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RESUMEN

Prosopis alba posee potencial para la produccion forestal y forrajera, destacandose su utiliza-
cion en zonas aridas y semi-aridas. La especie, considerada de dificil enraizamiento, se propaga
comercialmente mediante semillas. Su clonacion permitiria cultivar materiales de interés silvicola
altamente productivos y en un menor tiempo. El objetivo de este trabajo fue analizar el grado de
lignificacion de estacas y miniestacas de P. alba y su relacion con su capacidad de enraizamiento.
Los brotes obtenidos del jardin y minijardin clonal fueron inducidos al enraizamiento con diferentes
concentraciones de IBA. Se realizaron cortes anatomicos de los brotes, previo a la induccion del
enraizamiento y 40 dias posteriores al mismo para observar la lignificacion de estos materiales y
relacionarlos con estacas y miniestacas enraizadas. Las miniestacas con mayor grado de juvenilidad
y de etiolacion presentaron menor grado de lignificacion y lograron mayores porcentajes de enrai-
zamiento (99,6%) con respecto a las estacas (7,6%). Se observé que la utilizacion de la técnica de
miniestacas asociada a la de etiolacion son promisoras para la propagacion vegetativa de P. alba y
posiblemente de otras especies nativas de dificil enraizamiento.
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ABSTRACT

Influence of the propagules lignification degree of the garden and min-
igarden clonal on the cuttings and mini cuttings rooting of Prosopis alba
Griseb.

Prosopis alba has high potential as forest material and important forage features for arid and
semi-arid areas. Prosopis alba is commercially propagated by seeds, because of its rooting difficul-
ties. Its cloning would allow to cultivate highly productive silvicultural materials in less time. The
aim of this work was to analyze the lignification degree of P. alba cuttings and mini-cuttings and
its relation with the rooting capacity. The sprouts obtained from the garden and clonal mini-gar-
den were rooted with different concentrations of IBA. Serial transversal sections of the sprouts
were carried out before rooting induction and 40 days after this process to observe the lignification
of these material and its relationships with rooted cuttings and mini-cuttings. Results show that
mini-cuttings with greater juvenility and etiolation degree presented lower lignification degree and
reached higher rooting percentages (99.6%) with respect to cuttings (7.6%). Mini-cutting and eti-
olation techniques are promising for the vegetative propagation of P. alba and other native species

with difficult rooting.

Key words: vegetative propagation, rhizogenesis, etiolation, mesquite, native species.

INTRODUCCION

Prosopis alba Griseb. es una especie na-
tiva de Sudamérica, con gran importancia
en la composicion arborea de zonas aridas
y semiaridas del mundo. Es una especie de
gran potencial para la produccion de ma-
terial forestal y la de mayor importancia
econdmica dentro del género. P. alba es
empleada tradicionalmente de forma in-
tensiva como madera para muebles, en la
construccidn, para la produccion de leha y
carbon, en la alimentacion animal dentro de
sistemas silvopastoriles y en la alimenta-
cion humana. Por otra parte, es una espe-
cie importante como fijadora de nitrégeno
(Felker et al. 2001, Ewens y Felker 2010).

La propagacion vegetativa de especies
arboreas de importancia forestal constituye

288

una herramienta valiosa desde el punto de
vista productivo ya que permite acelerar el
desarrollo de la forestacion reduciendo los
turnos de corte y la propagacion de mate-
riales mas productivos, de mejor calidad y
con caracteristicas silvicolas de importan-
cia. A pesar del elevado interés por reali-
zar la produccion clonal a gran escala de P.
alba, hasta la actualidad no se han logrado
protocolos eficientes que garanticen el es-
tablecimiento, desarrollo y regeneracion de
esta especie (Felker et al. 2005, Felker et al.
2008, Araujo Vieira de Souza et al. 2014).
La técnica de propagacion vegetativa a
través de estacas asociada a la aplicacion
de acido indolbutirico (IBA) puede ser uti-
lizada para especies forestales nativas de
interés comercial. Su utilizacion puede ser
limitada por la falta de métodos eficientes
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de rejuvenecimiento de material adulto y
de técnicas de manejo adecuadas en el am-
biente de propagacion (Dias et al. 2015).

En P. alba la regeneracion mediante es-
tacas resulta muy dificil de emplear dada
la baja capacidad de enraizamiento de esta
especie (Ewens et al. 2012, Araujo Vieira
de Souza et al. 2014, Ewens y Felker, 2003,
Araujo Vieira de Souza, 2015). En algunas
plantas, la capacidad de enraizamiento de
las estacas se relaciona con su estructura
anatomica y con su grado de lignificacion.
La reduccion de la lignificacion de los teji-
dos puede aumentar la capacidad de enrai-
zamiento en estacas y miniestacas de espe-
cies lefiosas (Biasi et al. 2002, Borges et al.
2011, Schwarz et al. 2015).

Como en muchos otros representantes
de la subfamilia Mimosoideae, los tallos
jovenes de P. alba presentan un anillo de
esclerénquima lindante con las capas mas
internas del cortex. Este anillo puede ser
continuo o aparecer interrumpido, y pue-
de constituir una barrera mecanica para el
desarrollo de raices adventicias (Caro et al.
2002, Evert 2006, Peixe et al. 2007, Amis-
sah et al. 2008, Schwarz et al. 2015).

En la propagacion vegetativa la utili-
zacion de las técnicas de miniestacas y de
etiolacion permiten obtener propagulos con
un menor grado de lignificacion. La técnica
de miniestacas, consiste en la utilizacion de
brotes de plantas madres, los que son rejuve-
necidos a través de la ruptura de la dominan-
cia apical por la poda drastica de plantas ma-
dres. Mientras que la etiolacion consiste en
la reduccion de la lignificacion de los tejidos
a través de la reduccion de la intensidad de
luz a la que crecen los brotes de las plantas
madres que seran utilizados como propagu-
los (Biasi et al. 2002, Alfenas et al. 2009,
Borges etal. 2011, Araujo Vieira de Souza et
al. 2014). Las técnicas de estacas y miniesta-
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cas se diferencian en funcion del manejo de
sus plantas madres y no del tamafio de sus
propagulos (Alfenas et al. 2009).

Este trabajo tuvo como objetivo observar
por medio de estudios anatémicos si efecti-
vamente ocurre una reduccion del grado de
lignificacion de los propagulos de P. alba
al utilizar la técnica de miniestacas en re-
lacién a la técnica de estacas y al aplicar la
técnica de etiolacion. También, se pretende
evaluar la influencia del grado de lignifica-
cion en los ensayos de enraizamiento.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos de enraizamiento de estacas
y miniestacas fueron realizados en los La-
boratorios de Produccion Vegetal y de Mor-
fologia Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional del
Litoral (Latitud 31° 26"31"" S y Longitud
60°56°25"" O) en dos afios consecutivos. En
el momento de induccién del enraizamiento
del “afio 1” las plantas madres del jardin y
minijardin clonal (donantes de propagulos
para el enraizamiento) poseian 18 meses y
en el “afio 2" poseian 30 meses.

Para la preparacion de las estacas fue-
ron utilizados brotes jovenes provenientes
de un jardin clonal y para la preparacion
de las miniestacas fueron utilizados brotes
rejuvenecidos de un minijardin clonal. El
rejuvenecimiento de los brotes del minijar-
din se obtuvo a través de la ruptura de la
dominancia apical por la poda drastica de
las plantas madres.

En el ensayo de enraizamiento del “afio
2” las plantas madres del minijardin clonal
fueron sometidas a la aplicacion de técnicas
de etiolacion por medio del incremento de
la densidad de plantas y sombreado.
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Material Vegetal

Las plantas madres del jardin y del mini-
jardin fueron originadas de plantas prove-
nientes del rodal semillero de la localidad
de Vera (Santa Fe, Argentina) (Latitud 29°
27°55"" S y Longitud 60°12°58"" O). Cada
planta madre representa un genotipo de
medio hermanos. Lo anterior posibilita la
clonacion de familias superiores.

Formacion y manejo del jardin y del
minijardin clonal

El jardin clonal fue implantado a campo
y estaba 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 y fueron
fertilizadas con 3 ml de soluciéon Hoagland
al 50% (Hoagland y Arnon 1950) cada 15
dias y previo a las colectas de los brotes.
Los brotes jovenes fueron cosechados para
el ensayo de enraizamiento de estacas del
“afio 17y “afo 2” presentando un total 108
brotes por afio. Se utilizaron entre cuatro
y cinco brotes por planta madre del jardin
clonal en cada afio.

El minijardin clonal estuvo constituido
por 55 plantas madres distribuidas en 5 par-
celas, con 11 plantas cada una, dispuestas
al azar y mantenidas en invernadero. Para
su formacion fue utilizada la metodologia
descripta por Araujo Vieira de Souza et al.
(2009) con modificaciones en el régimen de
temperatura, luminosidad, riego y fertiliza-
cion. El mismo fue implantado en camara
de crecimiento con fotoperiodo de 14 h, in-
tensidad de radiacion de 400 mE PAR, tem-
peratura dia/noche de 26/19 °C y humedad
relativa del 60% donde permanecieron 24
meses. Luego, fueron trasladadas al inver-
nadero donde se sometieron a temperaturas
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dia/noche de 26/15 °C y humedad relativa
del ambiente de 71,5%. En la produccion
comercial de plantines por miniestacas las
plantas madres normalmente quedan de dos
a cinco anos en estas condiciones. Se modi-
fico el ambiente del minijardin clonal para
aplicar las técnicas de etiolacion.

Las plantas madres del minijardin fue-
ron cultivadas en macetas de 276 cm® con
sustrato de compost de residuos solidos
urbanos con 1/4 de arena (Humedad: 45%;
pH: 7,1; N total: 0,9%; P,O.: 0,9 %; K,O:
0,6%). Estas fueron fertilizadas con 3 ml
de solucién Hoagland al 50% (Hoagland y
Arnon 1950) cada 15 dias y previa a las co-
lectas de los brotes.

Para promover el rejuvenecimiento de
las plantas madres y obtener los brotes
rejuvenecidos con menor grado de ligni-
ficacion en el ensayo de enraizamiento de
miniestacas, se realizé el corte del apice de
las mismas aproximadamente a 20 cm de la
base del tallo cuando éstas presentaron una
altura superior a 25 cm. Los brotes rejuve-
necidos para el ensayo de enraizamiento
fueron cosechados de miniestacas del “afio
17y “afio 2”, obteniendo180 brotes en cada
aflo. De cada planta madre se cosecharon
para los experimentos 4 brotes por afio.

Ensayo de estacas del “afio 2” someti-
do a técnica de etiolacion

En el “afio 2” los brotes del jardin clo-
nal a utilizarse para el enraizamiento fueron
sometidos a sombreado total a lo largo del
brote a partir del momento que las longitu-
des de los mismos fueron de 10 cm. Para
ello, se empleo plastico negro abrochado a
lo largo del brote desde de su base hasta la
region inferior al &pice, que permanecio sin
sombreado.
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Ensayo de miniestacas del “afio 2" so-
metido a técnicas de etiolacion

Las plantas madres del minijardin clo-
nal en el “afio 2” fueron sometidas a tres
diferentes técnicas de etiolacion con la fi-
nalidad de promover un menor grado de
lignificacion en el material a ser propagado.

Se incremento la densidad de plantas del
“afio 2” en relacion al “afio 1”. La densidad
de plantas madres en los ensayos del “afo 1”
fue de 40 plantas m? y en el “afio 2” de 256
plantas m?, con menor espaciamiento entre
plantas madres y mayor etiolacion de brotes.

En el “afio 2” los brotes fueron someti-
dos también a sombreado parcial y total a lo
largo del brote. El sombreado parcial de las
plantas madres fue conferido por el uso de
media sombra (70%) a partir del momento
que el promedio de longitud de los brotes
fue de 10 cm y la produccion de brotes por
planta madre igual a 3,3. El sombreado total
del brote fue conferido por el uso de plastico
negro abrochado a lo largo de este desde de
su base hasta la region inferior al apice.

Preparacion y evaluacién de estacas y
miniestacas: ensayo de enraizamiento

Para la preparacion de las estacas y mi-
niestacas se emple6 el procedimiento des-
cripto por Araujo Vieira de Souza et al.
(2009). Se obtuvieron brotes juveniles del
jardin clonal y rejuvenecidos del minijardin
clonal para inducir el enraizamiento. Para
ello, se utilizé la porcion apical del brote
(6 cm de largo) con al menos 3 entrenudos
y 3 hojas de las cuales su superficie foliar
se redujo al 50%. Posteriormente, fueron
sometidas a la aplicacion de fungicida (2,5
cm?.L" de carbendazim).

Las estacas fueron sometidas a tres trata-
mientos con IBA solubilizado en hidroxido
de potasio (KOH 1 mol. L"), aplicado por
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via liquida en la base de cada estaca duran-
te 15 segundos a las concentraciones de 0,
3.000 y 6.000 mg.L"". Igual procedimiento
se empled en las miniestacas, aunque las
concentraciones fueron de 0, 3.000, 4.500,
6.000 y 7.500 mg.L.

Posteriormente, se realizé el estaquea-
do de las estacas y miniestacas en tubetes
plasticos de 110 cm?® conteniendo sustrato
Dynamics 2®. Luego fueron transferidos a
camara de enraizamiento con nebulizacion
intermitente, humedad superior a 80%,
temperatura media de 23,6 °C, temperatu-
ra media méxima de 35°C, radiacion solar
20,48 mJ.m>.dia y heliofania efectiva pro-
medio de 9,32 h.dia'. La fertilizacién fue
quincenal con 2 ml tubete! de solucion nu-
tritiva Bolle Jones (Chaves et al., 2006).

Los experimentos de enraizamiento fue-
ron dispuestos en un disefio de cuatro blo-
ques aleatorizados con cinco tratamientos
de IBA en miniestacas y tres en estacas.
Hubo nueve propagulos (miniestacas o es-
tacas) por unidad experimental. Los ensa-
yos fueron realizados en dos afios consecu-
tivos en primavera.

Luego de 40 dias en camara de enraiza-
miento se determiné la supervivencia y el
porcentaje de miniestacas y estacas enrai-
zadas.

En el material enraizado (plantines clo-
nales) se registré altura, didmetro del tallo,
peso de materia fresca de la parte aérea,
nimero de hojas, numero de folidlulos,
peso de materia fresca, nimero y longitud
total de raices. Las raices fueron cuantifi-
cadas mediante digitalizacion de imagenes
utilizando el software ImageJ® (Rasband,
1997-2019).

Se utilizo el test de Lilliefors y el de Co-
chran para determinar la normalidad y ho-
mogeneidad de variancias, respectivamen-
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te. Posteriormente, los resultados obtenidos
se sometieron a analisis de la variancia. Los
datos de supervivencia y enraizamiento fue-
ron transformados en arco seno VX/ 100, los
datos de numero de hojas, de folidlulos y de
raices fueron transformados por V(X+1) y
los datos de masa fresca y longitud de rai-
ces fueron transformados por logl0 (X+1)
de acuerdo a Zimmermann (2004). Las di-
ferencias fueron sometidas a ajustes de re-
gresion y en el caso de ajustes cuadraticos se
determino el punto de inflexion de las curvas
por derivacion, posibilitando encontrar el
punto optimo de la dosis de IBA. Para la rea-
lizacién de los procedimientos estadisticos
fueron utilizados los programas estadisticos
InfoStat (Di Rienzo y col., 2010) y ASSIS-
TAT Software (Silva y Azevedo, 2016).

Estudio de las caracteristicas

anatomicas

Los estudios anatémicos fueron realiza-
dos en el laboratorio de Anatomia Vegetal
de la FCA-UNL. Se tomaron muestras de
miniestacas y estacas de todos los trata-
mientos, previo a la induccion del enraiza-
miento y al finalizar el ensayo. Las mues-
tras fueron tomadas a 0,5 cm de la base de
las miniestacas y estacas. Luego, la mitad
de estas muestras fueron fijadas en FAA
(formol: acido acético: etanol 70%, 10: 5:
85, v/v/v), y la otra mitad de las muestras
fueron conservadas en freezer a -20 °C.

Las muestras fijadas en FAA fueron des-
hidratadas en una serie de alcohol etilico de
concentracion creciente, clarificadas con
xilol e incluidas en parafina (Ruzin 1999).
Luego, mediante micrétomo rotativo se rea-
lizaron cortes transversales seriados de 12-
15 um de espesor, los que fueron coloreados
con safranina-fast green y montados en bal-
samo de Canada (D"Ambrogio de Argiieso
1986).
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De las muestras conservadas a -20 °C
se obtuvieron cortes transversales seriados
de 10 um de espesor, mediante microtomo
de congelacion, los cuales fueron clarifica-
dos con solucion de hipoclorito de sodio,
lavados con agua y montados en fluoro-
glucinol-acido clorhidrico para observar el
grado de lignificacion de los tejidos de mi-
niestacas (sometidas y no sometidas a etio-
lacion) y estacas (Kraus y Arduin 1997).

Ademas, fueron cosechados de las plan-
tas madres brotes similares a los que fue-
ron utilizados para la preparacion de las
miniestacas y estacas y de los cuales se to-
maron muestras de la region apical, proxi-
mal, media y basal. Estas fueron fijadas en
FAA, deshidratadas en una serie creciente
de alcohol etilico, incluidas en parafina,
cortadas con micrétomo de rotacion (cortes
transversales seriados) y procesadas como
se indico anteriormente.

Se analizaron en todos los tejidos obser-
vados, su grado de lignificacion, el desarro-
llo y evolucion del anillo de esclerénquima
a lo largo del eje y se compararon con los
resultados de los experimentos de enraiza-
miento.

RESULTADOS

En el ensayo de primavera del “afio 17
con utilizaciéon de brotes no etiolados se
observo una baja supervivencia (20%) y en-
raizamiento (12,5%) de las miniestacas. La
rizogénesis se produjo en la region del nudo
mas cercano al corte realizado durante su
preparacion. No se observo enraizamiento
de las estacas, habiéndose registrado solo un
8% de supervivencia de las mismas a los 40
dias (Tabla 1).

En el ensayo de miniestacas de prima-
vera del “afio 2” con utilizacion de brotes
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etiolados se registraron elevados valores de
supervivencia y enraizamiento (96 y 99,6%,
respectivamente). Para las estacas del jar-
din clonal se obtuvieron mejores valores de
supervivencia (20%) y enraizamiento (7,6)
que en el “afio 17, pero los mismos fueron
inferiores a los registrados en miniestacas
(Tabla 1).

No se observaron diferencias en funcion
de las concentraciones de IBA en el porcen-

taje de enraizamiento de las miniestacas en
el ensayo de primavera del “afio 2”. Para las
concentraciones de IBA de 0, 3.000, 4.500
y 6.000 mg. L' se obtuvo un 100% de en-
raizamiento y con la dosis de 7.500 mg. L!
fue del 98% (Tabla 2). No hubo correlacion
entre el grado de lignificacion del anillo de
esclerénquima y la concentraciéon de IBA
aplicado.

Tabla 1. Porcentajes de supervivencia (SUPERV) y enraizamiento (ENR) en los ensayos de minies-

tacas y estacas en los afios 1y 2.

Table 1. Percentages of survival (SUPERV) and rooting (ENR) in the mini-cutting and cutting tests

inyears 1 and 2.

“Afio 1" (NO sometidas a etiolacion)

“Afio 2" (con Etiolacion)

Miniestacas Estacas Miniestacas Estacas
SUPERV ENR SUPERV ENR SUPERV ENR SUPERV ENR
20% 12,5% 8% 0% 96% 99,6% 20% 7,6%

Tabla 2. Porcentaje de enraizamiento y supervivencia de estacas y miniestacas de Prosopis alba
sometidas a etiolacion y tratadas con diferentes concentraciones de &cido indolbutirico (IBA).Ta-
bla 2. Percentage of rooting and survival of cuttings and mini-cuttings of Prosopis alba subjected
to etiolation and treated with different concentrations of indolebutyric acid (IBA).

IBA concentracion Enraizamiento (%) Supervivencia (%)
(mg L’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 Estandar seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes por el test

Tukey (p<0,05).
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La utilizacién de IBA influencié el na-
mero de hojas y folidlulos, nimero, peso
de materia fresca y longitud total de raices.
Se observo mejor desarrollo radical hasta la
dosis de 6.000 mg. L', mientras que dosis
superiores tuvieron efecto negativo (Fig.1).
El ntimero de hojas de los plantines se in-
cremento hasta un punto optimo de 4.306,7
mg L' (valor obtenido por derivacion del
punto de inflexion de las curvas generadas
por el analisis de regresion de ajustes cua-
draticos), registrandose una disminucion
del niimero de hojas a partir de esta con-
centracion. Igual respuesta se observd en
relacion a la cantidad de folidlulos hasta su
punto optimo 4.113,5 mg L.

La cantidad, peso de materia fresca y
longitud de raices de los plantines tuvieron
los siguientes puntos optimos: 4.840, 3.480
y 3.726 mg L', respectivamente (Fig.1).

En los cortes transversales de la region
apical de brotes rejuvenecidos de plantas
madres del minijardin clonal se observo
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, haces vasculares colaterales y
una regién medular con células parenquima-
ticas grandes en comparacion con el tamafio
de las células del cortex (Fig.2, Ay B).
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Figura 1. Efecto de la concentracion de &cido indolbutirico (AIB) sobre variables de la parte aé-
rea y radical de los plantines clonales de P. alba obtenidos a través de miniestacas y sometidas a
etiolacion a los 40 dias.

Figure 1. Effect of the concentration of indolebutyric acid (IBA) on variables of the aerial and ra-
dical part of clonal seedlings of P. alba obtained through mini-cuttings and subjected to etiolation
at 40 days.
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Figura 2. Brotes rejuvenecidos de plantas madres del minijardin clonal de Prosopis alba de las
cuales se extrajeron propagulos para preparacion de miniestacas. A y B: corte transversal de
entrenudo de la regién apical; C y D: region media del brote; E y F: region basal del brote. Refe-
rencias: casquete de esclerénquima (ce); cambium vascular (cv); floema (fl); periciclo (p); region
entre casquetes de esclerénquima (rec); xilema (xI).

Figure 2. Rejuvenated stock plants sprout of the stock plant of the clonal minigarden of Prosopis
alba from which propagules were extracted for the preparation of mini-cuttings. A and B: internode
cross section of the apical region; C and D: middle region of the sprout; E and F: basal region of
the sprout. References: sclerenchyma cap (ce); vascular cambium (cv); phloem (fl); pericycle (p);
region between sclerenchyma caps (rec); xylem (xI).
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Desde el apice hacia la base del brote fue
aumentando el numero de haces vasculares
en formacién, apareciendo diferenciados,
en primer lugar, elementos de floema y lue-
go elementos de xilema y a un mismo nivel
se observaron haces vasculares en distintos
estados de diferenciacion (Fig. 2). También
hacia la region proximal del brote, se ob-
servo la aparicion de cambium vascular,
que resulto temprana en los haces vascula-
res mas grandes, y fue mas retrasada en los
medianos y pequefios; presentandose areas
interfasciculares sin cambium vascular no-
table (Fig. 2). En paralelo con la diferen-
ciacion de cada haz vascular se fue diferen-
ciando un grueso casquete floematico de es-
clerénquima. Las células mas externas del
mismo fueron las que primero engrosaron
sus paredes; mientras que las células mas
internas persistiecron mayor tiempo como
células de paredes delgadas (Fig. 2, Cy D).
Finalmente, en regiones mas basales del
brote todo el casquete floematico de fibras
presento paredes celulares gruesas y escle-
rificadas (Fig. 2, F). En general los casque-
tes de esclerénquima fueron aumentando
de tamafio proporcional al tamafio que fue
tomando el haz vascular. Las células que
formarian, en regiones mas diferenciadas,
el anillo de esclerénquima, mostraron en las
regiones apicales una estructura constituida
por casquetes floematicos unidos por regio-
nes de menor cantidad de estratos celulares
(Fig. 2).

Con el incremento del crecimiento se-
cundario se observo la tipica estructura de
las especies lefiosas, en las cuales el cam-
bium vascular se dispone entre anillos de
xilema secundario hacia el interior del 6rga-
no, y de floema secundario hacia el exterior
(Fig. 2, E y F). Se determiné que el xilema
secundario en las regiones fasciculares era
de estructura diferente al xilema secunda-
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rio de las regiones interfasciculares. Estas
ultimas, presentaron menor proporcion de
vasos y se diferenciaron radios vasculares
(Fig. 2). Las células de los radios xilema-
ticos esclerificaron sus paredes, en tanto
que los radios floematicos permanecieron
parenquimaticos y se fueron ensanchan-
do radialmente hacia la periferia (Fig. 2).
Por fuera del floema secundario aparecid
el anillo de esclerénquima formado por los
casquetes de esclerénquima y regiones en-
tre dichos casquetes (Fig. 2), los que esta-
ban formados por varias capas de fibras de
pequefio didmetro y gruesas paredes fuer-
temente lignificadas. En las regiones entre
casquetes se observd 1-2 capas de células
grandes de paredes mas delgadas y menos
lignificadas, siendo algunas células no lig-
nificadas (Fig. 3, Ay B). Las regiones entre
casquetes se asociaron a regiones lindan-
tes con las areas interfasciculares y con la
parte distal de los radios floematicos. Estas
regiones aparecieron como posibles dis-
continuidades en el anillo de esclerénquima
en material menos lignificado. El espesor
y el grado de lignificacion de las paredes
celulares de la region entre los casquetes de
esclerénquima, aumento hacia la base de la
miniestaca (Fig. 2).

El grado de lignificacion de los casque-
tes de esclerénquima y de las regiones entre
casquetes fue mayor en las estacas respec-
to de las miniestacas (Fig. 4). Del mismo
modo dicho grado de lignificacion fue ma-
yor en las miniestacas y estacas del primer
afio, respecto a las del segundo afio (Fig. 4,
C-E).

En estacas y miniestacas de P. alba en
las que se logré el desarrollo de raices ad-
venticias se observo que los primordios
radicales atravesaban el anillo de esclerén-
quima compuesto a través de las regiones
entre casquetes de esclerénquima (Fig. 3,
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Figure 3. Miniestacas de Prosopis 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 floematico (rfl); primordio radical (pr).

Figure 3. Mini-cuttings of Prosopis alba year 1. A: cross-section of the mini-cutting internode be-
fore starting the rooting tests; B: enlarged detail of A; C: rooted mini-cutting; D: enlarged detail
of C. References: sclerenchyma cap (ce); region between sclerenchyma caps (rec); phloem radio

(rfl); radical primordium (pr).

C y D). En las miniestacas se observo en-
raizamiento en las regiones que mostraron
menor grado de lignificacion en las paredes
celulares, es decir en las regiones entre cas-
quetes de esclerénquima. Para las mismas
condiciones de enraizamiento, miniestacas
de P. alba que presentaron mayor grado de
lignificacion en esas regiones, no enraiza-
ron (Fig. 4, D).

El menor grado de lignificacion de los
tejidos promoviod tasas superiores de en-
raizamiento de estacas y miniestacas en P.
alba.
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DISCUSION

Las diferencias en la anatomia de las es-
tacas y miniestacas de P. alba se relacio-
naron con variaciones en el grado de lig-
nificacion del anillo de esclerénquima. El
porcentaje de enraizamiento logrado estuvo
afectado directamente por el grado de lig-
nificacion del propagulo utilizado; cuanto
menor fue la lignificacion de los brotes uti-
lizados para propagacién, mayores fueron
las tasas de enraizamiento.
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Figura 4. Variaciones en los grados de lignificacion y discontinuidad de los anillos esclerenquima-
ticos de miniestacas y estacas de Prosopis alba. A: miniestaca del afio 1 que no enraizd; B: estaca
del afio 1, con mayor grado de lignificacién, que no enraiz6; C: miniestaca del afio 1, con menor
grado de lignificacion, que enraizé y que presenté mayor produccion de raices a los 40 dias; D:
miniestaca del afio 1 con mayor grado de lignificacion, que enraizé pero que present6 baja produc-
cién de raices a los 40 dias; E: grado de lignificacién de miniestaca del afio 2, crecida en mayor
condicion de etiolacion y que presentd 99,6 % de enraizamiento.

Figure 4. Variations in the degrees of lignification and discontinuity of the sclerenchymal rings
of mini-stakes and cuttings of Prosopis alba. A: Year 1 mini-cutting that did not root; B: cutting
of year 1, with a higher degree of lignification, which did not take root; C: mini-cutting of year 1,
with a lower degree of lignification, which took root and had higher root production after 40 days;
D: year 1 mini-cutting with the highest degree of lignification, which took root but had low root
production at 40 days; E: degree of lignification of the minicutting of year 2, grown in a greater
etiolation condition and that had 99.6% rooting.
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Miniestacas ectioladas presentaron me-
nor grado de lignificacion que estacas y
que miniestacas no etioladas y, consecuen-
temente, lograron mayores porcentajes de
enraizamiento, nimero y longitud total de
raices. La formacion de raices adventicias
es una etapa necesaria en la propagacion
vegetativa, y debido a ello el interés de
este proceso en la silvicultura (Oinam et al.
2011). La incapacidad de desarrollar raices
adventicias desde estacas o la pérdida de
dicha capacidad que ocurre con la edad de
la planta ocasionan pérdidas econdmicas en
la produccién de especies forestales (Pijut
et al. 2011). Es por ello que el proceso de
rizogénesis ha interesado a varias areas de
las ciencias y existen numerosas revisiones
que muestran los avances en la biologia
de la formacion de raices adventicias (De
Klerk 2002, Geiss et al. 2009, Kurepin et al.
2011, Lopez-Villalobos et al. 2011, Oinam
et al. 2011). Dentro de las investigaciones
realizadas, los estudios histologicos tanto
de los ejes como del desarrollo de los pri-
mordios radicales constituyen una base de
conocimiento para entender la formacion
de las raices adventicias (Gahan y George
2008, Oinam et al. 2011).

El corte transversal del entrenudo de
regiones apicales de los brotes rejuveneci-
dos de plantas madres del minijardin clo-
nal de P. alba mostré haces vasculares en
diferentes estadios ontogénicos. Esto fue
debido a variaciones en el patron de dife-
renciacion de xilema y floema y al inicio
del crecimiento secundario que se produce
muy proximo a las regiones apicales en la
mayoria de las especies lefiosas (Philipson
etal. 1971).

En el cortex de miniestacas de P. alba
se observo un anillo de esclerénquima con
la tipica estructura encontrada en la mayo-
ria de las dicotiledoneas lefiosas (Duarte y
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Wolf 2005, L6 y Duarte 2011). En los bro-
tes rejuvenecidos de P. alba el denominado
anillo de esclerénquima estuvo formado por
dos regiones: los casquetes de esclerénqui-
ma y las regiones entre casquetes. Las dis-
continuidades en el anillo de esclerénquima
se completaron con parénquima y pueden
diferenciarse en células de gruesas paredes
celulares. Las discontinuidades producidas
por la presencia de células de parénquima
no lignificadas o con menor grado de lig-
nificacion, se dieron en determinados es-
tadios de diferenciacion y fueron disminu-
yendo hasta desaparecer hacia la base de la
rama. Lo anterior fue descripto para otras
especies lefiosas (Amissah et al. 2008).

En las miniestacas de P. alba que enrai-
zaron se observo que los primordios radi-
cales atravesaban el anillo de esclerénquina
a través de las regiones entre casquetes de
esclerénquima, es decir, se observo enrai-
zamiento en la region del anillo con me-
nor grado de lignificacion. En P. chilensis
(Caro et al. 2002) y en Olea europea (Peixe
et al. 2007) el enraizamiento logrado se
relaciond con discontinuidades en el anillo
de esclerénquima ubicado internamente al
cortex radical. Para las mismas condiciones
de enraizamiento, miniestacas de P. alba que
presentaron mayor grado de lignificacion
en esas regiones no enraizaron; resultado
también observado en otras especies lefo-
sas (Bastos et al. 2005, Amissah et al. 2008,
Elbasheer y Elkalifa 2010). En Paulownia
fortunei var. mikado, por otra parte, se re-
porta una excelente produccion de raices en
miniestacas gracias a la falta de una barrera
anatomica esclerificada (Stuepp et al. 2015).
Aunque, en otras especies como Camellia
sinensis L. el anillo de esclerénquima no se
comportd como una barrera mecanica en el
momento de producirse el desarrollo de las
raices adventicias (Koyuncu y Balta 2004).
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Edwards y Thomas (1980) han sugeri-
do que la presencia de una capa continua
de esclerénquima podria actuar como una
barrera fisioldgica a la iniciacion de las rai-
ces adventicias mas que como una barrera
mecanica a la emergencia radical. Por otra
parte, Amissah et al. (2008) han conside-
rado que las diferencias en el proceso de
enraizamiento estaban mas relacionadas
con la facilidad de iniciacion de raices que
con restricciones a su emergencia debidas
al anillo de esclerénquima.

El enraizamiento puede verse dificul-
tado por cambios en el grado de madu-
racion de los ejes o por condiciones am-
bientales (Meng et al. 2009, Rasmussen y
Hunt 2010, Oinam et al. 2011, Pijut et al.
2011). La formacion de raices adventicias
es un proceso organogénico complejo que
esta afectado por la interaccion de factores
endogenos, tales como las hormonas ve-
getales y los carbohidratos, y por factores
ambientales tales como la luz (Sorin et al.
2005, Druegge et al. 2008, Ahkami et al.
2009, Bennett y Scheres 2010, Kitomi et al.
2011, Verstraeten et al. 2013). En relacion
con ello se conoce que las condiciones am-
bientales y practicas de manejo modifican
los porcentajes de enraizamiento logrados
(Rasmussen et al. 2009, Regonezi et al.
2010). Algunos de estos cambios pueden
modificar el grado de lignificacion de los
ejes (Hatzilazarous et al. 2009). Cuando es-
tos cambios modifican el grado de lignifica-
cion de las regiones entre casquetes de es-
clerénquima, modifican consecuentemente,
el porcentaje de discontinuidades en el ani-
llo de esclerénquima (Amissah y Bassuk
2007, Amissah et al. 2008). Las diferencias
entre estacas y miniestacas de P. alba con
relacion a la lignificacion del anillo estu-
vieron relacionadas a la etiolacidn, causa-
da por la ausencia de luz. La generacion
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de materiales juveniles a través de técnicas
in vitro o usando métodos ex vitro como la
etiolacion (De Klerck 2002) condujeron a
una exitosa formacion de raices adventicias.
La etiolacion se caracteriza por alteraciones
fisioldgicas asociadas a una reduccion de la
lignificacion de los tejidos (Amissah y Bas-
suk 2007, Amissah et al. 2008). En P. alba
la etiolacion, al reducir la lignificacién ha
incrementado el porcentaje de discontinui-
dades del anillo de esclerénquima y las tasas
de enraizamiento, tal como fuera plantea-
do para otras especies lefiosas (Amissah y
Bassuk 2007, Amissah et al. 2008). Borges
et al. (2011) han observado, en hibridos de
Eucalyptus globulus, que las miniestacas
obtenidas de la region apical de los brotes
presentaban menor lignificacion de los teji-
dos y tasas mayores de enraizamiento, como
se observd en este trabajo.

Con relaciéon a las concentraciones de
IBA en el porcentaje de enraizamiento de
las miniestacas, no se han observado dife-
rencias significativas, posiblemente debido
al grado de juvenilidad y lignificacion de
estos materiales, que permitieron altas ta-
sas de enraizamiento, independientemente
de la concentracion de hormonas utilizadas.
Lo mismo fue observado por Araujo Vieira
de Souza et al. (2009) en el porcentaje de
enraizamiento de cedro australiano, con la
utilizacion de la técnica de miniestacas.

Con el aumento del IBA se registrd un
aumento de tasas de las variables analiza-
das hasta un punto 6ptimo y posterior a éste
el aumento de la dosis de IBA ocasion6 una
reduccion de las tasas. Comportamiento si-
milar fue observado en clones de Eucalyp-
tus (Goulart et al. 2008). Concentraciones
mas elevadas de IBA también ejercieron
un efecto negativo en el enraizamiento de
estacas herbaceas de P. alba (Oberschelp y
Marcé 2010).
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CONCLUSIONES

Al disminuir el grado de lignificacion
mediante rejuvenecimento (a través de la
técnica de miniestacas) y etiolacion de los
propagulos utilizados para la propagacion,
mayores fueron las discontinuidades en el
anillo de esclerénquima y mayor el grado
de enraizamiento logrado en miniestacas
de esta especie nativa. Lo mismo fue ob-
servado con miniestacas en relacion a esta-
cas. Esto sefala la influencia del grado de
lignificacion en la propagacion vegetativa
de esta especie. Cuanto menor es el grado
de lignificaciéon mayor fue la tasa de enrai-
zamiento.

La utilizacion de la técnica de minies-
tacas, asociada a las técnicas de etiolacion
empleadas posibilitaron tasas de enraiza-
miento viables comercialmente, se mues-
tran promisorias para la propagacion ve-
getativa de P. alba y posiblemente de otras
especies nativas de dificil enraizamiento.
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