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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 μM 2iP and 0.3 μM GA 3 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 μM 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 más importante en Patagonia Sur. El objetivo de este trabajo fue establecer 
un protocolo de propagación in vitro a partir de brotes de renovales y un árbol adulto. El tiempo transcurrido desde 
la brotación del material vegetal y la presencia de las pérulas fueron críticos para la iniciación de los cultivos. Un 
medio con baja concentración salina adicionado con glutamina, como el Broadleaved Tree Medium, fue adecuado 
para la multiplicación de los brotes siendo ésta afectada por las citocininas y el ácido giberélico. Se obtuvo una tasa 
de multiplicación de 1:3-5 en un medio adicionado con 20-30 μM 2iP y 0.3 μM GA3 al día 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 μM AIB y diez días de oscuridad en la etapa de inducción. Se obtuvo un 43.2% de plantas rusticadas 
de buena calidad después de 45 días de aclimatación. 

Palabras claves: Nothofagus, Lenga, in vitro, propagación, material adulto. 

I N T R O D U C C I O N Es posible que la lenga posea una gran variabi­
lidad intraespecífica debido a su amplio rango de 

Nothofagus pumilio, c o m ú n m e n t e l l a m a d o distribución (Uriarte y Grosse 1991), de gran inte­
' l enga ' , es la especie forestal más importante en rés para el mejoramiento genético de la especie. 
Patagonia Sur por su abundancia , calidad de ma­ La propagación vegetat iva posibilita la transmi­
dera y crecimiento. O c u p a 3 mil lones de hectá­ sión de caracteres fenotípicos de baja heredabilidad 
reas, encontrándose el 2 3 . 7 % en el sector argenti­ y capta en forma inmediata todas las característi­
no. En los mejores sitios a lcanza un diámetro de cas deseables. La propagación in vitro es la alter­
hasta 130-150 cm y más de 30 m de altura total nativa más difundida cuando existe dificultad para 
(Fernández et al. 1993, Mart ínez Pastur et al. 1994, propagar la especie por métodos agámicos con­
Mar t ínez Pastur y Fernández 1994). vencionales. Existen varios trabajos sobre el culti­
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vo in vitro de Nothofagus (Jordan y Velozo 1992, 
Jordan et al. 1996, Calderón et al. 1994, Mattes 
Fernández 1995, Mar t ínez Pastur y Arena 1995, 
1996, Mart ínez Pastur et al. 1996), presentando 
uno de ellos resul tados prel iminares en N. pumilio 

(Mart ínez Pastur et al. 1995). El objetivo de este 
trabajo fue elaborar un protocolo de cult ivo in vitro 

de brotes provenientes de renovales y un árbol 
adulto de N. pumilio. 

M A T E R I A L Y M E T O D O S 

Material vegetal y condiciones de cultivo. Los 
brotes se obtuvieron de 20 renovales de 10 a 15 
años de edad y de las ramas bajas de un árbol 
adulto en fase de envejecimiento (aproximada­
mente de 200 años) que crecían jun tos y en forma 
natural en un rodal homogéneo del bosque. Dicho 
material vegetal fue recolectado en las cercanías 
de la c iudad de Ushuaia (Tierra del Fuego, Argen­
tina), al final del per íodo de reposo (agosto-sep­
t iembre) e inmedia tamente fueron forzados a bro­
tar en condic iones de laboratorio. Para mejorar su 
sanidad las ramas fueron rociadas con Agr imic ina 
al 0 . 1 % (mezcla de sulfato de estreptomicina al 
8 8 . 9 0 % y sal cua te rna r i a de oxi te t rac ic l ina al 
11.1%). 

Para iniciar cultivos de árboles adultos, es posi­
ble utilizar brotes provenientes de esferoblastos 
(Caso et al. 1996). Sin embargo , estas estructuras 
son m u y escasas en lenga y su presencia s iempre 
es tá a s o c i a d a a p o b l a c i o n e s de N. antarctica 

( ' ñ i re ' ) , p resuponiendo un cierto grado de hibridi­
zación en estos puntos de contacto. Por esta razón 
se descar tó el uso de los esferoblastos y se utiliza­
ron brotes de las ramas bajas de un árbol que se 
encont raba en un bosque puro de lenga. 

El material vegetal fue esteril izado con NaOCl 
(1 .0% de Cl2 act ivo) por 5 minutos . Luego se en­
juagó tres veces en ambien te estéril con agua des­
tilada. Explantos de 1-2 cm de largo que incluían 
el ápice y dos hojas fueron cult ivados en Broad­
leaved Tree M e d i u m ( B T M ) (Chalupa 1983) con 
los macronutr ientes reducidos a la mitad y cultiva­
dos por 5-7 días para favorecer la aparición de 
organismos contaminantes . Para todos los experi­
mentos , el med io 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 m i smo . El pH fue ajustado a 5.7 ± 
0.05 con K O H 0.1 N antes de autoclavarlo, el cual 

se llevó a cabo por 20 minutos a 0.1 MPa. Los 
cult ivos se mantuvieron en una cámara a 22 ± 2°C 
con un fo toper íodo de 16 h u sando l ámparas 
fluorescentes (57 μmol m- 2 s- 1 P A R ) . 

Ensayos preliminares. Se l levaron a cabo los 

s iguientes ensayos para determinar: 1) el medio 

básico de cultivo (Murashige & Skoog completo , 
macronutr ientes a la mitad y a la cuarta parte, 
W o o d y Plant Med ium y el BTM) , y 2) la compo­
s ic ión o r g á n i c a ( B T M , M u r a s h i g e & S k o o g , 
Murash ige & Skoog + 0.3 μM de tiamina, com­

puestos orgánicos de De Fossard y un medio libre 
de compues tos orgánicos) (Murashige y Skoog 
1962, De Fossard et al. 1974, Lloyd y M c C o w n 
1981, Chalupa 1983, George et al. 1987, Margara 
1988). 

Etapa de multiplicación. En un primer experi­
mento (A) el efecto de la 6-benciladenina (BA) 
(0.25, 0.50, 1.00, 2.00, 5.00 y 10.00 μM) y de la 

6-(y-y-dimetilali lamino) purina (2iP) (2, 5, 10, 20, 

30, 40 y 50 μM) fueron ensayados con B T M c o m o 

m e d i o básico. En un segundo experimento (B) el 
efecto del ácido giberélico ( A G 3 ) (0.0 y 0.3 μM) y 

el decapi tado de los explantos (al día 0, 21 y un 
testigo sin decapitar) fueron ensayados con B T M 
suplementado con 20 μM 2iP. En el últ imo ensayo 
(C) se analizaron las respuestas comparat ivas en­
tre brotes de renovales y un árbol adulto en un 
medio de B T M adicionado con 20 μM de 2iP. 

L o s exp lantos se repicaron sin subdiv idi r a 

m e d i o fresco cada 21 días. Al día 63 finalizaron 
los ensayos, efectuándose la toma de los datos. La 
val idez estadística de los resultados de todos los 
ensayos fue obtenida a través de un análisis de 
varianza mediante un test de Fisher y Tukey, ya 
que los datos cumplieron con los supuestos de 
normal idad y homogeneidad de la varianza. Los 
datos de presencia y ausencia fueron analizados 
por Chi-cuadrado y un test de Post-Hoc. Se traba­
jó 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 multiplicación. El efecto de 
diferentes períodos de oscuridad (experimento D) 
en la e tapa de inducción fue ensayado (0, 5, 10, 15 
días) , mientras que en un segundo ensayo (experi­
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mento E) se probó el efecto de la concentración de 
AIB (0 .61 , 1.23 y 2.46 μM). El m e d i o basal em­

pleado fue el B T M con los macronutr ientes redu­

cidos a la mitad. Los exper imentos finalizaron al 

día 28 cuando se tomaron los datos. 

Etapa de rusticación. Los brotes enraizados en 
el exper imento E se pusieron a rusticar, ensayán­
dose el efecto del número de raíces (exper imento 
F) (1 raíz, 2-3 raíces y +3 raíces). Los explantos 
se colocaron en envases de vidrio de 50 ml con 
perlita estéril, 10 ml de agua y cubiertos con film 
de poliet i leno para evitar la contaminación y el 
desecamiento . A los 15 días se suplementó la per­
lita con 3 ml de los macronutr ientes de medio 
B T M reducidos a la mitad, perforando parcialmente 
el film de poliet i leno. A los 30 días se eliminó 
comple tamente la cubierta de poliet i leno, regando 
per iódicamente con agua corriente y a los 45 días 
se dio por finalizado el ensayo. Las condiciones 
ambienta les fueron las de la cámara de cultivo 
antes descrita. 

R E S U L T A D O S Y D I S C U S I O N 

Iniciación de los cultivos. En la desinfección 
se obtuvo un 8 0 % de explantos libres de contami­
nación, mientras que un 10% de pérdida se debió 
al ennegrec imiento de los mismos . Los brotes se 
mantuvieron en B T M con 10-20 μM 2 iP o 0.5 μM 

BA por 4-6 meses durante la estabil ización de los 
cul t ivos. 

La presencia de las pérulas sobre las yemas de 
los brotes producidos in vivo fue la principal cau­
sa de oxidación de los explantos in vitro. Su re­
moción semanal fue la clave para la iniciación de 
los cul t ivos. Por otra parte, cuando se utilizaron 
b ro t e s de m á s de una s e m a n a pos t e r i o r a la 
brotación, fue imposible iniciar cult ivos al oxidar­
se el 100% del material . El cultivo se consideró 
estabil izado cuando se separó el material vegetal 
crecido in vitro del brote original. 

Ensayos preliminares: En los experimentos pre­
l iminares el B T M fue mejor medio básico de cul­
tivo. Este med io también fue adecuado para pro­
pagar a N. obliqua, N. nervosa, N. antarctica y N. 

leoni (Mart ínez Pastur y Arena 1995, 1996, 1997, 
Mart ínez Pastur et al. 1996). Otros medios de cul­
tivo con baja concentración salina también fueron 
adecuados para propagar a N. nervosa (Calderón 

et al. 1994, Mattes Fernández 1995, Jordan et al. 

1996). Las composic iones orgánicas de B T M y 
Murashige & Skoog (este úl t imo con los macro­
nutrientes a la mitad) fueron las más adecuadas. 
Sin embargo, los explantos crecidos en el medio y 
la composic ión orgánica de B T M estaban más 
saludables, con hojas más verdes y expandidas , 
posiblemente debido a la presencia de la glutamina 
(Martínez Pastur y Arena 1995). 

Etapa de multiplicación. En el exper imento A 
(cuadro 1) se encontró un efecto significativo en 
el largo total de los explantos, número y largo de 
los brotes axilares, tasa de multiplicación, número 
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 μM 2iP con una 

tasa de multiplicación de 1:3, así como también lo 
fue en N. antarctica (Mart ínez Pastur et al. 1996). 
Esta respuesta no se observó en N. obliqua y N. 

nervosa, dado que en un med io con 0.55 μM BA 

se alcanzaron las mejores tasas de mult ipl icación 
(Martínez Pastur y Arena 1995, 1996). C o m o con­
trapartida, esta concent rac ión de 2 iP favoreció 
el crecimiento de callo en la base de los explantos, 
e l cual fue f ác i lmen te e l i m i n a d o du ran t e los 
subcult ivos. 

Es probable que estas respuestas diferenciales 
puedan ser explicadas a partir de la filogenia de 
las especies dentro del género Nothofagus. N. 

obliqua y N. nervosa son más parientes entre sí, 
que N. pumilio y N. antarctica (Hill y Jordan 1993). 
Existen citas de hibridización entre N. obliqua x 
N. nervosa y N. pumilio x N. antarctica (Donoso 
y Landrum 1976, Donoso 1993). La filogenia y la 
existencia de cruzamientos naturales confirmarían 
nuestros planteamientos, de que especies relacio­
nadas entre sí presentan protocolos de propaga­
ción in vitro muy semejantes (Martínez Pastur y 
Arena 1997). 

En el experimento B (cuadro 2) se encontraron 
diferencias significativas en el número de brotes 
axilares y la tasa de mult ipl icación, cuando se 
consideraron como efectos principales al decapita­
do del ápice y el AG3 Cuando no se decapitó el 
ápice y se adicionaron 0.3 μM de A G 3 los valores 

se incrementaron significativamente, obteniendo 

una tasa de multiplicación de 1:4.7. El agregado 
de A G 3 favoreció la brotación y el alargamiento 
de los brotes, al igual que lo observado para diver­
sas especies leñosas (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), número (NB) y largo de los brotes 
(LB), tasa de multiplicación (TM), número de hojas (NH) y presencia de callo en la base de los explantos (C) 

durante la multiplicación en medio BTM en la propagación de brotes de renovales de lenga. 
Effec t o f B A a n d 2 i P ( E x p e r i m e n t A ) o n e x p l a n t l eng th (L) , n u m b e r ( N B ) a n d s h o o t l eng th ( L B ) , mu l t i p l i ca t i on ra te ( T M ) , 

leaf n u m b e r ( N H ) and p r e s e n c e o f ca l lus a t t he e x p l a n t b a s e (C) d u r i n g mul t ip l i ca t ion o n B T M m e d i u m 
in t he p r o p a g a t i o n of t he shoo t s o f l e n g a sap l ing . 

En c a d a c o l u m n a v a l o r e s s e g u i d o s de la m i s m a le t ra no son s i gn i f i c a t i vamen te d i fe ren tes a P < 0 .05 p o r e l test de T u k e y 1 y p o r 

e l t e s t d e P o s t - H o c 2 . 

CUADRO 2 

Efecto de la presencia del ápice y el GA 3 (Experimento B) sobre el número (NB) y largo de los brotes (LB), 
tasa de multiplicación (TM) y presencia de callo en la base de los explantos (C) durante la multiplicación en 

medio BTM adicionado con 20 μM 2iP en la propagación de brotes de renovales de lenga. 
Effec t o f t he p r e s e n c e o f a p e x a n d G A  3 ( E x p e r i m e n t B ) o n shoo t n u m b e r ( N B ) and shoo t l eng th ( L B ) , mul t ip l i ca t ion ra te 

( T M ) a n d p r e s e n c e o f ca l lus a t t he e x p l a n t b a s e (C) d u r i n g the mu l t i p l i ca t i on o n B T M m e d i u m wi th 2 0 μ M 2 i P i n t h e 

p r o p a g a t i o n o f t h e s h o o t s o f l e n g a s a p l i n g . 

L a s m e d i a s d e los e f e c t o s p r i n c i p a l e s e s p a r a t o d o s los t r a t a m i e n t o s . E n c a d a c o l u m n a y p a r a c a d a factor, v a l o r e s s e g u i d o s d e l a 

m i s m a le t ra no s o n s i g n i f i c a t i v a m e n t e d i f e r e n t e s a P < 0.05 p o r e l test de T u k e y 1 y p o r e l test de P o s t - H o c 2 . 
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Read 1992, Bouza et al. 1994). El objetivo del (Mart ínez Pastur et al. 1996). Cabe considerar que 

decapi tado del ápice fue romper la dominanc ia la tasa de mult ipl icación alcanzada con el material 


apical y lograr una redistr ibución del contenido adulto fue muy baja (1:1.41), igual que la obteni­

hormonal endógeno del explanto (Vieitez et al. da en Fagus sylvatica (1:1.2) (Meier y Reuther 


1993b, 1994). La extracción del ápice (al día 0 o 1994) e inferior a las presentadas para otras Fagá­

al día 21) no mejoró la tasa de multiplicación, ceas (1:3.5 para Quercus robur y 1:3.7 para Quercus 


decayendo el aspecto general de los cultivos res­ rubra) (Vieitez et al. 1993b, 1994). 


pecto del testigo sin decapitar . 


En el úl t imo exper imento (C) no se encontraron Etapa de enraizamiento. Se encontró un efecto 
diferencias significativas entre ambos cultivos (cua­ significativo en el porcentaje de enraizamiento y 
dro 3), a excepción del largo de los explantos. No el número de raíces cuando se analizó el efecto de 
hubo diferencias significativas en la tasa de mult i­ la oscuridad (experimento D). Diez días en oscu­
p l i c a c i ó n , c o m o sí o c u r r i ó en N. antarctica ridad (cuadro 4) fueron suficientes para mejorar el 

CUADRO 3 

Respuestas comparativas entre brotes de renovales y un árbol adulto de lenga (Experimento C) sobre el 
largo de los explantos (L), número (NB) y largo de los brotes (LB), tasa de multiplicación (TM), número 

de hojas (NH) y presencia de callo en la base de los explantos (C) durante la multiplicación en medio 
BTM adicionado con 20 μM de 2iP en la propagación de brotes de lenga. 

C o m p a r a t i v e r e s p o n s e b e t w e e n s h o o t s o f s ap l i ngs and m a t u r e t ree o f l e n g a ( E x p e r i m e n t C) on exp ian t l eng th (L) , s h o o t 

n u m b e r ( N B ) a n d shoo t l eng th ( L B ) , mu l t i p l i ca t i on ra te ( T M ) , leaf n u m b e r ( N H ) and p r e s e n c e o f ca l lus a t t he e x p i a n t 

b a s e (C) d u r i n g m u l t i p l i c a t i o n o n B T M m e d i u m w i t h 2 0 μ M 2 i P i n t h e p r o p a g a t i o n o f t h e s h o o t s o f l e n g a . 

En c a d a c o l u m n a , v a l o r e s s e g u i d o s de la m i s m a le t ra no s o n s i g n i f i c a t i v a m e n t e d i fe rentes a P < 0 .05 p o r e l test de T u k e y 1 y p o r 

2e l tes t d e P o s t - H o c . 

CUADRO 4 

Efecto de diferentes períodos de oscuridad (PO) (días) (Experimento D) en el porcentaje de brotes enraizados 
(E), largo de brotes (L), número (NR) y largo de raíces (LR), explantos con callos en los brotes (C) y raíces 

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 μM AIB. 

Effect o f di f ferent p e r i o d s o f d a r k n e s s ( P O ) ( d a y s ) ( E x p e r i m e n t D ) o n p e r c e n t a g e o f r o o t e d s h o o t s ( E ) , s h o o t l e n g t h ( L ) , r o o t 

n u m b e r ( N R ) , r o o t l e n g t h ( L R ) , e x p l a n t s w i t h c a l l u s o n t h e s h o o t s ( C ) a n d s e c o n d a r y r o o t s ( R S ) d u r i n g t h e r o o t i n g o f s h o o t s 

o f l e n g a s a p l i n g s o n B T M m e d i u m w i t h hal f s t r e n g t h o f m a c r o n u t r i e n t s salts a d d e d w i t h 0.61 μ M A I B . 

Oscuridad E L NR LR C RS 

(días) (%) (mm) (n) (mm) (%) (%) 

0 4.20a2 37.00a1 3.00ab1 6.66a1 0.00a2 0.00a2 

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 c a d a c o l u m n a , va lo r e s s e g u i d o s de la m i s m a le t ra no son s ign i f i ca t i vamen te d i fe ren tes a P < 0 .05 p o r e l test de T u k e y 1 y por 

e l t es t de P o s t - H o c 2 . 
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CUADRO 5 

Efecto de la concentración de AIB (μM) (Experimento E) en el porcentaje de brotes enraizados (E), largo 

de brotes (L), número (NR) y largo de raíces (LR), explantos con callos en los brotes (C) (como porcentaje 
y mediante una clasificación visual de 0-4 por tamaño relativo) y raíces secundarias (RS) durante el 

enraizamiento de brotes provenientes de renovales de lenga en medio BTM con los macronutrientes a la 
mitad y 10 días de oscuridad. 

Effect o f A I B c o n c e n t r a t i o n ( μ M ) ( E x p e r i m e n t E ) o n t h e p e r c e n t a g e o f r o o t e d s h o o t s (E) , s h o o t l e n g t h (L), root n u m b e r 

( N R ) , r o o t l e n g t h ( L R ) , e x p l a n t s w i t h c a l l u s on t h e s h o o t s ( C ) (as a p e r c e n t a g e a n d t h r o u g h a s ight o b s e r v a t i o n f r o m 0 to 

4 b y r e l a t i v e s ize) a n d s e c o n d a r y r o o t s ( R S ) d u r i n g t h e r o o t i n g o f s h o o t s o f l e n g a s a p l i n g s o n B T M m e d i u m w i t h half 

s t r e n g t h o f m a c r o n u t r i e n t s sal ts a n d 10 d a y s o f d a r k n e s s . 

AIB E L NR LR C C RS 

(μM) (%) (mm) (n) (mm) (%) (v) (%) 

0.61 60.0b2 27.12a1 2.56a1 
5.26a1 87.5a2 1.56a1 25.00a2 

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 c a d a c o l u m n a , v a l o r e s s e g u i d o s de la m i s m a le tra no s o n s i g n i f i c a t i v a m e n t e d i fe rentes a P < 0.05 p o r e l test de T u k e y 1 y por 

e l tes t d e P o s t - H o c 2 . 

enra izamiento (30.8%). El efecto posit ivo de la 

oscuridad fue encontrado para numerosas especies 

( H a m m e r s c h l a g 1982, Z i m m e r m a n 1984, Németh 
1986, Viei tez et al. 1993a, Mar t ínez Pastur y Are­
na 1995, 1996). El número de raíces d isminuyó 
con la oscuridad, a diferencia de lo observado para 
N. obliqua, N. nervosa y N. antárctica donde no 
se encontraron diferencias significativas (Martínez 
Pastur y Arena 1995, 1996, Mart ínez Pastur et al. 

1996). 

Al analizar la concentración de AIB (experi­
mento E) el porcentaje de enraizamiento y el ta­
m a ñ o relativo del callo presentaron diferencias sig­
nificativas (cuadro 5). U n a concentración de 0 .61 ­
1.23 μM de A I B presentó los valores más altos de 
enra izamiento (60-70%) y niveles aceptables de 
callo en la base. Esta concentración de AIB es 
igual a la util izada en N. leoni (Mart ínez Pastur y 
A r e n a 1997) y super io r a la e m p l e a d a en N. 

obliqua, N. nervosa y N. antarctica (Mar t ínez 
Pastur y Arena 1995, 1996, Mart ínez Pastur et al. 

1996). 

Etapa de rusticación. N inguna de las variables 
estudiadas (altura de las plantas, supervivencia de 
los explantos , longitud del s is tema radical y enne­
grecimiento de los ápices) presentó diferencias sig­
nificativas al analizar el número de raíces como 
efecto principal (fig. 1). No ocurrió lo m i s m o en 

N. obliqua donde el número de raíces iniciales 
influyó posi t ivamente en el posterior crecimiento 
de las plantas (Mart ínez Pastur y Arena 1995). La 
p r e s e n c i a d e r a í c e s s e c u n d a r i a s d u r a n t e e l 
enraizamiento no afectó significativamente el cre­
cimiento posterior de las plantas rust icadas. Sin 
embargo el largo del sistema radical fue propor­
cional al número de raíces iniciales (fig. 2) . De 
este ensayo se obtuvieron los siguientes porcenta­
jes de plantas: del 100% de brotes puestos a enrai­
zar, el 6 0 % formó raíces y fue puesto a rusticar. 
De ese porcentaje el 9 7 . 3 % sobrevivió a los pri­
meros 45 días de rusticación. De los brotes sobre­
vivientes el 4 3 . 2 % tenía buen aspecto, el 21 .6% 
tenía un aspecto regular y el 3 5 . 1 % tenía mal as­
pecto (hojas ennegrecidas o con decaimiento ge­
neral izado en el explanto) . 

C O N C L U S I O N E S 

15

El protocolo desarrol lado en este trabajo permi­
te propagar in vitro brotes de renovales y árboles 
adultos. Generalmente, el cultivo de material adulto 
posee una baja tasa de multiplicación, con altos 
porcentajes de ennegrecimiento de ápices y que 
culmina con la muer te de los explantos, así como 
ocurre en material adulto de Fagus sylvatica al 

v  o mes (Meier y Reuther 1994). Los brotes de 
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NOTHOFAGUS, LENGA, IN VITRO, PROPAGACION, MATERIAL ADULTO 

Figura 1. R u s t i c a c i ó n d e e x p l a n t o s j u v e n i l e s e n r a i z a d o s 

r a í c e s i n i c i a l e s ) . 

A c c l i m a t i s a t i o n o f r o o t e d j u v e n i l e e x p l a n t s o f l e n g a o n day 4 5 

lenga de mater ial adulto poseen una baja tasa de 
mult ipl icación, pero se mantuvieron a lo largo de 
un año sin decaer la producción o aumentar la 
muer te de los explantos . 

Los resul tados obtenidos en el enra izamiento y 
la rust icación de plantas juveni les son alentadores 
para utilizar este protocolo en la producción de 
plantas de árboles "p lus" . Este trabajo aporta las 
pr imeras contr ibuciones en el cul t ivo in vitro de 
plantas juveni les y adultas de N. pumilio. Es pro­
bable que esta me todo log ía sea la he r ramien ta 
adecuada para conservar ex situ mater ial vegetal 
de árboles seleccionados de esta especie . 
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d e l e n g a a l d í a 4 5 ( 1 r = 1 r a í z i n i c i a l ; + 3 r = m á s d e t r e s 

(1r = 1 in i t ia l roo t ; +3r = m o r e than t h r e e in i t ia l r oo t s ) . 

Figura 2. S i s t e m a r a d i c a l d e u n e x p l a n t o j u v e n i l d e 

l e n g a l u e g o d e l a r u s t i c a c i ó n a l d í a 4 5 ( t r a t a m i e n t o 2 - 3 

r a í c e s i n i c i a l e s ) . 

R a d i c a l s y s t e m of a j u v e n i l e e x p l a n t of l e n g a after rus t i ca t ion 

o n d a y 4 5 ( t r e a tmen t 2 -3 in i t ia l r oo t s ) . 
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