ENRAIZAMIENTO EN ALAMO !

Pox SINIBALDO OSCAR TRIONE y MANUEL OSCAR AVELLANEDA @

PARTE 1

INFLUENCIA DE LA EPOCA DE EXTRACCION Y DEL LAVADO
DE LAS ESTACAS

SUMMARY

Booting in poplar. 1. Influence of the time of taken cuttings and their washing
process to the rooting capacity.

The object of this paper is to determine which is the best time to lake cut-
lings, in Populus alba cv. “Bolleana”, that would express its best rooting capa-
city. The cuttings were taken every 30 daye during 12 months. At the same
time it was included a variable consisting of washing the physiolegical base
of the cuttings in tap water during 96 hours. In cuttings which were not
washed it was determined the activity of water soluble inhibitors, as well as
their moisture content. The best time to take cultings for propagation is that
of the dormancy period, being July at it best with 100 90 of rooting and 10
roots per cuttings. The washing operation inersases not only the rooting capa-
city but the period of taking cuttings. There was no correlation among water
soluble inhibitors activity on one hand and cuttings moisture content on the
other, with the rooting capacity. The aathors presume that the observed diffe-
rences were due to the different ratios of natural auxinz ‘cofactors present in
the cuttings according to the colleeting season, which in harmonious equili-
brium favours the differenciation into root primordia. The washing process
would facilitate this internal readjustement. i

Populus alba cv. “Bolleana™ presenta en nuestro medio una ca-
pacidad de enraizamiento relativamente baja comparada con la de
dlamos negros e hibridos eurcamericanos. A pesar de la inferior
calidad de su madera, resulta de interés el estudio de su propa-
gacion, ya que se adapla con ventajas a suclos salino-alealinos
(AVELLANEDA y NIJENSOHN, 1960) y a zonas de bajas temperatu-
ras, en relacion a las especies eitadas, los cuales en estos medios
no rinden satisfactoriamente desde el punto de vista cconémico.

Uno de los primeros aspectos a determinar en el proceso de
enraizamiento de un clén, es la época mas apropiada de extrac-
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cion de las estacas que exprese la maxima capacidad potencial de
enraizamiento. Se han establecido para otras especies variaciones
estacionales en la manifestacion del fenémeno, con resultados con-
tradictorios (FARRAR y GRACE, 1941 ; Dorg, 1953 ; Hubson, 1953), ete.
Quizas, una de las contradiceiones observadas en la literatura radi-
que en la posible presencia de sustancias tipo inhibidoras hidro-
solubles que se encueniran en distintas partes de la estaca. El
lavado en agua corriente de las bases fisiolégicas de las estacas ha
provocado respuestas favorables a la iniciacién radicular en dife-
rentes especies, habiéndose atribuido dicha respuesta a la elimi-
nacion de sustancias tipo inhibidoras que frenan o impiden el
fenémeno rizogénico (KHAN y HaLL, 1954; Morisuira y OoYAMA,
1952; Oovama, 1957-1959; Tizio et al., 1961, II). Sin embargo, a
pesar de ser un hecho conocido que el lavado basal de las estacas
tiene una accion beneficiosa sobre el proceso de enraizamiento,
hasta el presente el hecho no ha sido estudiado en alamo.

La practica de estratificar las estacas, como medio de conserva-
cion del material destinado a la propagacién, también tiene inci-
dencia en la posterior rizogénesis de éstas. Algunos autores han
comenzado a estudiar, en eslacas de diversas especies, ciertos as-
pectos de esta vieja prdctica, ya sea su modalidad (PORTIANKO,
1947; TRIONE, 1960) o bien algunos cambios de orden fisiolégico
¥y biogquimice que tienen lugar durante el proceso (Tizio et al.,

1961, I).

El efecto de reguladores del crecimiento y compuestos nitroge-
nados organicos (amino-acidos, vitaminas, purinas y pirimidinas,
etcétera), sobre el fenémeno rizogénico, ha sido estudiado por nu-
merosos autores, en muy diversas especies. Entre ellos (Doak,
1949 ; HEMBERG, 1953) encuentran que, en general, la accion de
diversas auxinas y compuestos nitrogenados, solos o combinados,
exaltan la manifestacion del fenémeno de enraizamiento, aunque
en otros casos tal estimulacién no existe o bien es delrimental
(WENT, BoNNER y WARNES, 1938; Rompins y Kavanacm, 1941;
PEarsE, 1948). En otros casos la aceidn estimulanie de aquellos
compuestos dependeria del estado fisiolégico de las estacas en re-
laciéon a la época de extraccion del material (Sxow, 1938). Trizio
et al. (1961, VI) demosiraron en vid, que la maxima expresion
de enraizamiento esla condieionada a la existencia de determinadas
relaciones de concentracién de auxinas y cofactores, tanto de los
naturales, como de los suministrados exteriormente, actuando am-
mos a nivel celular.

La primera parte de este trabajo se refiere a la determinacion
de la época mas apropiada para la extraccion de estacas de las
plantas madres, que expresen la maxima capacidad potencial de
enraizamiento. In la segunda parte se estudian los efectos de la
duracién del lavado de las bases de las estacas, y se avalia dicha
respuestas por un “indice de enraizamiento” que permite involu-
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crar en un mismo valor numérico, no sélo el poreentaje de enrai-
zamiento, sino también el niimero de raices por estaca.

Los efectos de la practica de estratificacion de estacas previa-
mente lavadas y en estado natural, como asimismo las diferencias
de cardcter fisioldgicas y bioquimicas de ellas durante dicho pe-
riodo, v su relacién econ el proceso de enraizamiento, son estudiadas
en la parte tercera. Finalmente, en la dltima parte, se estudian las
respuestas a tratamientos con reguladores del crecimiento y ciertos
cofactores, en periodos de baja capacidad de enraizamiento, y en
estacas en diferentes estados fisioldgicos.

MATERIAL Y METODOS

Las estacas se extrajeron en forma periédica a fines de cada
mes, durante un afio a partir de mayo de 1960, del vivero Perdriel,
ubicado en Lujin, Mendoza, Argentina. En diche vivero, consti-
tuido por plantas de 4 afios “recepadas” anualmente a 040 m de
la superficie, se delimité6 una parcela compuesta por 100 ejempla-
res, que el afio de la experiencia no se recepo a los efectos de obte-
ner a lo largo del afio, material del mismo ciclo vegetativo.

La extraccion se efectud al azar, eligiéndose 25 estacas para cada
variante. El largo de las mismas fue de 0,40 m y su didmetro va-
ri6 entre 0,8 y 2.5c¢m segun avanzaba el ciclo vegetativo de la
planta madre. En todos los casos de existencia de brotes, éstos fue-
ron eliminados.

El ensayo de “lavado™ se realizé con agua de canilla corriente,
sumergiendo las bases de las estacas en una pileta de laboratorio
provista de sifon de descarga para mantener un nivel constante de
12 em. La temperatura del agua de lavado varid, de acuerdo a las
épocas, entre 8° C y 18° C. En cada caso la operacién se prolongd
por espacio de 96 horas. Las estacas “no lavadas” se mantuvieron
durante esc lapso en lugar fresco envuelias en arpillera himeda.
Para cada época de extraccion las dos variantes se llevaron a enrai-
zar juntas, en cajoneras de madera de 80 <40 < 30 em, en linea
y a una distancia de 7 cm, enterrandose las estacas a una profun-
didad de 25 cm. El sustrato utilizado fue una mezcla por partes
iguales de arena de embanque y tierra de cultivo. El ensayo se
condujo en condiciones de vidriera, bajo luz natural difusa, efec-
tuandose riegos periédicos. Las temperaturas medias registradas
durante las diferentes épocas oscilé entre 10° C y 25° C. La hume-
dad relativa ambiente se mantuve enire 50 y 80 % mediante un
humidificador.

De acuerdo a las temperaturas registradas, la duracién del tiem-
po de enraizamiento se hizo variar desde 40 a 120/ dias. En ningin
caso se observé existencia de primordios radiculares preformados
en las estacas obtenidas de las plantas madres.



64 Revista de la Facnltad de Ciencias Agrarias T. X, Nos 1.2

Cumplidos los respectivos periodos de enraizamiento, las va-
riantes “lavado™ y “no lavado” se exirajeron de sus medios proce-
diéndose a contar numero de raices y brotes por estaca, para luego
caleular los porcentajes de enraizamiento y brotlacién, como asi-
mismo el numero promedio de raices por estaca. No se tomd en
consideracion el largo de raices o brotes por existir diferencias

eén ecuanto a la época de enraizamiento.

Paralelamente, en cada exlraceion, en malerial de estacas “no

lavadas” se determind la actividad de sustancias inhibidoras hidro-
solubles con el objeto de comprobar la existencia de correlaciones
entre porcentaje de enraizamiento y numero de raices con los
efectes del lavado (Trzio et al, 1961, I1). Para ello se tomaron
estacas de la misma caracterislica que las empleadas en el ensayo,
se seccionaron en finas rodajas y se sumergieron cn agua destilada
durante 24 horas. La actividad inhibidora de dichos extractos se
llevié a cabo mediante el “test aleli de germinacidn” segiin téenica
empleada por Sivort v WURCELDORF-WARDEN (1949) .

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos regisirados en la tabla T indican que la capacidad de
enraizamiento es muy diferente segtin la época en que se extraen
las estacas de las plantas madres. Este es un hecho de ocurrencia
casi general observado en numerosas especies (FARRAR y GRACE,
1941 Dore, 1953: Hunson, 1933: ete.). En la variante “no lava-
do™ se observa un significativo aumento en la capacidad de enraiza-
miento, desde los meses de febrero y agosto que coincide con el
periodo de dormancia de las estacas. Luego se observa un bruseo
decaimiento de dicha capacidad eoincidente con el comienzo de
la brotaciéon y activo ecrecimiento de los nueves vastagos. Este
hecho concuerda con lo obhservado por otros autores (CHILDERS y
SNYDER, 1957: REeiNes y Baszieine, 1960; SonNENFELD, 1961).

De acuerdo a los resultades cbtenidos en la variante “lavade™
la brusea disminucion de la capacidad de enraizamienio a partir
de brotaciéon no se deberia a una acumulacion de sustaneias inhi-
hidoras, dado que las curvas de enraizamiento de ambas variantes
son semejantes. Analogamente, de los dates obtenidos a partir del
mes de enero, se inferiria la existencia de sustaneias inhibidoras,
que si bien no impiden el fenémeno rizogénico, contribuyen gran-
demente a sit expresion. No obstante, los datos arrojados por el
“test aleli” de germinacion no sefialan la existencia de correlacio-
nes entre disminucion de la aetividad de dichas sustancias y una
mayor capacidad de enraizamiento, comeo ocurre en olras especies
(T1zic et al., 1961, 1).

También se traté de verificar si el factor determinante de las
variaciones observadas de acuerdo a las estaciones, era la humedad
de la estaca en el momento de su plantacion, segiin opinan algunos
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autores (Cram y Linpouist, 1961). Nuestros datos de la tabla II
estan indicando que no existe correlacion entre estas dos varia-
bles. Creemos que si bien el contenido de humedad de la estaca,
dentro de ciertos limites, puede tener influencia en el proceso, no
es el tinico ni el prineipal faclor.

Nos inclinames a pensar que las distintas capacidades de enrai-
zamiento observadas a través del afio, podrian responder a cambios
cuali-cuantitatives de auxinas y cofactores naturales de las estacas
al momento de su obtencion, lal como se ha demosirado en otras
especies (Twzto et al., 1961-VIi: Frson~icH, 1938: Araugjo, 1953;
Tyce, 1957; RENgs y Bameine, 1960},

Con respecto al proceso de “lavado”, nuestro criterio es que, en
ilamo bolleana, actuaria provocando un reajuste interno en la
estaca, de la cantidad y calidad de los lactores de enraizamiento
naturales (auxinas/cofactores), ya sea facilitando la eliminacidén
parcial de uno u otro, modificando ¢l grado de disponibilidad
de cada uno de ellos, o bien por movilizacién de precursores auxi-
nicos preexistentes, todo eslo, sobre la bhase del distinto estado fi-
siologico de las estacas de acuerdo al momento vegelative en que
fueron extraidas.

RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objeto determinar para Populus
alba cv. “Bolleana” la época mas propicia para la extraccién de
eslacas en la que se manifiesle una mayor capacidad rizdégena. El
corte de las mismas sc efectud cada 30 dias durante 12 meses, in-
cluvendo paralelamente una varianie de lavado de las estacas por
96 horas con agua, previo a su plantacion. Al mismo liempo, en
estacas no lavadas determinaron actividad de sustancias inhibido-
ras hidrosolubles mediante lest bioldgieo.

La mejor época para obtencion de estacas correspondié al pe-
riodo de reposo vegetativo, siendo dptima en plena dormancia (fines
de julio) con 100 % de enraizamiento v 10 raiees promedio por
estacas, Con cl lavado previo de las estacas la época de extraceion
se amplia desde enero a setiembre con los mejores resuliados en
mavo, julio, agosto ¥y septiembre. No se encontrd correlacion entre
actividad de inhibideres hidrosolubles y enraizamiento. Los aulo-
res presumen «ue las diferencias observadas se deben a diferentes
relaciones de auxinas v cofactores naturales de lag estacas, que cn
equilibrio armdénico de concenlraciones, favorecerian la diferencia-
cién de primordios radicales. Fl lavado de las cstacas facilitaria
mas dicho teajuste logrando exaltar al méaximo las respuestas y
ampliar la época de extraccién.
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PARTE 1i

EFECTO DEL TIEMPO DE LAVADO DE LAS ESTACAS SOBRE LA CAPACIDAD
RIZOGENA EVALUADA POR « INDICE DE ENRAIZAMIENTO »

SUMMARY

Rooting in poplar. II. Effect of the lengih of time of the caudngs washing
process, to the rooting capacity, evaluate by a “rooting Index”,

The effect of different length periods of washing the base of cuttings of
Populus albu cv. “Bolleana”™ was delermined in relation to its rooting capacity.
The 3 to 4 days period were the best, with the highest tooling and sprouting
percentage and number of reots per culting. The authors atiribute this effect
to a readjustement in the relative concentration of natural auxins and cofactors
which would determine a favourable ratio for root primordia differenciation.
It was not neglected the possibility of climinating the inhibitor substances which
would interfere with the rooting phenomena. With the object to evaluate the
different responses (rooting percentage and number of root per cutting) in
only one expression, it was establiched an Index w hich allows to visualize said
phenomena quantitatively and qualitatively.

El presente trabajo tuve por objeto determinar los efectos de la
duracién del lavado de las bases de las estacas sohre la capacidad
rizégena, evaluando dicha respuesta por un Indice de Enraizamien-
to. de manera de involucrar en un mismo valor. no solo el porcen-
taje de enraizamiento de cada variante, sino también el respectivo
numero de raices. El método propuesto se basa en los utilizados
por otros autores sobre el mismo fendémeno de enraizamiento (eita-
dos por MAHLSTEDE y Lava, 1958).

MATERIAL Y METODO

Estacas de Populus alba cv. “Bolleana™ fueron exiraidas del mis-
mo vivero forestal y con idéntico criterio que las utilizadas en el
ensayo anterior. Una vez cortadas las estacas se procedio a su es-
tralificacion en suelo franco, disponiéndolas en manojos, los que se
colocaron horizontalmente, enterrandose a 30 em de profundidad.
La humedad del suelo, al nivel de los manojos fue de 15 % =3 %,
En este estado se mantuvieron por espacio de 60 dias, al final de
cuyo lapso se retiraron para su lratamiento. El lavado se realizd
en fa forma descripta en el ensayo anterior (citado). Se confeccio-
naron 10 lotes de 20 estacas cada uno, elegidas al azar, los que
fueron tratados desde cero dias de lavado (testigo) hasta 9 dias
con intervalos de un dia. A fin de que la plantacién de todas las
variantes fuera simultdnea, los difercntes lratamientos se llevaron
a cabo en forma escalonada, manteniéndose las restantes en lugar
fresco envuelias en arpillera htimeda hasta el momento de sa plan-
tacidn. Esta se realizé en cajoneras de madera. empleandose como
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medio de arraigue una mezcla constituida por 1 parte de arena cuar-
zosa y 2 partes de granulado voleanico (V/V). El riego se efectud
diariamente alternando agua de eanilla con solucién nutritiva com-
pleta de Hoagland diluida a Y. El ensayo se condujo en condicio-
nes de vidriera con luz natural difusa y con temperaturas que osci-
laron entre 12° G y 22° C. La humedad relativa ambiente se man-
fuvo entre 70 ¥ 90 %. En estas condiciones se mantuvieron por
espacio de 55 dias al cabo de los cuales se retiraron para efectuar
recuentos de ntimero de estacas enraizadas, nimero de raices por
estacas y largo de brotes. Luego se determinaron los porcentajes de
enraizamiento y brotacién, y se caleulé el Indice de Enraizamiento.
Para ello se adopté el siguiente eriterio:

a) Se formaron categorias de nimero de raices por csiaca,
agrupadas en rangos con intervalo de 5 raices, a saber:
(0): (1.5); (6-10); (11-15); (16-20); (21-25) ; ete.

b) A cada categoria se le asigné un factor segiin una progre-
sién aritmética con razém 2: (0); (2); (4)5 (6); (8);
(10) ; ete.

¢) El nimero de estacas cnraizadas de eada categoria fue
multiplicada por su resectivo factor. El indice empleado
resulta de la sumatoria de lales productos.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a los datos de la tabla IT se deduce que el lavado de
las bases de las estacas tiene un efecto beneficioso sobre los por-
centajes de enraizamiento y brotacion hacia el tercero y cuarto dia
de lavado. Periodos mas prolongadoes hacen caer dichos valores al
de los testigos y al de los primeros dias de tratamiento. Contraria-
mente el nimero de raices no sufre variaciones apreciables a par-
tir del segundo dia de tratamiento.

TABLA 1l

Capacidad de enraizamiento con diversos tiempos de lavado
de las bases de las estacas

Dias de lavado

0 1 2 4 5 6 7 0 9
Enraizamiento (%) ....... 40 35 40 70 65 40 50 20 40 40
Namero de raices ......... 8 6 10 10 10 9 10 8 8 10
Brotacion (%) ............ 40 35 40 70 65 45 50 20 40 40
Largo de brotes (em) .... 11 9 g8 11 13 12 14 11 11 12

Las cifras indican promedio de 20 estacas.
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De acuerdo a nuestro criterio, el lavado produciria un reajuste
en las concentraciones de auxinas y cofactores naturales (Sko00G
y Tsur, 1948; Tizio et al., 1961 VI) hecho que determinaria una
velacion arménica mas favorable a la diferenciaron de primordios
radicales. Aumentando el tiempo de lavado, dicha relacion se alte-
raria, sin llegar a impedir totalmente el fenémeno. El lavado po-
drian acluar también por hidratacién de los tejidos. haciendo va-
yiar su actividad metaholica (ritmo respiralorio, “turnover” de
proleinas, ete.) cuyos metaholitos intervendrian lambién en la
relaciéon mencionada.

No descartamos tampoco la posibilidad que el lavado eclimine,
hasta el 4° dia de (ratamiento, ciertos inhibidores que podrian
interferir en la accién de las auxinas y cofactores naturales.

Mediante el empleo de los Indices mencionados (tabla III) pue-
de apreciarse claramente como se distribuyen las estacas enraiza-
das segiin namero de raices, dando una idea cuanti y cualilativa
mas completa de la modalidad del fenémeno rizogénico. En la fi-
gura 1 puede obscrvarse graficamente, de un golpe de vista, como
se magnilican las expresiones porcentaje de enraizamiento y numes-
ro de raices mediante el empleo de dicho Indice. Indudablemente
cuando se quieran analizar las causas de diferencias debidas a
tratamientos, se debera recurrir al cuadro de distribueion de esta-
cas por categorias.

RESUMEN

Se determiné el efecto de diferentes periodos de lavado de las
bases de estacas de Populus alba cv. “Bolleana”, sobre la magnitud
del fenémeno de entaizamiento. Se determiné que con periodos
de lavado de 3 a 4 dias la capacidad rizégena es maxima, traducida
por un mayor porcentaje de enraizamiento, brelacién y numero
de raices. Los autores atribuyen este fenémeno a un reajuste de la
concentracién de auxinas y cofactores naturales, que determina-
rian en ultima instancia una relacién favorable para la diferen-
ciacién de primordios radicales. Tampoco se descarta la posible
climinacién de inhibidores naturales que interferirian en la ma-
nifestacion del fenémeno. Con el ohjeto de evaluar las distintas
respuestas mediante una sola expresion numérica que involucre
porcentaje de enraizamiento y nimero de raices, se establecieron
indices de enraizamiento, los que permiten visualizar cuali y cuan-
titativamente ¢l fenémeno rizogénico y por ende la eficacia de los
respeclivos tratamientos,
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PARTE III

INFLUENCIA DE LA ESTRATIFICACION DE ESTACAS LAVADAS Y SU
CORRELACION CON FACTORES FISIOLOGICOS Y BIOQUIMICES

SUMMARY

Rooting in poplar. TII. Influence of the stratified washed cuttings and their
correlation to physiological and biochemical factors,

In this paper the combined effect of stratification way (horizental and wvar-
tical) to the washing process of the cuttings of Populus alba cv. “Bolleana’™
taken at two different periods (dormancy and sprouting stages) were studied.
At the same time some free amino-acids and the activity of natural auxins
and/or inhibiters present in the cuttings were determined. It was found that
the washing the cuttings during 96 hours increassed the rooting percentage in
all the variables, ,and that stratification during 60 days at 20 cm depth also
increased the number of roots per cuttings, Tt was observed that the best
rgoting capacily was obtained when washing and vertical stratification were
combined. According to the physiological and biochemical determinations it
is discussed their possible correlation with the rooting proeess.

El presente trabajo tuvo por finalidad estudiar los efectos que la
estratificacién de estacas previamente lavadas y no lavadas pro-
vocaba sobre la capacidad de enraizamiento, como asimismo deter-
minar algunas diferencias fisiolégicas vy bioquimicas relacionadas
con el mismo.

MATERIAL Y METODOS

La extraccién de estacas de Populus alba cv. “Bolleana” se efec-
tué del mismo lugar v con idéntico criterio que en los ensayos
anteriores. Las mismas se tomaron en dos épocas, principio de
dormancia (30 de junio de 1961) ¥ comienzos de brotacién (3 de
septiembre del mismo aifio). El lavado de las estacas se efectud
por 96 horas de acuerdo al procedimiento indicado en el ensayo
anterior. Se realizaron las siguientes variantes:

Estacas en estado de dormancia (30 de junio)

1. No estratificadas.

@) No lavadas.
b) Lavadas.

2. Estratificadas “horizontalmente” durante 60 dias.
a) No lavadas.
b) Lavadas.

2. Estratificadas “verlicalmente” durante 60 dias.

@') No lavadas.
b') Lavadas.
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Estacas en estado de brotacién (3 de septiembre).

3. No estratificadas.

a) No lavadas.

b) Lavadas.

Para cada una de las variantes anleriores se emplearon 100 es-
tacas. Otras 50 estacas de las mismas caracteristicas se destinaron
para las determinaciones analiticas. La estratificacion se efectud
en condiciones naturales de campo, en suelo franco. Para la va-
riante “estratificacién horizontal” se siguié el método empleado
por TRIONE (citado), o sea que se dispusieron acostadas en una sola
capa y a 20 em de profundidad. Para la variante “estratificacion
vertical” se colocaron en manojos, con las hases fisiolégicas hacia
abajo, a una profundidad tal que sus dpices quedaron a 20 em de
la superficie del terreno. La humedad edafica a esa profundidad

fue de 13 % =+ 3 %.

En cada caso las distintas variantes se llevaron a enraizar en ca-
joneras de madera, conteniendo como medio enraizante 1 parte de
arena cuarzosa y 2 partes de granulado volcanico (v/v). Se rega-
ron diariamente, alternando agua de canilla con solucién nutritiva
de Hoagland. En cada época de enraizamiento, que duro para
cada caso 35 dias, los ensavos se condujeron en condiciones de
vidriera termostatizada a 23° C == 3° C y humedad relativa am-
biente de 92 % =4 %. Al finalizar los respectivos periodos de
cnraizamiento de cada variante, éstas se extrajeron de sus medios.
procediéndose a contar nimero v largo de raices y largo de brote.
para calcular luego los porcentajes de enraizamiento v brotacién.
como asimismo los “indices de enraizamiento®.

RESULTADOS

Puede apreciarse (tabla TV) que en estacas no esiratificadas.
cualquiera sea la época de exiraceion, el lavado aumenta los por-
centajes de enraizamiento y brotacién, pero resulta algo detrimen-
tal para ndmero de raices y largo de brote por estaca cuando éstas
s¢ toman en periodo de dormancia. La estratificacién provoca en
todos los casos un aumento del nimero de raices, v el lavado pre-
vio de las estacas incrementa tanto los porcentaies de enraiza-
miento como de brotacién. En cuanto a la modalidad de estrati-
ficacidén. se obtiene la maxima ecapacidad de enraizamiento cuando
se combinan el lavado con la estratificacién vertical.
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TABLA IV

Efecto de la estratificacién, del lavado de las estacas y combinaciones
de los mismos sohre la capacidad rizdgena

Porcicnto  Numero Porciento Targo Indive
Variantes de de dle del brote de
cnraizam. rajces hirotacion (emm) enraizam.
ESHIC(IS eft [?Or}.’!,ﬁ‘]h"{‘ﬁl
1. No estratificadas:
a) No lavadas ........ 74 8.4 91 15 320
b) Lavadas . ......... 82 5,7 97 13 272
2. Estratificadas horizontalmente:
n) No lavadas :........ 50 10,0 52 14 242
bJ) Lavadas . .......... 84 10,0 81 15 420
2'. Estratificadas verticalmenrte: .
a) No lavadas ......... 70 9.7 70 17 324
&) Lavadas . veovsvien 08 10,9 98 19 512

Estacas en brotucion
3. No estratificadas:

a) No lavadas ......... 69 9.1 73 18 318
b)) Favadas o soosnemmunsns 36 G5 100 18 442

No se consigna largo de rajz por ser practicamente similar en todas las va-
riantes.

DETERMINACIONES FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

METGDOS Y RESULTADOS

a) Determinacion de algunos amino-dcidos libres, El material
de estacas, equivalente a 25 gr de materia seca, se molié rapida-
menle en un molinillo triturador, extravéndose los amino-dcidos
libres con aleohol etilico, 80 9%, durante 24 horas a 2-4° C. Ll ex-
tracto obtenido por decantacién y filtracién se concentrd a un vo-
lumen final de 50 ml en estufa a vaeio a 35° C. La separacion de
los amino-dcidos se efectué por cromatografia unidireccional sobre
papel Whatman n® 1, siguiéndose la téenica deseripta por Mc Fa-
RREN (1951). La elucién de las respectivas “manchas™, localizadas
por superposicién con un cromalograma paralelo y revelado, se
realizé con agua destilada. La determinacién se efectuéd por reac-
ci6n colorimétrica con ninhidrina, midiéndose la densidad optica
a 570 milimicrones. Por el mélodo seguido se pueden separar los
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amino-aeidos dicarboxilicos aspartico y glutamico, los hidroxi-ami-
no-icidos serina y treonina, v los neutros glicina y alanina, Estos
dos ultimos en ningin caso estuvieron presentes en cantidades de-
lectables. Los datos de esta delerminacion semicuanlitativa se ex-
Ppresan como porcentaje relalivo de cada compuesto, tomando como
base la densidad éptica de una curva de soluciones standards.

Los datos de la tabla V muestran (que en eslacas no eslratifica-
das, tanto en estado de dormancia como brotacion, sélo aparecen
los amino-dcidos dicarbox{licos (asparlico y glutdmico) y que la
proporcion relativa de los mismos v cantidad total es diferente de
acucrdo a la époeca de exiraceion de estacas, El lavado tiende a
igualar dicha proporcién y a incrementar la cantidad total de esos
compuestos,

Durante la estratificacion se suman dos hidroxi-amino-dcidos (se-
rina ¥ treonina) y aumenta la cantidad total. El lavado no modi-
fica prdacticamente dicha cantidad, pero altera la proporcidn rela-
tiva de los distintos compuestos nitrogenados.

TABLA V

Determinacién semi-cuantitativa por cromatografia, de algunos amino-4cidos
libres precentes en las estacas segiin tratamientos

o/, relativo a ceada mnino-dcido

Vatiantes e _— -

Aspdrtico  Gluldmico Serina ‘'reonina
Fstacas en dormancia
1. No estratificadas:
a) No lavadas ............. 41 59 — -
b) Lavadas . .............. 51 49 - ==
2. Estratificadas:
o) No lavadas ............. 25 28 31 16
b)) Lavadas <« connom pres 36 30 15 19
Listacas en brotacién
3. No estratificadas:
a) No lavadas 54 16 — o
b) Lavadas . 18 52 = -

b) Determinacion de actividad de auxinas y/o inhibidores. Se
siguié la misma téenica empleada por Tizio et al., 1961, I (citado),
efectuandose los extractos ctéreos con el equivalente a 50 gr de
materia seca de estacas, durante 3 horas a 2-3° C. Su evaluacién
se llevé a cabo mediante el test trigo de crecimiento recto de co-
ledptiles, deseripto en ese trabajo.
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Las actividades de auxinas y/o inhibidores de la tabla VI mues-
tran que en estacas no estratificadas la actividad de sustancias
inhibidoras es mayor durante la brotacién. El lavado de las estacas
produce efectos diferentes de acuerdo al estado fisiolégico de las
mismas, asi, en dormancia aumenta la actividad de inhibidores,
mientras que en brotacién sucede lo opuesto, posiblemente por
facilitar su eliminacion o hien por estimular la actividad auxinica
natural que regularia el efecto de los inhibidores. Durante el pro-
ceso de estratificacién es evidente la tendencia a favorecer la acli-
vidad de auxinas. Fl lavado tiende a contrarrestar levemente esta
aceidn,

TABLA VI

Variaciones de actividad de auxinas y/o inhihidores en extractos e éreos
de estacas, seglin tratamientos

Testizo

(11,0}

Variantes s

h 1:1) (1:2.5) (1:5) 1:10)

Estacas en dormancia

1. No estratificadas:

a) No lavadas ..... 71 a7 87 98 102 100

b) Lavadas . ...... 50 70 i 96 102 100
2. Estratificadas:

a) No lavadas ..... g4 9¢, 98 100 104 100

b) Lavadas . ...... 70 87 87 v 101 100

Estacas en brotacién

3. No estratificadas:

a) No lavadas ..... 5l 56 80 80 88 100
b) Lavadas . ...... 80 85 90 99 94 100
DISCUSION

A través de la exposicién de los resultados se ha visto una vez
mias el efecto bencficioso del lavado de las bases de las estacas
sobre la capacidad de enraizamiento. Durante la estratificacion se
operan, evidentemente, cambios cuali-cuantitativos desde el punto
de vista fisiolégico y bioquimico. Asi, por ejemplo, la aparicion
de los hidroxi-amino-dcidos serina y treonina hacia el final del
periodo de estratificacion, estaria correlacionado con una activa-
cion del “turnover” de proteinas, y, por ende, de ciertos sistemas
enzimaticos. Esto resultaria particularmente cierto en la variante
de lavado. Asi, como dato ilusirativo, los autores, en colaboracién
con el Ing. PALLERONI, determinaron en estacas lavadas y no lava-
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das tal activacidén enzimatica, medida por la formacion de acido
oxaloacético a partir de los acidos aspdrtico y alfa-cetoglutarico.

De acuerdo a AVERY y PorTorF (1945), un aumento cuali-cuan.
titativo de nilrégeno puede, a su vez, incrementar la cantidad de
auxina extractable, lo cual estaria en concordancia con la leve apa-
ricion de actividad auxinica o disminucion de inhibidores obser-
vadas en estacas estratificadas,

Las distintas actividades de auxinas y/o inhibidores encontrado,
como asi también la proporcién relativa de los compuestos nitro-
venados analizados (que actuarian como cofactores), inducirian,
de acuerdo a la relacién de sus coneentraciones, a diferenciar mas
mas o menos primordios radicales segtin la época en que se tomen,
modalidad de estratificacién y tratamiento de lavado.

RESUMEN

Se estudian los efectos combinados de la modalidad de estrati-
ficacion (horizontal y vertical) con el lavado previo de las estacas
de Populus alba cv. “Bolleana” tomadas en dos épocas distintas,
prineipio de dormancia y comienzo de hrotacién. Paralelamente
e efectuaron determinaciones de algunos amino-dcidos libres y
actividad de auxinas v/o inhibidores, Encuentran que el lavade
previo de las estacas por 96 horas, en todos los casos, aumenta el
porcentaje de enraizamiento, y que la estratificacion durante 60
dias a 20em de profundidad inerementa ademis el nimero de
raices por estaca. La maxima capacidad de enraizamiento se pro-
duce euando se combina el lavado previo de las estacas con la
estratificacion en posicién vertical de las mismas. Mediante las
determinaciones fisiologicas y bioquimicas se diseute su posible
correlacién eon la capacidad de enraizamiento.

PARTE 1V

RESPUESTAS A TRATAMIENTOS DE REGULADORES DEL CRECIMIENTO
Y CIERTOS COFACTORES® .

SUMMARY

P'art A. Responses in periods of low rooting capacity.

On behalf of treatments with IBA and a series of cofactores like vitamins,
aminoacids, yeast extract, etc., alone and in combination among them, it was
tried to establish the possible causes of the low rooting capacity observed in
euttings of Populus alba cv. “Bolleana” when taken, from the mother plants,

i Las siguienles abreviaturas serin empleadas:

IBA: acido Tndol-3-butirico.

TPA: 4cido beta-(indol3.)-propiénico.
EL: extracto de levaduras autelizado.
TIBA: &cido 2.4.5-Triiodobenzoico.
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during the active period of growth (December). With the same purpose, the
activity of free and bound anxins as well as water soluble inhibitors sere
determined in such cuttings. It wus found a responze Lo individual treatment
with TBA (10, 25 and 50 ppm), hietin, alanine, threonine and adenine. When
combining growth regulators and cofactors it appears more or less responsc
in all the treatment depending on their relative concentration ratios. Tt was
found activity of inhibitors und auxins deficiencies. The best treatments were
the combined action of IBA 50 ppm with Yeast extract 0.1 “/w, and IBA 25 ppm
with threenine and with glatamic acid. The rooting percentage was increased
from 119 (check) to 83 %, and the number of roots per cutting from 2
(check) to 11.

Part B. Responses in cuttings under different physiological stages.
Cuttings of Popuius alba cv. “Bolleans™ in four different physiological sta-
ges, namely:
A) Cutting in dormancy stuge, siratificd and non washed.
B) Cutings in dormancy stage, stratilied snd then washed during 96 hours.
C) Cuttings in sprouting stage. .non estraiified and non washed.
I}) Cuttings in spronting stage, non estratilied and twashed during 96 hours.

These cuttings were treated with TPA 30 ppm., synthetie nitrogen cofactors
20 gammes N, per liter, and natural cofactors present in the Yeast extract,
alone and in combination, It was found that the responscs to said treatmenis
were highly depending of the physiological stages ol the poplar cutlings.

MATERIAL Y METODO

Las estacas de Populus alba cv. “Bolleana”, utilizadas en ambos
ensayos, fueron extraidas del mismo vivero y con el mismo criterio
que en los trabajos anteriores, siguiéndose todo el posterior pro-
Ces0 i]](%l(_'ﬁdo €n !0“3 Il]i!i)j(!“. léj{ji?' ll'i!iﬂﬂ}icl}l(lﬂ' con :«{l;.]'—fr‘-i”f'ie.;i ¢n-
raizantes se efectuaron sumergiendo 3 em de las bases de las esta-
cas en 200 ml de solucién, permancciendo durante 24 horas a os-
curidad y a 22.25° C. Para cada tratamiento se utilizaron 20 esta-
cas, Cuando hubo presencia de brotes del afio, éstos fueron eli-
minados.

Con el objeto de conocer algunos aspectos del estado fisioldgico
de las estacas, se llevaron a cabo determinaciones de actividad de
sustancias inhibidoras hidrosolubles, actividad de auxina libre ¥
ligada, antes y despuds de la extraceién acuosa de inhibidores. s
téenicas seguidas [ueron las mismas deseriptas por Tizio et al. (1961,
1), evaluandose las auxinas por ol test de erccimiento recto de co-
leoptile de trigo. v los inhibidores por el test de germinacidn de
aleli.

Exsavo A. Respuestas en época de baju capacidad de enraiza-
miento.

En uno de los ensayos anteriores los autores observaron bajas
expresiones de enraizamiento cvando la extraceion de las estacas
de la planta madre se realizaba durante el periodo de activo cre-
cimiento de los hrotes del afio (diciembre). Dicho comportamien-
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to se deberia a una relaciéon adversa de auxinas y coflaclores na-
turales o a ausencia de algunos de ellos dentro de las eslacas.

El presente ensayo tuvo por finalidad corroborar dicha hipéte-
sis. Para ello se extrajeron las estacas a fines de diciembre, eli-
minandose los brotes del afio que habian alcanzado en esta época
45 ¢m de longitud en promedio, ¥ se procedid a la aplicacion de
reguladores del crecimiento y diversos cofactores de acuerdo al
siguiente plan:

Auxina: IBA, en concentraciones de 10, 25 y 50 ppm.

Antiauxina: TIBA, en concenlraciones de 5, 50 y 100 ppm.

Cofactores siniéticos: acido Ascérbico (vil, C), Biotina (vit, H),
Riboflavina (vit. Bs), Tiamina (vit. By}, acido Glutamico,
Alanina, Treonina, Valina, Asparagina y Adenina, cada uno
en concentracion de 50 gammas por litro; conjunto de estos
Cofactores en concentracion individua! de 10 gammas por litro.

Cofactores naturales: El. en concentraciones de 0,1 %503 1,000 y
1 U.O 04_-"10 e

Tratamientos combinados: IBA en sus (res concentraciones con
cada uno de los cofactores.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 2 se han representado graficamente los resultados
en forma de histogramas y expresados por indices de enraizamien-
to; de eclla pueden exiraerse las siguientes conclusiones, Provocan
respuestas favorables por si mismo: IBA en sus tres concentracio-
nes, biotina, alanina, treonina y adenina. TIBA resulia detrimen-
tal en todos los casos, como asimismo el EL en las dos concentra-
ciones mas bajas. Los restantes tralamienlos se comportan en for-
ma més o menos similar al testigo.

Con respecto a las combinaciones de IBA con los diferentes co-
factores, todas resultan favorables, dependiendo tinicamente de la
relacion de sus concentraciones. Asi, las mejores respuestas sc obtie-
nen scgin la relacién IBA /cofactor sea: estrecha (alanina), am-
plia (vitaminas By, Ba, H y valina) , intermedic (acido glutimico,
treonina, asparagina), intermedia a amplia (adenina y EL), fodas
lus concentraciones (vitamina C).

Los resultados de la tabla VII indican que las estacas extraidas
en esta époeca acusan actividad de sustancias inhibidoras del tipo
hidrosoluble; en cambio no existe actividad de auxinas libre o
ligada, ya sea por ausencia de las mismas o por enmascaramiento
de inhibidores del tipo soluble en solventes organicos (éler).

Tanto las respuestas a los diferentes tratamientos con soluciones
enraizantes, como los resultados analiticos de los bio-ensayos, se
encuentran en concordancia. demastrando que las suslancias con
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caracler auxinico se encueniran en deficiencias, ya que los trata-
mientos con la antiauxina TIBA inhiben totalmente la difereneia-
¢ion radicular a concentraciones tan bajas como 5 ppm, La aceién
individual. tanto de IBA como de ciertos cofactores, indica tam-
bién deficiencias de ambos tipos de sustancias,

El efecto de las diferentes relaciones de concentraciones de los
factores de enraizamiento avalan la hipétesis de que en la estaca
se necesita un equilibrio arménico de los mismos para provocar
o elevar ¢l umbral de su capacidad rizogénica.

TABLA VII

Determinacién de inhibideres hidrosolubles y de auxina libre y ligada
antes y después de extraccién acuosa de inhihidores

‘ | Actividad de anxinas

Diluciones | Actividad = | - T
)Jd“\(]";”(‘" inhibidores  Antesde ln extrac. acuosa Después de la extrae, acunosa
o hidrosolubles | ] | R ST
extractos (1. B | |
R Libre Ligada Libre { Ligaia
! {*/, erec.) ("o crec.) ‘ (°fo cTEC.} (/o trec,)
| g
1o, 58 56 49 50 51
1T LA—— 74 60 50 a7 a1
138 nn 92 67 51 59 54
1§ Blon wgins 95 85 59 79 68
1% 306 s oo 92 91 68 85 86
1:20..,.. 98 94 80 90 90
Testigo
{HO). ... 100 100 100 100 100

Los mejores resultados se han obtenido combinando IBA 50 ppm
con EL 0.1°/55 e IBA 25 ppm con acido glutamico por un lado vy
treonina por otro. El porcentaje de enraizamiento y numero de
raices por estaca se incrementd de 11 9 ¥ 2 respectivamente (tes-
tigo) a 83 % y 11 (tratamientos soluciones enraizantes) ,

Ensavo B. Respuestas en estacas bajo diferentes estados f[isiols-
gicos,

Las contradicciones en la naturaleza quimica del o de los cofac-
tores, generalmente nitrogenado, observada a menudo en la lite.
ratura, es posible que se deba, no solamente a las distintas formas
de nitrégeno orginico soluble requeridas de acuerdo a las especies
(LeopoLp, 1955), sino que también estaria condicionado muy espe-
cialmente por el estado fisiologico de la estaca.
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Los tratamientos del presente ensayo tuvieron por finalidad tes-
tar, mediante la combinacién de un regulador del erecimiento y
distintos compuestos nitrogenados que tuvieran una misma concen-
tracién de nitrégeno, el efecto que los factores de enraizamiento
pudieran tener en estacas de Populus alba ev. “Bolleana” que pre-
sentaran cuatro estados fisiolégicos distintos. Dichos estados fue-
ron los siguientes:

Estacas extraidas al inicio de dormancia:

1. Estratificadas y no lavadas.
2. Estratificadas y posteriormente lavadas por 96 horas.

Estacas extraidas al inicio de brotacién:

3. No estratificadas, no lavadas.
4. No estratificadas y lavadas por 96 horas.

Los tratamientos con soluciones enraizantes fueron los siguientes:

Auxina: IPA 30 ppm.

Cofactores nitrogenados: acido glutimico, serina, lreonina, adenis
na, biotina, conjunto de estos cofactores. La concentracién de
cada variante fue de 20 gammas de Nitrégeno por litro. E.L.
19/ en base al peso seco.

Tratamientos combinados: IPA con cada uno de los cofactores.

RESULTADOS Y DISCUSION

De la observacion de los Indices de enraizamiento representados
graficamente en la figura 3, se puede inferir que el requerimiento
de cofactores nitrogenados, en el proceso de enraizamiento, es dis-
tinto en calidad segin el estado fisiolégico de las estacas. Asi, en
las estratificadas sin lavar, las mejores respuestas ocurren con las
combinaciones de TPA con biotina y adenina, mientras que sus si-
milares lavadas responden a tratamientos simples de IPA y de
biotina. En lo que se refiere a eslacas extraidas a comienzos de
brotacién sin el tratamiento de lavado, los mejores resultados se
obtienen combinando IPA con EL. En sus similares sometidas al
proceso de lavado, ademas de responder exitosamente a todos los
tratamientos, simples y combinados, sobresalen el tratamiento sim-
ple del conjunto de cofactores y el combinade de TPA con E.L.

Se puede apreciar que en los distintos estados fisiologicos apa-
recen deficiencias de auxinas y/o cofactores, y que existe cierta se-
lectividad de parte de la auxina(s) en la eleccién del cofactor(es)
para interaccionar favorablemente. Si bien no se puede precisar
con exaclitud cual es o son los cofactores en dlamo nceesarios para
interaccionar en la morfogénesis radicular, se puede generalizar
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que de acuerdo a los distintos estados fisiologicos, se comportan
como tales, compuestos del tipo amino-acidos, purina y vitaminas,
lo que concuerda con lo encontrado por olros autores en variadas
especies (Doak, 1939: Arauvigo, 1953 : Trzio et al.,, 1961-VI). El
efecto favorable del extracto de levadura autolizado se deberia al
contenido de una serie de cofactores, algunos de naturaleza comeo-
cida. como amino-acidos (WHITE, 1937-39: SANDSTEDT ¥ SKOOG.
1960, vitaminas (Roprins, 1951) y otros de naturaleza atn no
hien identificados.

RESUMEN

Exsavo A. Mediante tratamientos con IBA (10, 25 y 50 ppm).
vitaminas, amino-acidos, amina y purina (50 gammas por litro) y
compuestos naturales (extracto de levadura autolizado). y combi-
naciones de cllos con IBA. se trata de establecer las posibles cau-
sas de la baja capacidad de enraizamiento observada en estacas de
Populus alba cv. “Bolleana”, cuando las mismas se extraen en el
periodo de activo erecimiento de los brotes del afio. Con el mis-
mo fin, por bio-ensayos se determind aetividad de inhibidores y
auxinas libre v ligada prescntes en las estacas en dicha época. Se
obtuvo respuesta a tratamicntos simples de IBA en las tres con-
centraciones, biotina, alanina. lreonina y adenina. Los tratamien-
tos combinados resultaron todos exitosos. dependiendo de la rela-
cién de sus concentraciones. FEn las eslacas existe actividad de in-
hibidores a la vez que deficiencia de auxinas.

Exsavo B. Se trata de establecer los efectos de distintos com-
puestos nitrogenados, en base a una misma concentracion de nitro-
geno, solo y en combinacion con IPA 30 ppm, sobre la capacidad
rizégena de estacas de Populus alba cv. “Bolleana’ en distintos
estados fisiolégicos dadoes por la época- de extraccion (dormancia
v brotacién). estratificacion y proceso de lavado de las estacas.
Se enconlré que las respuestas a los distintes tratamientos eran de-
pendientes de dichos estados fisiologicos v que también lo era el
requerimicento de cofaclores nitrogenados.

CONCLUSION

A través de la exposicion de los resultados de esta contribueion
podemos concluir que la mejor época para extraccién de estacas
de Populus alba ev. “Bolleana”™ ocurre aproximadamente durante
la mitad del periodo de reposo vegetativo (mayo a agosto), co-
rrespondiendo a fines del mes de julio la expresion maxima de
iniciacién radicular, con un porcentaje de enraizamiento del 100
por ciento v un promedio de 10 raices por estaca.

El proceso de lavada de las bases de las estacas posibilita am-
pliar dicho periodo de extraccion desde pleno erecimiento vege-



Revista de la Facultad de Ciencias Agrarias 85

tativo de los vastagos (enerc) hasla inicio de la posterior brota-
cion de los mismos (setiembre).

Los tiempos de lavado de las estacas. més efeclivos en la exal-
tacion de la capacidad enraizante. oscilan entre las 72 y 96 horas
a temperaturas tan variables como 8 y 18° C.

El material exiraido e inmediatamente lavado. puede ser estra-
tificado hasta el momento de su plantacion.. con la consiguiente
ventaja de acrecenlar su capacidad rizogena, sobre todo si las es-
tacas se estratifican en forma vertlical, con las bases fisiologicas
hacia abajo y a una profundidad media de 20 cm. en suelo franco,
con humedad edéifica de alrededor del 15 %.

Los tratamientos con reguladores del crecimiento y cofactores,
suministrados en relaciones adecuadas, no solamente exaltan la
capacidad natural de enraizamiento de las estacas, sino que indu-
cen un alto porcentaje de enraizamiento y un mayor numero de
rafces por estaca en relacion a aquellas que por su estado fisio-
16gico muestran la minima expresion de emision radicular. Regu-
ladores sintéticos del crecimiento. tales como IBA e IPA. v cofac-
tores ecomo 4cido glutémico, treonina. serina, adenina. biotina y
sustancias presentes en el extracto de Ievadura autolizado, produ-
cen los mejores efectos cuando se combinan en una relacién armo-
nica de acuerdo al estado fisiolégico de las estacas, dado por la épo-
ca de extraccion, tratamientos fisicos de lavado y estratificacion.
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