizado cada 15 dias con 2 ml por

tubete de solucién nutritiva Bolle Jones (Chaves y col., 2006).

Los tubetes fueron transferidos a cidmara de enraizamiento con nebulizacién
intermitente y con humedad superior a 80%, temperatura media mixima de 34,86°C,
temperatura media de 23,57, radiacién solar 20,48 mJ m? dia y heliofania efectiva

promedio de 9,32 h dia".

A los 40 dias se determiné la supervivencia y el porcentaje de miniestacas y

estacas enraizadas.

Los experimentos de enraizamiento de miniestacas y estacas fueron dispuestos
en un disefio de cuatro bloques aleatorizados con 5 tratamientos de IBA, y 9 plantines

clonales por unidad experimental.

Los ensayos de miniestaqueado y estaqueado fueron realizados en primavera de

dos afos consecutivos (“ano 17 y “afio 27).

La densidad de plantas madres donantes de propagulos en el minijardin clonal en

los ensayos del afio 1 fue de 40 plantas m™.

Con la intenciéon de promover una mayor etiolacion en el material a ser
propagado, en los ensayos del “afio 2” la densidad de las plantas madres se aumenté a
256 plantas m> y, los brotes, a partir de los 10 cm de longitud, fueron sometidos a

sombreado total.

I1.3. Aspectos anatomicos

Muestras de miniestacas y estacas de todos los tratamientos fueron tomadas para
los estudios anatémicos, previo a la induccién del enraizamiento y 40 dias después de
acondicionadas en camara de enraizamiento. Se tomaron muestras de 0,5 cm de la
porcién basal de miniestacas y estacas. La mitad de ellas fue fijada en FAA (formol:

acido acético: etanol 70%, 10: 5: 85, v/v/v) y la otra mitad, conservadas en freezer.
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Las muestras fijadas en FAA fueron deshidratadas en una serie creciente de
graduaciones de alcohol etilico, clarificadas con xilol e incluidas en parafina (Johansen,
1940; Ruzin, 1999). Luego, mediante un micrétomo rotativo se realizaron cortes
transversales seriados de 12-15 pum de espesor, los que fueron coloreados con safranina-

fast green y montados en balsamo de Canada (D”Ambrogio de Argiieso, 1986).

De las muestras conservadas en freezer se obtuvieron cortes transversales
seriados de 10 pum de espesor, mediante micrétomo de congelacion y fueron clarificados
con solucioén de hipoclorito de sodio, lavados en agua y montados en fluoroglucinol-
acido clorhidrico para observar el grado de lignificacion de los tejidos de los diversos

tipos de miniestacas y estacas (Johansen, 1940; Kraus y Arduin, 1997).

Ademds se tomaron muestras de la region apical, proximal, media y basal de
brotes que fueron utilizados para la preparacién de las miniestacas y estacas. Estas
fueron fijadas en FAA, deshidratadas en una serie creciente de alcohol etilico, incluidas
en parafina, cortadas con micrétomo de rotacién (cortes transversales seriados) y

procesadas como se indicé anteriormente.

III. RESULTADOS

En el ensayo de primavera del “afio 17 (con utilizacién de brotes mas
lignificados), se logr6 un 20% de supervivencia de las miniestacas y 12.5% de
enraizamiento de las mismas. En dicho ensayo no se observé enraizamiento de las

estacas, habiéndose registrado s6lo un 8% de supervivencia de las mismas (Tabla 3.1).

Se observd que el enraizamiento de las miniestacas del “afio 17, (con mayor
grado de lignificacion que las del “afio 2”) se dio solamente en la regién del nudo o en

regiones cercanas al corte, dafladas accidentalmente durante su preparacion.

En el ensayo de miniestacas de primavera del “afio 2”, con utilizacioén de brotes

menos lignificados, se logré 96% de supervivencia de las miniestacas y 99,6% de
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enraizamiento. De las estacas del jardin clonal se logr6é 20% de supervivencia 'y 7.57%

de enraizamiento.

El porcentaje de enraizamiento evaluado a través de la técnica de miniestacas en
el ensayo de primavera del afio 2 fue del 100% para las concentraciones 0, 3.000, 4.500

y 6.000, y de 98% para la concentracion de 7.500 (mg L") de IBA (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1.- Porcentajes de supervivencia y enraizamiento (ENR) en los ensayos de miniestacas y estacas en los afios 1y 2.

“Afio 1” (no sometidas a etiolacion: presentaron

mayor grado de lignificacion)

“Afio 2” (sometidas a etiolacion: presentaron

menor grado de lignificacion)

Miniestacas Estacas Miniestacas Estacas
SUPERV ENR SUPERV ENR SUPERV ENR SUPERV ENR
20% 12.5% 8% 0% 96% 99.6% 20% 7.57%
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No se observaron diferencias en funcién de las concentraciones de IBA en el
porcentaje de enraizamiento ni en el grado de lignificacion del anillo de esclerénquima

en estacas y miniestacas.

En los cortes transversales de la region apical de brotes rejuvenecidos de plantas
del minijardin clonal (de los cuales se extrajeron propdgulos para preparacion de
miniestacas) se observd una epidermis uniestratificada, una capa subepidérmica de
colénquima, pocas capas de clorénquima, algunas células taniferas, una capa cortical
interna de células grandes (vaina amilifera), el anillo de esclerénquima en formacion,
los haces vasculares colaterales y una region medular con células grandes en

comparacion con el tamafio de las células del cortex (Fig. 3.1.- A, B).

En los cortes seriados desde el dpice hacia la base fue aumentando el nimero de
haces vasculares en formacion, apareciendo diferenciados, en primer lugar, elementos
de floema y luego elementos de xilema y a un mismo nivel se observaron haces

vasculares en diferentes estadios de diferenciacion (Fig. 3.1.- B, C).

A medida que se avanz6 en los cortes seriados de porciones apicales de un brote
se observé tempranamente la aparicion de cambium vascular dentro de los haces
vasculares mds grandes, y mds tardiamente en los medianos y pequefios; presentdndose
areas interfasciculares sin cambium vascular notable (Fig. 3.1.- B, C). En paralelo con la
diferenciacion de cada haz vascular se fue diferenciando un grueso casquete floematico
de esclerénquima. Las células mds externas del mismo fueron las que primero
engrosaron sus paredes; las células mds internas a éstas persistieron mayor tiempo como

células de paredes delgadas (Fig. 3.1.- C).

Finalmente en regiones mds basales del brote todo el casquete floematico de
fibras present6 paredes celulares gruesas y esclerificadas (Fig. 3.1.- F). En general los
casquetes de esclerénquima fueron aumentando de tamafo proporcional al tamafio que
fue tomando el haz vascular. Las células que formarian, en regiones méas diferenciadas,
el anillo de esclerénquima, mostraron en las regiones apicales una estructura constituida
por casquetes floemdticos unidos por regiones de menor niimero de estratos celulares

(Fig. 3.1.- E, F).
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Figura 3.1.- Brote rejuvenecido de planta madre del minijardin clonal de P. alba de los
cuales se extrajeron propagulos para preparacion de miniestacas. A y B: Corte
transversal de entrenudo de la region apical. C y D: Region media del brote; E y F:
Region basal del brote. Referencias: casquete de esclerénquima (ce); cambium vascular
(cv); floema (fl); periciclo (p); region entre casquetes de esclerénquima (rec); xilema

xD).
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Con el incremento del crecimiento secundario se observo la tipica estructura de
las especies lefiosas, en las cuales el cambium vascular se dispone entre anillos de
xilema secundario hacia el interior del 6rgano, y floema secundario hacia el exterior
(Fig. 3.1.- E, F). Se observo que el xilema secundario en las regiones fasciculares era de
estructura diferente al xilema secundario de las regiones interfasciculares. En estas
ultimas zonas se presentd menor proporcion de vasos y se fueron diferenciando los
radios vasculares (Fig. 3.1.- F). Las células de los radios xilemadticos esclerificaron sus
paredes, en tanto que los radios floematicos permanecieron parenquiméticos y se fueron
ensanchando radialmente hacia la periferia (Fig. 3.1.- F). Por fuera del floema
secundario aparecié el anillo de esclerénquima formado por los casquetes de
esclerénquima y regiones entre dichos casquetes (Fig. 3.1.- F), los que estaban formados
por varias capas de fibras de pequefio didmetro y gruesas paredes fuertemente
lignificadas. Las regiones entre casquetes presentaban 1-2 capas de células grandes de
paredes mds delgadas y menos lignificadas y algunas células no lignificadas (Fig. 3.2.-
A, B). Las regiones entre casquetes se asociaron a regiones lindantes con las dreas
interfasciculares y con la parte distal de los radios floematicos. Estas regiones
aparecieron como posibles discontinuidades en el anillo de esclerénquima en material
menos lignificado. El espesor y el grado de lignificacion de las paredes celulares entre

los casquetes de esclerénquima, aument6 hacia la base de la miniestaca.
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Figura 3.2.- Miniestacas de P. alba afio 1. A: Corte transversal de entrenudo de
miniestaca antes de iniciar los ensayos de enraizamiento; B: Detalle ampliado de A; C:
Miniestaca enraizada; D: Detalle ampliado de C. Referencias: casquete de
esclerénquima (ce); region entre casquetes de esclerénquima (rec); radio floemdtico

(rfl); primordio radical (pr).
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El grado de lignificacion de los casquetes de esclerénquima y de las regiones
entre casquetes fue mayor en las estacas respecto de las miniestacas (Fig. 3.3). Del
mismo modo dicho grado de lignificacion fue mayor en las miniestacas y estacas del
primer afio, respecto a las del segundo, lo cual se debi6 a las condiciones de etiolacion
de estas ultimas (sombreado total y densidad de plantas madres) (Fig. 3.3.- C, D, E). Es
posible que estas diferencias observadas en el grado de lignificacion de las estacas y
miniestacas hayan determinado un incremento en el enraizamiento, tanto en porcentaje

como en nimero y longitud total de raices (Fig. 3.3.- C, D).

En las miniestacas se observé enraizamiento en las regiones que mostraron
menor grado de lignificacion en las paredes celulares de las regiones entre casquetes de
esclerénquima. Para las mismas condiciones de enraizamiento miniestacas de P. alba

que presentaban mayor grado de lignificacion en esas regiones no enraizaron (Fig. 3 D).
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Figura 3.3.- Variaciones en los grados de lignificaciéon y discontinuidad de los anillos

esclerenquimdticos de miniestacas y estacas de P. alba. A: Miniestaca del afio 1 que no
enraizd; B: Estaca del afio 1, con mayor grado de lignificacién, que no enraizé; C:
Miniestaca del afio 1, con menor grado de lignificacién, que enraizé y que presentd
mayor produccion de raices a los 40 dias; D: Miniestaca del afio 1 con mayor grado de
lignificacion, que enraiz6 pero que presentd baja produccion de raices a los 40 dias; E:
Grado de lignificacion de miniestaca del afio 2, crecida en mayor condicién de

etiolacion y que presentd 99,6 % de enraizamiento.
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En estacas y miniestacas de P. alba en las que se logré el desarrollo de raices
adventicias se observd que los primordios radicales atravesaban el anillo de
esclerénquima compuesto a través de las regiones entre casquetes de esclerénquima.

(Fig. 3.2.- C, D).

Las diferencias en la anatomia de las estacas y miniestacas de P. alba se
relacionaron con variaciones en el grado de lignificacién del anillo de esclerénquima. El
porcentaje de enraizamiento logrado se relacioné directamente con el grado de
lignificacion del propagulo utilizado; cuanto menor fue el grado de lignificacion de los

botes utilizados para propagacién mayores fueron las tasas de enraizamiento.

VI. DISCUSION

La formacion de raices adventicias es un paso necesario en la propagacion
vegetativa. De ahi el interés que este proceso tiene tanto para la Silvicultura, como para
la horticultura y la fruticultura (Oinam y col., 2011). La incapacidad de desarrollar
raices adventicias desde estacas que tienen ciertas especies o la pérdida de dicha
capacidad que ocurre con la edad de la planta ocasiona serias pérdidas econdmicas en la
produccion de especies forestales (Pijut y col., 2011). Es por todo ello que el proceso de
rizogénesis ha interesado a numerosos campos de las ciencias y existen numerosas
revisiones que muestran los avances en la biologia de la formacién de raices adventicias
(Altamura, 1996; De Klerk, 2002; Geiss y col., 2009; Kurepin y col., 2011; Loépez-
Villalobos y col., 2011; Oinam y col., 2011). Dentro de las investigaciones realizadas
los estudios histolégicos, tanto de los ejes como del desarrollo de los primordios
radicales, constituyen una invalorable base de conocimiento para entender la formacion

de las raices adventicias (Gahan y George, 2008; Oinam y col., 2011).

El corte transversal del entrenudo de regiones apicales de los brotes
rejuvenecidos de plantas madres del minijardin clonal de P. alba mostré haces
vasculares en diferentes estadios ontogénicos (Fig. 3.1.- C). Esto fue debido por un lado

a variaciones en el patrén de diferenciacion de xilema y floema (Esau, 1965); y, por
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otro, al inicio del crecimiento secundario que se produce muy préximo a las regiones

apicales en la mayoria de las especies lefiosas (Philipson y col., 1971).

En las miniestacas de Prosopis alba aparecié internamente en el cortex un anillo
de esclerénquima (Fig. 3.2, Fig. 3.3), una estructura encontrada en la mayoria de las
dicotiledoneas lefiosas (Esau, 1977; Duarte y Wolf, 2005; L6 y Duarte, 2011). En los
brotes rejuvenecidos de P. alba el denominado anillo de esclerénquima estaba formado
por dos regiones: los casquetes de esclerénquima y las regiones entre casquetes (Fig.
3.1, Fig. 3.2, Fig. 3.3). Las discontinuidades en el anillo de esclerénquima se
completaron con parénquima que puede diferenciarse en células de gruesas paredes
celulares. Estas discontinuidades producidas por la presencia de células de parénquima
no lignificadas o con menor grado de lignificacidon, se dieron en determinados estadios
de diferenciacion y fueron disminuyendo hasta desaparecer hacia la base de la rama
(Fig. 3.1), como fue descripto para otras especies lefiosas (Hicks y Gladstone, 1971;

Amissah y col., 2008).

En las miniestacas de P. alba que enraizaron se observd que los primordios
radicales atravesaban el anillo de esclerénquima compuesto a través de las regiones
entre casquetes de esclerénquima (Fig. 3.2.- C, D), es decir, se observo enraizamiento
en la region del anillo con menor grado de lignificacion. En P. chilensis (Caro y col.,
2002) y en Olea europea (Peixe y col., 2007) el enraizamiento logrado se relacioné con
discontinuidades en el anillo de esclerénquima ubicado internamente al cortex radical.
Para las mismas condiciones de enraizamiento, miniestacas de P. alba que presentaban
mayor grado de lignificacion en esas regiones no enraizaron; resultado también
observado en otras especies lefiosas (Beakbane, 1961; Doud y Carlson, 1977; Maynard
y Bassuk, 1996; Syros y col., 2004; Bastos y col., 2005; Amissah y col., 2008;
Elbasheer y Elkalifa, 2010).

En tanto que Sachs y col. (1964) no encontraron relacién entre la facilidad de
enraizamiento y la densidad y continuidad del anillo de esclerénquima en estacas de
diferentes cultivares de pera y olivo. Ellos notaron una importante expansion y
proliferacion celular en el cortex, floema y cambium vascular, lo que no fue suficiente

para causar discontinuidades en el anillo de esclerénquima. En Camellia sinensis L. el
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anillo de esclerénquima no se comporté como una barrera mecanica en el momento de

producirse el desarrollo de las raices adventicias (Koyuncu y Balta, 2004).

Beakbane (1961) y Edwards y Thomas (1980) han sugerido que la presencia de
una capa continua de esclerénquima podria actuar como una barrera fisioldgica a la
iniciacion de las raices adventicias mds que como una barrera mecédnica a la emergencia
radical. Por otra parte Davies Junior y col. (1982) y Amissah y col. (2008) han
considerado que las diferencias en el proceso de enraizamiento estaban mas
relacionadas con la facilidad de iniciacién de raices que con restricciones a su

emergencia debidas al anillo de esclerénquima.

Borges y col. (2011), han observado, trabajando con hibridos de Eucalyptus
globulus, que las miniestacas obtenidas de la region apical de los brotes presentaban
menor lignificaciéon de los tejidos y tasas mayores de enraizamiento, tal como lo
observado en este trabajo en P. alba. El enraizamiento puede verse dificultado por
cambios en el grado de maduracion de los ejes o por condiciones ambientales
(Hartmann y col., 2002; Meng y col., 2009; Rasmussen and Hunt, 2010; Oinam y col.,
2011; Pijut y col., 2011).

La formacién de raices adventicias es un proceso organogénico complejo que
estd afectado por la interaccion de factores enddgenos, tales como las hormonas
vegetales y los carbohidratos, y por factores ambientales tales como la luz (Sorin y col.,
2005; Druegge y col., 2008; Ahkami y col., 2009; Bennett y Scheres, 2010; Kitomi y
col., 2011; Verstraeten y col., 2013). En relacion con ello se conoce que las condiciones
ambientales y pricticas de manejo modifican los porcentajes de enraizamiento logrados
(Rasmussen y col., 2009; Regonezi y col., 2010). Algunos de estos cambios pueden
modificar el grado de lignificacion de los eje (Hartmann y col., 2002; Hatzilazarous y
col., 2009). Cuando estos cambios modifican el grado de lignificacién de las regiones
entre casquetes de esclerénquima, modifican consecuentemente el porcentaje de
discontinuidades en el anillo de esclerénquima (Maynard y Bassuk, 1996; Amissah y
Bassuk, 2007; Amissah y col., 2008). Las diferencias entre estacas y miniestacas de P.
alba con relacién a la lignificacion del anillo (Fig. 3) estuvieron relacionadas a la

etiolacion, causada por la ausencia de luz. La generacién de materiales juveniles a
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través de técnicas in vitro o usando métodos ex vitro como la etiolaciéon (De Klerck,
2002) condujeron a una exitosa formacion de raices adventicias. La etiolacién se
caracteriza por alteraciones fisioldgicas asociadas a una reduccion de la lignificacion de
los tejidos (Doud y Carlson, 1977; Maynard y Bassuk, 1996; Hartmann y col., 2002;
Amissah and Bassuk, 2007; Amissah y col., 2008).

En P. alba la etiolacidn, al reducir la lignificacién ha incrementado el porcentaje
de discontinuidades del anillo de esclerénquima y ha incrementado las tasas de
enraizamiento, tal como fuera planteado para otras especies lefiosas (Maynard y Bassuk,

1996; Amissah y Bassuk, 2007; Amissah y col., 2008).

VII. CONCLUSION

En las miniestacas y estacas de P. alba el anillo de esclerénquima estaba
formado por dos regiones principales: los casquetes de esclerénquima y las regiones
entre casquetes. Estas regiones entre casquetes presentaban dreas de variable grado de
esclerificaciéon y, a veces regiones con células no esclerificadas. Cuanto menor fue el
grado de lignificacion de los materiales utilizados para la propagacion, mayores fueron
las discontinuidades en el anillo de esclerénquima y mayor el grado de enraizamiento
logrado. Miniestacas con mayor grado de juvenilidad y etiolacién presentaron menor
grado de lignificacién y lograron mayores porcentajes de enraizamiento, generando

plantines clonales con 96% de supervivencia y 99,6% de enraizamiento.

Este trabajo permite afirmar que es posible realizar la propagacion vegetativa de

P. alba utilizando la técnica de miniestacas, sumada a la técnica de etiolacion.
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CAPITULO 4

Caracterizacién genética de las plantas madres y
ados a través de la
técnica de miniestacas

clones de Prosopis alba propag

118



Caracterizacion Genética

RESUMEN

La produccion de especies forestales de Prosopis alba provee materia prima para
cadenas industriales y ademds permite una produccion sustentable. La especie es de
gran importancia para la produccion en zonas dridas y semidridas del mundo. La especie
es la de mayor importancia econdmica dentro del género. Existe una alta variabilidad
genética de la especie y una alta capacidad de hibridaciones interespecificas.
Recientemente se ha desarrollado un protocolo de clonacién de familia elites de
Prosopis alba mediante la técnica de miniestacas. La caracterizacién genética es
fundamental para realizar la identificacion precisa de los clones. Este trabajo tuvo el
objetivo de caracterizar genéticamente los clones de Prosopis alba, propagados
mediante la técnica de miniestacas, a través de Andlisis de Microsatélites. Otro objetivo
de este trabajo fue caracterizar genéticamente los drboles plus del rodal semillero de la
cufia boscosa santafesina que dieron origen a las plantas madres del minijardin clonal de

Prosopis alba, mediante Andlisis de Isoenzimas Alcohol Deshidrogenasa (ADH).

Para el primer caso los primers utilizados fueron 5 microsatélites o SSR
disefiados para Prosopis por Mottura et al 2005. Estos marcadores moleculares fueron
amplificados mediante el método de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR).
Posteriormente, los productos de esta amplificacion fueron separados en geles de

agarosa y visualizados mediante tincién con bromuro de etidio.

Se observé un 82% de amplificacion con los primers evaluados. Para determinar
la similitud genética y el agrupamiento de los clones se aplicaron los procedimientos del
paquete estadistico NTSyS. Fue posible realizar la identificacion genotipica del material

clonado y la diferenciacion de todos los clones evaluados.
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I INTRODUCION

El género Prosopis Linnaeus emend. Burkart pertenece a la familia Fabaceae,
subfamilia Mimosoideae. Es dividido en cinco secciones: Prosopis, Anonychium,
Strombocarpa, Monilicarpa y Algarobia. La seccién Algarobia, y en cinco series
Sericanthae, Ruscifoliae, Denudantes, Humiles, Pallidae y Chilenses. En Argentina
existen representantes de las secciones Strombocarpa, Monilicarpa y Algarobia con un
total de 27 especies, perteneciendo la mayoria de las especies a la seccion Algarobia

(presentando 21 de las 27 especies) (Burkart, 1976; Palacios y col., 1988).

Este género posee especies arboreas que son de gran interés econdmico y
ecoldgico entre las especies forestales de Argentina. Estas son consideradas por la FAO
como especies de usos multiples por sus innumerables usos tanto en productos
madereros de propiedades excepcionales como asi también productos no madereros de
excelente calidad. Ademads son especies importantes en regiones dridas y semidridas de
las Américas, Africa y Asia, presentando gran resistencia a la sequia y también a la
salinidad. Tienen capacidad de adaptarse a suelos y climas inhdspitos. Poseen una alta
palatabilidad como forraje, una alta capacidad de rebrote y resisten a podas y al
pastoreo, siendo usadas en la alimentacién animal y humana. Presentan genotipos con
muy buenas tasas de crecimiento, alta productividad, resistentes a plagas y
enfermedades. Ademds, presentan alta capacidad de fijacion de nitrégeno. (Arce y col.,
1990; De Melo Araujo, 1997; Arce y Medina, 1997; Lima, 1999; Julio, 2000; Prokopiuk
y col., 2000; Felker y col., 2008; Bessega y col., 2013).

Sin embargo, este recurso forestal madero para fines de produccién de muebles
risticos, aberturas, parquets, productos de carpinteria rural, postes, lefia, carbdn, etc.
proviene principalmente, de la explotacion predatoria y no sostenible de los montes
nativos (Patch y Felker, 1997). Esto se observa ain actualmente, con una produccién
que no se preocupa por el medio ambiente, haciendo el uso de mano de obra no

reglamentada, con bajas remuneraciones y con condiciones no adecuadas de trabajo.

Estas especies han sido utilizadas y recomendadas para forestar regiones dridas y
semidridas del mundo en la implantacién de bosques cultivados, cuyas las plantaciones

son realizadas en sistemas puros o en consorcio con actividades ganaderas y/o agricolas,
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para asi, suprimir la demanda forestal de este recurso. Estas acciones no solamente
ofrecen rentabilidad al productor sino también ofrecen un producto, generado dentro de
una produccién ecolégica y socialmente correcta, sin dejar de mencionar que

contribuyen a la proteccion de los montes nativos.

A pesar de las presiones ambientales y de la necesidad de productos madereros
para el mercado consumidor, los estudios realizados a la silvicultura de especies
potenciales para la utilizacion de plantaciones forestales, recuperaciéon de dreas
degradadas y conservacion de germoplasma estin siendo producidos gradualmente

(Dias y col., 2012).

Una de las especies de mayor importancia econémica dentro del género es el
Prosopis alba Grisebach (Algarrobo blanco) (Giménez y col., 1998). La especie
pertenece a la seccidon Algarobia serie Chilenses en la clasificacion de Burkart (1976).
Para la implantacién de bosques cultivados Prosopis alba se utilizan actualmente
plantines originados mediante semillas, por los problemas inherentes a su dificil

enraizamiento (Ewens y Felker, 2003; Ewens y col., 2012; Souza y col. 2014).

Por su alto porcentaje de alogamia y por su gran capacidad de cruzamientos inter
e intraespecificos la especie presenta muy alta variabilidad genética, esto trae como
consecuencia caracteristicas silviculturales indeseables para la productividad, baja
calidad y heterogeneidad de los rodales implantados (Simpson, 1977; Naranjo y col.,
1984; Balboa y col., 1990; De Ataide, 1990; Arce y Medina, 1997; Verzino y Joseau,
2005).

Materiales altamente productivos de alta calidad y de homogeneidad, adaptados
a condiciones edéaficas y climdticas especificas y de resistencia a plagas y enfermedades
y con un plazo més corto para la cosecha son de interés no solamente de los productores

como principalmente para la industria que demanda €stos productos.

A pesar de la gran explotacion de la especie, para suplir la demanda de
productos derivados de la madera, no existe actualmente un programa de silvicultura

clonal especifico para la misma.
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Por lo expresado anteriormente se observa la necesidad de desarrollar
tecnologias de propagacién clonal y programas de mejoramiento para producir rodales
con estas caracteristicas tan apreciadas por los productores y por la industria del sector

forestal.

Entre las técnicas de clonacién se destaca la técnica de miniestacas (Souza,

2009; Xavier y col., 2009, Goulart y Xavier, 2010; Dias y col., 2012).

La técnica de clonacién de familias mediante la técnica de miniestacas se utiliza
exitosamente en la clonacion de materiales de dificil enraizamiento (Xavier y col.
2013). Por lo anterior, proponemos la aplicacion de esta técnica para iniciar un
programa de silvicultura clonal para esta especie. Ensayos de enraizamiento de
propagulos de Prosopis alba logrados a través de estas técnicas fueron realizados por
Souza y col. (2014) (parte de los trabajos realizados en esta tesis - capitulo 1) con

resultados que demostraron la viabilidad de la misma.

La identificacion de clones se ha basado tradicionalmente en descriptores
morfoldgicos, fenoldgicos, fisioldgicos y agrondmicos. Sin embargo, esta identificacion
puede resultar ambigua e insuficiente para lograr una caracterizacién precisa de las

variedades (Garay y col., 2009).

La variacion genética fue alta para todos los caracteres analizados, en especies
de Prosopis alba en el trabajo de Variacion Genética de Progenies de esta especie
realizado por Lopez y col. (2001). Debido a la alta variabilidad y alto indice de
cruzamientos interespecificos, arboles con caracteristicas morfoldgicas de Prosopis alba
pueden en determinadas circunstancias corresponder a hibridos interespecificos y
constituir parte de enjambres hibridos entre varias especies del género. Es por ello que

es importante determinar la identificacion genética de los materiales clonados.

En la actualidad se utiliza, debido al desarrollo de una generacion de
descriptores, la técnica de marcadores moleculares (basadas en la manipulacién del
ADN) para una identificacién genotipica precisa de especies forestales (Garay y col.,
2009). Los marcadores moleculares permiten detectar diferencias o similitudes entre
organismos mds o menos relacionados entre si. La técnica de huella dactilar del ADN

(en inglés: DNA fingerprinting) basada en marcadores moleculares posibilita la
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identificacion de clones y la caracterizacion de variedades en los programas de mejo-
ramiento genético, brindando un sistema de etiquetado molecular que permite asegurar
una identificaciéon genotipica confiable. Su poder de discriminacién radica en las
diferencias existentes a nivel del ADN y se emplea en el desarrollo de protocolos para la
trazabilidad de los diferentes genotipos. Existen varios tipos de marcadores moleculares,
siendo el de “microsatélites” o SSR uno de los mas utilizados. El alto grado de
polimorfismo, su caracteristica de codominancia (pueden distinguirse los dos alelos de
un mismo locus) y la alta reproducibilidad, proveen un sistema muy robusto para
generar una identificaciéon dnica de individuos (Dayanandan y col., 1998; Rahman y

col., 2000; Torrez y col., 2008).

El presente trabajo tuvo el objetivo de realizar la caracterizacion genética de los
clones de Prosopis alba, propagados mediante la técnica de miniestacas, a través de
andlisis de Microsatélites. También se realizé la caracterizacion genética de los drboles
plus del rodal semillero de la cufia boscosa santafesina que dieron origen a las plantas
madres del minijardin clonal de Prosopis alba, mediante Andlisis de Isoenzimas

Alcohol Deshidrogenasa (ADH).

II. MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de clones de Prosopis alba mediante Microsatélites

Las hojas jovenes de las plantas madres del minijardin clonal de Prosopis alba
de la FCA-UNL clonadas, fueron colectadas para extracciéon de ADN y conservadas en

gel de silice.

El ADN gendémico total fue extraido de las hojas jovenes utilizando el Kit
comercial DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Germany). La cuantificacion de ADN fue

realizado utilizando un espectrofotometro.
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Para el andlisis genético se utilizaron 5 loci de microsatélites o SSR (Mo05,

Mo07, Mo08, Mo09, Mo13) desarrollados por Mottura y col. (2005). Los primes

utilizados presentan las secuencias de pares de bases observadas en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1.- Secuencias Pares de bases.

Secuencias de Pares de bases: 5" to 3"

Mo OS5 F AATTCTGCAGTCTCTTCGCC

Mo 0S5 R GATCCCTCGTGACTCCTCAG

Mo 07 F GAAGCTCCCTCACATTTTGC

Mo 07 R CTATTTGCGCAACACACAGC

Mo 08 F TATCCTAAACGCCGGGCTAC

Mo 08 R TCCCATTCATGCATACTTAAACC
Mo 09 F ATTCCTCCCTCACATTTTGC

Mo 09 R CATTATGCCAGCCTTTGTTG

Mo 13 F TTGATTAGAGTTGCATGTGGATG
Mo 13 R TGCAGTCCCAAGTGTCAGAG

Referencias: F: Forward; R: Reverse.
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Tabla 4.2.- Protocolo PCR microsatétiles, con un Mix para volumen final de 15

ul/muestra.
1 muestra 10 15

H,O 4.70 47.00 70.50
Buffer (10X) 3.00 30.00 45.00
pr( SuM) 2.00 20.00 30.00
pf (5uM) 2.00 20.00 30.00
dNTP s(10mM) 0.20 2.00 3.00
TAQ 0.10 1.00 1.50
V. Total 12.00 120.00 180.00

La amplificacién del ADN se realizé en un volumen total de 15 pl, con 15 a 20

ng de ADN molde, 10 mM dNTP, , 5 uM de cada primer, 10x de buffer de reaccion y 1

U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen),

€n un

termociclador Eppendorf

(Mastercycler® personal). Los primers que fueron usados poseian fluorescencia,

necesaria para una etapa posterior en el secuenciador de INTA- Castelar.

Las condiciones de la PCR en el termociclador para cada primer se detallan en la

Tabla 4.3.
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Tabla 4.3.- Datos de temperatura y ciclos de los primers cargados en el termociclador.

TEMPERATURAS Y CICLOS DE LOS PRIMERS

Mo 05 Mo 08 Mo 13

I- T=94°5 I- T=94°5 I- T=9%4°5
2-  T=94°45" 2-  T=94°45" 2-  T=94°45"
3- T=64°45" 3- T=64°45" 3-  T=58°45"
4- T=72°45" 4- T=59°45" 4- T=72°45"
5- Goto2REP30 5- Goto2REP30 5- Goto2REP30
6- 72°10° 6- 72°10° 6- 72°10°

7-  Hold 11° 7-  Hold 11° 7-  Hold 11°
Mo 07 Mo 09

I- T=94°5 I- T=94°5

2-  T=94°45" 2-  T=94°45"

3- T=58°45" 3-  T=59°45"

4- T=72°45" 4- T=72°45"

5- Goto2REP 34 5- Goto2REP29

6- 72°10° 6- 72°10°

7-  Hold 11° 7-  Hold 11°

Los fragmentos amplificados de SSR fueron analizados mediante electroforesis
capilar a través de un secuenciador automdtico ABI Prism 3130 XL Genetic Analyzer

(Applied Biosystem) en INTA Castelar.

El genotipado de los individuos se realiz6 mediante el software GeneMapper
version 3.7 (Applied Biosystems).En primer lugar se realiz6 la observacion de los
patrones de bandas obtenidos para cada SSR. Se determiné el nimero total de bandas

producidas y luego se registrd la presencia / ausencia de las mismas para cada clon
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como 1 6 0, respectivamente. Con esta informacion se construyd una matriz de datos

binarios en la cual cada fila representd un material y cada columna una banda de SSR.

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa NTSyS pc (Rohlf, 1998). Para
determinar la similitud genética entre los clones se aplicé el coeficiente de Dice (1945)
y la matriz de similitud se sometié a una clasificaciéon (clister) por el método de
ligamiento promedio (UPGMA). Para la visualizacion del agrupamiento fue construido

un dendrograma.

Analisis de la Isoenzima Alcohol Deshidrogenasa (ADH)

También se realizé el andlisis de la isoenzima Alcohol deshidrogenasa (ADH) de
las semillas cosechadas del arbol plus del rodal semillero de la localidad de Vera del
Norte Santafesino, siendo este material genético medio hermano de las plantas madres

del minijardin clonal.

El andlisis isoenzimdtico se realiz6 a partir de la maceracién de semillas
germinadas en cajas de Petri. Las semillas se molieron con la ayuda de una varilla de
vidrio, y luego se homogeneiz6 el material agregandole 0,4 ml de buffer (Tris/HCL pH
7.5).

El medio de soporte utilizado fue gel de almidén al 11 %. Se efectud

electroforesis horizontal en cdmara de frio a 4 ° C (Verga, 2001).

El contacto entre los geles y el buffer de las cubas se establecié a través de un
pafio que actué a modo de puente entre electrodo y los extremos del gel (Verga, 1995,

2001).

El potencial eléctrico que se aplico fue de 160 mA y la corrida fue de

aproximadamente 4 h.

Una vez finalizada la corrida electroforética, se procedié a dividir el gel de
almidon en dos capas horizontales para someterlas cada una a una técnica de tincién

especifica.
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Las soluciones utilizadas de Buffers de electrodo I y II, para realizar el anélisis

de isoenzimas se detallan en las Tablas 4.4 y 4.5.

Tabla 4.4.- Buffers de electrodo I: Tris/Acido citrico pH 7.0.

Agua destilada (1) TRIS (g) Acido Citrico (g)
3 49,2 27
5 82,0 45

Observacion: Diluir el Tris en agua destilada. Titular con el 4cido citrico hasta pH 7.0. Completar con

agua destilada hasta el volumen final.

Tabla 4.5.- Buffers de electrodo II: Poulik. Ac. Bérico / Na(OH) pH 8.2

Agua destilada (1) Acido Bérico (g) NaOH (g)
3 55.5 7.2
5 92.5 12.0

Diluir el 4cido bérico en agua destilada. Titular con el NaOH hasta pH 8.2. Completar con agua destilada

hasta el volumen final.
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Los Buffers para la preparacion de los geles de almidon se detallan en las tablas

46y47.

Tabla 4.6.- Buffer III. Tris/Acido citrico pH 7.0 dilucién 1:5

Diluir el Buffer de electrodo TRIS pH 7.0 en la proporcion 1:5

200 ml Buffer electrodo TRIS pH 7.0

600 ml de Buffer de electrodo TRIS pH 7.0

1.000 ml de Buffer de electrodo TRIS pH 7.0

1.000 ml de agua destilada

3.000 ml de agua destilada

5.000 ml de agua destilada

Tabla 4.7.- Buffer IV. Tris/Acido citrico pH 8.7

Agua destilada (1) TRIS (g) Acido Citrico (g)
3 27.6 4.8
5 46.2 8.0

Diluir el Tris en agua destilada. Titular con el 4dcido citrico hasta pH 8.7. Completar con agua destilada

hasta el volumen final.
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Fueron utilizados para las soluciones colorantes los Buffers: Buffer V: Tris/HCI
pH 8.0: Tris 0.05M llevar a pH 8.0 con HCI y Buffer VI: Tris/HCI pH 7.5 Tris 0.05M
llevar a pH 7.5 con HCl.

Las soluciones colorantes utilizadas fueron ADH Alcohol deshidrogenasa E.C.
1.1.1.1; 150 ml Tris/HCI pH 8.0; 37,55 mg MTT ; 37,5 mg NAD ; 5 ml PMS 1% ; 30

ml Etanol.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de clones de Prosopis alba mediante microsatélites

Se observé un 82% de amplificacion con los primers evaluados, resultando que

los primers que mejores funcionaron para los genotipos evaluados fueron el Mo 08, Mo

09, Mo 13 y el Mo 05.
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Figura 4.1.- Imagenes del revelado del gel amplificado por PCR de clones de Prosopis

alba con el primer Mo09 con 86,4 % de los genotipos amplificados en este gel.
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Tabla 4.8.- Matriz construida en base de los resultados originados de los andlisis de

microsatélites. Grupo 1: clones que presentaron mayor capacidad de enraizamiento en

los ensayos de viabilidad de la técnica de miniestacas.

Clones Grupos | Mo08 Mo13 Mo05 Mo09 Mo07

J17 1 0 0 232 (238 (217 |217 [209 (209 [191 |191
J20 1 0 0 227 1239 |0 0 209|209 |O 0
J22 1 219|219 (227 239 (217 |217 (209 |209 |206 |212
J26 1 217 |217 238 240 (217 |217 [209 |209 |191 |191
J46 1 217|217 [227 238 |0 0 209|209 |O 0
J55 1 219 219 (227 |239 (217 |217 [209 |209 (193 |193
Jo63 1 217 |217 (238 |240 |0 0 209|209 |O 0
J72 1 217|217 [227 238 |0 0 209|209 |O 0
J73 1 217|217 227 239 |0 0 209|209 |O 0
J79 1 217|217 (227 {239 (219 |219 (209 |209 |191 |191
J23 2 217|217 239 241 (217 |217 |209 |209 (193 |193
J24 2 217 |217 |238 240 (217 |217 |O 0 191 193
J30 2 215|217 227 227 [217 |217 (209 209 |191 |191
J32 2 217|217 |0 0 217|217 209 |209 193 [193
J43 2 217|217 |227 239 |0 0 0 0 0 0
J44 2 215|219 (239 |239 (221 221 (209 |209 |191 |191
J99 2 217 |217 (228 239 (217 |217 |O 0 191 |191
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Tabla 4.9.- Matriz construida en base de los resultados originados de los andlisis de microsatélites.
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En el dendrograma (Fig. 4.2.) se puede visualizar el agrupamiento determinando
la similitud genética entre los clones evaluados en este trabajo. Se puede observar
también la similitud de los clones que presentaron mayores tasas de enraizamiento
independiente de las concentraciones de 4cido indolbutirico (IBA), utilizados en los
ensayos de enraizamiento. Se observa que los genotipos que presentan mayor capacidad
de enraizamiento no presentan una similitud especifica entre si. Dentro de un grupo
puede haber o no la presencia de genotipos de mayor capacidad de enraizamiento, sin

respectar un patrén especifico.

=== Mayor capacidad de enraizamiento

J17
J30

J24

J46
72
J32

J23
J73

79
043
J99
J20
—‘JZZ
J55
J44

067 075 084 092 100
Coefficient

Figura 4.2.- Dendrograma obtenido por andlisis clister (UPGMA), basado en el
coeficiente de similitud genética de DICE. Se resaltan valores de bootstrap mayores a

67%. Carécter: Capacidad de enraizamiento.
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Nuevas investigaciones con base en estos datos podrian ser realizados para
comparar las similitudes genéticas considerando otros caracteres y también con otros
genotipos y con algarrobos de zonas diferentes a los de la cufia boscosa santafesina,

entre otras comparaciones.

Analisis de la Isoenzima Alcohol Deshidrogenasa (ADH)

El control genético para esta enzima coincidié con las observaciones efectuadas

en los zimogramas analizados (Verga, Com. Pers.).

La estructura de la enzima es dimérica codificada por dos loci, uno de ellos

monomorfico y comun a todas las especies y otro locus con tres variantes alélicas.

Se observo que el material genético analizado corresponde a un algarrobo blanco
puro, o sea, no ha sufrido hibridaciones con otras especies de género. Al respecto resulta
importante destacar que el algarrobo blanco es él de més dificil enraizamiento dentro
del género y esto refuerza el éxito logrado con la técnica de miniestacas en los clones de

algarrobo blanco trabajados en esta tesis.

Figura 4.3.- Revelado del gel Zimograma de los loci ADH y representacion esquematica

de los fenotipos observados en el zimograma.
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Se observa Prosopis alba homozigota. No se ha observados individuos
heterozigotas. Lo que comprueba que el material clonado no posee hibridaciéon con
Prosopis nigra (cominmente encontrado en el mismo lugar de origen de los drboles

plus).

IV.  CONCLUSIONES

Fue realizada la identificacion genotipica del material clonado. Fue posible
realizar la diferenciacion de todos los clones evaluados. Nuevas investigaciones pueden
ser realizadas en base a los resultados obtenidos en este trabajo. El trabajo concluye que
el material clonado es Prosopis alba puro y no hibrido interespecifico con otras especies
del género comun en la region de origen (cuifia boscosa santafesina). El trabajo también
constituye el protocolo y base para las caracterizacion de futuros materiales clonados de

la especies.
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La clonacién de familias de P. alba a través de la técnica de miniestacas es
viable. Lo mismo fue observado para otras especies forestales nativas y exdticas
(Wendling y col., 2000; Xavier y col., 2003a, 2013; Alcantara y col., 2007; Almeida y
col., 2007; Goulart y col., 2008; Andrejow y Higa, 2009; Souza y col., 2009; Brondani,
y col., 2010, 2014a, b; Borges y col., 2011).

Actualmente en Latinoamérica varias empresas vienen utilizando esta técnica de
clonacién en la produccion comercial de plantines de Pinus spp. y Eucalyptus spp.
(Campinhos y col., 2000; Alcantara y col., 2007; Andrejow y Higa, 2009; Xavier y col.,
2013).

Lo que muestra que las empresas pueden empezar a utilizar la técnica y
protocolo de clonacién dessarrollados en este trabajo para la produccién comercial de
plantines de algarrobo blanco. Cabe aclarar que son necesarios ajustes para los
genotipos especificos a clonar y para las condiciones ambientes del sitio de producciéon

de los mismos.

Fue encontrada una concentracién Optima para la aplicacion de IBA para lograr
un mejor desarrollo y crecimiento de los plantines clonales. Estos resultados estdn de
acuerdo a lo encontrado en los trabajos de Goulart y col. (2008), Brondani y col. (2010,
2014a) y Borges y col. (2011) en el enraizamiento de miniestacas de hibridos de

Eucalyptus globulus.

La época del afio afectd en el enraizamiento de miniestcas de P. alba,
presentando primavera las condiciones optimas para el enraizamiento de las mismas.
Varios autores refieren a este como uno de los factores que influyen en el enraizamiento
de especies lefiosas (Alcantara y col., 2007; Cunha y col., 2009; Hartmann y col., 2011;
Xavier y col., 2013).

Desde el punto de vista cientifico, los resultados de este trabajo contribuirdn a
una mejor comprension de los procesos anatémicos que controlan la rizogénesis
adventicia de la especie. La etiolacion relacionada con el grado de lignificacion y la
discontinuidad del anillo de fibras esclerenquimaticas afecté el enraizamineto de estacas

y miniestacas. Cuanto menor es el grado de lignificacion y mayor resulta la
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discontinuidad (obtenidos por técnicas de etiolacion), mayor es las tasas de
enraizamiento. Materiales que presentaron mayor grado de lignificacién y no
presentaron discontinuidad en el anillo esclerequimatico no enraizaron. Resultados
similares fueron encontrados por Caro y col. (2002) en la micropropagacioén de Prosopis

chilensis.

Resulta fundamental dirigir los esfuerzos en obtener tecnologias de propagacion
y mejoramiento de Prosopis alba para aumentar el desarrollo y domesticacion de esta
lefiosa de importancia econdmica, social y ambiental. Ello posibilitaria aumentar la
sustentabilidad de los sistemas productivos y la recuperacion de dreas degradadas con el
fin de revertir el agotamiento del recurso, posibilitando reponer planteles y establecer

reservas genéticas.

Nuevas investigaciones deberidn ser realizadas para optimizar la aplicacion de la
técnica con diferentes metodologias como por ejemplo las de minijardin clonal, asi
como para otros genotipos y condiciones especificas. Seria interesante también poder

evaluar otros factores que pueden influir en enraizamiento de miniestacas de la especie.

Se propone también que en futuros trabajos se pueda evaluar la viabilidad
operacional y econdémica de la aplicaciéon de esta técnica de propagacion para esta

especie en la region.

Destacase también la importancia de experimentar la aplicacion de la técnica con

plantas madres originadas de micropropagacion (microestacas).
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Se logré con éxito la clonacién monoclonal por la técnica de miniestacas en P.
alba, obteniendo un 99,6% de enraizamiento en los 55 genotipos evaluados bajo las

condiciones de rejuvenecimiento y etiolacion utilizadas.

No se observé influencia de las concentraciones de IBA en porcentajes de
enraizamiento, sin embargo, se observé influencia de las concentraciones de IBA en
altura, peso de la materia fresca, nimero de hojas y folidlulos, longitud de peciolo y

longitud, nimero y peso fresco de raices.

No se observaron variaciones anatémicas relacionadas con las diferentes

concentraciones de IBA utilizadas.

Altas correlaciones entre las caracteristicas de las plantas madre y de los brotes
rejuvenecidos utilizados fueron observadas, destacindose que los factores
correlacionados con los mismos influenciaron en la velocidad y uniformidad del

enraizamiento de los clones evaluados.

Se encontraron variaciones entre clones de P. alba; es por ello que se sugiere
que la técnica deberia ser ajustada para cada clon para lograr un indice satisfactorio en

el enraizamiento.
La época del afio influye en enraizamiento de miniestacas de algarrobo blanco.

Puede afirmarse que en las miniestacas de Prosopis alba: (1) el anillo de
esclerénquima compuesto estd formado por dos regiones principales: los casquetes de
esclerénquima y las regiones entre casquetes; (2) en las regiones entre casquete se
observan dreas de variable grado de lignificacién y, a veces regiones con células no
lignificadas; (3) estas regiones se presentan en la periferia de los radios floematicos; (4)
cuando estas regiones estdn poco o no lignificadas representan discontinuidades en el
anillo de esclerénquima que facilitan el avance hacia la periferia de los primordios
radicales; (5) miniestacas con mayor grado de juvenilidad y crecidas en condiciones de
etiolacion presentaron menor grado de lignificacion y lograron mayores porcentajes de
enraizamiento, generando plantines clonales. Lo mencionado anteriormente permite
concluir que el grado de lignificacion del eje utilizado como propdgulo influyé sobre el

grado de enraizamiento logrado.
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Fue posible realizar la caracterizacion genética del material clonado mediante los
protocolos utilizados. La caracterizacién genética mostré que los genotipos enraizados

son de Prosopis alba puros, sin cruzamiento con otras especies del género.
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ANEXO 1

Caracterizacién Cinética e Isoenzimaética de

Peroxidasas en Miniestacas y Estacas de

Prosopis alba
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L. OBJETIVO

Determinar la actividad de las enzimas peroxidasas con el propdsito de conocer

su correlato con las fases de enraizamiento adventicio en algarrobo blanco.

II. MATERIALES Y METODOS

La determinacion de las enzimas peroxidasas (POXs) fueron realizadas en los
Laboratorios del IBONE segun la técnica descrita en Tarragd y col. (2004). El material
vegetal analizado consisti6 en brotes (10-12 mm longitud) provenientes de las estacas y
miniestacas. Se realiz6 el fraccionamiento y la extracciéon de POXs mediante el empleo

del método espectrofotométrico continuo.

Para la cuantificacion de Peroxidasas en ensayos de enraizamiento en Prosopis
alba se realiz6 un muestreo tomando 4 cm de la base de las estacas y miniestacas

inducidas.

Los tiempos de muestreo fueron 0 dias, 2d, 4d, 8d, 12d, 16d, 20d y 24 dias. Para
cada tiempo se emplearon 3 miniestacas O estacas. Las muestras tomadas
correspondieron al pool de clones que respondieron mayor y menor capacidad de

enraizamiento (Tabla 1).
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Tabla A.1.- Material muestreado para determinacién de enzimas peroxidasas (POXs).

Material Vegetal Comportamiento Concentracién de IBA (mg L™

Mayores tasas de enraizamiento

Miniestacas 6000
Menores tasas de enraizamiento 3000
Estacas Mayores tasas de enraizamiento 3000

I11. RESULTADOS PARCIALES Y DISCUSION

Los valores de actividad enzimdtica de las muestras correspondientes a
miniestacas de buen comportamiento sin agregado de hormona resultaron aleatorios y
no pueden ser considerados para el andlisis. Lo que muestra la variabilidad de la

concentracion endogena de hormonas segtn el clon utilizado para la propagacion.

Las curvas representan la cinética de induccién de peroxidasas de las

miniestacas del pool de clones de buen enraizamiento, tratamiento IBA 6000 mg L
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Figura A.1.- Cuantificacion de Peroxidasas de miniestacas de Prosopis alba que

presentaron mayor capacidad de enraizamiento.
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Figura A.2.- Cuantificacion de Peroxidasas de miniestacas de Prosopis alba que

presentaron mayor capacidad de enraizamiento.

La cuantificacion de actividad enzimdtica para las miniestacas de buen
comportamiento muestra un pico de induccidén de peroxidasas a tiempo 2 dias, que se
acentda cuando se mide actividad especifica en base a proteina. Esto indica que una
parte importante del total de proteinas presentes a ese tiempo, corresponden a

peroxidasas solubles medidas con sustrato O-dianisidina (una real sintesis de novo).

Esto indica ademds, que la induccioén de peroxidasas se produce a tiempos muy

tempranos en el enraizamiento.

Falta completar las muestras restantes para saber si se podria relacionar el

comportamiento frente al enraizamiento con la sintesis de peroxidasas solubles.
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Con la utilizacion de la técnica de miniestacas el rejuvenecimiento, entre otros
factores que promueven el enraizamiento, es tal que muchas especies no presentan
diferencias entre tratamientos con IBA y sin IBA, dependiendo de la especie y/o clon

utilizado.

IV.  CONCLUSIONES PRELIMINARES

La cuantificacién de actividad enzimdtica presentd un pico de induccién de
peroxidasas a tiempo 2 dias, que se acentia cuando se mide actividad especifica en base
a proteina. Esto indica que una parte importante del total de proteinas presentes a ese
tiempo, corresponden a peroxidasas solubles medidas con sustrato O-dianisidina Esto
indica ademads, que la induccién de peroxidasas se produce a tiempos muy tempranos en

el enraizamiento.

Los datos son los primeros resultados de determinacion de la actividad de las
enzimas peroxidasas en el enraizamiento adventicio de Prosopis alba es necesario mds
una repticion del ensayo en el tiempo para corroborar los datos obtenidos en este
primero ensayo. Siemdo esta una nueva linea de investigacion que puede llegar aportar

resultados importates y novedosos en la rizogénesis de esta especie.
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