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SUMMARY

Nothofagus pumilio is the most important forest species in South Patagonia. The present work was carried out to
determine the suitable cultural conditions for in vitro propagation through shoot culture of saplings and a mature
tree. The days after sprouting and the presence of the bud scales were critical for culture initiation. A medium with
a low salt concentration and the addition of glutamine, as Broadleaved Tree Medium, was suitable for shoot
multiplication, being affected both by cytokinin and giberellin. A multiplication rate of 1:3-5 was obtained with 20-
30 uM 2iP and 0.3 uM GA; at day 63. No significant differences were found between the juvenile and adult
material. Rooted shoots (60-70%) were obtained with 0.61-1.23 uM AIB and ten days darkness at the induction
stage. Rooted shoots were then successfully acclimatised and 43.2% of good quality plants were obtained after 45
days.
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RESUMEN

Nothofagus pumilio es la especie forestal mas importante en Patagonia Sur. El objetivo de este trabajo fue establecer
un protocolo de propagacion in vitro a partir de brotes de renovales y un arbol adulto. El tiempo transcurrido desde
la brotacion del material vegetal y la presencia de las pérulas fueron criticos para la iniciacion de los cultivos. Un
medio con baja concentracion salina adicionado con glutamina, como el Broadleaved Tree Medium, fue adecuado
para la multiplicacion de los brotes siendo ésta afectada por las citocininas y el acido giberélico. Se obtuvo una tasa
de multiplicacion de 1:3-5 en un medio adicionado con 20-30 uM 2iP y 0.3 uM GA; al dia 63. No se encontraron
diferencias significativas entre el material juvenil y el adulto. Un enraizamiento del 60-70% se obtuvo en un medio
con 0.61-1.23 uM AIB y diez dias de oscuridad en la etapa de induccidén. Se obtuvo un 43.2% de plantas rusticadas
de buena calidad después de 45 dias de aclimatacion.

Palabras claves:

INTRODUCCION

Nothofagus ~ pumilio, comunmente llamado
'lenga', es la especie forestal mas importante en
Patagonia Sur por su abundancia, calidad de ma-
dera y crecimiento. Ocupa 3 millones de hecté-
reas, encontrandose el 23.7% en el sector argenti-
no. En los mejores sitios alcanza un diametro de
hasta 130-150 cm y mas de 30 m de altura total
1993, Martinez Pastur et al. 1994,

1994).

(Fernandez et al.
Martinez Pastur y Fernandez

Nothofagus, Lenga, in vitro, propagacion, material adulto.

Es posible que la lenga posea una gran variabi-
lidad intraespecifica debido a su amplio rango de
distribucion (Uriarte y Grosse 1991), de gran inte-
rés para el mejoramiento genético de la especie.
La propagacion vegetativa posibilita la transmi-
sion de caracteres fenotipicos de baja heredabilidad
y capta en forma inmediata todas las caracteristi-
cas deseables. La propagacion in vitro es la alter-
nativa mas difundida cuando existe dificultad para
propagar la especie por métodos agamicos con-

vencionales. Existen varios trabajos sobre el culti-
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vo in vitro de Nothofagus (Jordan y Velozo 1992,
1996, Calder6n et al. 1994, Mattes
Fernandez 1995, Martinez Pastur y Arena 1995,
1996, Martinez Pastur et al.

Jordan et al.

1996), presentando
uno de ellos resultados preliminares en N. pumilio
1995). El objetivo de este

trabajo fue elaborar un protocolo de cultivo in vitro

(Martinez Pastur et al.

de brotes provenientes de renovales y un arbol

adulto de N. pumilio.

MATERIAL Y METODOS

Los

brotes se obtuvieron de 20 renovales de 10 a 15

Material vegetal y condiciones de cultivo.
afios de edad y de las ramas bajas de un arbol
adulto en fase de envejecimiento (aproximada-
mente de 200 afios) que crecian juntos y en forma
natural en un rodal homogéneo del bosque. Dicho
material vegetal fue recolectado en las cercanias
de la ciudad de Ushuaia (Tierra del Fuego, Argen-
tina), al final del periodo de reposo (agosto-sep-
tiembre) e inmediatamente fueron forzados a bro-
tar en condiciones de laboratorio. Para mejorar su
sanidad las ramas fueron rociadas con Agrimicina
al 0.1% (mezcla de sulfato de estreptomicina al
88.90% y sal

11.1%).

cuaternaria de oxitetraciclina al

Para iniciar cultivos de arboles adultos, es posi-

ble utilizar brotes provenientes de esferoblastos

(Caso et al. 1996). Sin embargo, estas estructuras
son muy escasas en lenga y su presencia siempre
estda asociada a poblaciones de N. antarctica

('fiire'), presuponiendo un cierto grado de hibridi-
zacidén en estos puntos de contacto. Por esta razén
se descartd el uso de los esferoblastos y se utiliza-
ron brotes de las ramas bajas de un arbol que se

encontraba en un bosque puro de lenga.

El material vegetal fue esterilizado con NaOCl1
(1.0% de Cl, activo) por 5 minutos. Luego se en-
juago tres veces en ambiente estéril con agua des-
tilada. Explantos de 1-2 cm de largo que incluian
el apice y dos hojas fueron cultivados en Broad-
leaved Tree Medium (BTM) (Chalupa 1983) con
los macronutrientes reducidos a la mitad y cultiva-
dos por 5-7 dias para favorecer la aparicion de
organismos contaminantes. Para todos los experi-
mentos, el medio de cultivo fue suplementado con
sacarosa (3.0% p/v), agar regional (0.7% p/v) y
puestos en tubos de 20 mm x 120 mm contenien-
do 10 mi del mismo. El pH fue ajustado a 5.7 =
0.05 con KOH 0.1 N antes de autoclavarlo, el cual
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se llevdo a cabo por 20 minutos a 0.1 MPa. Los
cultivos se mantuvieron en una cdmara a 22 + 2°C
con un fotoperiodo de 16 h usando lamparas
fluorescentes (57 pmol m? s PAR).

Ensayos preliminares. Se llevaron a cabo los
siguientes ensayos para determinar: 1) el medio
basico de cultivo (Murashige & Skoog completo,
macronutrientes a la mitad y a la cuarta parte,
Woody Plant Medium y el BTM), y 2) la compo-
sicion organica (BTM, Murashige & Skoog,
Murashige & Skoog + 0.3 uM de tiamina, com-
puestos organicos de De Fossard y un medio libre
de compuestos organicos) (Murashige y Skoog
1962, De Fossard et al. 1974, Lloyd y McCown
1981, Chalupa 1983, George et al. 1987, Margara

1988).

Etapa de multiplicacion.
mento (A) el efecto de la 6-benciladenina (BA)
(0.25, 0.50, 1.00, 2.00, 5.00 y 10.00 uM) y de la
6-(y-y-dimetilalilamino) purina (2iP) (2, 5, 10, 20,
30, 40 y 50 uM) fueron ensayados con BTM como

En un primer experi-

medio basico. En un segundo experimento (B) el
efecto del acido giberélico (AG3) (0.0 y 0.3 uM) y
el decapitado de los explantos (al dia 0, 21 y un
testigo sin decapitar) fueron ensayados con BTM
suplementado con 20 uM 2iP. En el ultimo ensayo
(C) se analizaron las respuestas comparativas en-
tre brotes de renovales y un arbol adulto en un
medio de BTM adicionado con 20 uM de 2iP.

Los explantos se repicaron sin subdividir a
medio fresco cada 21 dias. Al dia 63 finalizaron
los ensayos, efectuandose la toma de los datos. La
validez estadistica de los resultados de todos los
ensayos fue obtenida a través de un analisis de
varianza mediante un test de Fisher y Tukey, ya
que los datos cumplieron con los supuestos de
normalidad y homogeneidad de la varianza. Los
datos de presencia y ausencia fueron analizados
por Chi-cuadrado y un test de Post-Hoc. Se traba-
jo con treinta explantos por cada tratamiento para
todos los experimentos y a una significancia de
P < 0.05.

Etapa de enraizamiento. Brotes de 2.0 cm de
largo con dos hojas y cuatro yemas fueron usados
para los ensayos de enraizamiento, luego de seis
meses en medio de multiplicacion. El efecto de
diferentes periodos de oscuridad (experimento D)
en la etapa de induccion fue ensayado (0, 5, 10, 15

dias), mientras que en un segundo ensayo (experi-
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mento E) se probd el efecto de la concentracion de
AIB (0.61, 1.23 y 2.46 uM). El medio basal em-
pleado fue el BTM con los macronutrientes redu-
cidos a la mitad. Los experimentos finalizaron al
dia 28 cuando se tomaron los datos.

Etapa de rusticacion. Los brotes enraizados en
el experimento E se pusieron a rusticar, ensayéan-
dose el efecto del nimero de raices (experimento
F) (1 raiz, 2-3 raices y +3 raices). Los explantos
se colocaron en envases de vidrio de 50 ml con
perlita estéril, 10 ml de agua y cubiertos con film
de polietileno para evitar la contaminacién y el
desecamiento. A los 15 dias se suplementd la per-
lita con 3 ml de los macronutrientes de medio
BTM reducidos a la mitad, perforando parcialmente
el film de polietileno. A los 30 dias se elimind
completamente la cubierta de polietileno, regando
periédicamente con agua corriente y a los 45 dias
se dio por finalizado el ensayo. Las condiciones
ambientales fueron las de la camara de cultivo

antes descrita.

RESULTADOS Y DISCUSION

Iniciacién de los cultivos. En la desinfeccion
se obtuvo un 80% de explantos libres de contami-
10% de pérdida se debid
al ennegrecimiento de los mismos. Los brotes se
mantuvieron en BTM con 10-20 uM 2iP o 0.5 uM

BA por 4-6 meses durante la estabilizacion de los

naciéon, mientras que un

cultivos.

La presencia de las pérulas sobre las yemas de
los brotes producidos in vivo fue la principal cau-
sa de oxidacion de los explantos in vitro. Su re-
mocioén semanal fue la clave para la iniciacion de
los cultivos. Por otra parte, cuando se utilizaron
brotes de mdas de una semana posterior a la
brotacion, fue imposible iniciar cultivos al oxidar-
se el 100% del material. El cultivo se consideré
estabilizado cuando se separd el material vegetal

crecido in vitro del brote original.

Ensayos preliminares:  En los experimentos pre-
liminares el BTM fue mejor medio basico de cul-
tivo. Este medio también fue adecuado para pro-
antarctica 'y N.
leoni (Martinez Pastur y Arena 1995, 1996, 1997,
1996). Otros medios de cul-

tivo con baja concentracion salina también fueron

pagar a N. obliqua, N. nervosa, N.

Martinez Pastur et al.

adecuados para propagar a N. nervosa (Calderon

et al. 1994, Mattes Fernandez 1995, Jordan et al.
1996). Las composiciones organicas de BTM y
Murashige & Skoog (este Gltimo con los macro-
nutrientes a la mitad) fueron las mas adecuadas.
Sin embargo, los explantos crecidos en el medio y
la composiciéon organica de BTM estaban mas
saludables, con hojas mas verdes y expandidas,
posiblemente debido a la presencia de la glutamina
(Martinez Pastur y Arena 1995).

Etapa de multiplicacion. En el experimento A
(cuadro 1) se encontré un efecto significativo en
el largo total de los explantos, nimero y largo de
los brotes axilares, tasa de multiplicacién, numero
total de hojas y presencia de callo en la base de
los explantos al analizar el efecto de diferentes
concentraciones de BA y 2iP. Los mejores valores
se encontraron al utilizar 20-30 uM 2iP con una
tasa de multiplicacién de 1:3, asi como también lo
antarctica (Martinez Pastur et al. 1996).
obliqgua y N.

fue en N.
Esta respuesta no se observd en N.
nervosa, dado que en un medio con 0.55 uM BA
se alcanzaron las mejores tasas de multiplicacion
(Martinez Pastur y Arena 1995, 1996). Como con-
trapartida, esta concentracion de 2iP favorecio
el crecimiento de callo en la base de los explantos,
el cual fue facilmente eliminado durante los

subcultivos.

Es probable que estas respuestas diferenciales
puedan ser explicadas a partir de la filogenia de
dentro del género Nothofagus. N.
nervosa son mas parientes entre si,
antarctica (Hill y Jordan 1993).
obliqgua x

las especies
obligua y N.
que N. pumilio y N.
Existen citas de hibridizacion entre N.
N. nervosa y N. pumilio x N. antarctica (Donoso
y Landrum 1976, Donoso 1993). La filogenia y la
existencia de cruzamientos naturales confirmarian
nuestros planteamientos, de que especies relacio-
nadas entre si presentan protocolos de propaga-
cién in vitro muy semejantes (Martinez Pastur y

Arena 1997).

En el experimento B (cuadro 2) se encontraron
diferencias significativas en el numero de brotes
axilares y la tasa de multiplicacion, cuando se
consideraron como efectos principales al decapita-
AG3

apice y se adicionaron 0.3 uM de AG, los valores

do del apice y el Cuando no se decapitd el

se incrementaron significativamente, obteniendo

una tasa de multiplicacion de 1:4.7. El agregado
de AG, favorecidé la brotacion y el alargamiento
de los brotes, al igual que lo observado para diver-

sas especies leflosas (Nadel et al. 1991a, 1991b,
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CUADRO 1

Efecto del BA y el 2iP (Experimento A) sobre el largo de los explantos (L), nimero (NB) y largo de los brotes
(LB), tasa de multiplicacion (TM), numero de hojas (NH) y presencia de callo en la base de los explantos (C)
durante la multiplicaciéon en medio BTM en la propagacion de brotes de renovales de lenga.

Effect of BA and 2iP (Experiment A) on explant length (L), number (NB) and shoot length (LB), multiplication rate (TM),
leaf number (NH) and presence of callus at the explant base (C) during multiplication on BTM medium

in the propagation of the shoots of lenga sapling.

Trata- L NB LB ™ NH C
miento (mm) (n) (mm) (n) (n) (%)
Control 16.4a 0.31a' 3.11al 0.42a' 4.37a! 2.9a?
BA 0.2 22.9ab ().80ab 4.74abc 1.00abcd 5.31a 14.3ab
(uM) 0.5 23.1ab 1.27abc 5.81abedef 1.07abed 4.86a 20.7ab
1.0 22.9ab 0.83ab 3.91ab 0.77ab 5.55a 5.6a
2.0 21.1ab 1.86bcde 5.62abcde 1.41bcdef 4.13a 52.2be
5.0 25.0abc 2.60cdel 5.53abced 1.35abcde 4.25a 45.0bc
10.0 23.1ab 1.47abcd 4.37abe 0.78abc 3.89a 84.2cd
2iP 2 34.3bed 1.33ahcd 8.68acdefg 2.00cdefgh 8.75b 75.0bed
(UM) 5 41.5de 1.47abcd 11.70g 2.05defgh 9.11b 76.5bed
10 44.8de 1.10abc 7.51abcdefg 1.72cdefg 9.20b 79.3cd
20 49 3¢ 2.02bedef 8.88dfg 2.25¢gh 10.58b 100.0d
30 48.9de 3.53f 10.63¢g 3.00h 11.00b 100.0d
40 39.7cde 3.25def 8.00acdefg 2.43efgh 10.25h 93.8cd
50 41.7de 3.37ef 10.21g 2.68gh 8.93b 87.5¢cd

En cada columna valores seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes a P < 0.05 por el test de Tukey1 y por

el test de Post-Hoc?.

CUADRO 2

Efecto de la presencia del apice y el GA; (Experimento B) sobre el numero (NB) y largo de los brotes (LB),
tasa de multiplicacion (TM) y presencia de callo en la base de los explantos (C) durante la multiplicacién en
medio BTM adicionado con 20 uM 2iP en la propagacion de brotes de renovales de lenga.

Effect of the presence of apex and GA, (Experiment B) on shoot number (NB) and shoot length (LB), multiplication rate
(TM) and presence of callus at the explant base (C) during the multiplication on BTM medium with 20 puM 2iP in the

propagation of the shoots of lenga sapling.

Tratamiento NB LB ™ C
(n) (mm) (n) (%)
Medias de los efectos principales
Apice No decapitado 4.78ab’ 10.42a' 3.96b! 87.5a2
Decapitado al dia 0 3.43a 9.57a 1.90a 93.8a
Decapitado al dia 21 5.56b 11.04a 3.75b 100.0a
AG; (uM) 0.0 3.85b 9.81a 2.72a 93.8a
) 0.3 5.33a 10.88a 3.68b 93.8a
Medias para cada tratamiento
Tratamiento AG; (UM)
No decapitado 0.0 3.68 9.59 3.25 87.5
Decapitado dia 0 0.0 3.25 9.08 1.75 93.8
Decapitado dia 21 0.0 4.62 10.76 318 100.0
No decapitado 0.3 5.87 11.25 4.68 87.5
Decapitado dia 0 0.3 3.62 10.06 2.06 93.8
Decapitado dia 21 0.3 6.50 11.32 4.31 100.0

Las medias de los efectos principales es para todos los tratamientos. En cada columna y para cada factor, valores seguidos de la

misma letra no son significativamente diferentes a P < 0.05 por el test de Tukey1 y por el test de Posl-l-[ocz.
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Read 1992, Bouza et al. 1994). El objetivo del
decapitado del 4apice fue romper la dominancia
apical y lograr una redistribucion del contenido
hormonal
1993b,

al dia 21) no mejord la tasa de multiplicacion,

enddégeno del explanto (Vieitez et al.
1994). La extraccion del apice (al dia 0 o

decayendo el aspecto general de los cultivos res-
pecto del testigo sin decapitar.

En el Gltimo experimento (C) no se encontraron
diferencias significativas entre ambos cultivos (cua-
dro 3), a excepcidn del largo de los explantos. No

hubo diferencias significativas en la tasa de multi-

IN VITRO, PROPAGACION, MATERIAL ADULTO

(Martinez Pastur et al. 1996). Cabe considerar que
la tasa de multiplicacion alcanzada con el material
adulto fue muy baja (1:1.41), igual que la obteni-
da en Fagus sylvatica (1:1.2) (Meier y Reuther
1994) e inferior a las presentadas para otras Faga-
ceas (1:3.5 para Quercus robur y 1:3.7 para Quercus
rubra) (Vieitez et al. 1993b, 1994).

Etapa de  enraizamiento. = Se encontré un efecto
significativo en el porcentaje de enraizamiento y
el numero de raices cuando se analiz6 el efecto de

la oscuridad (experimento D). Diez dias en oscu-

plicacién, como si ocurrié en N. antarctica ridad (cuadro 4) fueron suficientes para mejorar el

CUADRO 3

Respuestas comparativas entre brotes de renovales y un arbol adulto de lenga (Experimento C) sobre el
largo de los explantos (L), numero (NB) y largo de los brotes (LB), tasa de multiplicacion (TM), niimero
de hojas (NH) y presencia de callo en la base de los explantos (C) durante la multiplicacion en medio
BTM adicionado con 20 uM de 2iP en la propagacion de brotes de lenga.

Comparative response between shoots of saplings and mature tree of lenga (Experiment C) on expiant length (L), shoot

number (NB) and shoot length (LB), multiplication rate (TM), leaf number (NH) and presence of callus at the expiant
base (C) during multiplication on BTM medium with 20 uM 2iP in the propagation of the shoots of lenga.

L NB LB ™ NH &)
(mm) (n) (mm) (n) (n) (%)
Renoval 46.4a! 1.83a! 9.15a! 2.00a! 10.41a" 100.0a2
Arbol adulto 58.7b 1.08a 9.79a l.41a 11.66a 100.0a

En cada columna, valores seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes a P < 0.05 por el test de Tukey] y por

el test de Post-Hoc?.
CUADRO 4

Efecto de diferentes periodos de oscuridad (PO) (dias) (Experimento D) en el porcentaje de brotes enraizados
(E), largo de brotes (L), nimero (NR) y largo de raices (LR), explantos con callos en los brotes (C) y raices
secundarias (RS) durante el enraizamiento de brotes provenientes de renovales de lenga en medio BTM con los
macronutrientes a la mitad adicionado con 0.61 uM AIB.

Effect of different periods of darkness (PO) (days) (Experiment D) on percentage of rooted shoots (E), shoot length (L), root
number (NR), root length (LR), explants with callus on the shoots (C) and secondary roots (RS) during the rooting of shoots

of lenga saplings on BTM medium with half strength of macronutrients salts added with 0.61 uM AIB.

Oscuridad E L NR LR C RS
(dias) (%) (mm) () (mm) (%) (%)
0 4.20a° 37.00a’ 3.00ab' 6.66a' 0.00a> 0.00a%
5 15.40ab 30.00a 4.00b 6.66a 0.00a 5.00a
10 30.80b 31.87a 2.62ab 5.83a 37.50a 0.00a
15 30.80b 29.62a 1.62a 6.43a 25.00a 0.00a

En cada columna, valores seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes a P < 0.05 por el test de Tukey1 y por

el test de Post-Hoc?.
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CUADRO 5

Efecto de la concentracién de AIB (uM) (Experimento E) en el porcentaje de brotes enraizados (E), largo

de brotes (L), nimero (NR) y largo de raices (LR), explantos con callos en los brotes (C) (como porcentaje

y mediante una clasificacion visual de 0-4 por tamafio relativo) y raices secundarias (RS) durante el

enraizamiento de brotes provenientes de renovales de lenga en medio BTM con los macronutrientes a la

mitad y 10 dias de oscuridad.

Effect of AIB concentration (uM) (Experiment E) on the percentage of rooted shoots (E), shoot length (L), root number

(NR), root length (LR), explants with callus on the shoots (C) (as a percentage and through a sight observation from 0 to

4 by relative size) and secondary roots (RS) during the rooting of shoots of lenga saplings on BTM medium with half

strength of macronutrients salts and 10 days of darkness.

AIB E L NR LR C C RS
(uM) (%) (mm) (n) (mm) (%) ) (%)

0.61 60.0b° 27.12a' 2.56a' 5.26a' 87.5a* 1.56a' 25.00a’
1.23 72.2b 32.05a 3.45a 3.85a 95.0a 2.05a 5.00a
2.46 44.1a 32.86a 3.40a 5.06a 100.0a 3.26b 6.70a

En cada columna, valores seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes a P < 0.05 por el test de Tukcyl y por

el test de Post-Hoc?.

enraizamiento (30.8%). El efecto positivo de la
oscuridad fue encontrado para numerosas especies
(Hammerschlag 1982, Zimmerman 1984, Németh
1986, Vieitez et al. 1993a, Martinez Pastur y Are-
na 1995, 1996). El ntimero de raices disminuyo
con la oscuridad, a diferencia de lo observado para
N. obliqua, N. nervosa y N.
se encontraron diferencias significativas (Martinez
Pastur y Arena 1995, 1996, Martinez Pastur et al.

1996).

antarctica donde no

Al analizar la concentracion de AIB (experi-
mento E) el porcentaje de enraizamiento y el ta-
mafio relativo del callo presentaron diferencias sig-
nificativas (cuadro 5). Una concentracion de 0.61-
1.23 uM de AIB present6 los valores mas altos de
enraizamiento (60-70%) y niveles aceptables de
callo en la base. Esta concentracion de AIB es

igual a la utilizada en N. leoni (Martinez Pastur y

Arena 1997) y superior a la empleada en N.
obligua, N. nervosa y N. antarctica  (Martinez
Pastur y Arena 1995, 1996, Martinez Pastur et al.
1996).

Etapa de rusticacion. Ninguna de las variables
estudiadas (altura de las plantas, supervivencia de
los explantos, longitud del sistema radical y enne-
grecimiento de los apices) presentd diferencias sig-
nificativas al analizar el numero de raices como
efecto principal (fig. 1). No ocurrié lo mismo en
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N. obligua donde el ntmero de raices iniciales
influy6 positivamente en el posterior crecimiento
de las plantas (Martinez Pastur y Arena 1995). La
presencia de raices secundarias durante el
enraizamiento no afectd significativamente el cre-
cimiento posterior de las plantas rusticadas. Sin
embargo el largo del sistema radical fue propor-
cional al numero de raices iniciales (fig. 2). De
este ensayo se obtuvieron los siguientes porcenta-
jes de plantas: del 100% de brotes puestos a enrai-
zar, el 60% formod raices y fue puesto a rusticar.
De ese porcentaje el 97.3% sobrevivio a los pri-
meros 45 dias de rusticacion. De los brotes sobre-
vivientes el 43.2% tenia buen aspecto, el 21.6%
tenia un aspecto regular y el 35.1% tenia mal as-
pecto (hojas ennegrecidas o con decaimiento ge-

neralizado en el explanto).

CONCLUSIONES

El protocolo desarrollado en este trabajo permi-
te propagar in vitro brotes de renovales y arboles
adultos. Generalmente, el cultivo de material adulto
posee una baja tasa de multiplicacion, con altos
porcentajes de ennegrecimiento de &apices y que
culmina con la muerte de los explantos, asi como
adulto de Fagus sylvatica al
15" mes (Meier y Reuther 1994). Los brotes de

ocurre en material
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Figura 1.

raices iniciales).

Rusticacion de explantos juveniles enraizados de lenga al dia 45 (lr = 1 raiz inicial; +3r = mds de tres

Acclimatisation of rooted juvenile explants of lenga on day 45 (Ir = 1 initial root; +3r = more than three initial roots).

lenga de material adulto poseen una baja tasa de
multiplicacién, pero se mantuvieron a lo largo de
un afio sin decaer la produccién o aumentar la
muerte de los explantos.

Los resultados obtenidos en el enraizamiento y
la rusticacién de plantas juveniles son alentadores
para utilizar este protocolo en la producciéon de
plantas de arboles "plus". Este trabajo aporta las
primeras contribuciones en el cultivo in vitro de
plantas juveniles y adultas de N. pumilio. Es pro-
bable que esta metodologia sea la herramienta
adecuada para conservar ex Situ material vegetal

de arboles seleccionados de esta especie.
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Figura 2. Sistema radical de un explanto juvenil de
lenga luego de la rusticacion al dia 45 (tratamiento 2-3
raices iniciales).

Radical system of a juvenile explant of lenga after rustication

on day 45 (treatment 2-3 initial roots).
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