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Los ecosistemas forestales representan refugio para la biodiversidad terrestre, componentes centrales de los ciclos
biogeoquimicos globales y fuente de bienes y servicios esenciales para el bienestar humano. La aforestacion basada en
arboles producidos mediante la propagaciéon asexual contribuye a la conservacion de estos ecosistemas y de las
especies fragiles. En este trabajo se evalla el efecto del acido indolbutirico (AIB) sobre el enraizamiento de estacas
juveniles de verano de Nothofagus nervosa ((Phil.) Dim. et Mil., rauli) y Nothofagus pumilio ((Poepp. & Endl.) Krasser,
lenga) (Nothofagaceae). En N. nervosa los tratamientos consistieron en la aplicacion de 5.000, 10.000 y 15.000 ppm de
AIB y en N. pumilio en la aplicacion de 5.000 ppm de AIB y 0, 24, 48 y 72 h de lavado con agua. Las estacas de N.
nervosa tratadas con 5.000 ppm de AIB exhibieron los valores significativamente mayores de enraizamiento (52 %) y
longitud de raiz (6 cm). El mayor nivel de enraizamiento de las estacas de N. pumilio se produjo con 48 y 72 h de lavado
(24 y 25 % respectivamente), mientras que la cantidad de raices por estaca y la longitud de la raiz no varié en forma
significativa entre tratamientos. La propagaciéon agamica basada en auxinas y lavado, es una técnica biotecnoldgica
relativamente sencilla que mejord la rizogénesis de estacas de arboles nativos aptos para la restauracion y conservacion
de ecosistemas forestales de la Patagonia andina de la Argentina.
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Rolén, A.; C. Mari, H. Mattes Fernandez, A. Dezzotti y D. Orlov (2012) Effect of indole butyric acid on rooting
of juvenile summer cuttings of Nothofagus nervosa and Nothofagus pumilio (Nothofagaceae). Rev. Fac.
Agron. Vol 111 (2): 91-98.

Forest ecosystems represent refuges for terrestrial biodiversity, core components of global biogeochemical cycles and
sources of goods and services essential for human welfare. Afforestation based on trees produced by asexual
propagation contributes to the conservation of these ecosystems and its fragile species. This paper evaluates the effect of
the indole butyric acid (IBA) on rooting of juvenile summer cuttings of Nothofagus nervosa ((Phil.) Dim. et Mil., rauli) and
Nothofagus pumilio ((Poepp. & Endl.) Krasser, lenga) (Nothofagaceae). In N. nervosa, treatments consisted in the
utilization of 5,000, 10,000 and 15,000 ppm of IBA, whereas in N. pumilio of 5,000 ppm of IBA with 0, 24, 48 and 72 h of
water washing. In N. nervosa, the amount of rooted cuttings and root length was the largest and mortality was the
smallest with 5,000 ppm of IBA. In N. pumilio, the largest amount of rooted cuttings occurred with 48 and 72 h of water
washing, while the number of roots per cutting and root length did not differ among treatments. Tree propagation based
on auxines and water washing, is a relatively simple biotechnology that improved rhizogenesis of native tree species
suitable for conservation and restoration of Patagonian forests from Argentina.
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INTRODUCCION

Los bosques naturales proveen bienes y servicios
irremplazables para la humanidad y habitat para mas
de la mitad de las especies conocidas de plantas y
animales (Hassan et al, 2005). Sin embargo,
anualmente alrededor de 60.000 km® de estos
ecosistemas se degradan o desaparecen, debido
principalmente a la conversion en tierras agricolas,
ganaderas y urbanas (Williams, 2006). En los ultimos
tres siglos, la superficie forestal mundial se redujo 40
%, de la cual tres cuartas partes se perdieron durante
los ultimos 200 afos. Esta transformacion constituye la
principal causa de pérdida de biodiversidad y de
emision de gases de efecto invernadero (Hassan et al.,
2005; Stern, 2007). La conservacion y restauracion de
los ecosistemas forestales demanda la intervencion de
estrategias mudltiples, entre las que se encuentran la
aforestaciéon y reforestacion basada en arboles
producidos por semilla. Sin embargo, esta intervencion
puede ser inviable debido a problemas bioldgicos que
impactan sobre aspectos del mercado.

La produccion de semillas de las especies de
Nothofagus (Nothofagaceae) sudamericanas es un
fendmeno discontinuo e irregular en el tiempo y espacio
(Murta & Gonzalez, 1985; Donoso et al., 1993). La
semillas recién caidas exhiben una Vviabilidad
relativamente baja, inclusive en comparacion con la de
otras especies autoctonas, y estan frecuentemente
vanas o predadas, aunque en menor proporciéon en los
periodos de mayor produccién (Bustamante, 1996;
Gutiérrez, 2000; Ipinza & Espejo, 2000). Este escenario
promovioé el desarrollo de técnicas fisico-quimicas para
mejorar la capacidad germinativa intrinseca de estos
propagulos (Calderon-Valtierra et al., 1995). La
produccion de plantas basada en técnicas
biotecnoldgicas es una opcioén eficiente que permite la
propagacion masiva y la conservacion de genotipos
ecolégica 'y  biogeograficamente  valiosos. La
propagacion asexual de estacas mediante la aplicacion
de hormonas de enraizamiento es relativamente
sencilla, econémica y de alto rendimiento, que puede
integrarse con el cultivo in vitro en un sistema de
propagacion clonal (Slater et al., 2008).

La aplicacion de la auxina acido indolbutirico (AIB)
aumenta la capacidad de enraizamiento de estacas de
Nothofagus spp. recolectadas en primavera y verano
(Silva, 1968; von Becker & Dautzenberg, 1978; Mebus,
1993; Santelices, 1993; Santelices & Garcia, 2003;
Santelices & Cabello, 2006). Sin embargo, las estacas
de Nothofagus pumilio ((Poepp. et Endl.) Krasser)
(lenga) tienden a ser mas reticentes a formar raices
adventicias en comparacién con las de Nothofagus
nervosa ((Phil.) Dim. et Mil.) (rauli) (= Nothofagus alpina
(Poepp. & Endl.) Oerst.) (Latsague & Lara, 2003).
Romero (2000) y Castro (2001) no lograron el
enraizamiento de estacas de verano e invierno de N.
pumilio provenientes de juveniles y adultos con la
aplicacion de 500 a 4.000 ppm de AIB. Latsague & Lara
(2003) y Latsague & Saez (2006) lo atribuyeron al
efecto de la concentracion proporcionalmente alta de la
enzima acido indolacético oxidasa (AlA-oxidasa) y de
compuestos fendlicos. Los objetivos del presente
trabajo fueron evaluar el enraizamiento de estacas
foliosas de primavera provenientes de arboles juveniles,
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a partir de la aplicacion, por un lado, de 5.000, 10.000 y
15.000 ppm de AIB (en N. nervosa), y por otro lado, de
5.000 ppm de AIB y 0, 24, 48 y 72 h de lavado con
agua (en N. pumilio).

MATERIALES Y METODOS
Condiciones generales del ensayo

Material vegetal. Las estacas se obtuvieron de ramas
basales (en N. nervosa) o de la parte distal de ramas
anuales (en N. pumilio) provenientes de arboles
juveniles sanos y vigorosos de no mas de 5 afios
localizados en bosques maduros. La edad de los
renovales se estim6 mediante el conteo de las
cicatrices dejadas por las escamas de la yema anual
(Puntieri et al., 1998).

Coleccién y preparacion del material vegetal. El
material se colecto a principios de diciembre entre las 7
y las 10, momento en el cual la temperatura del aire fue
baja y la humedad relativa alta. Las estacas se
transportaron hidratadas y refrigeradas al laboratorio
donde se les aplicé el fungicida Benomyl (1,2 g/l) y se
conservaron en un ambiente fresco y humedo hasta el
comienzo del ensayo. Las estacas tenian entre 1,7 y
1,9 mm de diametro, se dimensionaron a 150 mm de
longitud y fueron defoliadas hasta dejar 4 6 5 hojas,
considerando que en las especies evaluadas y en otras
pertenecientes a las Fagaceas se sugirié dejar la mitad
o un tercio de las hojas de la rama (Hogrebe, 1973;
Schachler et al., 1991; Santelices, 2007).

Instalacién del ensayo y tratamientos. Los ensayos
se realizaron en camas de enraizamiento de 4 m2,
colocadas en un invernaculo con control automatico de
la temperatura entre 24 y 25 °C, a través de la apertura
de las ventanas laterales, y con riego por
microaspersion. El sustrato fue arena semigruesa con
pH 6,8, la cual fue esterilizada con agua a 90 °C que
circuld6 continuamente durante 24 h a través de un
conducto dispuesto en forma homogénea en la base
interior de la cama de enraizamiento. Posteriormente,
al sustrato se le aplico el fungicida Captan (1,8 g/l). Las
estacas fueron tratadas con Acido 3-Indolbutirico
proanalisis al 99 % (AIB). Las concentraciones de
5.000, 10.000 y 15.000 ppm se lograron con la adicion
de 1, 2 y 3 g de AIB, respectivamente, a 140 ml de
alcohol etilico al 96 %, e inmediatamente esta solucion
se mezclé en forma homogénea con 200 g de talco
inerte que sirvid de formulacion testigo (Mitchell &
Livingston, 1973). Los preparados se conservaron en
oscuridad en una estufa a una temperatura de entre 22
y 24 °C durante 24 h, para evitar la degradacion de la
auxina y permitir la evaporacion del alcohol.

Las estacas se cortaron en la base a bisel, se les aplico
AIB en polvo sumergiéndolas previamente en agua
corriente alrededor de 2 cm y luego impregnando en
forma homogénea la superficie mojada con el
formulado correspondiente. Las estacas fueron
inmediatamente colocadas en el sustrato a 5 cm de
profundidad de acuerdo a recomendaciones previas
(Santelices, 1993; Santelices & Cabello, 2006). Cada
unidad experimental conto con 21 estacas colocadas en
forma aleatoria en las camas de enraizamiento y el
ensayo duré 60 dias. En N. nervosa, cada 30 dias se
registré la cantidad de estacas vivas y enraizadas, la
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cantidad de callos y raices y la longitud de la raices. En
N. pumilio, a los 30 dias se evalué la mortalidad y a los
60 dias la cantidad de estacas vivas y enraizadas y la
longitud de la raices.

Condiciones especificas del ensayo

Las estacas de N. nervosa se colectaron el 3 y 15 de
diciembre de 2008 en las estaciones Yuco Alto (40° 09°
Sy71° 29" O, 950 m) y Pucara (40° 11" Sy 71° 39" O,
700 m). Este material se reunié en una sola muestra
por lo que no se tomaron en cuenta las diferentes
procedencias. El efecto del AIB sobre el enraizamiento
se analiz6 a través de un disefio experimental en
bloques completamente aleatorizados y de efecto fijo.
Los tratamientos fueron 0 ppm (0 %), 5.000 ppm (0,5
%), 10.000 ppm (1 %) y 15.000 ppm de AIB (1,5 %), y
se utilizaron 21 estacas por unidad experimental y tres
repeticiones por tratamiento. Las estacas de N. pumilio
se colectaron el 1 de diciembre de 2009 en la estacion
Miralejos (40° 10" Sy 71° 17" O, 1.250 m). La base de
las estacas se colocé en un recipiente perforado al cual
se le hizo circular agua corriente en forma continua
durante O (testigo), 24, 48 y 72 h, y se les aplicé 0 ppm
(testigo) y 5.000 ppm de AIB y el disefio experimental
fue factorial completamente aleatorizado y de efecto
fijo. En todos los casos, los tratamientos se evaluaron
estadisticamente a través de los programas INFOSTAT
(Universidad Nacional de Coérdoba) y STATISTICA
(Statsoft, Inc.).

RESULTADOS

La cantidad de estacas de N. nervosa que desarrollaron
callos varié entre 0 % (15.000 ppm AIB) y 30 % (5.000
ppm AIB). EI 20 % de las estacas testigo formaron
callos de escaso volumen en la zona de corte. La
cantidad de estacas que formaron raices vario entre 12
% (15.000 ppm AIB) y 52 % (5.000 ppm AIB), la
cantidad de estacas que produjo mas de 10 raices por
estaca varié entre 7 % (0 ppm AIB) y 82 % (10.000 ppm
AIB) y la mortalidad vari6 entre 8 % (0 ppm AIB) y 77 %
(15.000 ppm AIB) (Tabla 1). La longitud media de las
raices vario entre 2,5 cm (15.000 ppm AIB) y 6,0 cm
(5.000 ppm AIB). El tratamiento con una concentracion
de 5.000 ppm de AIB produjo significativamente una
mayor cantidad de estacas enraizadas y una mayor
longitud de las raices en comparacion con lo observado
tanto a menores como a mayores concentraciones de
AIB (prueba de Tukey, P < 0,05, n = 3). La mortalidad a
esta concentracion fue del 20 %, que representd el
menor valor en comparacién con los observados a
mayores concentraciones de AIB (prueba de Tukey, P <
0,05), y la proporcion de estacas con mas y menos de
10 raices fue similar en todos los tratamientos (ANOVA,
P = 0,05, n = 3). Aunque el tratamiento con 10.000 ppm
de AIB produjo un porcentaje menor de estacas
enraizadas (25 %) en comparacién con el obtenido con
5.000 ppm, el porcentaje de estacas con mas de 10
raices fue alto (82 %). No se observd correlaciéon entre
la formacidon de callos y la induccién de raices
(coeficiente de correlacion de Pearson, P < 0,05)
(Figuras 1, 2y 3).
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Tabla 1: Estacas enraizadas de N. nervosa en el
tratamiento testigo (T0) y tratadas con 5.000 ppm AlB
(T1), 10.000 ppm AIB (T2) y 15.000 ppm AIB (T3).
Unidad experimental = 21 estacas. Letras diferentes
indican diferencias significativas de medias entre
tratamientos (prueba de Tukey, P < 0,05, n = 3).

Trat Repeticiones/. Estacas Error
trat enraizadas estandar
(%)
TO 3 22° 4,2
T1 3 52° 2,7
T2 3 25° 3,2
T3 3 128 3,2

La sobrevivencia media de las estacas de N. pumilio a
los 30 dias de iniciado el ensayo fue 73 %. El proceso
de mortalidad involucré el progresivo marchitamiento y
la clorosis de las hojas. Al finalizar el ensayo, la
sobrevivencia de las estacas tratadas con auxina fue 17
% y la del testigo 0 %. La cantidad de estacas
enraizadas fue significativamente mayor con 48 (24 %
de estacas enraizadas) y 72 h de lavado (25 % estacas
enraizadas) en comparacion con la cantidad de estacas
enraizadas con 0 y 24 h de lavado (10 % de estacas
enraizadas) (prueba de Tukey, P < 0,05, n = 3) (Tabla
2). La cantidad de raices por estaca vari6 entre 8 (48 h
de lavado) y 13 (testigo), aunque esas diferencias no
fueron estadisticamente significativas (ANOVA, P 2=
0,05, n = 3). La longitud promedio de las raices varié
entre 1,95 cm (24 h de lavado) y 4,04 cm (48 h de
lavado), aunque esas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (ANOVA, P = 0,05, n =
3) (Figuras 4, 5y 6).

Tabla 2: Cantidad de estacas enraizadas de N. pumilio
tratadas con 5.000 ppm de AIB (T0) y 24 h de lavado
(T1), 48 h de lavado (T2) y 72 h de lavado (T3). Unidad
experimental = 21 estacas. Letras diferentes indican
diferencias significativas de medias entre tratamientos
(prueba de Tukey, P < 0,05, n = 3).

Trat  repeticiones/ Cantidad de Error
trat estacas estandar
enraizadas
TO 3 6° 1,0
T1 3 6° 0,6
T2 3 15° 1,2
T3 3 16° 0,7
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Figura 1: Produccién de raices y callos (al finalizar el ensayo) y mortalidad (a los 30 dias de iniciado el ensayo) de
estacas de N. nervosa en funcion de la concentracion de AIB. Las lineas verticales indican el error estandar de la media.
Letras diferentes indican diferencias significativas de medias entre tratamientos (prueba de Tukey, P < 0,05, n = 3).
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Figura 2: Longitud media de la raiz de estacas de N. nervosa en funcién de la concentracion de AIB al finalizar el ensayo.
Las lineas verticales indican el error estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas de medias
entre tratamientos (prueba de Tukey, P < 0,05, n = 3).

Figura 3: Estacas enraizadas de N. nervosa tratadas con 5.000 ppm de AIB.
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Figura 4: Cantidad de raices por estaca (A), longitud de raiz (B) y cantidad de estacas enraizadas (C) en N. pumilio
tratado con 5.000 ppm de AIB en funcién del tiempo de lavado. Las barras verticales indican el error estandar de la
media. En (A) y (B) no existen diferencias significativas entre medias (Prueba de Tukey, P = 0,05, n = 3). Letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas de medias entre tratamientos (Prueba de Tukey, P < 0,05, n = 3).

DISCUSION

El AIB promovié el enraizamiento de estacas foliosas
de N. nervosa provenientes de juveniles de hasta 5
afios obtenidas a fines de la primavera. La mayor
cantidad de estacas enraizadas y la mayor longitud
media de la raiz se obtuvieron con la aplicacién de
5.000 ppm de AIB. Con este nivel de auxina, la cantidad
de estacas que produjeron raices fue 2,1 y 4,3 veces
mayor a la obtenida respectivamente con 10.000 ppm y
15.000 ppm de AIB. El tratamiento con 10.000 ppm de
AIB promovié el mayor porcentaje de estacas con mas
de 10 raices (82 %). Santelices (1993) obtuvo un 40 %
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de estacas enraizadas y una cantidad promedio de 10
raices por estaca utilizando estacas de invierno de
arboles de 2 afios y 15.000 ppm de AIB. En este
trabajo, la longitud de las raices obtenida con 5.000
ppm de AIB fue entre 1,6 (10.000 ppm AIB) y 2,4
(15.000 ppm AIB) veces mayor que el resto de los
tratamientos. La mortalidad de las estacas con esta
concentracion de auxina fue 1,8 veces menor que con
10.000 ppm de AIB y 3,9 veces menor que con 15.000
ppm de AIB, aunque en comparacion con el tratamiento
testigo la mortalidad fue 1,9 veces mayor. El aumento
de la mortalidad se atribuye al efecto fitotdxico del AIB a
altas concentraciones (Slater ef al., 2008).
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En general, en diferentes especies de Nothofagus el
mejor nivel de rizogénesis se produjo con la aplicaciéon
de hormonas en estacas cosechadas a fines de la
primavera. Silva (1968) logré enraizar en muy baja
proporcion estacas de N. nervosa cosechadas a
principios de noviembre y tratadas con 1.000 ppm de
AIB. Von Becker & Dautzenberg (1978) lograron que
estacas de N. nervosa recolectadas en diciembre y
tratadas con 1.000 ppm de &cido indolacético (AlA)
alcanzaran el mayor nivel de enraizamiento (8 %).
Mebus (1993) consiguid el mayor porcentaje de
enraizamiento en estacas de Nothofagus glauca ((Phil.)
Krasser) (hualo) cosechadas en noviembre utilizando
4.000 ppm de AIB. Santelices & Garcia (2003) lograron
el mayor nivel de enraizamiento de estacas de
primavera provenientes de rebrotes de tocon de
Nothofagus alessandrii (Espinosa) (ruil) con 7.500 ppm
de AIB y de N. glauca con 15.000 ppm de AIB. Sin
embargo, Santelices (1993) alcanz6 el mayor nivel de
enraizamiento de N. nervosa experimentando con
estacas juveniles de invierno y con la inmersion rapida
en 15.000 ppm de AIB. Spethmann (1982) indicé que la
época Optima de la cosecha de estacas en Fagus

0 h + 5000 ppm AIB
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sylvatica (L.) (haya europea), Quercus robur (L.) (roble)
y Quercus petraca ((Matt.) Liebl.) (roble albar)
(Fagaceae) es a finales de la primavera.

En N. pumilio, la cantidad de raices por estaca y la
longitud media de las raices no difirié significativamente
entre tratamientos. Sin embargo, la aplicacion de 5.000
ppm de AIB y el lavado indujo la mayor formacion de
raices adventicias en estacas juveniles, que estaria
asociada a la combinacién del efecto rizogénico de la
auxina y de la eliminacion de los inhibidores fendlicos
solubles. Los tratamientos de 48 y 72 h de lavado con
agua corriente produjeron 2,5 veces mas estacas
enraizadas que con el tratamiento testigo y con el de 24
h de lavado. Los valores significativamente mas bajos
de enraizamiento en los tratamientos asociados a los
menores tiempos de lavado (0 y 24 h) son atribuidos,
por un lado, a la mayor actividad de la AlA-oxidasa en
N. pumilio que en N. nervosa y Nothofagus obliqua
((Mirb.) Oersted.) (roble pellin), y por otro lado, a la
presencia de compuestos fendlicos inhibidores de la
rizogénesis (Latsague & Lara, 2003; Latsague & Saez,
2006).

0 h + 5000 ppm AIB

24 h + 5000 ppm AIB

*liliir‘ltqiﬂl

Figura 5: Estacas enraizadas de N. pumilio fratadas con 5.000 ppm de AIB y 0 y 24 h de lavado con agua.
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Figura 6: Estacas enraizadas de tratadas con 5.000 ppm de AIB y 48 y 72 h de lavado con agua.

CONCLUSIONES

El AIB aumentd la cantidad y longitud de raices en las
estacas foliosas de juveniles de N. nervosa. En N.
pumilio, el lavado continuo de las estacas de primavera
con agua corriente promovié el enraizamiento aun en
aquellas no tratadas con AIB. La combinacion de 48 y
72 h de lavado previo y la aplicacion de 5.000 ppm de
AIB se asoci6 a un mayor porcentaje de enraizamiento.
Estos resultados constituyen el primer antecedente de
enraizamiento de estacas en N. pumilio, una especie
muy reticente a la formacion de raices adventicias.
Futuras investigaciones deberian analizar si las
condiciones meteoroldgicas que ocurren durante la
recoleccion de material (e.g., temperatura y humedad
relativa del aire), la presencia de sustancias inhibidoras
de la rizogénesis (e.g., AlA-oxidasa y compuestos
fendlicos), la cantidad de hojas en la estaca y la
variabilidad genotipica de los arboles dadores afectan
el enraizamiento de N. nervosa y N. pumilio, como si
afectan a otras especies arbdreas (Kobert, 1980; Ahuja,
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1983; Paul & Feucht, 1985; Santelices & Cabello, 2006;
Baltunis et al, 2007; Mankessi et al., 2009). La
propagacion vegetativa de N. nervosa y N. pumilio, a
través de estacas cosechadas en primavera, es una
técnica relativamente sencilla que permite la obtencion
de propagulos aptos para la restauracion vy
conservacion de ecosistemas sometidos a presiones
antropogénicas que vulneran su calidad y extension.
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