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TITULO: PROPAGACION VEGETATIVA DEL CULTIVAR LEUCOSPERMUM
‘SPIDER’, FAMILIA PROTEACEAE. ANALISIS HISTOLOGICO
AUTORES: Hernandez, 1.; Vera Batista, M.C.; Alfayate, M.C.

RESUMEN
Palabras claves: Leucospermum, enraizamiento, reguladores de crecimiento, tejidos vegetales,
estructura tisular.

Este ensayo consistio en estudiar la influencia de la concentracion de IBA (2000 , 4000
ppm) y perdxido de hidrégeno, en tratamientos solos o combinados, sobre la propagacion por
estacas del cultivar Leucospermum ‘Spider’ y profundizar en el conocimiento de las respuestas a
nivel histologico que presentan las estacas de dicho cultivar sometidas a los tratamientos. Ademas,
conocer a nivel de microscopia optica (MO) y electronica los caracteres estructurales de hojas y
tallos (prototipo) de este mismo cultivar.

Para llevar a cabo esta experiencia se recolectaron estacas de madera semidura y se
sometieron a los diferentes tratamientos, luego se plantaron en bandejas de propagacion, con un
sustrato compuesto por poliestireno y fibra de coco (3:1), y se colocaron en un invernadero
automatizado de cristal, ubicado en la Secciéon de Ingenieria Agraria. Por otro lado, se
seleccionaron tallos y hojas jovenes y maduros (prototipo) para la obtencion de muestras
histologicas.

Al final del ensayo, los resultados de estacas trasplantables se sometieron a una prueba
de hipdtesis chi-cuadrado, mientras que, la longitud de las raices y el indice de enraizamiento se
sometieron al analisis de varianza y posterior separacion de medias por el método de Duncan al
nivel del 5%. Cuando las estacas presentaban raiz trasplantable se extrajeron del sustrato de
propagacion y se prepararon para el estudio histologico. Analizando estadisticamente los
resultados obtenidos se puede concluir que el cultivar L. ‘Spider’ puede propagarse, en las
condiciones en que se realizé este ensayo, mediante el uso de IBA a una concentracion de 2000
ppm.

A nivel histologico, las muestras prototipo presentaron las siguientes caracteristicas:
epidermis foliar y caulinar simple, cuticula lisa y delgada en hojas y tallos jovenes, hojas
anfiestomaticas, tricomas foliares simples y alargados en ambos tipos de hojas pero de variable
omamentacion. Por otro lado, la aplicacion de los tratamientos 2000 ppm de IBA, peroxido de
hidrogeno + 2000 ppm de IBA y peroxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA, generd unos cambios
anatdmicos en los tallos, observados a MO, como fueron: una mayor actividad meristematica en
la zona cambial y el cortex; alargamiento de los haces vasculares en los tratamientos con peroxido
de hidrogeno + 2000 ppm de IBA y peroxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA, y un aumento
del tejido esclerenquimatico y células pétreas, cuya presencia no puede considerarse como barrera

en la produccion de raices.






TITLE: VEGETATIVE PROPAGATION OF CULTIVATING LEUCOSPERMUM
‘SPIDER’, FAMILY PROTEACEAE. HISTOLOGICAL ANALYSIS
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ABSTRACT

Keywords: Leucospermum, rooting, growth regulators, plant tissues, tissue structure.

This trial consisted in studying the influence of the concentration of IBA (2000, 4000
ppm) and hydrogen peroxide, in lone treatments or in combination treatments, on the propagation
by cuttings of the cultivar of Leucospermum 'Spider' and delve into the knowledge of the
responses at the histological level presenting the cuttings of such cultivar subjected to the
treatments. Besides, distinguishing at an optical microscopy (OM) level and at an electronic level
the structural characters of leaves and stems (prototype) of the same cultivar.

To carry out this experience, cuttings of semi-hard wood were collected and were
submitted to the different treatments, then they were planted in propagation trays, with a substrate
made of polystyrene and coco fibre (3:1), and were placed in a automated glass greenhouse,
located in the Department of Agricultural Engineering. On the other hand, stems and young and
mature leaves (prototype) for histological specimen collection were selected.

At the end of the trial, the results of transplantation cuttings underwent a hypothesis Chi-
square test, while the length of the roots and the rate of rooting were subjected to analysis of
variance and subsequent separation by the Duncan method at the level of 5%. When the cuttings
had transplantable roots, these were extracted from the propagation substrate and were prepared
for the histological study. Analyzing statistically the results obtained, we can conclude that the
cultivar L. ' Spider' can spread in the conditions that were carried out in this trail, by the use of
IBA in a concentration of 2000 ppm.

At a histological level, it can be concluded that the prototype samples presented the
following features: simple leaf and cauline epidermis, smooth and thin cuticle in young leaves
and stems, and the thickness increased in mature leaves and stems, anfiestomaticas leaves, simple
and elongated foliar trichomes in both types of leaves but of variable ornamentation. On the
other hand, the application of the treatments 2000 ppm of IBA , hydrogen peroxide + 2000 ppm
of IBA and hydrogen peroxide + 4000 ppm of IBA, generated a series of anatomical changes in
the stems, observed by OM, as were: a greater meristematic activity in the cambial area and in
the cortex; lengthening of the vascular bundles in those treatments with hydrogen peroxide + 2000
ppm of IBA and hydrogen peroxide + 4000 ppm of IBA, and an increase of the sclerenquimatic

tissue and stone cells , whose presence cannot be considered as a barrier in the root production.
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I. INTRODUCCION

El término protea es usado para designar comercialmente las plantas que pertenecen a la
familia Protaceae, algunos de cuyos miembros se cultivan para flor cortada y por su follaje. Esta
familia incluye unos 80 géneros y 1.700 especies de arbustos o arboles con inflorescencias
compuestas y que producen principalmente aquenios, foliculos o frutas drupaceas. Las mas
cultivadas pertenecen a cinco géneros: Leucadendron, Leucospermum y Protea (originarias de
Sudafrica especialmente), Banksia y Telopea (originarias de Australia). Se producen
principalmente en el hemisferio sur: Sudafrica, Australia, Nueva Zelanda, Zimbabwe; vy

hemisferio norte: Israel, California, Hawai, Portugal y Espafia, principalmente, en Canarias.

Las proteas requieren un clima mediterraneo, siendo poco exigentes en cuanto a riegos y
fertilizacion, por lo que es recomendable como una alternativa interesante, en estos momentos,
para las zonas de medianias de Canarias, comprendidas entre los 400 y 900 metros sobre el nivel

del mar (msnm).

El cultivo de proteas en Canarias es relativamente reciente, se inicié a mitad de la década
de los 80. Los géneros cultivados por su interés en los mercados europeos, Canada, EE.UU. y
Japon son, fundamentalmente, Leucadendron, Leucospermum y Protea. Los cultivos estan
repartidos en 3 islas, Tenerife, Gran Canaria y, principalmente, La Palma; ocupando una
superficie aproximada de 60 ha, repartidas de la siguiente manera: 20 ha en Tenerife, 10 ha en

Gran Canaria y 30 ha en La Palma (Suarez, 2015).

El género mas cultivado es Leucospermum, cuya demanda es considerablemente alta en
la época que discurren entre principios de otofio y mediados de primavera, por lo que Canarias,
debido a su situacion geografica, produciria practicamente en solitario en esas fechas todos los

ejemplares que abastecen el mercado.

El principal inconveniente para este cultivo en las islas, son los suelos arcillosos y suelos
calizos, ya que generalmente las proteas los prefieren arenosos, con buen drenaje. Este trabajo
gira en torno al estudio del cultivar Leucospermum ‘Spider’ (L. formosum x L. tottum),
seleccionado y nominado por VOPI (Vegetable and Ornamental Plant Institute, Sudafrica) en
1975 y registrado en 1997 como patrén, muestra buena adaptabilidad a suelos arcillosos,
utilizdndose como patron, obteniéndose buenos resultados, para cultivares de interés comercial

como Leucospermum ‘Tango’ y L. ‘Succesion I”.
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En base a todo lo expuesto anteriormente, en este Trabajo de Fin de Grado, se pretendid
estudiar la propagacion por estacas de Leucospermum ‘Spider’ sometidas a distintos tratamientos.
Asimismo, se ha realizado un estudio histologico a nivel de microscopia optica y microscopia
electronica para conocer la estructura anatoémica de este cultivar y poder responder algunas
cuestiones que se nos plantean a lo largo de la investigacion, ya que las condiciones
medioambientales tiene una fuerte influencia en la estructura de hojas y tallos, asi como para
determinar de qué manera los tratamiento quimicos influyeron en la formacion de las raices de

las estacas.
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Los

a)

b)

OBJETIVOS

objetivos que este Trabajo Fin de Grado (TFG) pretende alcanzar son los siguientes:
Estudiar la influencia de IBA y peroxido de hidrogeno (H20;) en tratamientos solos
o combinados sobre la propagacion por estacas del cultivar Leucospermum ‘Spider’
y, ademas, profundizar en el conocimiento de las respuestas a nivel histologico que

presenten las estacas de dicho cultivar sometidas a los tratamientos.

Estudiar, a nivel de microscopia Optica y electronica, los caracteres estructurales de

hojas y tallos (prototipo) de Leucospermum ‘Spider’.
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I1I. REVISION BIBLIOGRAFICA
I11. 1. TAXONOMIA, DISTRIBUCION Y ECOLOGIA

I11. 1. 1. Familia Proteaceae
Proteaceae A. L. de Juss., Gen. PL. 78 (1789) (Proteae)

La familia Proteaceae, orden Proteales, es una de las mas prominentes del hemisferio
meridional, son angiospermas (plantas que presentan las flores y semillas cubiertas)

pertenecientes a uno de los grupos mas antiguos de las plantas con flor.

Esta familia la constituyen arboles o arbustos, raramente hierbas perennes. Hojas alternas
o esparcidas, opuestas o verticiladas, generalmente muy coridceas, enteras o divididas de diversas
formas. Estipulas ausentes. Periantio carolino, tetramero, valvado, con los tépalos cominmente
doblados o enrollados al abrir. Presentan cuatro estambres opuestos a los tépalos, normalmente
insertos sobre ellos, inusualmente libres. Anteras generalmente con dos léculos paralelos de
apertura longitudinal. Glandulas o escamas hipdginas o periginas, normalmente 4 alternando con
los filamentos, libres o unidas de muy diversa forma, a veces ausentes. Ovario stipero, unilocular.
Estilo terminal sin dividir. Ovulos 1 0 més unidos colateralmente o varios imbricados en las filas
contiguas. Fruto en foliculo lefioso o coridceo, mas o menos dehiscente, raramente en aquenio, o
en capsula bivalva o una drupa indehiscente. Semillas 1-2 o pocas, a veces aladas. Embrion recto

con cotiledones carnosos y raiz corta (Hutchinson, 1959).

Raices proteoides, formadas por pequefios manojos de miles de raicillas dispuestas a
intervalos a lo largo de sus raices normales (Sanchez de Lorenzo, 2005). Estas raices no contienen
micorrizas, pero realizan una funcion analoga, es decir, mejoran la absorcion de nutrientes
(Lamont, 1986). Como resultado, las plantas con este tipo de raices, pueden crecer en suelos con
escasa cantidad de nutrientes, como los suelos con deficiencia de fosforo, por lo que estan

presentes en plantas que son colonizadoras de ambientes xéricos.
Distribucion y ecologia

La familia Proteaceae se distribuye principalmente en Africa y Australia. Los géneros
sudafricanos son Leucadendron, Leucospermum, Protea, Serruria, etc., y los australianos son
Banksia, Telopea, etc., que incluyen un conjunto de especies de gran interés ornamental, tanto
desde el punto de vista de la utilizacion de la flor cortada (fresca o seca) como del follaje. Para

este grupo de plantas se ha generalizado el nombre de proteas.
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La mayoria de las proteas sudafricanas se localizan en la region de El Cabo, formando
parte del fynbos (matorral mediterraneo costero) que cubre las laderas de las montafas. El clima
de estas regiones es, principalmente, mediterraneo o semimediterraneo, con inviernos suaves,
época en la que, especialmente, se producen las lluvias. Las precipitaciones anuales varian entre
180 y 2500 mm. A lo largo de la costa sur, las precipitaciones invernales se complementan con
algunas lluvias durante el verano, que aumentan en duracion a medida que nos desplazamos hacia

el este. Las temperaturas pueden descender hasta los 0°C en invierno.

Estas regiones presentan suelos variados, generalmente pobres, principalmente
graniticos, de baja fertilidad, acidos, bien drenados, sobre los que habitan la mayoria de las
especies de proteas. Algunas pueden vivir en suelos arcillosos y otras en arena pura. También
existen algunas que crecen sobre suelos alcalinos, con pH superior a 8 (Leucospermum patersonii,

Protea obtusifolia) (Rodriguez Pérez, 2007).

Por otra parte, las especies comerciales del género Banksia se encuentran en las regiones
semiaridas del sudoeste de Australia, cuyo clima es templado, con largos y calidos veranos e
mviernos suaves, mientras que Telopea speciosissima es nativa de Nueva Gales del Sur, de

regiones de abundantes precipitaciones.

Los suelos donde habitan las proteas australianas son, generalmente, arenosos o

pedregosos, escasos en nutrientes.

IIL. 1. 1. 1. Género Leucospermum

Leucospermum R. Br en Trans. Linn. Soc. Lond. 10:95 (1810), - nom. Cons.: Roem. & Schult.
Syst. Veg. 3:356 (1818);- Sprangel, Syst. Veg. 1:464 (1825): & Shult., Mamt. Syst. Veg. 3:266
(1827);- Endlincher, Gen. PI. fasc. 5: 337 (1837);-Harv., Gen. S. Afr. PL,; 291 (1838);- Meisn.
En DC., Prodr. 14:253 (1856): Benth. & Hook., Gen. Pl 3:170 (1883);- Engler en Nat. Pfl. Fam.
3 (1):137 (1888);- Phillips & Stpf en F1.

Cap. 5:610 (1912);- Thonner, F1. PL. Afr.: 171,t.33 (1915);- Phillips, Gen. S. Afr. FIPL. e d 2,:257
(1951) Hutch., Gen. Flo. PL. 2:292 (1967). Tipo: L. hypohyllocarpodendron (L) Druce.

Conocarpus Adanson, Famil. de Plant. 2:284 (1763), parcialmente segin citacion de Boerh. T.
196 & t.198;-non L. (1753).
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Lepidocarpus Adason, Famil. de Plan. 2:284 (1763), parcialmente segun citacion ¢ Plunk. Phyt.
t. 200 £.2.

Leucadendron O. Kuntze, Rev. Gen. P1.2:578 (1891); - non L. (1753).

Arbustos provistos de un tnico tallo o con multiples tallos desde la base, poseen una
altura de 1-5 m, o son arbustos postrados, extendidos y con tallos decumbentes, de 1-5 m de
diametro. Hojas alternas laxamente ascendentes o imbricadas, sésiles o pecioladas, de 1,5-14 cm
de longitud, elipticas o lineales, oblongo lanceoladas, ovales, obovadas o espatuladas; enteras o
con hasta 17 dientes en el apice, glabras, pubescentes, con mucha frecuencia recubiertas de un
indumento corto de pelos finos, crispados, entremezclados con tricomas erectos, sedosos.
Inflorescencia dispuesta en capitulos axilares, sésiles a pedunculadas, solitarias o en grupos de
hasta 10 por rama florifera, globosas o globoso-deprimidas, de 2-15 cm de diametro. Receptaculo
involucrl cilindrico, conico, globoso o aplastado. Bracteas involucrales lineares u ovadas,
subescuarrosas, cartilaginosas o membranosas, glabras o pubescentes, pequefias verdosas
inconspicuas cuando estan frescas. Bractéolas lanosas en la base, pubérulas o glabras apicalmente
que, ocasionalmente, pueden agrandarse y hacerse leflosas después de la polinizacion, con un
perianto de 1,5-5,5 cm de longitud, tubular- cilindrico en botdn, recto o adaxialmente curvado, de
colores blanco, rosa, amarillo, naranja o escarlata, con tres ufias adaxiales unidas para formar una
vaina. La ufia adaxial inicamente unida en la base a otras tres. Tubo del perianto de 0,3-1,0 cm
de longitud, cilindrico o angosto en la base e inflado en el apice. Limbos del perianto ovados o
lanceolados, agudos. Anteras sésiles o subsésiles, con el conectivo prolongado en una
protuberancia apuntada o redondeada. Estilo recto o curvado adaxialmente o recto, de 1-8 cm de
longitud, alargandose rapidamente y arqueandose hacia arriba entre las tres ufas fusionadas y la
ufia libre, a menudo ahusado subterminalmente. El presentador de polen es de forma cilindrica,
ovoide, conica y oblicuamente turbinada. La hendidura estigmatica es terminal u oblicua. Ovario
de 1-2 mm de diametro pubérulo, escasamente desde la base del estilo, unilocular, con un solo
ovulo, péndulo. Escamas hipoginas 4, de 1-3 mm de longitud, lineares a deltoide - subulada.
Frutos en aquenio, ovoides a cilindricos, de 4-8 mm de longitud, ampliamente emarginados en la

base, glabros o diminutamente pubescente (Rourke, 1972).

Distribucion y ecologia

El género Leucospermum comprende, aproximadamente, 48 especies distribuidas por
Sudafrica. Su ubicacion se extiende desde las tierras altas de Zimbabwe, a través de la parte
oriental de Transvaal Drakensberg hasta Zwaziland a Natal, y desde alli, se distribuye a lo largo
y ancho del cinturdn costero del este y sudoeste del Cabo, hasta el sudoeste de dicha provincia,

con algunas poblaciones apartadas en Naqualand. Unicamente tres especies (L. saxosum, L.
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gerrardi y L. innovans) se encuentran fuera de los limites del Cabo, mientras que el 92% de las
especies conocidas se encuentran en Port Elizabeth y en la desembocadura del Oliphants River.
La mayor parte de las especies se concentran en un cinturédn a lo largo de la costa sur del Cabo,
entre Stanford y la desembocadura de Breede River, donde se encuentra, aproximadamente, el
30% de las especies conocidas. Los rangos geograficos de la mayoria de las especies son
pequefios, pudiendo darse el caso de que muchas de ellas se ubiquen en una milla cuadrada (2,59
Km?). Son pocas las especies que dispongan de rangos mas amplios de distribucién. Es por ello
que en muchos aspectos, la distribucion de Leucospermum es paralela a la de diversos géneros

tipicos del Cabo, como Phylica, Muraltia, Cliffortia v Ariste.
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Fotografia 1.- Mapa de Sudafrica (Continente africano).

(Fuente: Didactalia)

Los suelos en que se desarrolla la mayor parte de las especies en el Cabo son de tipo muy
acido, derivados de areniscas procedentes de Table Mountain. Son pocas las que se desarrollan
sobre sustrato siliceo proveniente de la descomposicion de cuarcitas lavadas. Fuera de los limites

del Cabo, las especies se encontraran sobre suelos derivados de areniscas y cuarcitas.
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Hay diversas especies que viven sobre suelos pesados arcillosos, como es el caso de L.
grandiflorum y L. lineare. También se puede dar el caso de que vivan sobre arenas parcialmente

estabilizadas, de origen terciario o de reciente formacion (Rourke, 1972).

III. 1. 1. 1. 1. Descripcion parental

III. 1. 1. 1. 1. 1. Leucospermum formosum

Originaria de Sudafrica, estrechamente relacionado con L. catherinae, esta especie esta
formado por arbustos de gran tamafo, erectos de hasta 3 metros de altura. Hojas eliptico-
lanceoladas, cubiertas con una densa capa de pelo gris, fino, crispado, 65-100 mm de largo y 14-

20 mm de ancho, constituidas por tres dientes glandulares en el apice; ademas, carecen de peciolo.

Las cabezas florales son grandes y vistosas. Inflorescencia con forma de turbante a
deprimida forma de disco, 150 mm de ancho, solitaria, o en grupo de 2 a 3; tallo 10-20 mm de
largo. Bracteas involucrales ovaladas, fuertemente cerrando el tallo, delgadas y de textura como
el papel, velloso y con un fleco. Perianto de 50 mm de largo, amarillo oro y tubo de 10 mm de
largo. Estilo progresivamente curvado alejado del centro después de la apertura, 70-80 mm de
largo, torcido en el sentido de las agujas del reloj cerca de la punta, amarillo claro pero ambar con
un rubor bronce cuando madura. Presentador de polen casi cilindrico, con apice apuntando,
curvado en el sentido de las agujas del reloj con correcto dngulo del estilo, blanco pero rosado

cuando madura.

La poblacion de Leucospermum formosum se distribuye a través de las montafias

Riviersonderend, Langeberg y las montafias Outeniqua desde Dassieshoek hasta Duiwelskop.

Habita generalmente en zonas frescas y laderas de la zona sur sobre suelo de turba, 200-
1000 m. Requiere de lugares soleados, con circulacion de aire libre, buen drenaje, suelo acido y
agua moderada durante todo el afio. De esta especie solo se conocen unas pocas poblaciones
aisladas y se enfrenta a un riesgo muy alto de extincién en estado silvestre, ya que estan

amenazadas por la reforestacion o la agricultura.
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Florece en los meses de otofio, entre septiembre y octubre. Los frutos se desarrollan 1-2
meses después de la floracion, son pequefios y estan recubiertos por una piel blanca, suave y

carnosa. Se pueden propagar por semillas o esquejes.

Fotografia 2.- Cabezas florales de L. formosum.
(Fuente: Colin Paterson-Jones y Kirstenbosch National Botanical Garden)

Fotografia 3.- Porte de L. formosum.
(Fuente: Alamy Stock Photo)
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III. 1. 1. 1. 1. 2. Leucospermum tottum

Leucospermum tottum (L.) R. Br. En Trans. Linn. Soc. Lond. 10:97 (1810); Phillips & Stapf en
FL. Cap. 5:621 (1912); Vogts en Flower. P1. S. Afr. 35:5. 1380 (1962).

Protea totta L., Mant. Alt.: 191 (1771). Tipo: “Montafias Roode Zand, 3 pies matorrales, fl.
agosto”, Tulbagh s.n. pliego nimero 116. 35 (LINN).

Protea lotta L., Poir. En Lam., Encycl. Meth. Bot. 5:644 (1804), “totta”.

Leucadendron tottum (L.) O. Kuntze, Rev. Gen. P1. 2:579 (1891).

Leucadendron horizontale Salisb. ex Knight en Knight, Cult. Prot.: 53 (1809), -nom. supertl.

Originaria de Sudafrica. Arbusto erecto, bastante ramificado, de 1-2 m de diametro,
formado unicamente por un tronco y ramas extendidas algo horizontalmente. Ramas floriferas
dispuestas horizontalmente, de 5-7 mm de diametro, finamente pelosas a glabras, tefiidas de rojo.
Hojas ampliamente espaciadas, patentes, sésiles, glabras, lanceolado-agudas a oblongo-lineares,
raramente cordadas en la base, de 0,5-1,5 cm de ancho y 2,5-6 cm de largo, con el apice
usualmente entero, ocasionalmente con 2-3 dientes. Inflorescencias usualmente solitarias,
ampliamente coénico-deprimidas, haciéndose discoidales al abrirse, de 9-15 c¢m de didmetro,
pedunculadas, con el pedunculo de 2-3 cm de longitud. Receptaculo involucral estrechamente
conico, de 3-4 cm de largo v 4mm de ancho. Bracteas involucrales anchamente ovadas a ovado-
acuminadas, de 4-7 mm de anchura y de 1-1,5 cm de longitud, en 2 alas membranosas en la parte
basal, glabras pero con margenes ciliados, patentes a muy laxamente imbricadas. Bractéolas
anchamente ovadas, de 15 mm de largo y 8 mm de ancho, blandamente membranaceas, lanosas
basalmente, pubérulas a glabras y acuminadas apicalmente. Perianto de 4-4,5 cm de longitud, de
color rosa palido. Tubo del perianto de 7 mm de largo, glabro a muy esparcidamente peloso,
ligeramente comprimido lateralmente. Ufias del perianto de 1 mm de anchura, finamente pelosas,
las tres ufias adaxiales unidas en una vaina, haciéndose muy apretadamente enrollada, al abrirse,
en la region subterminal. Limbos del perianto ovados, de 3 mm de longitud y 1,5 mm de anchura,
de color carmin oscuro a marron, esparcidamente tomentosos. Anteras subsésiles, ovadas a
lanceoladas, de 2 mm de largo. Estilos de 5 cm de longitud, ligeramente curvados adaxialmente,
haciéndose rectos con la edad, eventualmente proyectandose en angulo recto con el receptaculo.
Presentador de polen ovoide-aguso, de 1-1,5 mm de diametro, con la superficie adaxial oblicua y
la hendidura estigmatica terminal. Escamas hipoginas subulado-lineares, de 2 mm de largo,

hialinas (Rourke, 1972).
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Su rango de distribucion se extiende desde Cedarberg, a través de las montanas de Cold
Bokkeveld, Ceres, Tulbagh y Worcester, a las de cerca de Paarl y Villiersdorp, en la Republica
de Sudafrica (Rourke, 1972).

Sin contar unas pocas poblaciones densas cerca de Tulbagh y Villiersdorp,
Leucospermum tottum tiende a ser una especie algo solitaria. Los pequefios grupos o individuos

dispersos viven en terrenos montafiosos a elevaciones de 300- 2000 m.

El rango de habitats ocupados puede variar desde emplazamientos calidos y secos
orientados al Norte, en Cedarberg, recibiendo una precipitacion anual de 375-500 mm, a otros

frescos, humedos, orientados al Sur, donde la lluvia anual puede ser de hasta 1500 mm.

La floracion tiene lugar de septiembre a enero. Los frutos se desarrollan, normalmente,

1-2 meses después de la floracion.

Fotografia 4.- Cabeza floral de L. fottum.
(Fuente: http://lavr.tk/wp-content/uploads/2015/04/Leucospermum_tottum.jpg)

Fotografia 5.- Porte de L. tottum.
(Fuente: Andrew Massyn)
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III. 1. 1. 1. 2. Leucospermum ‘Spider’

Leucospermum *Spider’ (codigo niimero T751102) es un cultivar originado por el cruce
de Leucospermum formosum x Leucospermum tottum. Seleccionado y evaluado por VOPI
(Vegetable and Ornamental Plant Institute, Sudafrica) en 1975 y registrado en 1997 como patrén
de Leucospermum, ya que presenta las siguientes caracteristicas (Van der Merwe et al., 1991):
Buena compatibilidad con otros cultivares, buena actitud frente a las técnicas de injerto sobre
estacas no enraizadas, tolerancia a Phytophthora y su uso podria suponer un incremento de la

produccion de numerosos cultivares en suelos atipicos (suelos arcillosos).

La seleccion de patrones es una medida imprescindible para lograr una mejor
adaptabilidad, a diversos suelos, asi como para tener una mejor produccion de plantas de
Leucospermum (Van der Merwe, 1885). En este sentido se recomienda el injerto sobre patrones

como L. patresonii, cuando se presentan problemas en suelos calizos (Brits, 1984).

Este cultivar ha sido usado por numerosos productores comerciales de Sudafrica desde
hace mucho tiempo como patron, (Brits, 1992) debido a que presenta un alto grado de tolerancia
a Phytophthora cinnamomi como se demostrd en los resultados de una investigacion realizada

con 19 especies y varios hibridos.

En una experiencia previa se estudio la propagacion por estaca de este cultivar en dos
condiciones ambientales distintas (invernadero y umbraculo), previamente tratadas con diferentes
concentraciones de IBA, que dio como resultado un 100% de estacas trasplantables a las 12
semanas desde el inicio del ensayo, en ambas condiciones ambientales, con 2000 ppm de [BA y
empleando como medio de enraizamiento una mezcla de turba y poliestireno (4:6, en volumen)

(Santana, 2012).

La flor de este cultivar es de color salmon y hojas verdes. Ademas presenta un tallo con

un tamano de 25-80 cm.
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Fotografia 7.- Cultivo de Leucospermum ‘Spider’ en la Seccién de Ingenieria Agraria de la Escuela
Politécnica Superior de Ingenieria, de la Universidad de La Laguna.
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IIL. 2. PROPAGACION VEGETATIVA DE PROTEAS

Inicialmente las plantaciones comerciales de proteas se establecieron utilizando plantas
obtenidas de semilla, sin embargo no cumplian con las caracteristicas necesarias para los
mercados de flor cortada, debido a la falta de uniformidad y escasa calidad de la produccion floral,
debido a la gran variabilidad morfoldgica en cuanto a longitud de los tallos florales, tamafio y
color de la flor, etc. Por estos motivos, actualmente las plantaciones comerciales se realizan
utilizando plantas procedentes de estacas de cultivares selectos, es decir, mediante la propagacion

vegetativa (Rodriguez Pérez, 2007).

La propagacion vegetativa o asexual consiste en utilizar partes vegetativas (tallo, raiz,
hoja u organo especializado) de la planta madre (planta donadora) y producir una planta que posea
el mismo genotipo que ésta. Esto es posible porque todas las células de una planta poseen la

informacion necesaria y/o suficiente para reproducir la planta entera (Hartmann et al., 1992).

Para este tipo de propagacion se utilizan diversas técnicas como son: estaquillado, acodo,
injerto, y otras técnicas que han surgido ultimamente. Las estacas de tallo y los acodos seran
capaces de formar raices adventicias, las de raiz podran regenerar un nuevo sistema radicular,
mientras que los esquejes de hoja dan lugar tanto a raices como a tallos nuevos (Hartmann et al.,

1989).

Ademas de obtener plantas de buena calidad comercial, la ventaja principal que posee
este sistema es la de obtener plantas nuevas en un espacio corto de tiempo, con respecto a la

propagacion sexual (por semilla).

Segun Hartmann et al. (1990) y, mas tarde, Vogts (1982) es necesario este tipo de
propagacion en las especies de la familia Proteaceae en los siguientes casos:

- Porrazones econdémicas, debido a que la propagacion de algunas especies por semillas es
dificil y poco rentable.

- Para evitar periodos juveniles, haciendo que las plantas florezcan antes (que cuando se
desarrollan por semillas).

- En todos los cultivares e hibridos, incluso si producen semillas viables, ya que pueden
dar lugar a caracteristicas no deseadas.

- En especies extraiias o en peligro de extincion, donde la fuente de obtencion de semillas

s€a muy €scasa.
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IIIL. 2. 1. Propagacion por estacas

Este tipo de propagacion se emplea para la obtencion de plantas de cultivares que luego
se utilizaran en el establecimiento de plantaciones comerciales. De esta manera se obtiene una
floracion regular, uniforme y las plantas empezaran a producir usualmente un afio antes que las

procedentes de semilla (Rodriguez Pérez, 2007).

Este sistema consiste en separar un fragmento de una planta (tallo, raiz, hoja u érgano
especializado) y colocarlo en unas condiciones favorables que conlleven la regeneracion de una

planta completa (Martinez y Aguila, 1989).

Este método tiene numerosas ventajas, como son:
- De pocas plantas madres se pueden obtener una gran cantidad de plantas nuevas.
- Es un sistema rapido, sencillo y econdmico.
- La variabilidad genética con respecto a la planta madre es muy reducida, no

habiendo cambios genéticos (Hartmann et al., 1990).

El éxito de este sistema viene condicionado por una serie de factores, como por ejemplo:
el tipo de estaca utilizado, su eleccion y obtencion; las condiciones medioambientales en que se
desarrolle la propagacion; las medidas sanitarias y los tratamientos fisicos o quimicos que se

apliquen.

I1L 2. 1. 1. Tipos de estacas

Segun la zona de la planta madre de donde se extraigan las estacas se pueden clasificar

en varios tipos: estacas de tallo, estacas de raiz, estacas de hoja y estacas de yema y hoja.

III. 2. 1. 1. 1. Estacas de tallo

Son las mas recomendadas para la propagacion de proteas. Segin Martinez y Aguila
(1989) y Hartmann et al. (1990) se pueden dividir en cuatro tipos, segun el grado de lignificacion

que presenten las mismas:

- Estacas de madera herbacea: Son estacas procedentes de plantas herbaceas y

suculentas. Normalmente se podran enraizar con bastante facilidad durante todo el afio.
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Estacas de madera blanda: Son las que se toman de plantas lefiosas caducas o perennes
a partir de las ramas procedentes del ltimo crecimiento de primavera. Enraizan con cierta

facilidad y rapidez, aunque requieren muchos cuidados.

Estacas de madera semidura: Se obtiene de especies lefiosas perennes o caducas. Se
recolectan en verano, cuando presentan ramas nuevas, justo después de que ha habido un
periodo de crecimiento, sin estar en la fase activa de alargamiento, cuando la madera esta
parcialmente madura. Este tipo de estacas es la mas empleada en la propagacion

vegetativa de proteas.

Estacas de madera dura de especies perennes: Estas son lentas de enraizar. Las estacas
se recolectan en otofio y finales de invierno, de madera procedente del afio anterior,
aunque a veces se puede utilizar material mas viejo. Segiin Martinez y Aguila (1989) el

lesionado de las estacas puede dar buenos resultados.

Estacas de madera dura de especies caducas: En este caso, las estacas se obtienen de
la planta madre cuando ésta se encuentra en periodo de reposo, por lo que estan
desprovistas de hojas, al final de otofio, en invierno o al principio de primavera. Lo mas
usual es utilizar madera del afo anterior, aunque en determinadas ocasiones también se
pueden usar de otros afios, al poseer mayores reservas nutricionales. La mejor zona para
escoger las estacas son las de la parte media y basal de las ramas. No deben poseer
entrenudos muy largos y los fragmentos que se utilicen deben de llevar como minimo dos

nudos.

1I1. 2. 1. 1. 2. Estacas de raiz

Con este tipo de estacas los mejores resultados se obtienen si se utilizan las secciones de

raiz de plantas jovenes, a finales de invierno o principios de primavera, cuando las raices estan

provistas de alimentos almacenados, pero antes de que se inicie el nuevo crecimiento (Hartman y

Kester, 1989).

I1L 2. 1. 1. 3. Estacas de hoja

Se utilizara el limbo de la hoja o del peciolo para obtener nuevas plantas. El nimero de

plantas que se pueden multiplicar de esta forma es relativamente reducido y el éxito de la técnica

esta en funcion de diversos factores ambientales, asi como de la madurez de la hoja (MacMillan,
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I1I. 2. 1. 1. 4. Estacas de hoja y yema

Segun Hartmann y Kester (1989) este tipo de material se constituye de la lamina de una
hoja, una yema axilar y una pequeia porcion de tallo. La hoja sera la que aporte los nutrientes
para el sustento del individuo y para los procesos necesarios regenerativos. La yema es el nucleo
del nuevo sistema caulinar, y en la porcion del tallo se produciran las raices (MacMillan, 1990).
Este tipo de estacas se debe hacer solamente en material que tenga las yemas bien desarrolladas

y hojas sanas en crecimiento activo.

Las estacas de hoja con yema se han utilizado para propagar algunas proteas como son:
Telopea speciosissima x T. mongaensis (Ellyard y Butler, 1985), Leucadendron ‘Safari Sunset’,

Leucospermum patersonii y Protea obtusifolia (Rodriguez Pérez, 1992).

II1. 2. 1. 2. Seleccion de las estacas

En la seleccion las condiciones fisiologicas en que se encuentren las plantas madres son
muy importantes. Estas deben estar sanas y libres de cualquier tipo de patogeno u enfermedad y,
al mismo tiempo, deben presentar unas condiciones nutricionales adecuadas, ya que influye tanto
en el porcentaje de enraizamiento como en el desarrollo de raices y tallos de las estacas. La estaca
0 esqueje debe poseer buenas condiciones sanitarias, optimas reservas de almidén y morfologia
vigorosa, generalmente debe proceder de material de la Gltima brotacion (Martinez y Aguila,

1989).

El momento idoneo para la recoleccion de las estacas debe ser por la mafiana, a primera
hora, cuando el material vegetal esta turgente, ya que hay una reducciéon del porcentaje de
enraizamiento si la planta madre presenta carencia de agua en el momento de coger las estacas.
De igual manera es importante la nutricion de la planta madre, ya que puede ejercer una fuerte
influencia en el desarrollo de raices y tallos de las estacas. Este efecto puede ser asociado con
ciertas relaciones entre carbohidratos/nitrogeno, en el que el contenido de carbohidratos en la
estaca influye en la iniciacion radicular. Esta relacion, generalmente puede determinarse por la
firmeza del tallo. Una concentracion baja de carbohidratos da como resultado estacas flexibles,
mientras que con una concentracion alta, las estacas son firmes y rigidas, rompiéndose cuando
son dobladas; pero esa firmeza puede ser confundida por la debida maduracion de los tejidos,
ocasionada por el engrosamiento y lignificacion de las paredes celulares (Hartmann y Kester,

1989).

En el caso de los carbohidratos, un contenido moderado de nitrogeno en los tejidos es

ideal para lograr un enraizamiento 6ptimo. El contenido de nitrogeno muy bajo conduce a una
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reduccion del vigor, mientras que su abundancia produce un vigor excesivo. Es evidente que las
plantas lefiosas que son fertilizadas con unos niveles minimos de nitrogeno enraizan mejor.
Reducciones en la aplicacion de nitrogeno tiene un doble efecto. Primero, el ratio de crecimiento
es mas lento. La reduccion de nitrégeno ralentiza el crecimiento por la limitacidn en la biosintesis
de proteinas y acidos nucleicos. Posteriormente, hay un aumento en la cantidad de carbohidratos
acumulados respecto a la de las estacas cogidas de plantas con altos niveles de nitrogeno. La
produccidn de tejidos nuevos o, en este caso, la produccion de nuevas raices, requiere una gran
cantidad de energia y esta reserva de carbohidratos puede servir como fuente de energia
(Bachman, 2008). Para las plantas madres es aconsejable el equilibrio de bajo contenido en
nitrégeno y alto contenido de carbohidratos para lograr un 6ptimo enraizamiento. No obstante lo
anterior, no se puede decir que un contenido elevado de carbohidratos en las estacas esté
invariablemente asociado con la facilidad del enraizamiento, pudiendo estar presentes otros

factores que ejerzan una mayor influencia (Hartmann et al. 1990).

La existencia de hojas en las estacas parece que también juega un papel importante en el
desarrollo de las raices, ya que ésta aumenta el porcentaje de enraizamiento. Hess (1962)
manifestd que las hojas promueven la aparicion de un co-factor de enraizamiento que es

responsable del aumento del enraizado en las estacas (Couvillon, 1988).

La época de recoleccion de las estacas es otro factor a tener en cuenta para un buen
enraizamiento. Aunque en algunas, plantas la recoleccion de las estacas puede realizarse en
cualquier época del afio, existen periodos adecuados y otros que, por el contrario, resultan de bajo
rendimiento al enraizar (Hartmann y Kester, 1989). En las especies de hoja caduca se recomienda
la recoleccion de las estacas de madera dura en la época de reposo o bien, durante la época de
crecimiento, se pueden preparar estacas con hojas de madera suave o de madera semidura. Las
especies siempreverdes de hoja ancha o de hoja estrecha presentan, durante el afio, uno o mas
periodos de crecimiento y se puede disponer de estacas en varios momentos del mismo,
relacionadas con dichos periodos. Con frecuencia, los efectos de la época del afio son meramente
una respuesta de las estacas a las condiciones ambientales de las distintas €pocas del aiio

(Hartmann et al. 1990).

En proteas varios autores han ensayado la época de recoleccion de las estacas de
diferentes especies y cultivares. La época del afio en la que estan disponibles los brotes adecuados
para la preparacion de la estaca, dependera de la especie y de las condiciones climaticas, aunque
de éstas ultimas en menor medida. Algunas especies como Leucospermum cordifolium, L. lineare,
L. tottum y sus hibridos, crecen activamente en primavera y verano (febrero-marzo en el

hemisferio sur, agosto-septiembre en el hemisferio norte), deteniéndose al final del verano, siendo
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ese el momento dptimo para la recoleccion y preparacion de las estacas, ya que el material posee
las condiciones adecuadas (Vera Batista, 2016). También se han obtenido buenos resultados con
estacas tomadas mas tarde, hasta el mes de mayo, en el hemisferio sur (en el hemisferio norte,

hasta el mes de noviembre) (Jacobs y Steenkamp, 1975).

La época del afio para la recoleccion de las estacas es un factor importante en la
produccidn de raices adventicia de Telopea speciosissima, ya que existe una variacion de la
respuesta con la estacion, de tal forma que cuando las plantas madres estan en desarrollo

vegetativo, las estacas responden mejor a los tratamientos hormonales (Worral, 1976).

Lamejor época para coger las estacas depende de dos factores principalmente: la madurez
que tenga la madera al final del ciclo vegetativo y el tiempo que necesiten las estacas para enraizar.
El ciclo vegetativo de todas las proteas esta comprendido en el periodo que va desde noviembre
a final de abril (mayo-final de octubre en el hemisferio norte). Otras especies como Profea
grandiceps, P. magnifica y P. neriifolia, poseen un enraizamiento lento, por lo que es
recomendable recolectar dichas estacas en noviembre-diciembre (mayo-junio en el hemisferio
norte), en cambio en el caso de otras especies como Protea compacta, Protea cynaroides, Protea
eximia y Protea repens, que enraizan mas rapidamente, se pueden tomar las estacas de enero-
febrero (junio y julio en el Hemisferio Norte). Las estacas de las especies de Leucadendron y
Leucospermum que tienen un ciclo vegetativo tardio y no tardan mas de dos meses o dos meses y
medio en enraizar se deben recolectar en marzo-abril (septiembre-octubre en el Hemisferio Norte)

(Jacobs, 1983).

Para estacas del género Leucospermum, la recoleccion debe realizarse justo después de la

mitad de verano, a partir de material activo (Harre, 1988).

Para Malan (1988) la propagacion de proteas por estacas, la época mas favorable para la
recoleccion del material vegetal, es inmediatamente después de que las ultimas hojas estén

completamente expandidas, pero antes de que comience la floracion.

Posteriormente, Malan (1992) indicé que en Leucadendron y Serruria los brotes
terminales se desarrollan durante agosto (febrero en el Hemisferio Norte), y las estacas deben
recolectarse un tiempo después como madera semidura. En el caso de los géneros Banksia,
Grevillea, Mimetes, Protea y Telopea, los ciclos de desarrollo estin menos sincronizados, por lo
cual, todas las estacas no estan necesariamente en un dptimo estado de desarrollo si se recolectan

al mismo tiempo.
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Faruchi et al. (1997), en su ensayo sobre la mejora en la propagacion de Protea obtusifolia
comprobaron que dos de sus clones (LK-1 y C-82), cuyas estacas fueron tratadas con 2000 ppm
de IBA, mostraron un porcentaje de enraizamiento diferente segun la estacion de recoleccion. En
la estacion calurosa (junio-octubre), los porcentajes de enraizamiento fueron bajos, aumentaron

en invierno y fue maximo en primavera.

En otro ensayo con dos cultivares de Grevillea, (G. ‘Coastal Dawn’ y G. ‘Poorinda Royal
Mantle’) se comprobo de nuevo la estacionalidad de ambos. En G. ‘Poorinda Royal Mantle” las
aplicaciones de IBA incrementaron el porcentaje de enraizamiento en todas las estaciones excepto
en verano. El porcentaje de enraizamiento de dicho cultivar con o sin IBA también fue mas alto
en verano y mas bajo en invierno (Krisantini et al., 2003). Mas tarde, Krisantini et al. (2006)
manifestod que en G. ‘Royal Mantle’ la aplicacion de IBA a baja concentracion fue suficiente para
promover significativamente un mayor porcentaje de enraizamiento en otofio, mientras que en
otras estaciones se requirid concentraciones mas altas de IBA. En G. ‘Coastal Dawn’, la
aplicacion de IBA so6lo promovid el enraizamiento en otofio y primavera, no teniendo un efecto

significativo en invierno y verano.

Para algunas proteas chilenas, con elevado potencial ornamental, la recoleccion en
primavera o inicio del verano y tratadas con 250 a 500 ppm de IBA mostro notables resultados
en la propagacion de Embothrium coccineum. En el caso de Gevuina avellana se recomienda
aplicar un tratamiento con 4000 ppm de IBA y que la recoleccion de las estacas sea en verano,

para obtener resultados satisfactorios. (Seemann et al., 2013).

Oliveira et al. (2012), en un ensayo realizado con diversas especies y cultivares de los
géneros Leucadendron, Leucospermum y Protea demostraron la importancia, entre otros factores,
de recolectar las estacas en la época apropiada para lograr porcentajes de enraizamiento
satisfactorios. Las estacas de Leucadendron ‘Safari Sunset’ recolectadas a principios del invierno
y especialmente a comienzos de verano presentaron valores mas altos de enraizamiento que las
recolectadas a finales del invierno. En Leucadendron discolor las estacas recolectadas a finales
de enero presentaron mayor porcentaje de enraizamiento que las recolectas en febrero. Las estacas
de Leucadendron ‘Inca Gold’ recolectadas a finales de enero y mediados de agosto, mostraron un
alto porcentaje de enraizamiento. Las estacas de Leucospermum ‘Goldie’ recolectadas en otofio
obtuvieron el mejor ratio de enraizamiento y mucho mas rapido. Las estacas de Protea ‘Venus’
fueron recolectadas desde abril a mitad de agosto, consiguiendo los mejores resultados a finales
de abril y mediados de mayo. En Protea cynaroides se obtuvo un 100% de estacas enraizadas

cuando éstas se recolectaron a finales de mayo, en Protea ‘Pink Ice’ a principios de diciembre -
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mediados de enero. En el caso de las estacas de Protea ‘Susara’ se obtuvo el mejor porcentaje de

enraizamiento a principios de febrero.

En un ensayo con cultivares de proteas se comprobd que el estado de desarrollo vegetativo
influye de forma decisiva en el enraizamiento de los mismos. Profea cynaroides ‘Madiva’ y
Protea ‘Pink Ice’ enraizan satisfactoriamente cuando las estacas se recolectan entre noviembre y
mayo; P. repens ‘Sugar Daddy’ entre noviembre y marzo y Protea “Sylvia’ entre febrero y abril
(Blomerus, 2014).

Otro factor determinante a tener en cuenta en la formacion de raices es, en las plantas
dificiles de enraizar, la edad de la planta madre. Con frecuencia, las estacas de tallo o de raiz
recogidas en la fase de desarrollo juvenil forman nuevas raices con mucha mas facilidad que

aquellas tomadas de plantulas que estan en la fase adulta de su desarrollo.

La relacion de la juvenilidad con el crecimiento de las raices tal vez se pueda explicar por
el aumento en el establecimiento de inhibidores del enraizamiento a medida que la planta
envejece. También es probable que la reduccion del potencial de enraizamiento con la edad sea
resultado de una reduccion del contenido de compuestos fendlicos. Se ha postulado que los
compuestos fenodlicos actilan como cofactores o potenciador de la auxina en la iniciacion de raices.
En ciertas plantas se observo que el contenido de fenoles era menor en las formas maduras que

en las juveniles (Hartman et al. 1990).

Faruchi et al. (1997), ensayaron algunos métodos para mejorar el enraizamiento de
estacas de Protea obtusifolia. Para ello se emplearon diversos tratamientos hormonales,
estaciones, tratamientos de las plantas madres y diferente edad fisiologica de las estacas (plantas
madres de un afio y 8 afios). Los resultados mostraron que las estacas derivadas de plantas de 1

aflo de edad enraizaron en un porcentaje mucho mayor que las recolectadas en plantas maduras.

Kesari y Krihnamachari (2008) estudiaron el efecto de las auxinas en el enraizamiento de
estacas de tallo de Pongamia pinnata (L.), y concluyeron que las estacas que provenian de plantas
jovenes obtenidas de semilla lograron un elevado porcentaje de enraizamiento en comparacion

con las estacas recolectadas de plantas maduras en campo.

Enun estudio realizado por Amri et al. (2010), para determinar el protocolo mas adecuado
en la propagacion vegetativa de Dalbergia melanoxylon, evaluando varios aspectos tales como
edad de la planta madre, tratamientos con IBA y posicion de la estaca. Los resultados obtenidos

respecto a la edad de la planta madre ultimaron que las estacas recolectadas de planta juveniles
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obtuvieron mejores resultados en todos los parametros de enraizamiento que las estacas tomadas

de plantas maduras.

I1L 2. 1. 3. Obtencion y preparacion del material vegetal

Al efectuar la separacion de las estacas de la planta madre debe hacerse con un corte
limpio y recto, con ayuda de una navaja u otro instrumento cortante. El corte basal debe situarse

justo por debajo de un nudo.

Generalmente, las estacas deben tener como minimo dos nudos, excepto las estacas de
hoja con yema. La longitud de las estacas es muy variable en relacion con la de los entrenudos
que la constituyen, oscilando entre 5 y 70 cm. Las estacas apicales se obtienen por pinzamientos
o corte de los extremos de las ramas o tallos. Las estacas intercalares son fragmentos tomados de
la parte media o basal de las ramas por troceado. En los intercalares, el corte superior debe

realizarse por encima de un nudo (Martinez y Aguila, 1989).

En este tipo de estacas se suele eliminar las hojas basales del esqueje para evitar el
contacto con el sustrato himedo y su podredumbre. Para disminuir la transpiracion y a su vez
aumentar la densidad de plantacion, ademas, a veces, se suprimen las hojas o se recortan
parcialmente. Estas operaciones para reducir la transpiracién son adecuadas siempre y cuando no

se realicen con exceso, puesto que se limita la actividad fotosintética (Martinez y Aguila, 1989).

Para proteas, varios autores han dado diversas normas para la obtencidn y preparacion de

las estacas:
- Las estacas deben prepararse y colocarse en las camas de propagacidn tan pronto como
sea posible después de la recoleccion. Sin embargo, si esto no pudiese ser, se podria

almacenar dentro de bolsas de plastico en un lugar frio (Meynhardt, 1974).

- Jacobs y Steenkamp (1975), manifestaron que la longitud de la estaca debe estar
comprendida entre 10 y 20 cm, ya que, si son de mayor longitud, no solo enraizan con
mas dificultad, sino que su supervivencia es menor después del trasplante. Se suprimiran
las hojas de la parte basal hasta la mitad o los dos tercios de la longitud de la estaca. En
ciertas especies como Leucospermum lineare, las hojas se pueden eliminar a mano, pero
en otras como L. cordifolium, se deben de cortar, ya que si no se podria estropear la

corteza. El corte basal debe ejecutarse justo debajo de un nudo en especies con entrenudos
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largos, como Protea longiflora, mientras que en especies con entrenudos cortos, como

Protea aristata, se puede realizar el corte al azar.

Jacobs (1983), sefiald que longitudes mayores de estacas (45-55 cm), se utilizan
generalmente para incrementar el sistema foliar de la estaca por encima del nivel del
suelo, permitiendo de esta manera la penetracion de los tratamientos quimicos que se
apliquen al suelo. En especies de hojas largas, éstas se reducen a la mitad antes del
tratamiento hormonal, para conseguir un destacado uso del area de enraizamiento y que

la luz llegue a las hojas mas bajas.

Malan (1989), da una serie de recomendaciones para la obtencidén y preparacion de
estacas de proteas. La estaca debe recogerse a primera hora de la manana, guardandose
en frio hasta que se prepare y se coloque en el sustrato. Una buena forma de desinfeccion
es mojar las estacas cuando llegan de la plantacion en captan (2 g/1) y benomilo (2 g/1), y
dejarlas que se sequen. Una vez estén secas, se eliminan las hojas de la mitad inferior, si
se arrancan, puede causar profundas lesiones en la corteza de la estaca, por lo que debe

cortar cada hoja de forma individual con unas tijeras.

I1L. 2. 1. 4. Factores que influyen en el enraizamiento de las estacas

El enraizamiento de estacas es complejo sin un control adecuado de las condiciones

ambientales, debido a que sin dicho control, el enraizamiento puede ser un completo fracaso,

ademas también influyen diferentes tratamientos tanto fisicos como quimicos que pueden

aumentar considerablemente el éxito del enraizamiento.

II1. 2. 1. 4. 1. Condiciones ambientales

El éxito en el enraizado va a depender de las condiciones del medio ambiente donde se

lleve a cabo la multiplicacion. Los factores que van a contribuir son especialmente:

L.

ok B

Elevada humedad relativa en la atmosfera.

Adecuada temperatura del sustrato y del aire.

Buena disponibilidad de aire y de agua en el sustrato.
Renovacion del aire que permita un buen intercambio de gases.

Correcta iluminacion.
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III. 2. 1. 4. 1. 1. Humedad relativa
Como las estacas de tallo no poseen raices que les permitan sustituir el agua perdida por
transpiracidn, las condiciones de humedad relativa y disponibilidad de agua deben ser maximas,
ya que si no, las estacas se desecarian y moririan antes de producir raices. Para mantener una
humedad relativa alta y maxima disponibilidad de agua, se puede recurrir a una aspersion

intermitente de niebla o “mist system”.

Este sistema consiste en establecer una nube de gotas muy pequefias de agua sobre las
camas de propagacion, de este modo se crea un ambiente alrededor de los esquejes de niebla, que
conserva la humedad relativa a niveles altos. Con esto se consigue que la estaca esté
continuamente cubierta de una delgada capa de agua que elimina o disminuye fuertemente la
transpiracidon, manteniendo el ambiente a humedades relativas entre el 90 y 99%. Ademas se evita
el aumento de temperatura de las hojas y del aire por la propia planta y a su vez puede inducir la

sintesis de sustancias que fomentan el enraizamiento.

Generalmente, se emplean nebulizadores que aportan niebla al proyectar el agua a media
presion (de 6 a 12 atmosferas). Los nebulizadores se suelen situar a 1 metro de altura sobre las
estacas, de esta manera la nube de agua formada, cae lentamente sobre las estacas constituyendo
una delgada capa de agua, que se ird evaporando en funcion de la temperatura, la radicacion solar

y la humedad relativa del aire.

La nebulizacion puede ser continua o intermitente, aunque se ha demostrado que la
nebulizacion continua presenta importantes desventajas, como son: riesgo de asfixia radicular,
mayor gasto de agua, enfriamiento excesivo del sustrato, etc. La cantidad de agua que debe
afadirse dependera de diversos factores como el genotipo de la planta, humedad del aire y

temperatura.

Para Hartman et al. (1990) un factor a tener en cuenta es la calidad del agua para el “mist
system” y el riego, al influir ésta en el enraizamiento. El agua con alto contenido en sales de calcio
y magnesio puede ser bastante satisfactoria, pero el agua rica en sales como carbonatos,
bicarbonatos o hidroxidos de sodio o potasio puede ser perjudicial, agravandose el problema
cuando esto se asocia con contenidos bajos en calcio y cuando el medio de enraizamiento contiene
turba u otro material de alta capacidad de intercambio. Es importante que el agua esté libre de

cualquier tipo de patogeno.

Para que la traspiracion disminuya e impedir que el agua se evapore, permaneciendo un

largo tiempo en la superficie de la hoja, se emplea el “fog system”. Este sistema de humidificacion
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de alta presion (30-60 atmosferas) conduce el agua por una boquilla extremadamente fina, por la
que sale en forma de niebla que conserva una atmosfera alrededor de la planta con una humedad

relativa muy cercana a la saturacion.

En proteas se ha venido empleando sistemas con microaspersores para mantener una
humedad relativa adecuada y de este modo reducir la transpiracion de las hojas de las estacas
(Jacobs, 1983; Eliovson, 1983). El exceso de humedad es perjudicial para proteas (Vogts, 1982),
por lo que estos sistemas deben actuar solo a plena luz del dia, desconectandose en dias nublados

y por las noches (Malan, 1988).

El funcionamiento del riego puede controlarse por medio de un sistema de hoja
electrénica, por medio de un temporizador, tensidometro o sensor de la humedad del sustrato o del
aire proximo a las estacas. Lo mas frecuente es el uso de un temporizador. En la Unidad del
Fynbos (Sudafrica) riegan con microjets cada hora, durante 3 minutos, entre las 7 y las 18 horas,
durante los meses de verano. En invierno el tiempo de riego se acorta y se suministra entre las 9
y las 16 horas (Meynhardt, 1974; Jacobs y Steenkamp, 1975; Malan, 1992; Jefthas y Van der
Berg, 1995; Rodriguez Pérez, 1993 y 1998).

IIL 2. 1. 4. 1. 2. Temperatura
Es un componente fundamental en la rapidez de formacion de las raices, ya que los
procesos que rigen el nacimiento de éstas son sustancias quimicas y se conoce que una mayor
temperatura, implica una mayor velocidad de reaccion quimica, y por lo tanto una mayor
velocidad de enraizamiento. Sin embargo, si la totalidad de la estaca se mantiene a una
temperatura elevada, el apice vegetativo se desarrollard también, empleandose los nutrientes de
reservas principalmente para ese fin en lugar de la formacion de raices, de este modo, puede que

las reservas se consuman antes de que la estaca sea autosuficiente.

Segun MacMillan (1990), la estaca necesita dos temperaturas para lograr un buen
enraizamiento: una temperatura que mantenga el medio aéreo fresco, manteniendo asi un
crecimiento apical minimo, a la vez que se limita la transpiracion y el gasto respiratorio aéreo, y
una temperatura cdlida en la base, para inducir la produccion de raices, al fomentar el transporte

de materiales nutritivos organicos en la base de la estaca.

La temperatura optima varia con las caracteristicas del tallo y con su tendencia a
deshidratarse. La temperatura ambiente 6ptima para la mayor parte de los esquejes es de 18-20°C
para la formacion y crecimiento de las raices. La temperatura del sustrato debe mantenerse entre

los 20 y 23°C, ya que temperaturas superiores a 26°C, aunque en algunos casos beneficien el
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enraizamiento, no son aconsegjables, puesto que promueve el crecimiento de microorganismos que

pueden provocar la podredumbre de las raices (Martinez y Aguila, 1989).

Para originar esta diferencia de temperatura entre la parte aérea y la parte basal de la
estaca se suele colocar algtn tipo de calor artificial, en las camas de propagacion. La temperatura
del calor de fondo debe ser constante, y para regularse se sitiia un termometro en una de las
bandejas, hasta el nivel de la base de las estacas. La temperatura debe ser observada
constantemente, sobre todo al principio, ya que temperaturas muy altas de enraizamiento, incluso

en periodos cortos, puede ocasionar la muerte de la estaca.

En muchas especies de proteas se ha comprobado que aplicando calor de fondo a una
temperatura de 22-24°C, mejora significativamente el porcentaje de enraizamiento de las mismas.
En el caso de Protea repens un fallo en el sistema de calor de fondo es suficiente para que se

ennegrezcan sus hojas (Jacobs, 1983).

Para estacas de Leucospermum cordifolium se empled una temperatura de 21°C (Parvin

etal., 1973).

Brits (1986), contemplo que el estudio de las temperaturas de las camas de enraizamiento
para los distintos cultivares de Leucospermum era imprescindible a la hora de propagar las estacas
de las mismos. Para ello emple6 camas de enraizamiento con calor y sin calor de fondo con
temperatura de 23 + 0.8°C y 12.7 & 2°C respectivamente, concluyendo que es necesario conocer
previamente las necesidades térmicas, sobre todo en aquellos cultivares en los que no se les va a

suministrar calor de fondo, para lograr un buen enraizamiento de las estacas.

Malan (1988), aconseja emplear calor de fondo con una temperatura de 22-25°C a la hora

de propagar estacas de proteas.

Rodriguez Pérez et al., en sus experimentos realizados con especies y cultivares del
género Leucadendron (1993), Leucospermum (2014), y Protea (2009, 2011) emplearon calor de

fondo a una temperatura de 24 + 2°C.

III.2.1.4.1. 3. Luz
Martinez y Aguila (1989) aseguraron que la luz juega un papel importante en el
enraizamiento de estacas ya que la mayor tasa de fotosintesis aumenta el aporte de las sustancias

organicas que se consumen para la formacion y el crecimiento de las raices. También,
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suministrada en cantidad suficiente y en buenas condiciones de humedad ambiente, activa la

vegetacion al favorecer la asimilacion clorofilica.

Van der Heede (1981) menciond que la luz también puede sanear el medio ya que un
medio hiimedo y oscuro es ideal para el desarrollo de ciertas enfermedades criptogamicas, aunque
si la insolacion es excesiva puede causar quemaduras, desecacion o destruccion demasiado rapida

de las auxinas de la planta.

Como se ha comentado anteriormente para un buen enraizamiento es necesario conservar
una temperatura del aire que rodea a las estacas baja, sobre todo en especies susceptibles al
ennegrecimiento de las hojas por altas temperaturas, por esta razon se aconseja, sobre todo en los
meses de verano o en zonas calidas, la colocacion de algln tipo de proteccion que proporcione un

sombreado.

La iluminacion artificial puede ser util para la propagacion vegetativa, sobre todo porque
aplicada sobre las plantas madres puede adelantar la vegetacion de éstas y como consecuencia se
hace posible la obtencion de estacas sanas y vigorosas en una €poca adecuada, favoreciendo el
posterior enraizado de las mismas (Van der Heede, 1981). Aunque la iluminacion artificial puede
remediar la falta de insolacion, este tipo de luz debe utilizarse con precaucion, ya que influye

tanto por la cantidad total, intensidad, calidad y periodicidad.

Bertram (1992) sugirio que la aplicacion de luz en un rango de irradiacion optima para
las plantas madres puede favorecer el enraizamiento, ya que esto supone un incremento en la
conservacion de auxinas endogenas en la base de los esquejes, las cuales juegan un papel
importante a la hora de la iniciacion de raices, ya que las auxinas endogenas promueven la

diferenciacion celular.

Asimismo, el fotoperiodo puede influir en el enraizamiento. Existen diversas
investigaciones que muestran como la calidad de las raices asi como el porcentaje de
enraizamiento puede mejorar mediante el incremento de las horas de luz en las camas de

propagacion.

En la familia Proteaceae tanto las horas de luz como el control de la intensidad, influye
en el porcentaje de estacas enraizadas, en el tiempo de formacion y en el vigor de las mismas.
Una intensidad luminosa en el interior de la instalacion de propagacion de 5000 foot/candles
(bujias/pie) (54.000 lux) es adecuada para el enraizamiento de las estacas de muchas proteas. Sin

embargo, esta cifra es insuficiente para las especies y cultivares de Leucospermum y Protea con
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hojas grisdceas y/o pelosas, y para las especies y cultivares de Leucadendron con hojas glaucas y
pelosas, las cuales requieren mas luz, por lo que la intensidad luminosa debera aumentarse hasta
un maximo de 6000 foot/candles (bujias/pie) (68.000 lux). Entre las proteas incluidas en este
segundo grupo estan Leucadendron argenteum, Leucadendron discolor, Leucospermum

conocarpodendrum, Leucospermum reflexum y Protea magnifica (Harre, 1988).

Malan (1988) obtuvo buenos resultados, en proteas, utilizando un sombreado del 40-50%
junto con un sistema de nebulizacion. Rodriguez Pérez (1993) propuso utilizar un umbraculo con
un 40-60% de sombreado, ya que un porcentaje mas elevado de reduccion de la luz, produciria

una reducida fotosintesis en las estacas (Moffat y Turnbull, 1993).

Faruchi et al. (1997) en un ensayo realizado con Protea obiusifolia proporciond
sombreado a las plantas madres en crecimiento vegetativo activo cubriéndolas con una malla de
sombreado del 30 y 50%. Las estacas recolectadas de plantas madres sombreadas enraizaron en
un porcentaje mayor que las cultivadas a pleno sol. Las estacas recolectadas de plantas
sombreadas un 50% mostraron un mayor porcentaje de enraizamiento que las cogidas de plantas
sombreadas un 30%, pero en ambos casos el enraizamiento fue mucho mas alto que el control

(sin sombreado).

Worral (1976) utilizé en su ensayo un invernadero de cristal, con un porcentaje de

sombreado del 60%, para estacas de tallo de Telopea speciosissima.

II1. 2. 1. 4. 1. 4. Aireacion
Conforme Moffat y Turnbull (1993), el mantenimiento de humedades relativas elevadas
requiere un alto grado de estanqueidad pudiendo causar deficiencias en el intercambio de gases,
por lo que sera necesario una buena ventilacion. El aire debe entrar y salir del invernadero sin

formar corrientes de aire fuertes que puedan influir en la formacion de la neblina.

Meynhardt (1974), recomienda la proteccion de las camas de propagacion contra el

viento, mediante algin tipo de malla metalica o de plastico.

Rodriguez Pérez et al. (2014) al propagar Leucospermum ‘Spider’ mediante estacas de
tallo, realizaron la practica en un invernadero de cristal. Dicha instalacion estaba dotada de un
sistema de “fog” que funcionaba cuando la humedad descendia por debajo de 70% y de un sistema
de apertura de la ventana lateral cuando se sobrepasaba en el interior del invernadero 20°C lo cual

colaboraba a que la temperatura disminuyera y a proporcionar una cierta aireacion.
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1I1. 2. 1. 4. 2. Medio de enraizamiento

Segin Martinez y Aguila (1989) las estacas deben situarse en un medio de enraizamiento
que satisfaga las siguientes condiciones:
- Poseer buen drenaje.
- Presentar condiciones de esterilidad.
- Proporcionar un soporte mecanico a los propagalos.

- Mantener de forma optima la humedad y la aireacion.

Un buen sustrato debe permitir que a tensiones muy bajas de agua (alta humedad del
mismo) exista un elevado porcentaje de aire en sus poros, con facil circulacion. Para muchas
plantas la velocidad de formacion de las raices y la morfologia de las mismas dependeran del tipo

de sustrato utilizado.

En ciertas especies, los esquejes enraizados en arena gruesa producen raices largas,
quebradizas y poco ramificadas, mientras que una mezcla, como turba y arena o de perlita y turba,
son ramificadas, flexibles y delgadas, es decir, de un tipo mas adecuado para su extraccion y
trasplante a maceta. Estas variaciones se deben a la mayor capacidad de retencion de agua y aire

de la turba frente a la arena, a igualdad de volumenes (Martinez y Aguila, 1989).

Un sustrato demasiado compacto, bien por la finura de su granulacion o bien por excesiva
saturacion de agua, dificilmente deja penetrar el aire que necesitan los tejidos para realizar su
actividad y provocan, con frecuencia, la asfixia de la base de la estaca, ya que el proceso de
constitucion de raices tiene un elevado requerimiento de oxigeno. Si es exageradamente poroso,

permite circular facilmente el aire, pero se deseca rapidamente (Van der Heede, 1981).

Los sustratos adecuados son los que quedan adheridos a las raices formadas una vez
terminado el enraizamiento. De esta manera se consigue trasplantar el esqueje con cepellon,

quedando garantizado el éxito de esta operacion.

En proteas se han utilizado medio compuestos de materiales tales como perlita, turba,
fibra de coco, arena, poliestireno (granulos o perlas, siendo preferibles los primeros) y picon
(cenizas volcanicas). La relacion de cada elemento en las mezclas varia bastante segun las
especies a propagar, por ejemplo:

- Jacobs y Steenkamp (1976), propagaron Leucospermum cordifolium en un medio

formado por una mezcla de poliestireno y turba (1:1-2).
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Criley y Parvin (1979) utilizaron perlita y turba (2:1) en volumen, en la propagacion por

estaca de Protea neriifolia.

Parvin (1982) empled una mezcla del 50% de turba gruesa y 50% de perlita en la

propagacion de estacas de Leucospermum.

Ellyard y Butler (1985), utilizaron para la propagacion mediante estacas de hoja y yema,
de Telopea speciosissima x T. mongaensis, un medio de enraizamiento formado por arena,

turba y perlita en una proporcion de 1:1:1.

Malan (1988), aconseja una mezcla del 60% de granulos de poliestireno y 40% de turba,
a la cual también se le puede afiadir arena de rio, creando al final una mezcla con una

proporcion del 2:1:1 en volumen, aumentando ésta ultima la aireacion del medio.

Harre (1988) recomienda la utilizacidn en la propagacion de Leucospermum un medio de

enraizamiento compuesto por poliestireno y turba o una mezcla de arena, turba y perlita.

Ben-Jaacov et al. (1992), para la propagacion de Leucadendron ‘Orot’ utilizdé un medio

compuesto por 75% de cortezas y 25% de turba.

Faruchi et al. (1997) en la propagacion por estacas de tallo de Protea obtusifolia utilizaron

una mezcla de fibra de coco y poliestireno (1:1) (v/v).

Krisantini et al. (2003) en la propagacién por estacas de tallo de dos cultivares de

Grevillea utilizd una mezcla de turba, perlita y vermiculita (1:1:1).

Blomerus y Malan (2014) utilizaron una mezcla de turba, arena y poliestireno (1:1:1 v/v)
en la propagacion de Protea ‘Lady Di’, Protea ‘Niobe’, Protea ‘Pinita’, Protea ‘Pink lce’

y Protea *Susara’.

Oliveira et al. (2012) utilizé una mezcla de turba, arena poliestireno triturado (2:2:1) al
propagar estacas de tallo de varias especies y cultivares de los géneros Leucadendron,

Leucospermum y Protea.

El poliestireno se puede usar mezclado con turba en proporciones que vande 1:1 a 3:1 en
volumen. En la Unidad del Fynbos emplean una mezcla formada por arena gruesa, turba

o fibra de coco y granulos de poliestireno (1:1:2 en volumen). La perlita se suele mezclar
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con turba a razon de 1:1 en volumen. El picén mezclado con la turba, a partes iguales,
también puede emplearse. También se esta utilizando sélo fibra de coco que ha tenido
mucho éxito con algunas proteas y en ciertas condiciones ambientales (Meynhardt, 1974;
Jacobs y Steenkamp, 1975; Malan, 1992; Jefthas y Van der Berg, 1995; Rodriguez Pérez,
1993 v 1998).

- Vera Batista (2016) utilizo un sustrato formado por un 60% de granulos de poliestireno

v un 40% de turba, en la propagacion por estacas de Protea ‘Pink Ice’ y P. ‘Susara’.

I1L 2. 1. 4. 3. Tratamientos quimicos que mejoran el enraizamiento

I1L. 2. 1. 4. 3. 1. Hormonas vegetales

Actualmente se conoce que la actividad fisioldgica de las plantas se regula por una serie
de sustancias de origen quimico conocidas como hormonas. En la segunda mitad del siglo XIX,
Julious von Sachs sugirid, por primera vez, la presencia de hormonas reguladores de crecimiento
en las plantas, sustancias que debian ser responsables de la formacion de érganos, y que debian

ser producidas en las hojas y trasportadas hacia abajo al resto de la planta.

Tukey et al. (1954) establecieron que las hormonas vegetales eran reguladores producidos

por plantas, que en bajas concentraciones, regulan los procesos fisiologicos de las mismas.

Como caracteristica de las fitohormonas se puede declarar que sera imprescindible que
las hormonas se desplacen dentro de la planta desde un centro de produccion a su lugar de accion.
Las fitohormonas participan en el crecimiento, diferenciacion y desarrollo asi como otros

procesos como, movimientos de los estomas (Davies, 1995).

Edwards (1979) manifestd que hay cinco tipos de reguladores de crecimiento: auxinas,
citoquininas, giberelinas, etileno y grupos micelanicos, en los cuales se incluyen abscisicos y otros
inhibidores. Hay sustancias como la Tiamina y Niacina, y algunas vitaminas que probablemente
podrian actuar como hormonas reguladoras de crecimiento, aunque su actividad como co-factores
enzimaticos si es diferente de las hormonas. Ultimamente se han descubierto sustancias que
podrian incluirse en la lista de fitohormonas como son: sistemas peptidicos, poliaminas,

jasmonatos (derivados de acido tuberdnico), acido salicilico y brasinoesteroides (Davies, 1995).
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Auxinas
Kogl et al., (1934) aislaron por primera vez una auxina, conocida como acido indol-3-

acético (TAA).

Estan en la planta de forma libre e inactiva, y de forma combinada y activa, entre las que
se instaura un equilibrio dinamico. La iniciacion y regulacion del crecimiento se logra controlar
gracias a varios equilibrios establecidos entre la auxina libre y la auxina combinada en varios
centros de crecimiento de la planta. Es posible que la auxina sea trasportada en forma libre desde

el lugar de formacion a su zona de actividad (Devlin, 1980).

El IAA puede manifestarse como distintos conjugados semejantes al aspargato
indolacético. Este IAA se sintetiza a partir de tritofano o indol, fundamentalmente en los
primordios de las hojas, hojas jovenes y semillas. Luego es transportado célula a célula, y el

transporte hacia las raices quizas sea envuelto en el floema (Davies, 1995).

Segun Davies (1995) la influencia del IAA sobre distintos procesos es:

- Alargamiento celular: las auxinas estimulan el alargamiento y el crecimiento del
tallo.

- Division celular: estimulan la division celular en el cambium y, en combinacion con
citoquininas lo hacen en cultivo de tejidos.

- Diferenciacion del tejido vascular: estimulan la diferenciacion del xilema y floema.

- Iniciacion de raices: estimulan la iniciacion de raices en estacas de tallo, y también
la diferenciacion de las raices en cultivos de tejidos.

- Tropismos: intervienen en los tropicos de yemas y raices respecto a laluz y a la
gravedad.

- Dominancia apical: abastecen a la yema apical reprimiéndose el crecimiento de las
yemas laterales.

- Senescencia de las hojas: retrasan las senescencias de las hojas.

- Abscision de las hojas y frutos: pueden inhibir o promover la abscision (via etileno)
de las hojas y frutos dependiendo del tiempo y posicion de los suministros.

- Crecimiento de frutos: producen este efecto en algunos frutos.

- Maduracion de frutos: retraso de la maduracién de frutos.

- Floracion.

Posterior al descubrimiento del acido indol-3-acetico comenzé la busqueda de otras
auxinas naturales, pero esta fue un fracaso (Blazich, 1988). Actualmente, el acido indol-3-acetico

es considerado la auxina de produccién natural mas importante encontrada en las plantas (Moore,
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1979, citado por Blazich, 1988). Por otro lado, se han encontrado sustancias conocidas como
auxinas sintéticas que incluyen el acido indolbutirico (IBA) y el acido naftalenacético (NAA), asi
como otros compuestos fenoxidos como: acido diclorofenoxiacético (2,4-D) y acido

triclorofenoxiacético (2.4,4-T).

El efecto de los reguladores de crecimiento sintéticos es diferente al que se produce
utilizando la auxina natural. La aplicacion de la auxina natural IAA produce buenos resultados,
sin embargo requiere de dosis mas altas, puesto que se inactiva con mayor facilidad, por lo que

se hace imprescindible que las dosis sean mayores (Martinez y Aguila, 1989).

La auxina mas utilizada es el IBA debido a que se descompone con relativa lentitud por
accion de los sistemas enzimaticos vegetales que destruyen auxinas. Ademas, este producto se
mueve poco en la planta, reteniéndose en el lugar de aplicacion. E1 NAA es también muy usado,

aunque es mas toxico que el IBA, para las plantas (Martinez y Aguila, 1989).

Las auxinas son la clase de fitohormonas que estan implicadas en muchos aspectos del
crecimiento y desarrollo de las plantas (Davies, 1995). El IAA fue la primera hormona de planta
utilizada para estimular el enraizamiento de estacas (Cooper, 1935). Sin embargo, se descubrio
una nueva auxina sintética, el IBA que también promovia el enraizamiento, siendo estd mas
efectiva que el [AA (Zimmerman y Wilcoxon, 1935). El IBA es ampliamente utilizado en el
mundo para enraizar muchas especies de plantas. Hace mas de 50 afios, desde su introduccion, el
IBA, ha estado sujeto a diversos experimentos en los que se estudian diferentes concentraciones,
formulaciones, aditivos y duracion del tratamiento para conseguir un optimo enraizamiento de las
especies en cuestion, aunque hay especies y cultivares que no responden al enraizamiento usando

distintos tratamientos con IBA (Ludwing-Miiller, 2000).

En numerosos ensayos se han utilizado IBA, IAA y NAA, en diferentes dosis,

preparaciones, etc., para la propagacion de especies y/o cultivares de la familia Proteaceae.

Parvin et al. (1973) estudiaron la propagacion de estacas de tallo de Leucospermum
cordifolium empleando tres hormonas de enraizamiento diferentes: IBA, IAA y NAA de manera
independiente o combinados. Las concentraciones empleadas fueron 0.1, 0.2 y 0.4% en talco. Los
resultados mas significativos se lograron con IBA y IAA al 0.2%, siendo la combinacion mas

efectiva TAA/IBA con la que se obtuvo el porcentaje mayor de enraizamiento.

Para propagar estacas de Leucospermum cordifolium e hibridos, Jacobs y Steenkamp

(1976) emplearon polvo o una solucién concentrada de IBA a una dosis de 4000 ppm, obteniendo
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buenos resultados con ambos tipos de preparaciones. También comprobaron en dicho ensayo que
cuando las plantas madres estan en desarrollo vegetativo, las estacas responden mejor a bajos

niveles de IBA que cuando estan en reposo invernal.

Worral (1976) ensayo cinco concentraciones de IBA en estacas de Telopea speciosissima.
Las concentraciones estudiadas fueron: 500, 1000, 2000 y 4000 ppm de IBA. Los mejores
resultados, es decir, mayor porcentaje de enraizamiento se obtuvo con 4000 ppm de IBA, pero
también usando dicha concentracion se contabilizo un alto porcentaje de estacas muertas,
posiblemente debido a que esa concentracion resultaba toxica. Con la concentracion de 2000 ppm

de IBA se obtuvo un resultado dptimo de enraizamiento, sin presentarse toxicidad.

Criley y Parvin (1979) ensayaron el efecto que producia la utilizacion de auxinas (IAA e
IBA), solas o combinadas con ethefon y darninozida, en estacas de Profea neriifolia. Se logrd un
enraizamiento mas rapido y un mayor valor del indice de enraizamiento cuando las estacas se
sometieron al tratamiento combinado de ethefon (300 ppm) y IAA (4000 ppm), seguido de una
preparacion comercial para enraizar compuesta de 1% de IBA + 0.5% NAA diluido 1:9. El
tratamiento con auxinas solo no dio buenos resultados, incluso utilizando concentraciones altas,

7000 ppm, tanto de IBA como de IAA.

Vogts (1982) obtuvo buenos resultados al tratar las estacas de Leucadendron y
Leucospermum con concentraciones de IBA que oscilaron entre los 4000 y 8000 ppm de IBA,

sumergiendo en la preparacion hormonal durante 5 y 10 segundos, la parte basal de las estacas.

Jacobs (1983) confirmo que aumento el enraizamiento de estacas de proteas sumergiendo
sus bases en una solucion de IBA a una concentracion que varid entre 4000-8000 ppm de IBA

disuelto en alcohol etilico al 50% y un tiempo de inmersion de 5 y 10 segundos.

Brits (1986) realizo un ensayo en el que combino varios factores que influian en el
enraizamiento de las estacas de varias especies del género Leucospermum. Empled estacas
terminales y subterminales, con o sin calor de fondo, cuatro formulaciones de IBA aplicadas
humedeciendo la parte basal en una solucion de 5 gr/l de concentracion o en una preparacion en
polvo de 10 gr/kg. Los mejores resultados los obtuvo utilizando estacas terminales con altas
temperaturas, sin embargo no con las bajas. La preparacion en polvo de 10 gr/kg de IBA con las

bajas temperaturas dio el mejor porcentaje de enraizamiento.

Para la propagacion de estacas de Leucospermum se recomienda utilizar hormonas de

enraizamiento en unas concentraciones entre 1500 y 2000 ppm (Harre, 1988).
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En general, Malan (1992) recomienda para la propagacion de proteas, introducir 2 mm de
la parte basal de las estacas en un solucion de 5 gr/l de IBA diluido en etanol al 50% durante 3
segundos. Aparte de esto, da una serie de pautas a seguir en la propagacidn por estacas de tallo:

a) Concentracion de la auxina: las concentraciones Optimas para cada variedad
considerablemente (Rosseau, 1966; Jacobs y Steenkamp, 1976; Harre, 1988). Los
requerimientos individuales deberian evaluarse.

b) Modo de aplicacion de la auxina: aparentemente el mejor método de aplicacion es en
talco a bajas temperaturas; diluida en etanol al 50% cuando la temperatura es alta
(Rosseau, 1966; Brits, 1986; Gouws et al., 1990).

¢) Tratamientos adicionales: el empleo de mezclas de ciertos reguladores de crecimiento
(conocidos como cocktails) como son el acido giberélico, ethrel y daminozida en
combinacion con IBA dara lugar a resultados variados (Criley y Parvin, 1979; Brits, 1986;
Gouws et al., 1990); lesionado en la base de las estacas (Rodriguez Pérez, 1990) y otros

pre- tratamientos (Harre, 1989).

Ackerman (1993) en su experimento realizado con variedades de Leucadendron discolor
concluyd que altas concentraciones de IBA facilita el proceso de enraizamiento en proteas,
aplicandose en la base de las estacas. Ademas, algunas variedades de la misma especie, dificiles
de enraizar, pueden presentar requerimientos diferentes en cuanto a concentracion y tipo de

hormona.

Faruchi et al. (1997), en su estudio concluyeron que para la propagacion con estacas de
tallo de Protea obtusifolia, recomiendan la utilizacion de IBA en forma liquida a una
concentracion de 2000 ppm, pudiendo también utilizarse IBA en polvo en una concentracion de

0.4%.

Krisantini et al. (2006), realizaron un ensayo con dos cultivares de Grevillea, G. ‘Coastal
Dawn’ y G. ‘Royal Mantle’, y sometieron a las estacas de ambos cultivares a tratamientos con
IBA y IAA a diferentes concentracion (4, 8, 16 gr/l) comprobando que hubo diferencias
significativas entre [AA e IBA en su efecto en el enraizamiento. IAA a los rangos de
concentraciones testadas lograron menos de un 50% de estacas enraizadas en G. ‘Royal Mantle’,
mientras IBA a la concentracion mas baja fue mas efectiva que en las concentraciones mas altas,

dando mas de un 70% de estacas enraizadas.

En otro ensayo, Krisantini et al. (2011) sometieron a las estacas de dos cultivares de

Grevillea, G. ‘Coastal Dawn’ y G. ‘Poorinda Royal Mantle’ a diferentes tratamientos de IBA que
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diferian en el método de aplicacion. Los tratamientos fueron IBA 1gt/l en aplicacion basal, IBA
1 gr/l en aplicacion superficial e IBA en polvo 16 gr/kg. La aplicacion superficial o por la parte
superior obtuvo un porcentaje de enraizamiento mayor que la aplicacion basal a la misma
concentracion, particularmente en G. ‘Poorinda Royal Mantle’, obteniéndose el mismo porcentaje

con la preparacion en polvo.

Rodriguez Pérez et al. (2011) experimentaron el efecto de diferentes concentraciones de
IBA y lesionado sobre el enraizamiento de estacas de Protea ‘Susara’ preparadas a partir de brotes
prolépticos. Para ello se emplearon diferentes concentraciones de IBA (2000 y 4000 mg/l) y
lesionado o no de las estacas que incluian toda la longitud del brote. Al final del ensayo, las estacas

lesionadas y tratadas con 2000 o 4000 mg/l IBA produjeron un 90% de estacas trasplantables.

Rodriguez Pérez et al. (2014) estudiaron para el enraizamiento de Leucospermum
‘Spider’, el efecto de la posicion de la estaca, lesionado e IBA. Se emplearon estacas terminales
y subterminales, lesionado y los tratamientos con diferentes concentraciones de IBA (2000 y 4000
ppm). Las estacas subterminales lesionadas tratadas con 4000 ppm lograron los mejores

porcentajes de estacas trasplantadas.

Vera Batista (2016) estudio el enraizamiento en estacas de Profea ‘Pink Ice’ y P. “Susara’,
el efecto de diferentes concentraciones de IBA (4000,8000 ppm), putrescina y la combinacion de
ambos. Al final del ensayo, las estacas de P. ‘Pink Ice’ tratadas con 8000 ppm mejoraron el
porcentaje de estacas trasplantables, pero no de manera significativa. Sin embargo, para el cultivar
P. *Susara’ se lograron mejores porcentajes de estacas trasplantables cuando se empled la

combinacion de putrescina + IBA.

Giberelinas

Las giberelinas deben ser consideradas como fitohormonas de crecimiento natural, debido
a la gran distribucion en las plantas y a las distintas respuestas especificas a la aplicacion externa
de la misma, en cada tipo de planta. En 1938, Yabuda et al. (citado por Devlin, 1980), lograron

aislar la giberelina en forma cristalina, es decir, el acido giberélico (GA3).

Desde hace tiempo se ha investigado el efecto del acido giberélico en la estimulacidn en
la formacion de raices adventicias. Ademas se comprob6 que este acido modificaba las formas
enanas de las plantas y que su actividad no se limitaba a la elongacion de gramineas. También,
puede promover la floracion de plantas de dia largo en condiciones de dia corto, inducir la

partenocarpia, etc.
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Curtis et al. (1954) (citado por Hansen, 1988) compararon en un experimento los efectos
del acido giberélico con los de las auxinas. Al final del ensayo, llegaron a la conclusion que el
acido giberélico, en muchos procesos fisiologicos, tuvo efectos opuestos a los obtenidos con las
auxinas de manera que la formacion de raices adventicias que era estimulada por las auxinas, era
inhibida por el acido. Las auxinas generalmente contrarrestan la inhibicion de la formacion de
raices por giberelinas, y que la estimulacion del enraizamiento por el acido giberélico, aunque se
ha visto en pocas especies, puede aumentarse por la aplicacion simultanea de auxinas (Hansen,
1988).

Las giberelinas son trasportadas por el floema, de manera libre o combinada,
mactivandose por mecanismos como la unidn a otras moléculas. Se sintetizan a partir de un
hidrocarburo conocido por ENT-KAURENO. Ademas, producen un alargamiento de entrenudos
y extension de zonas subapicales, intervienen en la expansion de las hojas, actian en fenomenos

de partenocarpia y germinacion de algunas semillas, etc.

Citoquininas

Las citoquininas engloban una serie de sustancias que poseen actividad estimulantes
sobre la division celular. Son sustancias derivadas de la purina denominada adenina, que se
conoce por ser una de las bases nitrogenada de las moléculas de los acidos nucleicos DNA y RNA.
Entre ellas se encuentra la kinetina, ¢ste compuesto fue aislado a partir del DNA de la levadura,

por Miller et al. (1955).

Las citoquininas estan relacionadas con el agrandamiento celular, efecto que se asocia a
IAA y a las giberelinas, retrasando la senescencia asi como la finalizacion del reposo,
promoviendo la germinacion de semillas en condiciones de oscuridad, teniendo un efecto
estimulador en el crecimiento de yemas ya iniciadas, ¢ inician e inducen el crecimiento tanto de

la parte aérea como la parte radicular (Devlin, 1980); (Gomez Campo, 1979).

La promocion de la formacion de raices adventicias en estacas mediante la aplicacion de
citoquinina exogena es escaso, ya que ninguna de las formulaciones comerciales disponibles para

la induccion radicular contiene citoquininas (Van Staden et al., 1988).
Las citoquininas en las plantas producen importantes efectos, como: division celular,

morfogénesis, crecimiento de yemas laterales, expansion de la superficie foliar, ademas de

retrasar la senescencia y desarrollo de cloroplastos.
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Acido abscisico

Es una sustancia hormonal que actia como retardador natural del desarrollo. En la
universidad de California (Davis), en la década de los sesenta, se pudo aislar e identificar el acido

absicico (ABA) (Ohkuma et al., 1965).

Actividad bilogica de amplio espectro, como es la dormicion de yemas y semillas, acelera
la senescencia de organos, regula la actividad estomatica e inhibe el desarrollo donde se ha
aplicado ABA exogenamente, aungue para ello es necesario una exposicion continuada, no siendo
suficiente un solo tratamiento (Gomez Campo, 1979). Es sintetizado a partir del acido
menalanico, en drganos envejecidos. Esta implicado directamente en la caida de las hojas es
exportado desde las raices por el xilema y desde las hojas por el floema. Sin embargo, no implica

que pueda circular por las raices por el floema y retorne a las yemas por el xilema.

En diversos estudios acerca del efecto que produce la aplicacion de ABA en la aparicion
de raices adventicias, se han obtenido distintos resultados:
- Fomentar el enraizamiento (Chin et al., 1969; Blazich et al., 1977; Rasmussen et al., 1980;
citados por Davis, 1988).
- Inhibir el enraizamiento (Heide, 1968; Krishnamoorthy, 1972; Venverloo, 1976; citados
por Davis, 1988).
- No tenian efecto (Krelle et al., 1969; Biran et al., 1973; citados por Davis, 1988).

En relacion con otras hormonas, se ha demostrado que el ABA tiene efectos opuestos al
GA; que induce la formacion de raices adventicias (Chin et al., 1969; Coleman et al., 1976;
Hartung et al., 1980; citados por Davis, 1988). Sin embargo, cuando se aplica junto con auxinas,
tratamientos con ABA fomenta el enraizamiento, tendiendo efectos aditivos (Basu et al., 1970;

citados por Davis, 1988).

I1L 2. 1. 4. 3. 2. Otros reguladores de crecimiento
Ademas de las principales hormonas existen otros compuestos naturales que influyen

sobre el crecimiento de las plantas en bajas concentraciones, estas se agrupan en diversos grupos:
- Grupo A. Compuestos producidos por plantas inferiores que regulan su desarrollo como

son: el acido trisporico (hongos) y el acido lunularico (algas, similares al ABA en las

plantas superiores).
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- Grupo B. Compuestos producido por microorganismo que estimulan el crecimiento de
plantas superiores, como son: helmintosporol (extraido de hongos, de accion similar a las
giberelinas), fusicoccina (de hongos) y malformina (de Aspergillus niger).

- Grupo C. Compuestos presentes en plantas superiores, pero que afectan a su crecimiento
cuando se aplican de forma exogena, como son: acidos fenolicos, flavonoides y
cumarinas (inhiben la accidn de las auxinas).

- Grupo D, las vitaminas. Compuestos organicos que, en bajas concentraciones,
desempefian funciones cataliticas y reguladoras del metabolismo vegetal y, por tanto, de

su crecimiento y desarrollo.

Por otro lado, existen otras moléculas como las poliaminas, de naturaleza policationica;
y compuestos quimicos, como el peroxido de hidrogeno, que pueden influir sobre el crecimiento

de las plantas.

Poliaminas

Son poli cationes nitrogenados, alifaticos, de bajo peso molecular, Se presentan en
organismos vivos en forma libre o conjugada. Las poliaminas mas comunes son espermidine (una
triamina), espermine (una tetramina) y putrescina (una diamina) (Galston y Kaur-Sawhney,
1995). Numerosos estudios muestran que este versatil poli cation juega un papel vital como
molecular en muchos procesos biologicos (Bagni et al. 1992). Estos procesos incluyen
germinacion de semillas y dormancia, estabilizacion de las membranas y acidos nucleicos, control
de la estructura proteica y actividad enzimatica. Ademas, se han relacionado con la division
celular, diferenciacion vascular, formacidn del embrioén somatico en cultivo de tejidos, iniciacion
radicular, formacion de los brotes adventicios, iniciacion y desarrollo de la floracion, control de

la madurez y senescencia de la fruta (Galston y Kaur-Sawhney, 1995).

Pueden aumentar el enraizamiento en estacas de tallo cuando se aplican con auxinas, sin
embargo, las poliaminas solo parecen tener un limitado efecto en la formacion de raices

adventicias, al menos no es considerado esencial.

Perdxido de hidrogeno

Durante varios afios, el perdxido de hidrogeno fue considerado como un metabolito
celular toxico. Sin embargo, actualmente, estd claro que funciona como una sefial molecular que
media en la respuesta a determinados estimulos en las células de plantas y animales (Neil et al.,
2002). Perdxido de hidrogeno se genera continuamente por varias fuentes durante el metabolismo

normal de las células vegetales. El proceso de transporte de electron durante la fotosintesis y
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respiracion genera niveles basales de peroxido de hidrogeno. Esto también ocurre en las células

de las plantas en respuesta a una amplia variedad de estrés, tanto abidtico como biotico.

El perdoxido de hidrogeno media varios procesos fisiologicos y bioquimicos, incluyendo
sistema de resistencia adquirida y resistencia hipersensitiva (Alvarez et al., 1998; Melillo et al.,
2006), senescencia (Hung et al., 2006), cierre de estomas, gravitropismo radicular, desarrollo de
raices laterales (Su et al., 2006), desarrollo de la pared celular (Potikha et al., 1999). No obstante,
no se conoce con certeza si el peroxido de hidrogeno es un mensajero en acido-3-indolacético
(IAA) inducido en la formacion de raices adventicias o un mediador de los eventos que son
responsables del enraizamiento adventicio. También incrementa la actividad de enzimas tales

como superoxido-dismutasa y catalasa y esta también ligado a la morfogénesis.

Rugini et al., (1997) experimentaron el efecto del perdxido de hidrdgeno y las poliaminas
en la formacion de raices en olivo, tanto en vivo como in vitro. Para el ensayo in vivo se escogio
el cultivar Olea ‘Frangivento’ cuyas estacas fueron sometidas a los siguientes tratamientos:
solucion que contiene 2000 ppm de IBA en alcohol/agua (1:1 w/v) seguido de peroxido de
hidrogeno a 3.5% volumen o en 1mN solucién acuosa de putrescina HCl a los 0, 2 y 5 dias. Los
tratamientos suministrados el quinto dia no afectaron el enraizamiento, mientras que ambos
promovieron un rapido enraizamiento e incrementaron el porcentaje final cuando fueron
aplicados en la preparacion de las estacas. También afecto el enraizamiento el segundo dia de

aplicacion del peroxido de hidrogeno.

En un ensayo con dos cultivares de olivo, Olea ‘Frantoio’ y O. ‘Gentile di Larino’,
Sebastiani y Tognetti (2004) estudiaron el efecto del grado de desarrollo y de la aplicacion de
perdxido de hidrogeno sobre la induccion y desarrollo radicular en las estacas. Los tratamientos
que se aplicaron fueron: 4000 ppm IBA y perdxido de hidrogeno (0% el control o 3.5% w/v). En
ambos cultivares y afios, 4000 ppm de IBA + perdxido de hidrogeno modifico significativamente
el enraizamiento de las estacas en comparacion con las estacas tratadas con 4000 ppm de IBA

solo.

Li et al. (2009a) expresaron que aplicaciones exdgenas de peroxido de hidrogeno
promovian la formacion y desarrollo de raices adventicias en plantas Vigna radiata y
manifestaron que puede funcionar como una sefial molecular en la induccién auxinica en
formacion de raices adventicias en plantas de semillero. Los tratamientos durante 8-18 horas, con
1-100 mM de peroxido de hidrogeno indujeron significativamente la formacidn y desarrollo de

raices adventicias.
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Liao et al. (2010) observaron el efecto del 0xido nitrico y del peroxido de hidrdégeno en
el desarrollo de raices adventicias de los esquejes de Dendrathema morifolium ‘Beiguozhicun’.
El uso de perdxido de hidrogeno tuvo un efecto positivo en el enraizamiento, dependiendo de la
dosis. Aumento el porcentaje de enraizamiento, numero de raices por esqueje v longitud de las
raices a bajas concentraciones (50-200uM), mientras que a altas concentraciones (500, 1000 uM)

esas caracteristicas decrecieron.

Aslmoshtaghi y Shahsavar (2011) estudiaron el efecto del IBA y del perdxido de
hidrogeno en el enraizamiento de dos cultivares de olivo, O. ‘Roghani’ y O. ‘Tokhmkabki’. Las
estacas se sometieron a diferentes tratamientos con peroxido de hidrogeno (0-3.5% W/V) e IBA
(4000 mg/l) y la combinacion de ambas sustancias. El uso de peréxido de hidrogeno solo no
estimuloé el enraizamiento de las estacas y no se apreciaron diferencias significativas entre este
tratamiento v el control en ambos cultivares. IBA incrementé el porcentaje de enraizamiento,
nimero de raices por estaca, longitud y peso de las raices en ambos cultivares, pero la
combinacion de IBA y peroxido de hidrégeno, aunque fue mas efectiva en determinados factores

estudiados, no exhibio diferencias significativas con IBA solo.

Tehranifar et al. (2014) emplearon estacas de Berberis thunbergii var. atropurpurea y
Berberis vulgaris var. asperma, para comprobar la influencia del tratamiento combinado de la
auxina con peroxido de hidrogeno. Para ello trataron las estacas con IBA solucion (3gr/l) +
peroxido de hidrogeno al 3,5%. Las raices surgieron en Berberis thunbergii var. atropurpurea,
pero no en Berberis vulgaris var. asperma. En las estacas Berberis thunbergii var. atropurpurea
tratadas con IBA + peroxido de hidrogeno lograron porcentajes de enraizamiento mas altos,

mayor niumero y longitud de raices que las no tratadas.

Vera Batista (2016) estudio el efecto del IBA, putrescina, perdxido de hidrogeno y
combinacion de los mismos, sobre el enraizamiento de las estacas de Profea ‘Susara’ y P. ‘Pink
Ice’. Al final del ensayo, para el enraizamiento de P. ‘Susara’, se obtuvieron mejores resultados
con 8000 ppm de IBA no mostrando diferencias significativas cuando se aplico talco (control).
Sin embargo, en el enraizamiento de P.” Pink Ice’, los mejores resultados se lograron cuando se
aplicé peroxido de hidrogeno solo, aunque no mostro diferencias significativas con la aplicacion

de 8000 ppm de IBA, putrescina y putrescina + 4000 ppm de IBA.
Etileno

Actualmente se conoce que el gas etileno es un componente activo que causante de la

maduracion de frutos y senescencia de los tejidos.
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Segun Gomez Campo (1979) la produccion de etileno es mayor, cuando los tejidos
vegetales se encuentran danados o sometidos a situacion anormal de cualquier tipo. En los afos
treinta se observd que este gas no era una sustancia ajena al metabolismo vegetal, sino que en
condiciones normales, todos los tejidos vegetales lo producen endégenamente en cantidades bajas

pero apreciables.

A temperatura fisiologica se encuentra en estado gaseoso, por lo que se podra difundir de
la célula que lo sintetiza a células contiguas. Ademas, es sintetizado a partir de la metionina, y es

el tinico hidrocarburo que tiene efectos sobre las plantas.

El acido 1-aminocicloporpano-1-carboxilico (ACC) es una sustancia precursora que
puede ser transportada a distancias desde el lugar del estimulo y actuar como el etileno (Davies,

1995).

El etileno, inhibe la elongacion celular de la raiz y de las yemas, provocando un
incremento en el crecimiento lateral. Pero puede dar lugar a un clara inhibicioén o estimulacion
del desarrollo (Edwards, 1979). El “Ethrel” es un producto quimico usado para acelerar la
maduracion de la fruta y que aumentaba el niimero de raices de las estacas pero disminuia su

longitud (Krishnamoorthy, 1970; citado por Edwards, 1979).

Diversos autores han comentado, respecto a la interaccion auxina-etileno, que la
estimulacion de la auxina al enraizamiento, podria ser debida a que la auxina estimulaba la
produccion de etileno (Zimmerman et al., 1935; Abeles 1973; Linkins et al., 1973; Robbins et al,
1983; citado por Mudge, 1988). Por otro lado, hay varios estudios donde la estimulacion del
enraizamiento con auxinas no fue afectada por la presencia de etileno (Linkins et al., 1973;
Mudge, 1988), o actud como antagonista (Coleman et al., 1980; Geneve et al., 1983; citados por
Mudge, 1988).

Para Davies (1995), el etileno puede producir los siguientes efectos sobre las plantas:
- Apertura floral
- Retrasa la dormancia.
- Abscision de hojas y frutos.
- Senescencia de flores y frutos.
- Diferenciacion de yemas y raices.

- Induccion floral en algunos frutos.
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1I1. 2. 1. 4. 4. Control sanitario

Un aspecto fundamental en la propagacion vegetativa de plantas es un adecuado control
sanitario, que proporcione el mantenimiento de las estacas sanas y vigorosas durante el tiempo
que permanecen en las instalaciones de propagacion. Este control debe empezar por las plantas
madres, puesto que es aconsejable que el material de propagacion proceda de plantas en buen
estado sanitario, es decir, que estén libres de plagas y enfermedades; ademas, es conveniente
recoger el material para estacas de la parte superior, ya que cerca del suelo es mas probable que
pueda estar contaminado con organismos patogenos del mismo. (Hartman y Kester, 1989). Por
esta razon se deben establecer rigurosos programas de control que consisten en tratamientos
periddicos contra plagas y enfermedades, asi como realizar un adecuado programa de podas

(Rumbal, 1977).

Habra que mantener libre de cualquier tipo de patdgeno el invernadero, camas de
enraizamiento, mesas de trabajo, etc., en general, el espacio que se va a emplear para la
propagacion (Rumbal, 1977). Por ejemplo, a la hora de preparar las estacas se debe desinfectar

todo el equipo y utensilios con una solucion de formaldehido (Vogts, 1982).

Una vez adquiridas las estacas, éstas deben sumergirse en una solucién fungicida. Si se
emplea como hormona de enraizamiento el acido indolbutirico (IBA), y se utiliza en tratamientos
de inmersion concentrada, se deja secar la base de la estaca y se pasan éstas por fungicida en
polvo, ya sea Captan al 25% o Carbendazima al 50%, antes de colocarlas en el medio de

enraizamiento (Hartman et al., 1990).

Las condiciones de temperatura y humedad, en el lugar de enraizamiento, favorecen el
desarrollo de enfermedades fingicas. Durante el periodo de tiempo que permanecen las estacas
en el medio es aconsejable seguir un programa de tratamientos semanales, alternando fungicidas
tales como Mancoceb, Tiram o Captan, a los que puede asociarse, Clortalonil o Iprodione (Jacobs

y Steenkamp, 1975).

En el caso de que se observaran estacas muertas o con sintomas de enfermedad, éstas
deben retirarse lo mas pronto posible para evitar que la enfermedad se siga propagando (Martinez

y Aguila, 1989).
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II1. 2. 1. 4. 4. 1. Plagas, malas hierbas y enfermedades en el cultivo de

proteas

Plagas y malas hierbas

Principalmente las plagas que atacan a las proteas fuera de sus habitats naturales con
polifagas, es decir, que atacan a otros cultivos. Entre ellas destacan Aphis gossypii, Hyperomyza
lactucae, Pantomorus cervinus, Coccus hesperidum, Proctoelaps vandenbergi, Aceria proteae,

Meloidogyne incognita, entre otras.

Por otro lado, las malas hierbas también afectan a los cultivos de proteas, por lo que para

el control de las mismas se utiliza la escarda manual, la escarda quimica y los acolchados.

Enfermedades flingicas
Entre las enfermedades que afectan a las proteas estan las producidas por los hongos:
Phytophtora cinnamoni, Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, Drechslera

dematioidea, Furarium sp y Rhizoctonia solani.

- Phytophtora cinnamoni
En la propagacion vegetativa se manifiesta como un decaimiento de las estacas y la
podredumbre de las nuevas raices. En estacas con lesiones, la parte basal del tallo se vuelve
necrotica, extendiéndose dicha necrosis desde la superficie cortada hasta el interior del tallo v,

frecuentemente, la parte superior a la zona lesionada muestra una coloraciéon marrén oscuro

(Benic, 1986).

Para el control y prevencion de esta enfermedad se adoptan una serie de medidas, como:
¢ FEl vivero debe establecer en un emplazamiento bien drenado.
e La circulacion dentro del vivero debe ser controlada.
e Evitar la penetracion de aguas de escorrentia dentro del vivero.

o Impedir el contacto entre los contenedores (bolsas de plastico, macetas, etc.) y el

suelo.
e Esterilizacion de los medios de plantacion.
e Desinfeccion de aperos y calzado.
e No introducir contenedores procedentes de otros viveros.

e Eliminacion de plantas muertas y malas hierbas (Brits y Von Broembsen, 1978;
Benic, 1986).
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o Utilizacion de productos quimicos, tales como Metalaxil 8% + Mancozeb 64% o
Fosetil-Al 80% (Greenhalgh, 1983).
e Utilizacion de plantas tolerantes y de patrones tolerantes como Leucospermum

‘Spider’.

- Botrytis cinerea

En proteas se manifiesta con zonas necroticas en las estacas, sobre todo en aquellas en las
que se ha practicado algun tipo de lesionado. Ademas, la inoculacion del patogeno se ve
favorecida por condiciones de elevada humedad ambiental y medios de enraizamiento
encharcados. Principalmente ataca a inflorescencias y brotes jovenes, marchitando las flores y

necrosando los tejidos circundantes al punto de infeccion (Benic, 1986).

Para controlar esta enfermedad puede realizarse pulverizaciones con benomilo o
iprodione (Greenhalgh, 1983). Ademas, pueden emplearse fungicidas como vinclozolina vy,
cuando el ataque es muy intenso, el uso de fungicida sistémicos, como benomilo en combinacion

con captan proporciona un control efectivo y previene la aparicion de resistencias (Soteros, 1988).

- Colletotrichum gloeosporioides

Este hongo se ha manifestado en estacas de Proteaceae, tales como Protea repens. Los
sintomas son necrosis en las hojas, seguida en muchos casos de defoliacion, desarrollo de
chancros en el apice de las estacas, lesion que se extiende posteriormente hacia el interior del
tallo, produciendo, en estudios anteriores, pérdidas de hasta un 70% de estacas de Protea repens

y en hibridos de P. compacta x P. neriifolia (Benic, 1986).

Para el control de este hongo en la propagacion vegetativa, las estacas, después de
preparadas, deben sumergirse en una solucion de difolatan o benomilo, y una vez plantadas, deben

efectuarse tratamientos con los fungicidas mencionados (Benic, 1986).

- Drechslera dematioidea

Este patogeno es el responsable de la enfermedad conocida como “fuego de los acericos”
que afecta a plantas cultivadas y estacas del género Leucospermum. La sintomatologia principal
es la aparicion de lesiones de forma irregular en las hojas, estas lesiones cuando se inicia la
infeccion son de color marron claro, volviéndose posteriormente, marrdn grisaceo mas oscuro.
Ademas, se manifiesta mediante el desarrollo de chancros de color rojo vivo en la corteza de las

ramas (Knox-Davies et al., 1986).
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Von Broembsen (1986) recomienda el uso de iprodione, mediante pulverizaciones
frecuentes para el control de esta enfermedad. También puede ser controlada con tratamientos a
base de ronolan, que inhibe el crecimiento del patogeno (Maughan, 1983); asi como el empleo de

propiconazol o procloraz (Soteros, 1987).

- Furarium sp y Rhizoctonia solani

Estas enfermedades son responsables, en muchos casos, del llamado “Damping off”
(podredumbre de los semilleros) y del decaimiento general de las plantulas en varias especies de
pertenecientes a la familia Proteaceae. Ademas ocasionan dafios en la base de las estacas.
Rhizoctonia solani ha sido detectada en estacas de Protea repens, manifestando necrosis en la
base de las estacas (Knox-Davies et a., 1986).

Para controlar los ataques durante la propagacion vegetativa, Knox-Davies et al. (1986)
recomiendan empapar las estacas en una solucion de captafol en agua, en concentraciones de

0,05% a 0,15% (p/v), para seguidamente proceder a la plantacion.

- Alternaria, Cladosporium, Leptosphaeria, Mycosphaerella y Stigmina

Estas enfermedades producen manchas de color marrén en las hojas de las proteas.

Normalmente se controlan con fungicidas como mancozeb y clortalonil.

Enfermedades bacterianas

- Pseudomonas syringae pv. syringae

Esta enfermedad bacteriana causa manchas en las hojas de Protea cynaroides en viveros
y plantaciones comerciales (Rohrbach, 1984). Las machas son pequefias de aproximadamente 5
mm de diametro, color marrén oscuro 0 negro y, ocasionalmente se presentan hundidas (Jamieson

et al., 1985).

Para el control de esta enfermedad pueden usarse los bactericidas que combaten esta

bacteria en arboles frutales (Jamieson et al., 1985).
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III. 3. ESTUDIO HISTOLOGICO

I1L 3. 1. Los tejidos en las plantas vasculares
Seglin Paniagua et al. (2007), los organismos vegetales multicelulares se disponen
formando tejidos y oOrganos, pero éstos difieren segin el nivel de organizacion. Las plantas
superiores presentan una verdadera diferenciacion celular en tejidos, es decir, un grupo de células
de origen, estructura y funciones comunes. El conjunto de tejidos forman los drganos que

componen la planta adulta.

Los tejidos pueden dividirse en dos grupos: simples y compuestos. Por otro lado, se
pueden clasificar en meristemos, parénquima, mecanicos (de sostén), vasculares, protectores y

secretores.

I1L 3. 1. 1. Tejidos meristematicos

Las plantas superiores conservan determinadas zonas de division, que son los meristemos,
células con capacidad de aumentar el volumen de los 6rganos y multiplicar el nimero de estos.
Son considerados como tejidos embrionarios que permiten el crecimiento, por su capacidad de
division y diferenciacién indefinidamente (Paniagua, 2007). Segun Haber y Foard (1963)
consideran la division celular como un proceso distinto del crecimiento, ya que no contribuye al

aumento de tamafio de una estructura.

Las células que permanecen siempre meristematicas reciben el nombre de celulas
iniciales, y las que se diferenciaran después en las células de los demas tejidos se conocen como
células derivadas. Sin embargo, algunas células pueden adquirir la capacidad meristematica en
determinadas condiciones conocidos como meristemos secundarios. Por otro lado, estan los
meristemos remanentes, células entremetidas en tejidos diferenciados, donde permanecen

inactivas hasta que en un determinado momento inician su actividad (Paniagua, 2007).

Fahn (1985) y Paniagua (2007), clasifican los meristemos en:
- Apicales. Se localizan en los extremos de las ramas del tallo y de las raices. Son
meristemos primarios.
- Laterales. Forman un cilindro alrededor de las ramas y raices; este cilindro se sita
en la parte mas externa (felogeno) o a cierta profundidad, en el sistema vascular
(cambium vascular). Son meristemos secundarios.

- Intercalares. Se sitllan entre los tejidos maduros. Son meristemos primarios.

Para la mayoria de los autores, los meristemos se dividen en:
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Meristemos primarios. Que pueden ser apicales e intercalares. Los apicales a su vez
se dividen en caulinares y radicales.

Meristemos secundarios (laterales). Posteriormente al crecimiento primario (en
longitud), desarrollan un crecimiento secundarios (en espesor). Se distinguen el
cambium vascular y el cambium interfascicular ademas del cambium suberoso o

felogeno.

II1. 3. 1. 2. Cambium vascular

El cambium vascular es el meristemo secundario que forma el floema y xilema secundario

en tallos y raices. Su origen puede estar en el procambium, el cual produce el floema y xilema

secundario una vez finalizado el crecimiento primario, en vez de producir metafloema y

metaxilema. Otra hipotesis sobre su origen es la desdiferenciacion de tejidos parenquimaticos,

valida en monocotiledoneas con crecimiento secundario y en el cambium interfascicular (que sin

areas con sistema vascular primario origina sistema vascular).

Se localiza inicialmente entre metafloema y metaxilema, no desapareciendo en el

desarrollo del sistema vascular secundario y quedandose entre las tltimas capas del xilema y

floema.

Segln la posicion inicial del procambium puede estar en la planta como:

Un cilindro. El sistema vascular que se origina tiene forma de cilindro continuo
(xilema en interior y floema en exterior). Se observa en cortes transversales que la
raiz o tallo se divide por un anillo completo en dos zonas.

Cordones de células cambiales equidistantes en numero variable (cambium
fascicular). Entre los cordones suelen desarrollarse un cambium interfascicular,
dando lugar finalmente, a un anillo continuo. Las divisiones de las células del

cambium interfascicular pueden dar lugar a parénquima y xilema y floema.

Segun la disposicion de la célula nos podemos encontrar:

Cambium estratificado. Las células se disponen en filas horizontales de tamafio
similar y poco alargadas.
Cambium no estratificado. Las células se disponen de forma desordenada y de

longitud mas variable. Es el mas comun.

Las células iniciales cambiales pueden ser alargadas y no solo de forma isodiamétrica,

con abundantes vacuolas y con amiloplastos desarrollados. Hay dos tipos de estas células segun

su grado de alargamiento: las células iniciales fusiformes y células iniciales radiales.
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Con respecto a su actividad, en periodo mas activo como en primavera se observan
estratos, mientras que en reposo de la planta como invierno se observa una capa de células

cambiales.

Una de las funciones del cambium es la de formar tejido cicatricial (callo) sobre las
heridas en tallos y raices, por debajo o por encima de la superficie dafiada. Este nuevo tejido esta
constituido por tejido parenquimatoso blando, que aparece rapidamente. Bajo el callo se

desarrolla un cambium reorganizado produciendo tejidos vasculares nuevos.

I11. 3. 1. 3. Tejidos parenquimaticos

Este tejido (fundamental) estd formado por células parenquimaticas, células vivas de
morfologia y fisiologia variables, la mayor parte de las veces con membranas de forma poliédrica.

Los meristemos apicales y las células reproductoras son de naturaleza parenquimatica.

Es la base de las actividades esenciales de la planta: fotosintesis, respiracion,
almacenamiento, secrecion, excrecion (las actividades que requieren la presencia de protoplasma

Vivo).

Las células parenquimaticas son similares morfologicamente a las de los meristemos.
Transcurrido varios afos, las células parenquimaticas conservan su capacidad para dividirse
aunque sean células maduras (alterando el medio), teniendo un papel fundamental en la
regeneracion y en la restauracion de heridas. Se ha podido demostrar que pequefios grupos de
células parenquimaticas, o incluso una sola de ellas, si se cultivan en medios adecuados, pueden
llegar a originar plantas enteras que florecen y producen semillas viables (Steward, 1963; Steward
et al., 1958, 1964, 1970).

Su origen podria ser en la planta por:

- Desarrollo primario: a partir del meristemo fundamental en el caso del parénquima
de la corteza y de la médula, y a partir del procambium en el caso de sistema vascular
primario.

- Desarrollo secundario: del cambium se originan el parénquima junto con a los
componentes vasculares, mientras que de las divisiones de las mismas células
parenquimaticas, del felogeno y si estuviera presente del cambium interfascicular, se

origina el parénquima de la corteza y el de la médula.
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Segun Paniagua et al. (2007) los tipos de parénquima son:

Parénquima asimilador o clorofilico: localizado debajo de la epidermis de la hoja.
Esta muy desarrollado y puede adquirir dos formas:

e Parénquima en empalizada: constituido por células prismaticas, alargadas y
con espacios intercelulares relativamente pequefos.

e Parénquima lagunar: formado por células mas redondeadas y con espacios
intercelulares muy amplios, dejando grandes camaras o lagunas entre si. Estas
células, en conjunto, adquieren una forma lobulada.

Existen también este tipo de parénquima en otros 6rganos no foliares de la planta,

como en los tallos verdes, o en érganos accidentalmente expuestos a la luz.

Parénquima de reserva. Esta funcion la ejercen parénquimas muy diversos situados
en varios organos de la planta. Su caracteristica mas destacada es la vacuola central,
en la que se acumulan materiales de reserva en diversos estados. El nicleo es poco

visible y queda rechazado a la periferia celular.

Los productos almacenados son muy diversos, aunque el mas frecuente es el almidon
(amiloplastos), ademas de proteina, inulina o azucares disueltos. Mas raramente se
encuentran células parenquimaticas que acumulan taninos y otros derivados del fenol
(en vacuolas ¢ hialoplasma y hasta en la pared celular) o sustancias minerales
cristalizadas. Por otro lado, pueden acumularse grasas y aceites que forman

esferosomas en el hialoplasma.

Parénquima aerifero. Las plantas acuaticas y las que crecen en lugares encharcados
presentan grandes huecos entre cordones celulares anastomosados de células

parenquimaticas.

Parénquima acuifero. Es el parénquima en el que se almacena agua, como es el caso

de las plantas xerofitas (plantas de climas secos).
Otros tipos de parénquima. Células que forman parte de otros tejidos, como los del

parénquima liberiano y lefioso, las células subepidérmicas, corticales y otras como

las células de transferencia.
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I1I. 3. 1. 4. Tejidos mecanicos o de sostén

Los tejidos mecanicos o de sostén de las plantas son el colénquima y el esclerénquima.

Ambos se denominan estereoma.

Colénquima

Es un tejido vivo formado por células generalmente alargadas y con una membrana gruesa
no lignificadas, que se halla en los 6rganos en vias de crecimiento preferentemente (tallos, hojas,
peciolos, frutos, etc.) o en dérganos maduros de plantas herbaceas. Nunca estd en la raiz en

condiciones normales.

Segun Paiva y Machado (2003), el viento influye en el engrosamiento de las paredes de
las células del colénquima. De igual modo la exposicion a la luz de las raices provoca la aparicion
de colénquima. Este puede engrosarse y se convierte en esclerénquima, o adelgazarse
secundariamente y como consecuencia, estas células pueden ser de nuevo meristematicas y

dividirse.

Para algunos autores, a partir del meristemo fundamental se desarrolla el crecimiento
primario de la planta, el colénquima. Sin embargo, para otros ¢éste se desarrolla a partir del

procambium.

Todas las paredes de las células epidérmicas se engrosan de forma similar a las del
colénquima. Otras veces, este puede desarrollarse en una aposicion inmediatamente subyacente a

la epidermis o mas profundamente.

Paiva y Machado (2003), seialaron que en los tallos, puede formar un circulo completo,
o bien bandas longitudinales. Mientras que en las hojas aparece en uno o en ambos lados de las

venas y a lo largo de los margenes del limbo.

Paniagua et al. (2007) clasificaron el colénquima segiin el modo en que aumenta de grosor
las paredes celulares. El engrosamiento comienza siempre en los angulos y se extiende en grados
muy diversos al resto de la pared. Se distinguen los siguientes tipos: colénquima anular,

colénquima angular, colénquima lagunar y colénquima laminar.
Las plantas poseen una notable resistencia mecanica debido a que el colénquima presenta

una buena resistencia a la traccion. Las paredes (que carecen de lignina) podrian estirarse si esta

traccion es fuerte.
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Cuando los d6rganos crecen en grosor y envejecen, las células se endurecen y la pared

adquiere gran resistencia pasando a formar esclerénquima.

Esclerénquima
Es el tejido de sostén de los organos adultos que ya no crecen y su desarrollo esta

controlado por factores hormonales (Evert y Eichhom, 2007).

Su resistencia es mayor que el colénquima, debido a que las células que lo constituyen
junto a la pared primaria celuldsica crean una pared secundaria gruesa y dura, debido a la
acumulacion de lignina (lignificacion).

Es muy importante en la formacion de los 6rganos axiales de la planta.

Se pueden distinguir dos tipos de células:

e Esclereidas o células pétreas

Derivan de células meristematicas o parenquimaticas en las ha comenzado a depositarse
pared secundaria, para posteriormente hacerlo la lignina, comenzando por los angulos de la célula,
sobre la pared primaria y la lamina media. Mas tarde se lignifica la pared secundaria que contiene
menor proporcion de lignina. Las células conservan su forma primitiva (isodiameétrica), pero se

engruesan y queda una luz celular muy reducida.

Pueden presentarse aisladas o formando grupos de niimero variable.
Se localizan en la medula de tallos y raices y en la corteza, ademas de en el mesoéfilo de hojas,

frutos y en las semillas (cubierta).

Segun Paniagua et al. (2007), se clasifican:
a) Por su origen, que es diverso:
- Las esclereidas de la corteza o médula que pueden formarse a partir del
parénquima, del meristemo fundamental o incluso del feldégeno.
- Las que se encuentran entre los componentes del sistema vascular se originan
junto con éstos del procambium o del cambium vascular.
- Las de la cubierta de semillas son de origen protodérmico.
b) Por su forma: astroesclereidas, braquiesclereidas, macroesclereidas, osteoesclereidas

y tricoesclereidas.

e Fibras
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Son aquellas que se forman a partir de las células meristematicas, pero acaban de forma
alargadas con menos punteaduras que las células pétreas (mas anchas y de apertura mas alargada)

y con luz celular muy escasa.

Se encuentran en todos los drganos de la planta.

La capa mas interna de la pared de las fibras es capaz de absorber y almacenar agua para

resistir la sequia, importante en algunas plantas de climas aridos.

Las que se hallan en el xilema se denominan fibras del xilema (xilematicas). Pueden ser:

fibras libriformes, fibras septadas y fibrotraqueidas.

Las que estan fuera del xilema se denominan fibras extraxilematicas. Su pared celular
presenta mas grosor que las fibras del xilema y con alternancia de capas (ligninas y celulosa). Las
que se encuentran en el floema se denominan fibras del floema o liberianas, las que se encuentran
en la corteza del tallo y la raiz fibras corticales y las que se localizan en la periferia del cilindro

vascular fibras perivasculares.

IIL 3. 1. 5. Tejidos vasculares: xilema y floema

Los tejidos vasculares son caracteristicos de las plantas superiores (plantas vasculares).
Constituyen un sistema distribuido por toda la planta por la que discurre el agua y todas las

sustancias disueltas en ellas.

El xilema y el floema estan unidos formando una red de tubos a través de todo el vegetal

y en todas las direcciones: el sistema cribovasal o liberolefioso.

Xilema (leiio)
Es el que desde la raiz (donde se absorbe el agua por 6smosis) transporta a toda la planta,

a través de tubos capilares, el agua y todas las sustancias disueltas en ella.
Células alargadas de paredes lignificadas y engrosadas con forma de tubo, y sin contenido

citoplasmaticos son los principales elementos conductores del xilema. Esta forma le confiere

solides y resistencia.
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Estd compuesto por elementos no vasculares (parénquima axial y radiomedular y fibras

esclerenquimaticas (fibras del xilema)) y elementos vasculares (traqueas y traqueidas).

El origen del xilema primario es a partir del procambium durante el crecimiento primario,
en primer lugar el protoxilema y luego el metaxilema. Después, a partir del cambium vascular o

también interfascicular, durante el crecimiento secundario se forma el xilema secundario.

Floema (liber)
Este tejido reparte, por toda la planta desde su lugar de produccion, los nutrientes
organicos, especialmente los azicares producidos en la fotosintesis, hasta donde son consumidos

o almacenados.

Estd compuesto por elementos no vasculares (células anexas o acompafiantes, células
albuminiferas, parénquima axial y radiomedular y fibras esclerenquimaticas (fibras del floema))
y elementos vasculares (tubos cribosos y células cribosas).

El floema primario se forma a partir de procambium durante el crecimiento primario
(primero el protofloema y luego el metafloema). Después, a partir del cambium vascular, durante

el crecimiento secundario, se forma el xilema secundario.

IIL. 3. 1. 6. Tejidos protectores

La epidermis es uno de los tejidos protectores (capa celular mas externa) y que recubre el
vegetal formando una barrera frente al medio externo. Sus funciones principales son: intercambio
y regulacion de la transpiracion (a través de los estomas), entre la planta y el ambiente y servir de

defensa frente agentes externos fisicos y seres vivientes.

El origen de la epidermis es diversos, dependiendo del tipo de planta.

En la mayoria de las plantas la epidermis consta de una sola capa de células (epidermis

simple), aunque existen epidermis con varias capas (estratificadas).

La cuticula es la capa que poseen las células epidérmicas, sobre la pared celular en
contacto con el medio externo, y que estd formada por una sustancia lipidica (cutina, que varia
segun la parte de la planta). Esta se forma durante el estadio inicial del crecimiento de los 6rganos
y se encuentra en las hojas, tallos y porciones maduras de la raiz. Es impermeable al agua y refleja

parte de las radiaciones solares.
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Los estomas son aberturas a través de la epidermis por las que se comunica las zonas
profundas de tallo y hojas (donde son muy abundantes) con el exterior (aire). Permiten la entrada

de CO; y la salida del agua de la planta.

Los tricomas o pelos son células muertas vacias de contenido o bien células vivas y suelen
estar revestidos de cuticula. Estan formados a partir de células del estrato epidérmico que se
alargan o proliferan y cuyas funciones son: soporte, absorcidon de agua, elaboracion de secreciones
y proteccion. Se pueden encontrar pelos unicelulares o pluricelulares y prominencias

(emergencia) o pelos radicales.

I1I. 3. 2. Familia Proteaceae. Histologia de la hoja
La morfologia y anatomia de las hojas de las Proteaceae es muy diversa.
Morfologicamente las hojas juveniles y adultas, en algunas especies, es distinta (Venkata Rao,
1971). Groom et al. (1997) manifiesta que las del género Hakea, poseen hojas jovenes en teretes
(hojas con agujas, normalmente circulares en seccion transversal) y hojas adultas planas, con

distintos tipos de lamina.

La mayor parte de las descripciones existentes, corresponden a plantas de géneros y
especies australianas en las que se ha abordado el estudio de diferentes aspectos anatémicos,
aunque también en especies de Sudamérica (Torres 1998; Gonzalez et al., 2004) y de Japon
(Hasegawa et al., 2010). Actualmente se han estudiado también algunas especies sudafricanas

(Suarez, 2015; Vera Batista, 2016).

En un corte transversal, los estudios realizados se basan en la comparacion de los
siguientes caracteres morfolégicos: epidermis adaxial y abaxial, cuticula, estomas, tricomas,
caracteristicas del mesofilo, esclereidas (tipos, disposicion y posicion), haces vasculares (nervio

central) y fibras del haz (Vera Batista, 2016).

La epidermis presentd diferencias, no solo entre los distintos tipos de especimenes
estudiados, sino también en cuanto a su posicion (Vera Batista, 2016). Segin Gonzalez et al.
(2004) una de las caracteristicas relevantes de la epidermis de algunas especies de Proteaceae
(Lobata dentata, Lomatia ferruginea y Orites myrtoidea) es la presencia de células epidérmicas
con paredes celulares papiliformes en superficie abaxial. Torres (1998), ademas, observo
epidermis adaxiales con paredes anticlinales rectas y engrosadas en Embothrium coccineum y
Lomatia dentata, en otros casos, las células epidérmicas de la superficie adaxial presentan septos

en Grevuina avellanna, Orites myrtoidea y Panopsis polystachy.
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En algunas especies argentinas de la familia Proteaceae se observaron células epidérmicas
orientadas al azar sin ornamentacion en Embothrium coccineum y con ornamentacion en Gevuina

avellana, Lomatia hirsuta y Orites myrtoidea (Gonzalez et al., 2004).

La existencia de especies, como Grevillea aspera, en las que la cuticula es mas gruesa en
la superficie adaxial que en la abaxial, refuerza la hipotesis de Dillon (2002), en la que incluye a
la cuticula dentro de las caracteristicas escleromorficas de las proteas, aunque es considerada
también un elemento protector frente a la radiacion solar (Jordan et al. 2005). En el género Hakea
exhibieron cuticulas gruesas, tanto en hojas terete como anchas (Groom et al. 1994; 1997).
Ademas, Teixeira et al. (2008) observd menor grosor en las hojas jévenes en comparacion con las
adultas. El grosor cuticular depende de si las hojas son apicales, medias o basales para los
cultivares Leucospermum cordifolium ‘Flame Spike’ y L. ‘Tango’ (Suarez, 2015). Catling (2010)
manifesté que en especies del género Finschia, la superficie abaxial estaba cubierta de granulos
de cera.

Los estomas de las Proteaceae estudiadas hasta el momento presentan estomas

braquiparaciticos, excepto en Bellendena que son laterociticos (Carpenter et al., 2005).

Las hojas de algunas especies pueden ser hipoestomaticas como Embothrium coccineum,
Grevillea avellana, Lomatia dentata, Lomatia ferruginea, Lomatia hirsuta, Orites myrtoidea,
Ropala brasiliensis y Roupala meisneri (Gonzalez et al., 2004), y anfiestomaticas como el cultivar
Protea ‘Susara’ (Leon et al., 2014), Leucospermum cordifolium ‘Flame Spike’ (Suarez, 2015),

Leucospermum patersonii y Leucospermum ‘Succesion I’ (Vera Batista, 2016).

Los tricomas son otro tipo de células epidermicas, conjuntamente con las células
epidérmicas propiamente dichas y los estomas. En esta familia pueden estar presentes en ambas
superficies, como en Lomatia dentata, Lomatia ferruginea, Lomatia hirsuta, Roupala
brasiliensis, Roupala meisneri, o inicamente en un lado, como en Embothrium coccineum que
presentan los tricomas en la superficie adaxial y Orites myrtoidea s6lo en la abaxial (Gonzalez et
al., 2004). Catling (2010) citd la presencia de pequefios tricomas glandulares en Finschia

chloroxantha, pero generalmente, los estudiados son simples y multicelulares.

Las hojas presentan mesofilo, formado por células parénquimaticas en empalizada, entre
las cuales se encuentran osteosclereidas y una vaina del haz esclerenquimatosa rodeando cada haz
vascular (Suarez, 2015). Teixeira et al. (2008) sefialo que las hojas de Hakea presentan diferente
morfologia segiin su edad, y en el caso del mesodfilo, las hojas anchas tienen 1 o 2 capas de células
del parénquima en empalizada, pero solo las especies con dos capas (H. cyvclocara, H. cygna y H.

posirata) poseen esclereidas.
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Sin embargo, Ledn et al. (2014) diferenciaba, en el mesofilo, el parénquima en
empalizada y esponjoso y cuyas células presentaban depdsitos fenolicos en su interior en Protea

‘Susara’.

Catling (2010) expuso que en Finschia chloroxantha y F. rufa las células epidérmicas y

las del mesofilo tenian inclusiones cristalinas y taninos.

Los haces vasculares en esta familia no estan muy estudiados. Torres (1998) destaco la
existencia de haces colaterales en Gevuina avellana, Orites myritoidea. Estos tipos de haces se
observaron en Protea ‘Susara’, ademdas de presentar depositos de fenoles en el parénquima
asociado a éstos (Leon et al., 2014). En Leucospermum cordifolium ‘Flame Spike’ y L. ‘Tango’
los haces centrales y secundarios eran colaterales y el cambium vascular estaba constituido por

2-3 capas, con deposito de fenoles en forma de gotas mas o menos dispersas (Suarez, 2015).

I1L. 3. 3. Familia Proteaceae. Histologia del tallo
Cuando nos referimos al tallo, la informacion histologica es muy escasa. Las
descripciones corresponden a especies australianas (Catling, 1996) y a cultivares sudafricanos,
pero cuyo cultivo se ha desarrollado en Tenerife (Islas Canarias) (Suarez, 2015; Vera Batista,

2016).

El tallo de Finschia chloroxantha presenta epidermis desorganizada, con cortex
compuesto por 5-11 capas de celulas, con grupos de células pétreas y algunas células con taninos,

ademas de formar un anillo mas 0 menos continuo de esclerénquima (Catling, 2010).

En cuanto a la epidermis de los tallos del género Grevillea presentaron numerosos
tricomas y cortex formado de parénquima no lignificado, de 2-7 capas celulares; las células

pétreas estaban bien desarrolladas y se observaron taninos en las células corticales.

En la especie estudiada, Hakea arborescens, el suber del tallo fue superficial. El cortex
no estaba lignificado y estaba compuesto de células parenquimaticas (2-8 capas) y fibras de pared
gruesa. En este espécimen también se observaron células pétreas, coincidiendo con los radios

medulares.

Leon et al. (2014) realizaron un estudio mas amplio de la anatomia del tallo de Protea
‘Susara’, haciendo hincapié en la presencia de compuestos fenolicos en algunos tejidos. La

epidermis presentaba sustancias fendlicas en sus células y cuticula lisa y gruesa. El colénquima
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subepidérmico, ademas del parénquima cortical, presentaban fenoles en su interior. El cortex
presentaba células pétreas y haces vasculares colaterales con fibras de esclerénquima
perivasculares. La presencia de compuestos fenolicos en los diversos tejidos pueden tener una

funcidn protectora frente a la radiacion ultravioleta (Ledn et al., 2014).

Suarez (2015) describio los tallos de los cultivares Leucospermum cordifolium ‘Flame
Spike’ y L. ‘“Tango’, cuya epidermis era simple y con ausencia de depdsitos de fenoles en el lumen
celular epidermal. Los tricomas eran simples y alargados. El colénquima angular y cortex
parenquimatico, presentaban capas que variaban para ambos cultivares. Las fibras del

esclerénquima eran perivasculares con paredes engrosadas y haces vasculares colaterales.

Vera Batista (2016) describio los tallos de Leucospermum patersonii de epidermis simple
con cuticula lisa y gruesa, al igual que en Leucospermum ‘Succesion I'. Los tricomas presentaban
cabeza unicelular. El colénquima subepidérmico no era uniforme en todo el perimetro del tallo.
Entre las células del cortex parenquimatico se presentaban células pétreas individuales o

agrupadas.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL







IV. PARTE EXPERIMENTAL
IV. 1. ENSAYO I: Efecto del etanol, per6xido de hidrogeno, IBA y

combinacion de los mismos sobre el enraizamiento de las estacas de

Leucospermum ‘Spider’

IV. 1. 1. Materiales y métodos

El ensayo se realizo en las instalaciones de la Seccion de Ingenieria Agraria de la Escuela
Politécnica Superior de Ingenieria (EPSI), situada en el Término Municipal de La Laguna. El
material vegetal utilizado, estacas terminales de madera semidura de unos 15 a 22 cm de longitud,
provenian de 7 plantas madres de 5 afos de edad, de Leucospermum ‘Spider’, cultivadas en las
parcelas experimentales de dicha Seccion. La recoleccion del material vegetal se realizo a

primeras horas de la mafiana, el dia 24 de febrero de 2016.

Fotografia 8.- Leucospermum ‘Spider’ en cultivo.

Una vez recolectadas las estacas, se prepararon dejiandolas a una longitud adecuada y
elimindndoles el boton floral y las hojas inferiores de las 2/3 partes de su base. Posteriormente,
se les refresco el corte, elimindndoles 1 cm de su extremo basal, y ya totalmente preparado el

material vegetal, se someti¢ a los diferentes tratamientos.
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Fotografia 9.- Estacas de madera semidura de Leucospermum ‘Spider’.

Los tratamientos fueron:

Tratamiento 1: etanol al 50% (control) (Trl).

Tratamiento 2: 2000 ppm de IBA (Tr2).

Tratamiento 3: 4000 ppm de IBA (Tr3).

Tratamiento 4: peroxido de hidrogeno (H20») al 3,5% (Tr4).
Tratamiento 5: peréxido de hidrogeno (H>O5) + 2000 ppm de IBA (Tr5).
Tratamiento 6: perdxido de hidrogeno (H202) + 4000 ppm de IBA (Tr6).

Estos se aplicaron a los 2 mm basales de las estacas. Los tratamientos se aplicaron en

forma liquida. Posteriormente las bases de las estacas se pasaron por una mezcla de talco y

fungicida (Carbendazima 50%).

Se utilizaron 20 estacas por tratamiento. El nimero total de estacas fue de 120, del cultivar

indicado anteriormente.
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Fotografia 10.- Preparacion de los tratamientos aplicados en este ensayo.

Las estacas se plantaron en bandejas, previamente desinfectadas, que contenian un
sustrato compuesto por granulos de poliestireno y de fibra de coco (3:1), que se colocaron en un
invernadero de cristal ubicando en la Seccion de Ingenieria Agraria de la EPSI dotado de un
sistema automatizado para el control de la temperatura y humedad ambiental, mediante “fog
system”. En el programador del sistema se fijaron las siguientes condiciones ambientales:

- Humedad relativa del 70%.
- Temperatura de 16°C.

Fotografia 11.- Estacas colocadas en las bandejas de propagacion.

En el caso de registrarse humedades inferiores a la establecida, el sistema entraba en
funcionamiento realizando nebulizaciones de agua durante 60 segundos cada 3 minutos hasta
alcanzar el valor de 70%. En el caso de registrarse temperaturas cercanas a 25°C se abria
automaticamente la ventana lateral de la instalacion y si se superaban los 30°C se ponia en
funcionamiento el ventilador de la misma, que facilitaba la extraccion de aire caliente para reducir

la temperatura.
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Las bandejas se situaron sobre una mesa de enraizamiento dotada de calor de fondo, por
un circuito cerrado de agua caliente, que permitia mantener una temperatura del sustrato de

aproximadamente 22+2°C. Dicha temperatura se controlaba mediante un termémetro.

Fotografia 12.- Vista panordmica de la colocacion de las bandejas.

En la cubierta del invernadero se dispuso una malla de sombreo que proporciond una

reduccion en la radiacion recibida por el cultivo del 50%.

A las seis semanas desde el comienzo del ensayo, se empezo a realizar conteos en
semanas alternas (cada 14 dias), empezando el dia 6 de abril de 2016 y acabando el dia 13 de julio
de 2016. En los mismos se procedio a contabilizar el nimero de estacas:

e Muertas.

¢ Sin callo.

¢ (Con callo.

¢ Con raices, pero no trasplantables.
e Raiz trasplantable.

Considerando como estacas trasplantables aquellas cuyo cepellon tenia un volumen
similar a la mitad de una pelota de tenis, cuyo radio es de unos 3,5 cm. A éstas tltimas se les
midio la longitud de las tres raices mas largas superiores a 3,5 cm, asi como el numero de raices

del cepellon.

Ademas, se elaboro un indice de enraizamiento (IE), cada dos semanas a partir de la 6
semana, desde la plantacion para reflejar la calidad del sistema radicular observado, la valoracion

se realizo de acuerdo a lo postulado por Criley y Parvin (1979) de acuerdo a la siguiente escala:

0 = Estacas muertas.
1 = Sin callo.

2 =Con callo.
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3 = Con raices, pero no trasplantables.
4 = Trasplantables con pocas raices (3-6 raices).
5 = Trasplantables con niimero medio de raices (6-10 raices).

6 = Trasplantables con numerosas raices (mas de 10 raices).

Las estacas una vez consideradas trasplantables, se pasaron a bolsas plasticas de
polietileno de color negro de 12 ¢m de diametro con un sustrato compuesto por una mezcla de

turba y picon en la proporcion de 1:3 (v/v).

La duracion del ensayo fue de 20 semanas, realizandose 8 conteos en total. Los datos
obtenidos se analizaron estadisticamente utilizando el software SPSS 19.0 para Windows, de la

siguiente forma:

- La cantidad de estacas trasplantables fueron evaluadas mediante una prueba de hipotesis

con chi-cuadrado.

- La longitud de las raices de las estacas trasplantables y el indice de enraizamiento (este
ultimo previa trasformacion del arco seno) se sometieron a andlisis de varianza,

considerando a cada estaca como una replicacion de cada tratamiento.

IV. 1. 2. Resultados y discusion

IV. 1. 2. 1. Evolucion de las estacas

La evolucidon de las estacas del cultivar Leucospermum “Spider’ durante el experimento

se describe a continuacion:

e [Estacas muertas

A las 6 semanas desde el inicio del ensayo se contabilizd un 5% de estacas muertas
correspondientes a los tratamientos 1 (etanol 50%) y 6 (peroxido de hidrogeno + 4000 ppm de
IBA). (Fig. 13).
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Dicho porcentaje aumento ligeramente en las siguientes semanas alcanzando en la
semana 10 un valor del 10% en el Trl y un 5% en los tratamientos 2 (2000 ppm de IBA) y 3
(4000 ppm de IBA) (Fig. 13).

En la semana 16 se contabilizé un 10% en el tratamiento 6 (peroxido de hidrogeno + 4000

ppm de IBA) y en la semana 18 un 10% correspondiente al Tr3 (Figs.14-15).

Al final del experimento, a las 20 semanas, los porcentajes fueron idénticos a los
anteriores, alcanzando un valor de 10% en los tratamientos 1 (etanol 50%), 3 (4000 ppm de IBA)
y 6 (perdxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA); 5% en el Tr2. En los tratamientos 4 y 5 no se

contabilizaron estacas muertas (Fig. 15).

e [Estacas sin callo

A las 6 semanas del comienzo del ensayo se observo un alto porcentaje de estacas sin
callo en todos los tratamientos, excepto en el Tr4. El valor mas alto (45%) corresponde al Trl

(Fig.13).

En las siguientes semanas los porcentajes disminuyeron de forma progresiva, mostrando

al final del ensayo, a las 20 semanas, un valor de 20% en el Trl (Figs. 14-15).

e [Estacas con callo

A las 6 semanas desde el inicio del ensayo los tratamientos 1, 4, 5 y 6 presentaban estacas
con callo en su base y en las heridas donde se eliminaron las hojas, correspondiendo los mayores
porcentajes a los tratamientos 4 (perdxido de hidrégeno) y 1 (etanol 50%), con un valor de 45%

y 35 %, respectivamente (Fig. 13).

En la semana 8 aparece un 5% de estacas del Tr2 (Fig. 13).

Dichos porcentajes aumentaron de forma progresiva en las siguientes semanas hasta que,
en la 16, se alcanzo el maximo valor en la mayor parte de los tratamientos: 55% en el Trl; 15%
en el Tr4; y 5% en los tratamientos 2 (2000 ppm de IBA), 5 (peroxido de hidrogeno + 2000 ppm
de IBA) y 6 (peroxido de hidrégeno + 4000 ppm de IBA). A partir de ahi descendié hasta alcanzar
al final del estudio, un valor del 35% en el Trl; 10% en el Tr4; y 5% en el Tr5; mientras que para

el Tr2 y Tr6 no se contabilizaron callos desde la semana 18 (Fig. 14).
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En el transcurso del ensayo, no se contabilizé estacas con callo en el Tr3 (Figs. 13-14-
15).

¢ Estacas con raices pero no trasplantables

A las 6 semanas desde el inicio del ensayo se contabilizo las primeras estacas con raices
no trasplantables en todos los tratamientos, un 90% correspondientes al Tr2; 70% en el Tr3; 65%
en el Tr5; 55% en los Tr4 y 6 (peréxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA); yun 15% en el Trl
(etanol 50%) (Fig. 13).

En la semana 8, aumentaron en los tratamientos Trl y 4 (peroxido de hidrégeno), en un
25% y 70%, respectivamente. Sin embargo, en los otros tratamientos los porcentajes iniciales

fueron disminuyendo (Fig. 13).

En la semana 10, todos los tratamientos descendieron sus porcentajes, excepto el Trl que

aumento al 30% (Fig. 13).

Los porcentajes aumentaron de forma progresiva, en el tratamiento 1, alcanzando el
maximo valor en la semana 12 (40%) y, a partir de ahi decrecid, obteniéndose al final del ensayo
un porcentaje del 30% en el Trd; 25% en el Trl; 10% en el Tr3; y 5% en los tratamientos 2 (2000
ppm de IBA) y 6 (peroxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA). Desde la semana 14 no se

contabilizo estacas con estas caracteristicas en el Tr5 (Figs. 14-15).

e Estacas trasplantables

En la semana 6 desde el inicio del ensayo se contabilizé un 25% de estacas trasplantables
en el Tr6 (perdxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA); 15% en el Tr3 (4000 ppm de IBA); y un
5% en los tratamientos 2 (2000 ppm de IBA) y 5 (peroxido de hidrogeno + 2000 ppm de IBA)
(Fig. 13).

A las 10 semanas se observo un 20% de las estacas en el Tr4 (peroxido de hidrogeno), y

en la 14 un 10% en el Tr1 (etanol 50%) (Fig. 13-14).

Dichos porcentajes aumentaron de forma progresiva hasta alcanzar los mayores valores
en la semana 18, con un 95% en el Tr5 (perdxido de hidrogeno + 2000 ppm de IBA); 90% en ¢l
Tr2 (2000 ppm de IBA); 85% en el Tr6 (peroxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA); 80% en el
Tr3 (4000 ppm de IBA); 60% en el Tr4 (peréxido de hidrogeno). El porcentaje de estacas no
aumento para el Trl (etanol 50%) desde la semana 14 (Fig. 15).
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Estacas en la semana 6
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Grifica 1.- Efecto del etanol, peroxido de hidrogeno, IBA y combinacion de los mismos sobre el
enraizamiento de las estacas de Leucospermum ‘Spider’ a las 6, 8 y 10 semanas desde el inicio del ensayo.

Trl: etanol 50%; Tr2: 2000 ppm de IBA; Tr3: 4000 ppm de IBA; Tr4: peroxido de hidrogeno; Tr5:
neroxido de hidréeeno + 2000 nnm de TBA: Tr6: neroxido de hidrdoegeno + 4000 nom de TRA.
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Grifica 2.- Efecto del etanol, peroxido de hidrégeno, IBA y combinacion de los mismos sobre el
enraizamiento de las estacas de Leucospermum ‘Spider” a las 12, 14 y 16 semanas desde el inicio del

ensayo.

Trl: etanol 50%; Tr2: 2000 ppm de IBA; Tr3: 4000 ppm de IBA; Trd: peroxido de hidrogeno; TrS:
peroxido de hidrogeno + 2000 ppm de IBA; Tr6: peroxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA.
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Estacas en la semana 18
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Grifica 3.- Efecto del etanol, peroxido de hidrogeno, IBA y combinacion de los mismos sobre el
enraizamiento de las estacas de Leucospermum ‘Spider’ a las 12, 14 y 16 semanas desde el inicio del
ensayo.

Trl: etanol 50%; Tr2: 2000 ppm de IBA; Tr3: 4000 ppm de IBA; Tr4: peroxido de hidrogeno; Tr5:
peroxido de hidrogeno + 2000 ppm de IBA; Tr6: peroxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA.
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IV. 1. 2. 2. Anilisis estadistico de los datos obtenidos en el ensayo
IV. 1. 2. 2. 1. Estacas trasplantables

Los datos obtenidos a lo largo del ensayo se sometieron a una prueba de hipoétesis chi-
cuadrado, para comprobar que los datos observados y esperados fueran iguales o, si por el

contrario, dependian de los diversos tratamientos (Tabla 1).

Tabla 1.- Frecuencia de estacas trasplantables observadas frente a estacas trasplantables esperadas a las
20 semanas desde el comienzo del ensayo.

Observadas 0 1 3 0 1 5

6 Esperadas 20 20 20 20 20 20
Observadas 0 2 6 0 5 10

8 Esperadas 20 20 20 20 20 20
Observadas 0 14 11 4 13 13

10 Esperadas 20 20 20 20 20 20
Observadas 0 17 15 10 16 16

12 Esperadas 20 20 20 20 20 20
Observadas 2 17 16 11 19 16

14 Esperadas 20 20 20 20 20 20
Observadas 2 18 16 11 19 17

1o Esperadas 20 20 20 20 20 20
Observadas 2 18 16 12 19 17

1820 Esperadas 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20

Trl: Etanol 50%; Tr2: 2000 ppm de IBA; Tr3: 4000 ppm de IBA; Tr4: peroxido de hidrogeno; Tr5:
peréxido de hidrégeno+ 2000 ppm de IBA; Tr6: perdxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA.

Se observo que, desde el inicio del ensayo hasta el final del mismo, la probabilidad de la
prueba y? fue menor que la probabilidad estimada (0,05), por lo que no todos los datos de la

poblacion fueron iguales, sino que dependian del tratamiento.

También, se realizo una prueba de hipdtesis chi-cuadrado con tablas de contingencia para

comprobar la independencia de cada tratamiento de los resultados obtenidos.
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Tabla 2.- Efecto del etanol, peroxido de hidrogeno, IBA y combinacion de los mismos sobre el
porcentaje de estacas trasplantables de Leucospermum ‘Spider’.

6 Ob Sab 15ab 0b Sab 25a
8 Ob 10bc 30ac 0b 25a 50a
10 0d 70a 55a 20be 65a 65ab
12 Oc 85a 75ab 50b 80a 80a
14 10c 85a 80ab 55b 95a 80ab
16 10c 90a 80ab 55b 95a 85a
18 10c 90a 80ab 60b 95a 85ab
20 10c 90a 80ab 60b 95a 85ab

Trl: etanol 50%; Tr2: 2000 ppm de IBA; Tr3: 4000 ppm de IBA; Tr4: perdxido de hidrogeno; Tr5: peroxido
de hidrogeno + 2000 ppm de IBA; Tr6: peroxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA. Los valores seguidos

de las mismas letras dentro de la misma fila no son significativamente diferentes al nivel del 5%.

Del analisis de los resultados obtenidos se desprende que en la semana 6 el tratamiento
que obtuvo un mayor porcentaje fue el Tr6 (peroxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA), seguido
de los tratamientos 3 (4000 ppm de IBA), 2 (2000 ppm de IBA) y 5 (peroxido de hidrogeno +
2000 ppm de IBA), no existiendo diferencias significativas entre ellos (Tabla 2).

En la semana 8, el Tr6 (peroxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA) alcanz6 un valor de
50%, seguido del Tr3 (4000 ppm de IBA) con un 30% y Tr5 (peroxido de hidrogeno + 2000 ppm

de IBA) con un 25%, no existiendo diferencias significativas entre ellos.

En las siguientes semanas se aumentaron los valores en algunos tratamientos, y, al final
del ensayo, el mayor porcentaje lo mostrd el Tr5 (perdxido de hidrégeno + 2000 ppm de IBA)
con un valor de 95%, seguido de los tratamientos 2 (2000 ppm de IBA) con un 90%; 6 (peroxido
de hidrogeno + 4000 ppm de IBA) con un 85% y 3 (4000 ppm de IBA) con un 80%, no existiendo

diferencias significativas entre ellos.

IV. 1. 2. 2. 2. Longitud de las raices en estacas trasplantables

Los promedios de la longitud de las tres raices mayores de 3,5 cm de longitud en estacas
trasplantables, desde la semana 6 desde el inicio del ensayo hasta la finalizacion del mismo en la
semana 20, se sometieron al analisis de varianza y posterior separacion de medias por el método

de Duncan al nivel del 5%.
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Después de separar las medias se observo que desde la semana 6 hasta la 20 existieron
diferencias significativas entre los distintos tratamientos. En la semana 6, el Tr6 (peroxido de
hidrogeno + 4000 ppm de IBA) fue significativamente mayor al resto de los tratamientos, con un

valor de 2,83 cm.

El Tr6 presento el valor mas alto durante las semanas que durd la experiencia, a excepcion
de la semana 12, donde fue mayor para el Tr2 (2000 ppm de IBA), aunque no existieron

diferencias significativas entre ambos.

El Tr4 (perdxido de hidrogeno) siempre mostrod valores significativamente distintos al

Tr6, y a partir de la semana 10, con los tratamientos 2 y 5.

En las siguientes semanas se observd un aumento en los valores de longitud de raices y,
al final del ensayo, el Tr6 obtuvo el mayor valor (8,12 cm) seguido por los tratamientos 2 (2000
ppmde IBA), 5 (peroxido de hidrégeno + 2000 ppm de IBA), 3 (4000 ppm de IBA), no existiendo

diferencias significativas entre ellos (Tabla 3).

El valor mas bajo durante todo el ensayo lo exhibio el Trl (etanol 50%), y a partir de la

semana 12 hasta la 20, mostro diferencias significativas con el resto de los tratamientos.

Tabla 3.- Efecto del tratamiento sobre la longitud de las raices (cm) de las estacas trasplantadas.

(Separacion de medias por el método de Duncan al nivel del 5% en la semana del ensayo).

6 0b 0,29b 1,06b 0b 0,37b 2,83a
8 Oc 0,74bc 2,7ab 0b 1,93bc 4,78a
10 0b 6,38a 4,85a 1,61b 5,54a 6,39a
12 Oc 7.44a 6,37ab 4,08b 6,9a 7,39a
14 0,68c 7.44a 6,54ab 4,43b 7,63a 7,93a
16 0,68c 7,73a 6,54ab 4,43b 7,63a 8,12a
18-20 0,68¢ 7,73a 6,54ab 4,6b 7,63a 8,12a

Trl: etanol 50%; Tr2: 2000 ppm de IBA; Tr3: 4000 ppm de IBA; Tr4: peroxido de hidrogeno; TrS5: perdxido
de hidrogeno + 2000 ppm de IBA; Tr6: peroxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA. Los valores, en cm,

seguidos de las mismas letras dentro de la misma fila no son significativamente diferentes al nivel del 5%.
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IV. 1. 2. 2. 3. indice de enraizamiento

Los resultados obtenidos correspondientes al conjunto de tratamientos, durante la
realizacion del ensayo, se sometieron al analisis de varianza, previa transformacion del arco seno,

procediendo posteriormente a la separacion de medias por el método de Duncan al nivel 5%.

En la semana 6, el valor mas alto (3,35) lo presento el Tr6 (peroxido de hidrogeno + 4000
ppm de IBA), seguido de los tratamientos 3 (4000 ppm de IBA), 2 (2000 ppm de IBA), 5
(peroxido de hidrégeno + 2000 ppm de IBA) y 4 (perdxido de hidrdgeno), no existiendo

diferencias significativas entre ellos.

A partir de la semana 6 ¢l valor mas alto lo presentd el Tré (peroxido de hidrdgeno +
4000 ppm de IBA), pero en la semana 14 y hasta la finalizacion del experimento, el valor mas
alto lo exhibid el Tr5 (perdxido de hidrogeno + 2000 ppm de IBA), no existiendo diferencias

significativas entre ambos tratamientos.

El valor mas bajo durante todo el ensayo lo mostrd el Trl (etanol 50%), observandose

diferencias significativas entre éste y el resto de los tratamientos (Tabla 4).

Tabla 4.- Efecto del tratamiento sobre el indice de enraizamiento (escala de Criley y Parvin, 1979) de las
estacas de Leucospermum ‘Spider’.

6 1,6b 3a 3,15a 2,55a 2,6a 3,35a
8 1,8c 2,85b 3,6ab 2,7b 3,3ab 4,1a
10 2b 4,45a 4,05a 3,2a 4,3a 4,5a
12 2b 4,7a 4,25a 3,6a 4,75a 4,75a
14 2c 4,65ab 4, 3ab 3,65b Sa 4,7a
16 1,95b 4,7a 4,3a 3,7a 5a 4,6a
18-20 1,9b 4.75a 4,15a 3,8a Sa 4,65a

Trl: etanol 50%; Tr2: 2000 ppm de IBA; Tr3: 4000 ppm de IBA; Tr4: peréxido de hidrégeno; Tr5: perdxido
de hidrogeno + 2000 ppm de IBA; Tr6: perdxido de hidrégeno + 4000 ppm de IBA. Los valores seguidos

de las mismas letras dentro de la misma fila no son significativamente diferentes al nivel del 5%.




Analizando el conjunto de resultados obtenidos en este ensayo, puede observarse que:

Fundamentalmente, las raices se formaron en la base de las estacas, al igual que en el
cultivar L. ‘Succesion II' (Rodriguez Pérez et al., 2003), y en las heridas producidas al eliminar
las hojas, esto concuerda con lo observado en otros estudios de Leucospermum ‘Spider” (Santana,
2012). Ademas, en todos los tratamientos se formaron raices proteoides. Por otro lado, los
cepellones mejor desarrollados fueron para los tratamientos de IBA en combinacion con ¢l
peroxido de hidrogeno, mientras que con el peroxido de hidrogeno aplicado solo, se formaron

pocas raices principales pero bastantes secundarias.

El uso de peroxido de hidrogeno solo y en combinacion con 2000 ppm de IBA, no produjo
estacas muertas, en la propagacion de Leucospermum ‘Spider’, mientras que para el cultivar
Protea ‘Pink Ice’ se observo un elevado porcentaje de estacas muertas cuando se empled peroxido

de hidrogeno solo (Vera Batista, 2016).

Las estacas tratadas solo con etanol al 50% mostraron durante todo el ensayo, los valores
mas bajo de estacas trasplantables, longitud de raices e indice de enraizamiento. Al finalizar el
experimento (20 semanas), se obtuvo el peor resultado con dicho tratamiento mostrando
diferencias significativas con el resto (Tabla 2-3-4). Estos resultados no coinciden con los
reportados por Santana (2012), que con este mismo cultivar, Leucospermum ‘Spider’, y
tratamiento logré un 100% de enraizamiento. Sin embargo, las épocas de recoleccion de las

estacas fue distinta, octubre para Santana (2012) y febrero en el presente ensayo.

Cuando se us6 IBA solo, el aumento de la concentracion de 2000 ppm a 4000 ppm, no
incremento de manera significativa el porcentaje de estacas trasplantables, la longitud de las raices
y el indice de enraizamiento (Tabla 2-3), por lo que con una baja concentracion (2000 ppm), en
la propagacion por estacas de Leucospermum ‘Spider’, es suficiente para obtener valores
aceptables coincidiendo con los resultados obtenidos por Santana (2012) para este mismo cultivar.
A diferencia de esto, Worral (1976) en la propagacion por estaca de Telopea speciosissima obtuvo

una mayor longitud radicular con mayor concentracion de IBA.

Cuando se empled el peroxido de hidrogeno solo, los porcentajes de estacas trasplantables
y longitud de raices fueron significativamente mas bajos que cuando se empled 2000 ppm de IBA
o la combinacion de peroxido de hidrogeno + 2000 ppm de IBA. Sin embargo, la aplicacion de
perdxido de hidrogeno dio el mayor porcentaje de estacas trasplantables, la mayor longitud de
raices y el mayor indice de enraizamiento para el cultivar Protea ‘Pink Ice’ (Vera Batista, 2016).

Sin embargo, para Leucospermum ‘Spider’ el uso de peroxido de hidrogeno solo, no mostro
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diferencias significativas en cuanto al indice de enraizamiento con el resto de tratamiento, excepto

con el etanol al 50% que mostr6 valores muy bajos (Tabla 4).

La combinacion IBA + perdxido de hidrogeno produjo estacas trasplantables en L.
‘Spider’, mientras que no las produjo para el cultivar Protea ‘Pink Ice’ (Vera Batista, 2016). Esta
combinacion no aumento significativamente los porcentajes de estacas trasplantables, calidad del
enraizamiento (longitud de las raices) ¢ indice de enraizamiento, con respecto al uso de IBA sola
(Tabla 3-4), a diferencia de Sebastiani y Tongnetti (2004) que aplicaron 4000 ppm de IBA +
peroxido de hidrogeno para estacas de olivo de Olea ‘Frantoio’ y O. ‘Gentile di Larino’, dando
valores de enraizamiento mas elevados que cuando se utilizd IBA solo. Sin embargo, la
combinacion de IBA + peroxido de hidrogeno reduce el tiempo de enraizamiento. Por otro lado,
la combinacion de diferentes concentraciones de IBA + perdxido de hidrégeno no mostro

diferencias significativas al final del experimento.
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IV. 2. ENSAYO II: Estudio histolégico de las estacas de Leucospermum
‘Spider’
IV. 2. 1. Materiales y métodos

Las plantas de Leucospermum ‘Spider’ seleccionadas para el estudio a microscopia,
fueron tanto brotes jovenes como maduros, de 7 plantas diferentes de 5 afios de edad. De estas

muestras prototipos se eligieron tallos y hojas para la obtencion de muestras histologicas.

La recogida de las muestras prototipo se realizo en las parcelas dedicadas al cultivo de
proteas localizadas en la Seccion de Ingenieria Agraria de la Escuela Politécnica Superior de

Ingenieria situada en San Cristobal de La Laguna.

Asi mismo, de las estacas sometidas a los diferentes tratamientos (Tr 1-Tr 6), después de
14 semanas a partir del inicio de los mismos, se obtuvieron muestras para la observacion al

microscopio optico (MO).

Tabla S5.- Tratamientos empleados en la propagacion por estacas de Leucospermum “Spider’.

Trl etanol 50%

Tr2 2000 ppm de IBA

Tr3 4000 ppm de IBA

Trd peroxido de hidrogeno (H,0O») al (3,5%)
Tr5 H>O; + 2000 ppm de IBA

Tro H>O:+ 4000 ppm de IBA

Las estacas con callos, o callos y raices, de Leucospermum ‘Spider’ sometidas a los
tratamientos 2, 5 y 6, se extrajeron del sustrato de propagacion, para el estudio histoldgico, y se
lavaron con agua destilada para eliminar los restos del sustrato que pudieran quedar adheridos. Se
cortd la base de las estacas, con callos o callos y raices, eliminando el resto de la estaca y se

colocaron en placas de Petri.

En éstas zonas basales se realizaron cortes transversales, de 4-5 mm de grosor, con ayuda
de un bisturi, y se mantuvieron con una ligera capa de agua destilada para evitar la deshidratacion.

Se observaron con una Lupa Leica MZ 95 y se realizaron dibujos y fotografias de las mismas.

Cuando las estacas presentaban raices con una longitud excesiva se cortaban para

minimizar el tamafio de las muestras.
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IV. 2. 1. 2. Preparacion de muestras para inclusion en paraplast plus

Los tallos y las hojas (prototipo), en las zonas medias, se seccionaron transversalmente

(4-5 réplicas) con un bisturi, obteniendo cortes de unos 3 mm de grosor.

Fotografia 13.- Corte de muestras.

Fotografia 14.- Cortes transversales de tallos y hojas jovenes y maduros.
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IV. 2. 1. 2. 1. Técnicas generales de fijacion, inclusion y tincion de las
muestras prototipo
Fijacion
Una vez seleccionadas las muestras prototipo (tallos y hojas jovenes y maduros), se
fijaron en FAA durante 48 horas (2 bafios con el mismo fijador, cada uno de 24 h).

Esta misma técnica se empled para las estacas que provenian de los diferentes tratamientos,

mencionados anteriormente.

Inclusion en paraplast
Una vez fijadas las piezas de hojas vy tallos, fue necesaria la realizacion de las siguientes
etapas:
- Deshidratacion
El material se deshidrata para eliminar el agua existente en los tejidos, mediante bafios en
alcohol etilico de graduacion creciente terminando en etanol 100%. Siendo el tiempo de cada

bafio de:

Etanol 70% 2 horas
Etanol 90% 5 horas
Etanol 100% 2 x 24 hora

- Impregnacién con solvente del paraplast: diafanizacion

Consiste en sustituir el etanol de deshidratacion por un solvente del paraplast. El solvente
que se ha utilizado es el tolueno, realizando bafios de etanol 100% y tolueno en proporciones

variables, siendo el tiempo de cada bafio de:

Etanol 100%-Tolueno (2:1) 20 minutos
Etanol 100%-Tolueno (1:1) 15 minutos
Etanol 100%-Tolueno (1:2) 15 minutos

- Inclusién en paraplast plus

La penetracion e impregnacion del paraplast no es perfecta si no se elimina por completo
el disolvente intermedio. La impregnacion se hace mediante diluciones y pases sucesivos por

capsulas de porcelana que contiene paraplast cada vez mas puro.
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En primer lugar se pasaron las muestras por un bano de Tolueno-Paraplast y

posteriormente se realizaron tres bafios sucesivos en paraplast puro, en el interior de la estufa
(60°C):

Tolueno-Paraplast (1:1) 20 - 30 minutos
Paraplast I 1 hora
Paraplast I1 2 horas

Paraplast III 24 horas

- Realizacion de blogues de paraplast

Los bloques de paraplast se realizaron usando las piezas de Leuckart, en ellas se vertio el
paraplast fundido y se colocaron las muestras centradas y orientadas, esperando a temperatura

ambiente hasta que solidifico el paraplast, para posteriormente realizar los cortes.

Fotografia 15.- Piezas de Leuckart.
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Microtomia

Los cortes se realizaron con un micrétomo Reichert-jung Mod. 1130/Biocut. Se
obtuvieron secciones transversales de 10 pm, aunque en algunos casos se cortaron a 14-20 pm.
Las cuales se colocaban en portaobjetos con unas gotas de medio albuminado sobre una placa
calefactora (38-40°C), consiguiendo que los cortes quedaran perfectamente estirados y adheridos
a los mismos. A continuacion los portaobjetos se introdujeron en una estufa a 35- 40°C durante

24-48 horas.

EE
Model No. 522 m m @

Hot Plate

Fotografia 17.- Portaobjetos sobre la placa calefactora.
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Tincion

- Desparafinado e Hidratacion

Los portaobjetos con las secciones de las muestras se colocaron en una cesta de vidrio y se
introdujeron en cubetas donde se realizaron bafios sucesivos con xileno y posterior hidratacion

con etanol de graduacion decreciente para finalizar con agua destilada:

Xileno I 30 minutos
Xileno 11 30 minutos
Xileno I 30 minutos

Etanol 100% 30 minutos
Etanol 96% 1 hora
Etanol 70% 1 hora

Agua destilada 1 hora

- Tincion Safranina/Verde rapido o “Tincion Doble” de Johansen (1940)

La safranina (basico) es el colorante mas importante empleado en técnicas vegetales,
morfologicas y citologia. Es capaz de tefiir estructuras lignificadas, cutinizadas, suberificadas v
también, cromosomas, nlicleos y centrosomas. La safranina aparece de color rojo brillante en las

estructuras citadas.

El verde rapido, o fast green (4cido), se usa como diferenciador, tinendo paredes celulares

con celulosa y citoplasma. El fast green aparece de color verde brillante en las estructuras citadas.

“Tincion Safranina/Verde rapido” (modificada de Johansen, 1940)):

e Una vez las secciones desparafinadas e hidratadas se introdujeron en unas
cubetas con una solucion de safranina por un tiempo de 2 horas.

e Se lavd el exceso de colorante con agua corriente durante 20 minutos,
diferenciandose y deshidratandose con etanol 96 durante unos minutos,

e Se completé la deshidratacion en etanol 100% con dos bafios de 15 minutos
cada uno.

e Para contrastar las secciones se uso verde rapido durante 25 segundos.

¢ Posteriormente se aclaro con una solucidn de aceite de clavo, etanol absoluto,

xileno (2:1:1), durante unos minutos.
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e A continuacion se lavo el agente aclarante con xileno (afiadir 3-4 gotas de
etanol absoluto para eliminar cualquier hidratacion accidental).
¢ Finalmente, las secciones se pasaron dos veces (2 x 10 minutos) por xileno

puro y montadas con Eukitt (Kinder, Germany).

Fotomicrografias
Las fotomicrografias fueron obtenidas en un microscopio optico Leica Mod. DM4000,
con un sistema de captura de imagen por ordenador Leica QWin V3. Las imagenes se

digitalizaron so6lo haciendo adaptaciones de contraste, las figuras no fueron manipuladas.

IV. 2. 1. 3. Preparacion de muestras para inclusion en resina Spurr

(1969)

Secciones de 3 mm de las zonas medias de tallos y hojas (prototipo) se utilizaron para la
inclusion en resina Spurr. Ademas, las partes basales de las estacas, con callo o callo y raices, se
trocearon en porciones mas pequefias para su fijacion e inclusion en resina Spurr (1969). Estas
secciones de muestra se dibujaron a mano y se fotografiaron con una Lupa Leica MZ 95 con un

sistema de captura de imagen por ordenador Leica IMS50 Image Manager.

Las diferentes muestras se seccionaron a mano alzada, transversalmente y se sumergieron

en agua destilada durante 24 horas para una buena hidratacion.

IV. 2. 1. 3. 1. Técnicas generales de fijacion, inclusion en resina y
tincion
Fijacion
Para la inclusion fue necesaria la realizacion de las siguientes etapas (Tabla 5):
- Deshidratacion en series creciente de etanol.
- Diafanizacion en acetona, tres bafios de diferente concentracion.

- Inclusién en resina Spurr (1969), en series crecientes de proporciones de resina.

- Polimerizacion de la resina en moldes de silicona.
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Tabla 6.- Protocolo de inclusion en resina Spurr

Etanol 30% 10 minutos
Etanol 50% 10 minutos
Etanol 70% 10 minutos
Etanol 90% 10 minutos
Etanol 100% 2 x 10 minutos
Etanol 100%-Acetona (1:1) 10 minutos
Acetona 10 minutos
Acetona- Resina (2:1) 30 minutos
Acetona- Resina (1:1) 1 hora
Resina 12-24 horas
Polimerizacion Bloques 24-48 horas a 60°C

Microtomia
Las secciones transversales semifinas (0,5 pm) se obtuvieron con un ultramicrotomo
Reichter Ultracut-S Leica equipado con cuchillas de vidrio. Los cortes semifinos se colocaron en

portaobjetos.

Tincién
Las secciones semifinas se tifleron con azul de toluidina-borax para su observacion a

microscopia optica.

Fotomicrografias
Las fotomicrografias de los semifinos se realizaron en un microspcopio optico Leica Mod.

DM4000B, con un sistema de captura de imagen por ordenador Leica QWin V3.

Todas las imagenes se digitalizaron solo haciendo adaptaciones de contraste, las figuras

no fueron manipuladas.

IV. 2. 1. 4. Preparacion de epidermis de hojas para microscopia optica

(MO) y microscopia electronica de barrido (MEB)

Se realizaron preparaciones de secciones paradermales de epidermis foliares (joven y
madura) adaxiales y abaxiles para el estudio a MO. Estas secciones se obtuvieron por desgarro de

la epidermis con ayuda de un bisturi y unas pinzas. Las secciones se montaron en agua, colocando
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un cubreobjetos, el cual se selld con laca de ufias, y se observaron directamente, antes de que el

medio acuoso se secara.

Para MEB, las secciones de epidermis de aproximadamente 12 mm? (3*4) de las muestras
de hojas (jovenes y maduras) se hidrataron en agua durante 24 horas antes de comenzar el proceso
de fijacion, el cual se realizo con glutaraldehido 2,5% en PB 0,05 M. Una vez fijado, el material
se deshidraté en etanol de graduacidon creciente. La desecacion tuvo lugar con 1,1,1,3,3,3-
hexametildisilazano (HMDS), (Tabla 6).

Las secciones epidérmicas se montaron sobre pedestales metalicos provistos con discos
de carbono con doble capa adhesiva, se sombrearon en un sombreador Bal.tec SCD 005 durante
140 segundos, con 0,015 um de plata y se observaron y fotografiaron con un MEB-JEOL JSM
6300 (Servicio de Microscopia Electronica del Servicio General de Apoyo a la Investigacion
(SEGALI) de la Universidad de La Laguna).

Tabla 7.- Protocolo de preparacion de las muestras para el estudio al MEB

FUJACION Glutaraldehido 2 horas
LAVADO PB 0,1 M 2 x 1 hora
Etanol 50% 10 minutos
Etanol 70% 10 minutos
DESHIDRATACION Etanol 80% 10 minutos
Etanol 90% 10 minutos
Etanol 100% 10 minutos
Etanol 100%/HMDS (2:1) 15 minutos
DESECACION Etanol 1000%/HMDS (1:2) 15 minutos

HMDS 2 x 15 minutos
MONTAIJE
SECADO AL AIRE - 12 horas
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IV. 2. 1. 5. Preparacion de los reactivos

A. Fijadores y tampon
- FAA

Etanol 100% 90 ml

Acido acético Sml

Formaldehido 5 ml
- Glutaraldehido 3%

Glutaraldehido 25% 12 ml
PBO.1 M 88 ml

- Tampon fosfato

Solucién A: NaH,PO4 2H-,O En 100 ml de H-O
Solucion B: Na:HPO4 En 100 ml de H-O
Agua destilada seglin concentracion 100 ml de H2O

B. Colorantes

- Safranina

Safranina lg
Metil-cellosolve 50 ml
Etanol 96% 25 ml
Acetato sodico lg
Formaldehido 2 ml
Agua 25 ml
- Verde rapido
I .
Verde rapido 0,5¢g
Metil-cellosolve 6 ml
Aceite de clavo 6 ml
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Etanol 96% 35 ml

Alcohol butilico terciario 35 ml
Acido acético al 1% 12 ml

Se prepara una solucion saturada de Verde rapido en la mezcla de metil-cellosolve y
aceite de clavo, a continuacion se le afiade el resto de los productos. Se disuelve primero el
colorante en el metil-cellosolve y se afiade posteriormente el alcohol. Aparte se disuelve el acetato

sodico en el formaldehido y esta mezcla se afiade a la solucion colorante.

- Azul de toluidina — borax

Azul de toluidina 1%

Borax 1%

C. Medios de montaje

- Medio Albuminado
Albumina seca lg
Glicerina 8 ml
Salicilato de sodio 0,5¢g
Agua destilada 10 ml

Se mezcla la albumina, glicerina y salicilato de sodio en un mortero hasta obtener una

pasta homogénea, posteriormente se le afade el agua destilada.

D. Resinas

- Resina Spurr

N.S.A. (Nonenyl Succinic Anhydride) 26¢g
V.C.D. (Vinylcyclohexene dioxide) 10g
D.E.R. 736 7g

D.M.A.E. (N,N Dimethylethanolamine) 04¢g
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IV. 2. 2. Resultados y discusion

IV. 2. 2. 1. Caracteristicas estructurales de las muestras prototipo de

Leucospermum ‘Spider’

En este apartado se describio la anatomia de las hojas y tallos prototipo de Leucospermum

‘Spider’.

Hoja joven

La seccion transversal (s.t.) de la hoja joven mostro epidermis simple, formada por células
de distinto tamafio y paredes tangenciales externas, engrosadas en ambas superficies foliares,
protegidas por una cuticula lisa y delgada (Fig. 1.1). Numerosos tricomas simples y alargados,
con la base ensanchada y ornamentacion granular y granular-estriada (Fig. 1.4). Hoja
anfiestomatica, con estomas reniformes, superficiales paraciticos en superficie adaxial y abaxial

(Fig. 1.3).

La s.t., de simetria dorsiventral, con parénquima en empalizada, 1-2 capas, en el haz y en
el envés (Fig. 1.5). Células alargadas, con vacuolas con sustancias tipo taninos (Fig. 1.2) y con
algunos espacios intercelulares. Parénquima esponjoso de células grandes e irregulares, paredes
de menor grosor que el parénquima en empalizada. En los bordes del limbo colénquima angular

(Figs. 1.1-1.2).

Haces vasculares central v secundarios bien visibles, de organizacion colateral, con
floema abaxial; xilema mas abundante que el floema, formado por fibras de diferentes tamafios
con paredes engrosadas. Elementos del floema de paredes delgadas. Vaina del haz sin
cloroplastos. Esclerénquima, practicamente inexistentes, no se diferencio las fibras que lo

componian (Fig. 1.5).

Figura 1.- Hoja joven.

Fig. 1.1: Vision panoramica de la hoja joven en la que se observaron epidermis, colénquima
angular y haces vasculares.

Fig. 1.2: Obsérvese la distribucion de los haces vasculares y mesofilo con taninos.
Fig. 1.3: Epidermis adaxial donde se mostro los estomas y la base de los tricomas.
Fig. 1.4: Ornamentacion del tricoma.

Fig. 1.5: Notese el parénquima empalizada, vaina del haz y haz vascular.
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Figura 1.- Fotomicrografias al MO y MEB de la hoja joven en s.t. de Leucospermum ‘Spider’, ab:
abaxial; ad: adaxial; bt: base del tricoma; Co: Colénquima E: Epidermis; HV: Haz Vascular; PE:
Parénquima Empalizada; St: estoma; VH: Vaina del Haz; flecha: tricoma; cabeza de flecha: cuticula.

Barras: 10 um: 4: 25 um: 1. 2. 5: 500 um: 3.
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Hoja madura

Las.t. de la hoja madura mostro epidermis simple, formada por células de distinto tamafio
y paredes tangenciales externas, engrosadas en ambas superficies. Cuticula lisa y mas gruesa que
en los ejemplares jovenes (Fig. 2.1). Tricomas simples y alargados en ambas superficies, de igual
tipologia que en las hojas jovenes pero con ornamentacion estriada (Figs. 2.2-3.2). Hoja
anfiestomatica, con estomas reniformes, superficiales, paraciticos, abiertos y cerrados; células

oclusivas con marcado borde cuticular (Fig. 3.3).

La s.t., de simetria dorsiventral, con 2-3 capas de parénquima en empalizada en el haz y
en el envés, con espacios intercelulares relativamente pequefios. Parénquima esponjoso en
posicion interna en la s.t. Células parenquimaticos con taninos en su interior (Fig. 2.1). Las
secciones semifinas mostraron disposicion de los cloroplastos en torno al tonoplasto y en las
proximidades de la pared celular (Fig. 3.4). Colénquima subepidérmico en los margenes del limbo
foliar, formado por 2-3 capas de células de paredes engrosadas en los angulos. Las fibras del
esclerénquima perivascular fueron poligonales con los extremos aguzados y paredes engrosadas,

que casi llegaron a obliterar el lumen celular (Fig. 3.4).

Haces vasculares centrales y secundarios bien visibles, de organizacion colateral, floema
abaxial (Fig. 3.4); xilema abundante, formado por fibras de diferentes tamafos con paredes
engrosadas. Cambium vascular formado por 2-3 capas de células de pequefio tamafio. Vaina del

haz sin cloroplastos.

Figura 2.- Hoja madura.

Figura 2.1: Vision panoramica de la hoja madura, en la que se observaron la epidermis, mesofilo
con taninos, haces vasculares primarios y secundarios.

Figura 2.2: Seccion paradermal de la epidermis abaxial con tricomas y estomas.
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Figura 2.- Fotomicrografias al MO y MEB de la hoja madura en s.t. de Leucospermum ‘Spider’, st:
estoma; bt: base tricoma; E: Epidermis; HVp: Haz Vascular primario; Hvs: Haz vascular secundario;
Ms: Mesofilo; flecha: tricoma; cabeza de flecha: cuticula. Barras: 25 um: 1; 500 pm: 2.
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Figura 3-. Hoja madura.
Figura 3.1: Epidermis adaxial y base de un tricoma.
Figura 3.2: Ornamentacion del tricoma.
Figura 3.3: Estoma paracitico y células anexas.

Figura 3.4: Detalle de un haz vascular. Obsérvese el xilema, cambium vascular, floema y
esclerénquima perivascular. Ademas células parenquimaticas con cloroplastos préximos a la pared células.
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Figura 3.- Fotomicrografias al MEB y MO de la hoja madura en s.t. de Leucospermum ‘Spider’, bt:
base tricoma; Cl: Cloroplastos; Sc: esclerénquima; F: Floema; X: Xilema; CV: Cambium Vascular;
VH: Vaina del Haz. Barras: 10 pm: 2; 25 pm: 4; 30 um:1; 50 pm: 3.
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Discusion de las caracteristicas estructurales de las hojas de las muestras prototipo

Las hojas, en s.t., de las plantas estudiadas (ejemplares jovenes y maduros) en este
Trabajo de Fin de Grado, mostraron simetria dorsiventral y presentaron epidermis, mesofilo y
haces vasculares colaterales, cuyo desarrollo, grosor y grado de esclerofilia varia cuando se

comparan los ejemplares jovenes y maduros.

Los resultados expuestos en este documento sefialaron que en el cultivar Leucospermum
‘Spider’, la epidermis foliar simple, estuvo formada por células de diversos tamaiios y paredes
tangenciales externas engrosadas en ambas superficies, protegidas por una cuticula lisa y delgada,
al igual que L. patersonii y L. ‘Succesion I’ pero de menor grosor que en las plantas del género
Protea, como fue el caso de P. obtusifolia, que mostro una epidermis de mayor grosor (Vera
Batista, 2016). No se apreciaron diferencias entre la epidermis del haz y el envés ni variaciones
en el grosor de la epidermis para ejemplares jovenes y maduros de Leucospermum ‘Spider’, en
cambio Teixeira et al. (2008) manifestaron que si ocurrian en las hojas del género Hakea,

concretamente en H. salicifolia y H. sericea.

Por otro lado, el grosor de la cuticula mostré mayor grosor en los ejemplares maduros
con respecto a los jovenes. Este mayor grosor podria suponer un obstaculo efectivo para la
difusion del agua segiin Alvin (1982) y Rocas et al. (1997). En cambio Becker et al. (1986) y
posteriormente Schreiber y Kerstiens (2006), su grosor no siempre tiene que implicar mayor
eficacia como restriccion para el transporte de agua, siendo las delgadas a menudo mas resistentes

a la difusioén.

En ambas muestras, jovenes y maduras, se observaron cantidades variables de fenoles en
sus vacuolas. Segin Fahn y Cutler (1992) la presencia de taninos en las células epidérmicas de la
hoja se ha considerado como un valor adaptativo en condiciones xeromorficas, sin embargo, no
parece ser el caso de estas plantas objeto de estudio, obtenidas de la Seccion de Ingenieria Agraria
de la Escuela Politécnica Superior de Ingenieria (EPSI), ubicada en San Cristobal de La Laguna,
cuya clasificacion del clima es Csb (Oceanico mediterraneo) en la clasificacion de Koppen
(1900), donde el agua no ha sido un factor limitante. Otros autores como Mole et al. (1988)
asociaron la existencia de taninos y fenoles con altos niveles de intensidad luminica. La
acumulacion de depositos fenolicos podrian absorber radiaciones UV — B y la mayoria de esa
radiacion consumirse antes de llegar a los tejidos internos como indicaron Leén et al. (2014) para
P. ‘Susara’. Segun Day et al. (1993) al estar la cuticula y la epidermis en las primeras capas de la
hoja, el cribado de UV-B podria reducir la penetracidn a tejidos mas sensibles del mesofilo del
mterior de las hojas. En las hojas, jovenes y maduras, de L. “Spider’ se observaron grandes

cantidades de estas sustancias tipo taninos en el interior.
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Los tricomas, en las hojas jovenes y maduras, aqui estudiadas, fueron simples y alargados
y los podemos encontrar tanto en la superficie adaxial como abaxial, mas abundantes en las hojas
maduras y de ornamentacion estriada con respecto a los ejemplares jovenes. Segin Levin (1973)
los tricomas se mostraron como un mecanismo de defensa para la planta, especialmente con
respecto a los insectos fitofagos, sin embargo, segin Malan (1988) este hecho parecia poco

probable ya que a las proteas les perjudican plagas de este tipo de insectos.

Los estomas se localizaron tanto en la parte abaxial como en la adaxial, siendo la hoja
anfiestomatica. Datos que coinciden con lo expuesto por Groom et al. (1994) para Hakea
trifurcata, Rossatto et al. (2015) para Roupala montana, y Vera Batista (2016) para P. obtusifola,
P. 'Pink Ice’, P. ‘Susara’, L. patersonii y L. ‘Succesion I'. Sin embargo, no se podria afirmar que
todas las proteas cumplan con estas caracteristicas, asi Brodribb et al. (2013) realizaron un ensayo
de la distribucion estomatica en diferentes plantas de la familia Proteaceae y dedujeron que la
mayor parte de las ensayadas era hipoestomaticas, coincidiendo con lo citado por Fujino (1984)

para plantas del género Banksia y Telopea.

Los estomas se presentaron como estructuras muy eficientes a nivel fotosintético, empleo
del agua y abastecimiento hidraulico (Mott et al., 1982). Segtin Parkhurst (1978) la situacion de
los estomas en ambas superficies foliares era un rasgo xeromorfico y una respuesta al incremento
de aridez. Sin embargo, en los gjemplares estudiados no parece que no se deba a un aumento del
estrés hidrico sino mas bien a condiciones de altos niveles luminicos, ya que todas las plantas
crecen en ambientes abiertos, al igual que citd Vera Batista (2016) para especies y cultivares de

Leucospermum y Protea.

En cuanto a la organizacion histologica el tejido fundamental manifestd una simetria
dorsiventral, en jovenes y maduras. Parénquima en empalizada, con abundantes sustancias

fenolicas y algunos espacios intercelulares, al igual que en P. ‘Pink Ice’ (Vera Batista, 2016).

Los haces vasculares de las hojas jovenes, de Leucospermum ‘Spider’, se mostaron menos
desarrollados que los de las hojas maduras, aunque no presentaron gran variabilidad morfologica.
En ambas hojas fueron colaterales, rodeados por vainas del haz. El esclerénquima de la hoja
madura estaba desarrollado, en el que se diferenciaron las fibras que lo componen mientras que
en la hoja joven fueron practicamente inexistente. Se observaron diferencias de tamafio entre el
haz principal y los secundarios, coincidiendo con lo expresado por Vera Batista (2016) para

plantas del mismo género como L. patersonii y L. “Succesion I,
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Tallo joven
La s.t. del tallo fue circular con ordenacion tisular concéntrica (Fig. 4.1). Epidermis
simple con cuticula lisa y gruesa que se adapto a la forma celular; numerosos tricomas con célula

basal a modo de base, y célula superior alargada (Figs. 4.1-4.2).

Colénquima subepidérmico formado por 6-8 capas de células y de distribucion no
uniforme en todo el perimetro del tallo, con algunos espacios interceculares. Las células

colenquimaticas presentaron paredes engrosadas en los angulos (Fig. 4.2).

El cortex parenquimatico mostro un nimero variable de capas (9-10) celulares y escasos
espacios intercelulares (Fig. 4.4); células con gran contenido de compuestos fenolicos (Fig. 4.1-
4.4). En este cortex se pudieron observar pequefios grupos de haces vasculares (Fig. 4.4). Escasa
presencia de las fibras que forman el esclerénquima, de paredes poco engrosadas. Sin embargo,
se observaron células pétreas, tanto individuales como agrupadas en niimero de 2-3, con paredes

muy engrosadas y desprovistas de contenido celular (Fig. 4.3).

Haces vasculares en fasciculos, con escaso desarrollo y separados por 1-2 filas de
parénquima interfascicular; floema centrifugo al cambium formado por células irregulares y de
pequefio tamafio; cambium vascular formado por 4-6 capas de células alargadas; xilema

centripeto al cambium, vasos xilematicos de diferentes tamaiios y paredes engrosadas (Fig. 4.4).

Médula central amplia, cuyas células fueron de gran tamafio y alto contenido en

compuestos fenolicos, con escasos espacios intercelulares (Fig. 4.1).

Figura 4.- Tallo joven

Fig. 4.1: Panoramica que mostro la disposicion concéntrica de los tejidos: epidermis, cortex, haces
vasculares y médula.

Fig. 4.2: Epidermis con cuticula lisa, colénquima angular y tricomas.
Fig. 4.3: Detalle de células pétreas corticales.

Fig. 4.4: Coértex parenquimatico y haces vasculares colaterales con parénquima interfascicular y
médula central con compuestos fendlicos.
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Sc: esclerénquima; Pi:

3
asterisco: depdsito de compuestos

)

25 pm: 1

E: Epidermis; Me: Médula; HV: Haz Vascular;

3

Figura 4.- Fotomicrografias al MO de los tallos jovenes de Leucospermum *Spider’. C: Cortex; CV:
Parénquima interfascicular; X: Xilema; F: Floema; Tf: Traza foliar;

Cambium Vascular;

2,3,4.

2

fenolicos; flecha: tricoma; cabeza de flecha: cuticula. Barras:
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Tallo maduro

La s.t. del tallo mostré una disposicion tisular concéntrica. Epidermis simple de células
papilosas y protegidas por una cuticula lisa y gruesa. Ausencia de depositos fendlicos en el lumen
celular epidemial. Abundantes tricomas simples, con célula basal y célula superior alargada que

se desprende durante las técnicas de MO (Figs. 5.1-5.2).

Colénquima angular subepidérmico formado por 2-3 capas de células y de distribucion
no uniforme en todo el perimetro del tallo, presentd escasos espacios intercelulares. Cortex
parenquimatico en el que se distinguieron células pétreas individuales o agrupadas en nimero de
2-3, con paredes muy engrosadas y desprovistas de contenido celular. Esclerénquima perivascular

de paredes engrosadas y escasa luz celular (Fig. 5.3).

Los haces vasculares colaterales, con crecimiento secundario, rodearon una extensa
médula parenquimatica. Vasos de varios tamaiios se dispusieron desordenadamente entre el tejido
xilematico; floema, de tubos cribosos y fibras, centrifugo al cambium vascular y xilema
centripeto al cambium (Fig. 5.3). Cambium vascular constituido por 7-8 capas de células

aplanadas. Parénquima interfascicular de 1-3 filas de células.

La medula central presento células redondeadas con escasos espacios intercelulares y

escasos depositos de fenoles en el lumen celular (Fig. 5.1).

Figura 5.- Tallo maduro

Fig. 5.1: Panordmica que mostro la disposicion de la epidermis, colénquima, haces vasculares y
médula.

Fig. 5.2: Epidermis con cuticula lisa, tricomas y colénquima angular.

Fig. 5.3: Cortex parenquimatico con depdsitos fendlicos y haces vasculares colaterales bien
desarrollados.
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Figura 5.- Fotomicrografias al MO de los tallos maduros de Leucospermum ‘Spider’. C: Cortex; Co:
Colénquima; E: epidermis; CV: cambium vascular; F: Floema; X: Xilema; HV: Haz Vascular; Me:
Médula; Sc: esclerénquima; Cp: Célula pétrea; asterisco: deposito de compuestos fenolicos; flecha:
tricoma; cabeza de flecha: cuticula. Barras: 25 pm: 1, 2, 3.
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Discusion de las caracteristicas estructurales de los tallos prototipo
Los tallos, jovenes y maduros, de Leucospermum ‘Spider’ fueron circulares con
ordenacion tisular concéntrica, cuya epidermis fue simple, y cuticula lisa y gruesa. Ausencia de

depositos fenolicos en el lumen celular epidermial.

Segun Pérez Francés et al. (2001), las caracteristicas de la epidermis y cuticula se han
citado para plantas de otros género como Leucadendron, L. discolor y L. ‘Safari Sunset’,
predominando las cuticulas extensas. También comparten estas caracteristicas P. ‘Susara’ y P.

‘Pink Ice’ (Vera Batista, 2016).

Los tricomas observados en el tallo fueron simples, con célula basal y superior alargada.
Segun Ehleringer et al. (1976) y Fahn (1985) su presencia se relaciona con la prevencion en la

pérdida de agua y como barrera frente a la radiacion.

En los tallos jovenes se observd colénquima subepidérmico formado por 6-8 capas de
células, mientras que en los maduros, por 2-3 capas. Este tejido colenquimatico se manifiesta en
estructuras en vias de crecimiento y disminuye cuando se ha adquirido un cierto grado de
desarrollo (Paiva y Machado, 2003). Ambos tipos, jovenes y maduros, presentaron distribucion
no uniforme en todo el perimetro del tallo, coincidiendo esta distribucion con lo manifestado por

Vera Batista (2016) para L. patersonii.

El cortex parenquimatico mostré un numero variable de capas celulares en los tallos
jovenes, comprendidos entre 9-10. Las plantas de otros géneros, de la misma familia, mostraron
diferente numero, de 5-11 en Finschia chloronxantha y 9 en Garnieria spathulifolia (Catling,
2010), 6-7 en Grevillea acuaria, 1-3 en G. sparciflora, 2-8 en Hakea y 3-6 en Persoonia (Catling,
1996). Segin Pérez Francés et al. (2001), Leucadendron discolor y L. ‘Safari Sunset’ presentaba
de 10-15, y Vera Batista (2016) observo 20-30 en P. obtusifolia y 6-8 en L. ‘Succesion I’

Los elementos vasculares se encontraron en la periferia de una médula ancha. En el
parénquima cortical se identificaron numerosas células pétreas aisladas o en grupos de 2-3 en
tallos jovenes y maduros. Segiin Vera Batista (2016), también se observaron en P. ‘Susara’,
mientras que no se identificaron en L. ‘Succesion I'. Gokul et al. (1996) indicaron que estas
células podrian conceder un soporte estructural y colaborar con el colénquima frente a los efectos

del viento. Ademas, de su intervencion en el transporte de agua (Heide-Jorgensen, 1990).

Los haces vasculares fueron colaterales, con crecimiento secundario en tallos maduros, y

en fasciculos en los jovenes. La cantidad y tamafio de éstos difieren entre ellos. Sin embargo,
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segin Catling (1996; 2010) los haces vasculares de Finschia, Garnieria, Grevillea, Hakea y

Persoonia, fueron eustélicos a sifonostélicos, rodeados por una banda continua de fibras.

El esclerénquima fue mas predominante en los tallos maduros que en los jovenes. Este
tejido manifesté diferencias entre las plantas del género Leucospermum y Protea, siendo mas
abundantes en este ultimo género (Vera Batista, 2016). Este tejido, su abundancia, se relaciond
con un soporte de la adaptacion de estas plantas al escleromorfismo/xeromorfismo (Fahn y
Broido, 1963).

I1V. 2. 2. 2. Resumen de las caracteristicas tisulares

Esquemas de las secciones transversales de las hojas, jovenes y maduras, de

Leucospermum ‘Spider’ en los que se mostraron la distribucion de los distintos tejidos.

Hoja joven
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Esquemas de las secciones transversales de los tallos, jovenes y maduros, de

Leucospermum ‘Spider’ en los que se mostraron la distribucion de los distintos tejidos.
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IV. 2. 2. 3. Estudio de la anatomia de las estacas de Leucospermum

‘Spider’ tras la aplicacion de los diferentes tratamientos

En este apartado se describid la anatomia de las estacas de Leucopermum ‘Spider’,
después de cada uno de los tratamientos (Tr2, Tr5 y Tr6), y se comparo con la del prototipo (tallo)

previamente estudiado.

Tratamiento 2 (2000 ppm de IBA)

La s.t. de la estaca en su parte superior present6 una distribucion tisular similar a la s.t.
del tallo prototipo (Fig. 6.1). En cambio, la porcion basal (en contacto con el sustrato, una vez se
elimino éste), presentd numerosas protuberancias de distintos tamafios (Figs. 6.2 - 6.4), que se

corresponden con la formacion de callos y entre los cuales surgen algunas raices (Figs. 6.2 - 6.3).

Las s.t. de la parte basal de las estacas mostraron crecimiento celular subepidérmico. El
cortex formado por grandes células parenquimaticas, en mayor nimero que en el prototipo (Fig.
7.1); entre sus células se localizaron grupos celulares con caracteristicas meristematicas
(meristemoides) que no manifestaron polaridad y se tifieron intensamente con azul de toluidina

(Fig. 7.1-7.11). Ademas las células pétreas fueron mas numerosas (Fig. 7.2).

El sistema vascular presentd alargamiento; los haces vasculares fueron colaterales,
desordenados, y ya no se observé un anillo continuo alrededor de la medula (Fig. 6.5). Entre los
elementos del xilema habia filas radiales de parénquima xilematico con citoplasma intensamente
tefiido. La lignificacion aumentd en los elementos del xilema, al igual que la acumulacion de

sustancias fendlicas (Fig. 7.3).

El cambium vascular manifesto gran actividad en el que se diferenciaron distintos planos
de division celular, con aspecto de movimientos en diferentes sentidos (Fig. 6.5). Las divisiones
celulares en distintos planos desarrollaron clister de células que modificaron su direccion y
originaron los callos (Figs. 6.51-7.11). Cambium vascular discontinuo, constituido por numerosas

capas de células aplanadas y localizadas periféricamente a los elementos del xilema (Fig. 7.3).
Figura 6.- Fotomacrografias de microscopio estereoscopico y fotomicrografias a MO de la porcidn basal
estacas después del Tr2

Fig. 6.1: S.t. de la estaca que mostro la disposicion del cortex, haces vasculares y médula.

Fig. 6.2: Detalle de la s.t. de un callo.

Figs. 6.3 - 6.4: Panoramica de la parte basal de la estaca con numerosos callos y raices.

Fig.6.5: Vision panoramica de la parte basal de la estaca, donde se observaron los diferentes planos
que se desarrollan.

Fig. 6.51: Detalle de la seccion enmarcada de la Fig. 6.5. Obsérvese los meristemoides.
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Figura 6.- Fotomacrografias al microscopio estereoscopico de la parte superior y basal de la estaca (1-
4) de Leucospermum ‘Spider’ y fotomicrografias al MO de la parte basal de la estaca en s.t. (5-51)
después del Tr2. C: Cortex; Ca: Callo; HV: Haz Vascular; Me: Médula; CV: Cambium Vascular; R:
Raiz; Mr: Meristemoide. Barras: 25 pm: 5, 5i.
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Figura 7.- Fotomicrografias a MO de la porcion basal de las estacas después del Tr2

Fig. 7.1: S.t. del parénquima cortical y grupo de células pétreas.
Fig. 7.1i: Detalle de la zona enmarcada de la Fig. 7.1. Obsérvense los meristemoides.

Fig. 7.2: S.t. donde se pudo apreciar el xilema y el cambium vascular, rodeados de parénquima.

Fig. 7.3: Zona con modificacion en los planos de las divisiones celulares.

Figura 7.- Fotomicrografias al MO de la parte basal de la estaca en s.t. después del Tr2. C: Cortex;
CV: Cambium Vascular; P: Parénquima Mr: Meristemoide; Cp: Célula pétrea; X: Xilema; Zmd: Zona

modificacion division. Barras: 25 pm: 1, 11, 2, 3.
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Tratamiento 5 (peroxido de hidrogeno + 2000 ppm de IBA)

La s.t. de la estaca en su parte superior presentd una distribucion tisular similar a la s.t.
del tallo prototipo (Fig. 8.1). En cambio, la porcion basal (en contacto con el sustrato, una vez se
elimind éste), presentd numerosas protuberancias de distintos tamanos (Figs. 8.2 - 8.3), que

corresponden a la formacion de callos y entre los cuales surgieron algunas raices (Fig. 8.2).

Las s.t. de la parte basal de las estacas mostraron epidermis simple con pared tangencial
gruesa y crecimiento celular subepidérmico. El cortex formado por grandes células
parenquimaticas, en mayor nimero que en el prototipo (Fig. 9.1); entre sus células se localizaron
grupos celulares con caracteristicas meristematicas (meristemoides) que no manifestaron
polaridad y se tifieron intensamente con azul de toluidina (Fig. 8.4-9.1). También se observaron

numerosas células pétreas (Fig. 9.2).

El sistema vascular mostré alargamiento; haces vasculares colaterales, ordenados, que
formaron un anillo continuo alrededor de la médula (Fig.8.4). Entre los elementos del xilema
habia filas radiales de parénquima xilematico con citoplasma intensamente tefiido. La
lignificacion aumentoé en los elementos del xilema, al igual que la acumulacion de sustancias

fenolicas (Fig. 9.3).

El cambium vascular expreso gran actividad en el que se diferenciaron distintos planos
de division celular, a diferencia de las muestras prototipo, con aspecto de movimientos en
diferentes sentidos (Fig. 8.4). Las divisiones celulares en distintos planos desarrollaron cluster de
celulas que modificaron su direccion y originaron los callos (Figs. 8.4-9.1). Cambium vascular
discontinuo, constituidos por numerosas capas de células aplanadas y localizadas periféricamente

a los elementos del xilema.

Figura 8.- Fotomacrografias de microscopio estereoscopico y fotomicrografias a MO de la porcidn basal
estacas después del Tr5

Fig. 8.1: Panoramica de una de las porciones obtenidas al seccionar la parte basal de la estaca para
su posterior inclusion en resina. Obsérvese la disposicion concéntrica de los tejidos: cortex, anillo de haces
vasculares y médula.

Fig. 8.2: Panoramica de la parte basal de la estaca con numerosos callos y raices.
Fig. 8.3: Detalle de la s.t. de un callo.

Fig. 8.4: S.t. que mostr6 esclerénquima, gran actividad del cambium vascular y alargamiento del
haz vascular.

132



Figura 8.- Fotomacrografias al microscopio estereoscopico de la parte superior y basal de la estaca
(1-3) de Leucospermum ‘Spider’ y fotomicrografias al MO de la parte basal de la estaca en s.t. (4)
después del Tr5. C: Cortex; Ca: Callo; HV: Haz Vascular; Me: Médula; CV: Cambium Vascular; R:
Raiz; Mr: Meristemoide; Cp: Célula pétrea; PX: Parénquima Xilematico. Barra: 25 pm: 4.
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Figura 9.- Fotomicrografias a MO de la porcion basal de las estacas después del Tr3
Fig. 9.1: S.t. del parénquima cortical y parénquima xilemativo. Obsérvense los meristemoides.

Fig. 9.2: S.t. donde se observd el esclerénquima y abundantes células pétreas, rodeados de
parénquima.

Fig. 9.3: Bandas concéntricas de células cuyas caracteristicas corresponden a xilema, cambium
vascular y floema en el cortex. Ademads se distingue el esclerénquima, células pétreas y depodsitos fendlicos.
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Figura 9.- Fotomicrografias al MO de la parte basal de la estaca en s.t. después del Tr5. P: Parénquima;
Pi: Parénquima interfascicular; PX: Parénquima Xilematico; Mr: Meristemoide; Cp: Célula pétrea; Sc:
Esclerénquima; X: Xilema; F: Floema; asteriscos: depdsito de compuestos fenolicos. Barras: 25 pm:
1,2,3.
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Tratamiento 6 (peroxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA)

La s.t. de la estaca en su parte superior present6 una distribucion tisular similar a la s.t.
del tallo prototipo (Fig. 10.1). En cambio, la porcion basal (en contacto con el sustrato, una vez
se elimind éste), presentd numerosas protuberancias de distintos tamafios (Fig. 10.2), que

corresponden a la formacion de callos y entre los cuales surgen algunas raices (Figs. 10.3 — 10.4).

Las s.t. de la parte basal de las estacas mostraron epidermis simple con pared tangencial
gruesa y crecimiento celular subepidérmico. El cortex formado por grandes células
parenquimaticas, en mayor niimero que en el prototipo, estas presentaron un aspecto desordenado
(Fig. 10.5); entre sus cé€lulas se localizaron grupos celulares con caracteristicas meristematicas
(meristemoides) que no manifestaron polaridad y se tifieron intensamente con azul de toluidina

(Figs. 10.5-10.5a). Células pétreas numerosas (Fig. 11.2).

El sistema vascular expresoé alargamiento; haces vasculares colaterales, ordenados, donde
se observo un anillo continuo alrededor de la médula (Fig.11.1). Haces vasculares separados por
parénquima interfascicular (Fig. 11.1). Entre los elementos del xilema habia filas radiales de
parénquima xilematico con citoplasma intensamente tefiido. La lignificacion aumenté en los

elementos del xilema, al igual que la acumulacion de sustancias fenolicas (Fig. 11.1).

El cambium vascular manifiesto gran actividad en el que se diferenciaron distintos planos
de division celular, a diferencia de las muestras prototipo, con aspecto de movimientos en
diferentes sentidos. Las divisiones celulares en distintos planos desarrollaron cluster de células
que modificaron su direccion y originaron los callos (Fig. 11.2). Cambium vascular discontinuo,
constituido por numerosas capas de células aplanadas y localizadas periféricamente a los
elementos del xilema.

Figura 10.- Fotomacrografias de microscopio estereoscopico y fotomicrografias a MO de la porcion basal
estacas después del Tr6.

Fig. 10.1: S.t. de la estaca que mostrd la disposicion del cortex, haces vasculares y médula.
Fig. 10.2: Detalle de la s.t. de un callo.

Fig. 10.3: Panoramica de la s.t. Obsérvese la disposicion concéntrica de los tejidos, y las raices en
la parte basal de la estaca.

Fig. 10.4: Panoramica de la parte basal de la estaca con numerosas raices.

Fig. 10.5: Vision panoramica de la parte basal de la estaca, donde se mostraron los diferentes
planos que se desarrollan.

Fig. 10.5a: Detalle de la zona enmarcada de la Fig. 10.5. Obsérvese los meristemoides.

Fig. 10.5b: Detalle de la zona enmarcada de la Fig. 10.5. Obsérvese esclerénquima, gran actividad
del cambium vascular y parénquima.
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Figura 10.- Fotomacrografias al microscopio estereoscopico de la parte superior y basal de la estaca
(1-4) de Leucospermum ‘Spider’ y fotomicrografias al MO de la parte basal de la estaca en s.t. (5-5b)
después del Tr6. C: Cortex; Ca: Callo; HV: Haz Vascular; Me: Médula; R: Raiz; P: Parénquima; Sc:
Esclerénquima; Mr: Meristemoide; Cp: Célula pétrea; Zmd: Zona modificacion division. Barras: 25
pm: 5, 5a, 5b.

136



Figura 11.- Fotomicrografias a MO de la porcion basal de las estacas después del Tr6

Fig. 11.1: S.t. del parénquima cortical. Obsérvese el alargamiento de los haces vasculares y entre
ellos el parénquima interfascicular.

Fig. 11.2: S.t. con bandas concéntricas de células cuyas caracteristicas corresponden a xilema,
cambium vascular y floema en el cortex. Ademads se diferencio el esclerénquima y células pétreas.

Figura 11.- Fotomicrografias al MO de la parte basal de la estaca en s.t. después del Tr6. P:
Parénquima; Pi: Parénquima interfascicular; HV: Haz Vascular; Cp: Célula pétrea; Sc: Esclerénquima;
X: Xilema. Barra: 25 pm: 1, 2.

137



Discusion de las caracteristicas estructurales de los tallos después de la aplicacion de los
diferentes tratamientos

Kibber et al. (2004) y Tworkoski y Takeda (2007) citaron que la generacion de raices
adventicias de novo, a partir de diversas partes de la plantas, distintas a las del embridn, se deben
a diferentes caracteristicas de las células vegetales y estaba afectada por diversos factores tales
como genotipo, tipo y fecha de recoleccion de las estacas y factores endogenos. Sin embargo, se
podia potenciar o estimular dicha generacion radicular, empleando reguladores de crecimiento
(IBA, poliaminas) y sustancias de demostrada influencia, como el peréxido de hidrogeno, en
dicha formacion. La aplicacion de diversos tratamientos (Tr2, Tr5 y Tr6) en la base de las estacas,
del cultivar Leucospermum ‘Spider’, promovieron una serie de alteraciones en la anatomia de las

mismas.

Estas alteraciones se distinguieron, visualmente, en las estacas, que se manifestaron con
numerosas protuberancias que corresponden a la formacion de callos. Estos fueron bastante
voluminosos y numerosos, sobre todo con el Tr2 (2000 ppm de IBA), seguido del Tr 5 (perdxido
de hidrégeno + 2000 ppm de IBA), y por ultimo el Tr6 (peroxido de hidrégeno + 4000 ppm de
IBA).

Segiin Hartman y Kester (1989), con frecuencia, las raices emergieron a través del callo,
y por tanto la constitucion de esta estructura parecia esencial para el enraizamiento. Sin embargo,
algunas estacas a las que se les aplico estos tratamientos aqui ensayados, no siempre presentaron
callo y no condicionaron el enraizamiento. Los tratamientos aplicados en este Trabajo de Fin de
Grado, hicieron que se formara el callo en la base de las estacas y emergieran las raices. Tambi¢én
surgian de las heridas realizadas al eliminarles las hojas de la estaca. Sin embargo, se cree que no
hubo una relacion secuencial obligatoria entre el callo y las raices formadas, ya que en algunas
ocasiones las estacas con numerosas raices no presentaban callos, ademas, se observabaron
estacas con excelente callos que posteriormente no emitieron raices. Esto también ocurrié en
estacas de P. ‘Pink Ice’ (Vera Batista, 2016). Segun Howard (1971) cuando ocurre

simultaneamente se debe a la dependencia de condiciones internas y ambientales similares.

Las s.t. de las estacas sometidas a los tratamientos, y observadas a MO, mostraron una
cierta ampliacion del haz vascular, en los Tr5 y Tr6, ademas de gran actividad meristematica
localizada en el cambium vascular, con divisiones en diferentes planos que dieron lugar a claster
desiguales que constituyeron los callos, y diferenciaciones con distribucion circular que dieron

origen a las nuevas raices.
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Como ocurrid en las estacas objeto de estudio, segin Fogaca y Fett-Neto (2005), en la
fase de iniciacion, los efectos de esta hormona (IBA) se podia manifestar en diversos tejidos
siempre que en ellos las agrupaciones de células maduras recuperasen su habilidad de division

celular.

Las estacas tratadas con peroxido de hidrogeno en combinacion con IBA presentaron, en

general, mayor actividad meristematica, que cuando se aplico la hormona sola.

Segun Li et al. (2009), la aplicacion de perdxido de hidrogeno promueve un mayor
numero de raices adventicias como sucedio en Vigna radiata. Asi, las estacas de Leucospermum
‘Spider’, tratadas con peroxido de hidrogeno en combinacion con la hormona presentaron raices

mas numerosas y de mayor tamafio (cepellon compacto) que cuando se aplico la hormona sola.

Una respuesta comin en los tres tratamientos estudiados fue el aumento del tejido
esclerenquimatico, al igual que el aumento de células pétreas, tanto individuales como agrupadas.
Este tejido como indico Evert y Eichhom (2007) se encuentra influenciado en su desarrollo por
las fitohormonas. Heide-Jorgensen (1990) postulé que las células pétreas proporcionaban
resistencia mecanica a la estaca aunque podrian colaborar en el transporte de agua. Sin embargo,
para Hartman y Kester (1989) la presencia de tejido esclerenquimatoso podria estar relacionado
con el problema para enraizar que manifestaron las plantas lefiosas. En otros ensayos, se observo
que no habia relacion general entre la presencia de tejidos que pueda ser considerada como barrera

en la creacion de raices (Kachecheba, 1975).
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V. CONCLUSIONES

De los resultados de este Trabajo Fin de Grado se han obtenido las siguientes

conclusiones:

1. Leucospermum ‘Spider’ puede propagarse, en las condiciones en que se realizd este
ensayo, mediante el uso de:

a) IBA a una concentracion de 2000 ppm, va que ésta es suficiente para conseguir
estacas trasplantables desde las primeras semanas, no mostrando diferencias
significativas cuando se aumento la concentracidon ni cuando se combind en
diferentes concentraciones con el peroxido de hidrogeno.

b) Peroxido de hidrogenos al 3,5% aplicado solo, ya que aunque no se obtuvo el
mejor porcentaje de estacas trasplantables, se lograron valores aceptables en el
enraizamiento de esta familia. Ademas, no se contabilizaron estacas muertas.

¢) IBA + peroxido de hidrogeno, que mejoro el porcentaje de estacas trasplantables
que con el uso de peroxido de hidrogeno solo. Sin embargo, es suficiente con la

aplicacion de IBA para obtener porcentajes elevados de estacas trasplantables.

Sin embargo el uso de etanol al 50% no es suficiente para conseguir un valor superior al

10% de estacas trasplantables.

2. Lapresencia de callos no condicioné el enraizamiento en este ensayo, las estacas tratadas
con 4000 ppm de IBA nunca produjeron callo, mostrando un 80% de estacas

trasplantables.

3. Los callos se formaron preferentemente en la base de las estacas, ademas, en los
tratamientos de 2000 ppm IBA, peroxido de hidrogeno + 2000 ppm de IBA y peroxido
de hidrégeno + 4000 ppm de IBA; se produjeron en las heridas donde se eliminaron las

hojas.

4. Las hojas y tallos mostraron modificaciones estructurales atribuibles a las condiciones
del desarrollo presentando menor grosor de la cuticula y de la pared tangencial externa
de las células epidérmicas, variacion de la ornamentacion de los tricomas y exigiliidad de

los depdsitos fenolicos, en los ejemplares jovenes respecto a los maduros.
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10.

Las hojas mostraron isobilateralidad, estomas paraciticos en ambas superficies foliares y

haces colaterales mas desarrollados en los ejemplares adultos.

Los haces vasculares caulinares se distribuyen apretadamente en torno a la médula tanto

en los ejemplares jovenes como adultos.

Los caracteres estructurales mostraron mayor grado de esclerofilia en los ejemplares

adultos que en los jovenes.

La aplicacion de los diferentes tratamientos generd una serie de cambios anatdomicos en
los tallos, y observados a MO, como fueron: una mayor actividad meristematica en la
zona cambial y en el cortex, siendo mas notable en los se combino el peroxido de

hidrogeno con IBA.

Alargamiento de los haces vasculares en los tratamientos con peroxido de hidrogeno +
2000 ppm de IBA vy peroxido de hidrogeno + 4000 ppm de IBA. En menor grado para el
tratamiento 2000 ppm de IBA.

Un aumento del tejidos esclerenquimatico y células pétreas, tanto individuales como

agrupadas, en todos los tratamientos estudiados, y cuya presencia no puede considerarse

como barrera en la produccion de raices.
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CONCLUSIONS

From the results of this end-of-degree project the following conclusions were obtained:

1. Leucospermum 'Spider' may be spread, in the conditions used in this trial, through the use
of:

(a) IBA in a 2000 ppm concentration, because this is sufficient to obtain transplantable
cuttings from the first few weeks, not showing significant differences when the
concentration was increased or when combined in different concentrations with
the hydrogen peroxide.

(b) Only applying hydrogen peroxide at 3.5%, alone since the best percentage of
transplantable cuttings were not obtained, acceptable values were gained in the
roots of this family. In addition, dead cuttings were not included.

(c) IBA + hydrogen peroxide, which improved the percentage of transplantable
cuttings instead of using only hydrogen peroxide. However, to get high

percentages of transplantable cuttings it is enough with the application of IBA.

However the use of ethanol at 50% is not enough to get a value greater than 10% of transplantable

cuttings.

2. The presence of calluses did not condition the rooting in this essay, the cuttings treated

with 4000 ppm of IBA never produced callus, showing an 80% of transplantable cuttings.

3. The calluses were formed preferably in the base of the cuttings, besides, in the 2000 ppm
IBA treatments, the hydrogen peroxide + 2000 ppm of IBA and hydrogen peroxide +

4000 ppm of IBA; they were produced in the wounds where the leaves were removed.

4. Leaves and stems showed structural changes attributable to the development conditions
presenting a thinner cuticle and a thinner outer tangential wall of epidermal cells, a
variation in the ornamentation of the trichomes and a shortage of the phenilic deposits, in

the young specimens regarding the mature ones.

5. The leaves showed isobilaterally, paracitic stomatas on both leaf surfaces and collateral

bundles which were more developed in the adult specimens.

6. The vascular cauline bundles are distributed tightly around the pith both in the young

specimens as in the adult ones.
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10.

Structural characters showed a higher degree of sclerophyllous in adult specimens than

in young people.

The application of different treatments generated a series of anatomical changes in stems,
and observed by OM, as were: increased meristem activity in the cambial zone and in the
cortex, being most pronounced in ones that were combined with hydrogen peroxide with
IBA.

Lengthening of the vascular bundles in the treatments with hydrogen peroxide + 2000
ppm of IBA and hydrogen peroxide + 4000 ppm of IBA. To a lesser degree for the
treatment of 2000 ppm of IBA.

An increase of the sclerenquimatic tissue and stone cells, both individual and grouped
cells in all the studied treatments, and whose presence cannot be considered as a barrier

in the production of roots.
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VI. PROPUESTAS DE FUTURO







VI. PROPUESTAS DE FUTURO

Conforme a los resultados expuestos anteriormente, el siguiente paso para completar este
estudio, seria analizar lo que sucede histologicamente en las estacas, de Leucospermum ‘Spider’,
cuando se aplica etanol 50%, Trl (control), y las estacas tratadas Gnicamente con peroxido de
hidrogeno (Tr4) e IBA en mayor concentracion (Tr3), para comprobar y comparar con los

tratamientos estudiados (Tr2, Tr5 y Tr6).

Asimismo, el estudio de la actividad peroxidasa, en este cultivar, usada como un marcador

para identificar las sucesivas fases de enraizamiento y temporizacion de cada una de estas fases.

Ademas seria interesantes el estudio de hojas y tallo a nivel de microscopia electronica

de transmision.
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