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ABSTRACT

The duration of the reinvigorating effect of severe
pruning on mature European hazelnuts (Corylus
avellana L.) cv. Negretta was analyzed. The in vitro
stimulation and proliferation rate of the resulting
explants from cutting stimulation obtained from adult
plantsnot pruned (T 1), epicormic shoots of non-pruned
plants(T2), once-pruned plants(T3) and plants pruned
twice(T4) wereevaluated. Inafirst stage, theresponse
to climatic stimulation was evaluated using shoots
between 25 and 35 cm length and basal diameters
between 0.5 and 1.5 cm, obtained from T1, T2, T3 and
T4 plants. In asecond stage, the proliferationrateof in
vitro explants generated by the climatic stimulation
was evaluated. Results were analyzed by ANOVA
using acompletely random design. Thepositive effect
of continuous severe pruning on the morphogenic
capacity was confirmed, being significantly larger for
T2 and T4 (100 and 87.5% stimulation, respectively).
Theinvitromultiplicationratewassignificantly larger
in T2 and T4 (3.9 and 3.2 new shoots per explant,
respectively), showing that epicormic shootsand severe
pruning every two years are alternatives to obtain
adequate plant material for in vitro multiplication of
thisspecies. It wasal so established that severe pruning
does not significantly affect the physiology and
development of explants, and that the reinvigorating
effect of severe pruning has a duration near to two
years. It is necessary to consider this treatment as a
fundamental technique to keep the species vigorous.

Key words:. hazelnut, invitro culture, morphogenetic
capacity, mature tissue.

RESUMEN

Se analiz6 laduracion del efecto revigorizante de podas
severas de avellano europeo (Corylus avellana L.) cv.
Negretta adulto. Se evalud la estimulacion y la tasa de
proliferacién in vitro, sobre explantos resultantes de la
estimulacion de varetas obtenidas desde plantas adultas
sin poda (T1), brotes epicormicos de plantas sin poda
(T2), plantaspodadasunasolavez (T3) y plantaspodadas
dos veces (T4). En una primera etapa, se evalud la
respuesta a la estimulacion climatica utilizando varetas
deentre25y 35 cmdelargoy didmetros basales de entre
0,5y 1,5cm, obtenidasdeplantasT1, T2, T3y T4. Enuna
segunda etapa, se evalud latasade proliferacion in vitro
de explantos originados por la estimulacién climatica.
Los resultados se analizaron mediante ANDEVA, utili-
zando un disefio completamente aleatorio. Se confirmé
el efecto positivo de podas severas continuas sobre la
capacidad morfogénica, siendo significativamente ma-
yores para T2 y T4 (100 y 87,5% de estimulacion,
respectivamente). Las tasas de multiplicacion in vitro
fueron significativamente mayoresen T2y T4 (3,9y 3,2
tallosnuevos por explanto, respectivamente), dejando de
manifiesto que los brotes epicormicos y podas severas
cada dos afios, son alternativas para la obtencion de
material vegetal adecuado para lamultiplicacioninvitro
de estaespecie. Ademas, se estableci6 que podar severa-
mente no afecta significativamente la fisiologiay desa-
rrollo de explantos, y que el efecto revigorizante de las
podas severas tiene una duraci én cercana alos dos afios,
siendo necesario considerar este tratamiento como una
técnicafundamental paramantener el vigor delaespecie.

Palabras clave: avellano, cultivo in vitro, capacidad
morfogénica, tejido adulto.
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INTRODUCCION

En trabajos anteriores realizados en avellano eu-
ropeo, Corylusavellanal. (Diaz-Salaetal., 1994;
Rey et al., 1994a; Berros, 1996), se ha demostra-
do el efecto revigorizante inmediato de podas
severas, observandose quelaposibilidad deintro-
duccion in vitro de materiales adultos (Diaz-Sala
et al., 1990), asi como latasa de proliferacion y
enrai zamiento, dependian de la aplicacién de po-
das intensivas (Rey et al., 1994b). Ademas se
puso de manifiesto que una vez introducido in
vitro, el material revigorizado incrementaba su
rejuvenecimiento parcial a medida que aumenta-
ba el nimero de subcultivos en presenciade BAP
(Bencil amino purina) (Diaz-Sala et al., 1995).
De acuerdo a Rey et al. (1994a) estas respuestas
macromorfol 6gicas guardaban estrecha relacion
con cambios en los balances enddgenos de
poliaminas (PAs), con patrones proteicos,
metilacién de ADN (Diaz-Sala et al., 1995) y
segln Fraga (2000) se asociaalaexpresion dela
subunidad grande de 1,5-ribulosa difosfato
carboxilasa-oxigenasa (Rubisco).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, y puesto
gue la revigorizacion es una via factible que
permite la manipulacion del potencial
organogénico no solo en C. avellana, sino en
todas | as especies |efiosas de interés, sobre todo
de aquellas que no presentan manifestacion es-
pontanea de tejidos rejuvenecidos, como brotes
epicormicos, esferoblastos, etc. (Pacheco, 1995),
parecio determinante comprobar en qué medida
se mantiene el efecto revigorizante aplicado, ya
gueladeterminacion delatransitoriedad dedicho
efecto incide directamente en dos aspectos apli-
cados: @) disminuir lafrecuencia de podas, y por
tanto, no alterar excesivamente la fisiologia del
arbol donador, y b) demostrar quelarevigorizacién
parcial no altera el comportamiento morfofisio-
I6gico de la especie. Ademas, €l trabgjo intenta
demostrar que en aguellosindividuos que presen-
ten brotes epicérmicos es mas factible introducir
material adulto in vitro.

MATERIALESY METODOS

Se utilizaron estaquillas de Corylus avellana cv.
Negretta, procedentes del Centro Experimental
de Villaviciosa (43°20’ lat. Norte; 5°26’ long.
Oeste), en la Provincia de Asturias, Espafia. Las
plantas donantes habian sido sometidas a trata-
mientos de revigorizaci 6n mediante poda mecanica
(Diaz-Sala et al., 1994).

Las estaquillas se colectaron en la época de
invierno (febrero 1995). El tamafio de éstasvarié
entre25y 35cmdelargo, y entre0,5y 1,5cm de
diametro basal, no importando el nimero de ye-
mas en cadavareta, pero cuidando queladiferen-
ciaentreunay otrano fuerasuperior atresyemas.

A las varetas se les efectud una asepsia externa
eliminando el tejido superficial muerto o enveje-
cido, mediante la utilizacion de una escobilla
pequefia, para enseguida llevarlas a camara de
flujo laminar y realizar un lavado con alcohol al
85% por 5 min; lavado con agua destilada estéril
por 3 min; inmersion en hipoclorito de sodio (0,8
gdecloroactivo por litro) masunagotade Tween
20, durante 20 min; para posteriormente, lavar
tres veces con agua destilada estéril (5, 15y 20
min). Seguidamente, se colocaron en una solu-
cion de sulfato de hierro (40 g de SO,Fe, x 3H,0
en 500 mL de agua) y captan (4 g en 500 mL de
agua) por 3 min. Pasado estetiempo, secolocaron
a secar sobre papel filtro, orientadas en forma
paralela al flujo laminar de la camara.

Unavez secas, dosterciosdelasvaretas se envol -
vieron en papel de aluminio y se almacenaron en
oscuridad en una camara de frio a 4°C, mientras
gue las restantes se colocaron en un recipiente de
vidrio conteniendo 100 mL de agua destilada
estéril, y cubiertas con una bolsa de polietileno,
ajustandola con cinta adhesiva en la base. Para
evitar condensacion, se realizaron pequefas per-
foraciones en la parte superior de la bolsa. La
estimulacion climética se llevo acabo en camara
de incubacion con fotoperiodo de 16:8 h
(luz:oscuridad) y temperaturade 25 = 1°C, por un
periodo que oscil6 entre los 16 y 38 dias.
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Se analizo el efecto de los tratamientos de
revigorizacion aplicados a las plantas, mediante
la poda de tallos del arbol donador en diferentes
épocasy frecuencias. Se utilizaron plantas de 10
anos, que habian sido sometidasapodaintensade
su copay tallo adiferentes edades: T1: Control,
sin poda; T2: Brotes epicormicos de la planta
control; T3: Plantas con una poda severa alos 4
anos; T4: Plantas podadas severamentealos4y 6
anos.

Para conocer el efecto de los tratamientos de
revigorizaci 6n mencionados sobrelaestimulaci6n
deyemasy su posterior comportamiento in vitro,
se registraron los siguientes antecedentes: por-
centaje de estacas con yemas inducidas (%), se-
gun diametro basal (cm); porcentaje de estacas
con yemas inducidas (%), segun periodo de
estimulacion (dias); respuestade explantos (%) al
cultivoin vitro segin tratamiento revigorizante y
nimero de subcultivo; tasa de multiplicacién de
explantos establecidosin vitro segun tratamiento
revigorizantey nimero de subcultivo. Estavaria-
ble se determin6 mediante el coeficientede proli-
feracion (CP), calculado como el nimero de nue-
vostallos superiores a1l cm por explanto cultiva-
do (Sanchez-Olate et al., 1997).

Lasvaretas de cadatratamiento se clasificaron en
tresgrupos de acuerdo al diametro basal: 0,5; 1 y
1,5 cm. Posteriormente se sometieron a periodos
variables de estimulacion climética, |0s que osci-
laron entre 16 y 38 dias. Una vez completado el
periodo de estimul acién se procedié aescindir los
explantos obteniendo segmentos nodales y
apicales desde las yemas estimuladas. En el caso
de segmentos nodales se utilizaron explantos de
entre 1y 1,5 cm de longitud, con dos nudos;
mientras que los segmentos apicales fueron de
aproximadamente 1,5 cm de longitud, con un
nudo y la yema apical acompafiada de un par de
primordios foliares poco desarrollados.

El cultivo in vitro de los explantos, se realizo en
unmedio MS (Murashigey Skoog, 1962) modifi-
cado (MS2) y utilizado por Sanchez-Olate et al.
(1997) para nogal (JuglansregiaL.). Se agregd
BAP(2,5mgL™), AlA (Acidoindolacético) (0,01
mg L?) y GA, (Acido giberélico) (0,1 mg L),
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regulando el pH en 5,8. Luego se adicion6 agar
agar (7 g L), se dispensd en tubos de ensayo
conteniendo 15 mL de medio de cultivo y se
esterilizé en autoclave durante 20 min a 120°C y
0,101 MPa. Unavez sembrados |os explantos en
los tubos de ensayo, se cultivaron en una camara
de cultivo con 25 + 1°C de temperatura y
fotoperiodo de 16:8 h (luz:oscuridad) aunainten-
sidadluminicade40-50 uM m2s?. Lossubcultivos
posteriores (1 al 6) se realizaron durante 30 dias
en el mismo medio de cultivo, pero en recipientes
de vidrio (10 cm de altura, 5,5 cm de diametro)
cerrados con tapas de polipropileno magenta sin
filtro poroso (SigmaB 8648°®, St. Louis, Missouri,
USA).

El andlisis estadistico serealiz6 en dos etapas. En
laprimera, seevaludlarespuestaalaestimulacion
climéticautilizando varetas (porcionescaulinares
de entre 25 y 35 cm de longitud, con diametros
basalesde entre 0,5y 1,5 cm) de los tratamientos
T1, T2, T3y T4; se utilizé un disefio completa-
mente aleatorio, con 10 varetas por tratamiento,
repetidotresveces. Enlasegundaetapaseevalud
la respuesta al cultivo in vitro de los explantos
originados por la estimulacion climética; para el
andlisis estadistico se utiliz6 un disefio completa-
mente aleatorio, con cuatro tratamientos 'y cinco
repeticiones, launidad experimental estuvo com-
puesta por un recipiente, conteniendo cinco
explantos de entre 2y 2,5 cm, con a menos dos
yemas axilares sobre el nivel del medio de culti-
vo. Los resultados se analizaron por ANDEVA
para el disefio utilizado, y cuando hubo diferen-
cias significativas entre tratamientos, éstas se
identificaron mediante el test de comparaciones
multiples de Tukey (o = 0,05) con correccion de
Kramer (Steel y Torrie, 1985), para minimizar el
efecto de posible muerte de explantos.

RESULTADOSY DISCUSION

El andlisis de los resultados de estimulacion de
varetas serealiz6 paraun periodo de 30 dias para
todos los tratamientos, al final del cual los resul-
tados mostraron que el desarrollo de nuevas ye-
masapartir delaestimulacion climéticadevaretas
de campo fue favorecido por el aumento en el
diametrobasal y el origendeéstas(Figural). Esta
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Figura l. Varetas estimuladas (%) segln tratamiento derevigorizacion y diametro basal delavareta utiliza-
da. T1: Tratamiento control, sin poda severa; T2: Brotes epicormicos de plantas del tratamiento control;
T3: Plantas con una poda a los 4 afios; T4: Plantas con dos podas, alos 4y 6 afios.

Figure 1. Stimulated shoots (%) according to reinvigorating treatment and basal diameter of shoot. T1:
Control treatment, without severe pruning; T2: Epicormic shootson T1 plants; T3: Plantswith one pruning
in 4" year; T4: Plants pruned twice, in 4" and 6™ years.

situaci6n se aprecio claramenteenlosporcentajes
de estimulacion de varetas del tratamiento T3
(conunasolapoda), yaque amedidaque aumento
el diametro de las varetas, aumenté el porcentaje
de estimulacion de yemas.

Si se obtiene el promedio de estimulacion por
tratamiento (57, 100, 33y 87,5%, paraT1, T2, T3
y T4, respectivamente), se observa que el efecto
del tratamiento revigorizante no fue tan marcado
en cuanto aestimulacion del desarrollo de nuevas
yemas, como el didmetro basal de la vareta; sin
embargo, los porcentajes relativamente bajos de
estimulacion de los tratamientos T1 y T3, se
deberian aunamenor juvenilidad de estostejidos,
yaque al primero no selerealiz6 poda aéreay el
segundo, aun cuando fue podado en unaoportuni-
dad (alos 4 afios de edad), la duracién del efecto
revigorizante fue menor a 6 afos, periodo al final
del cual se realizo este experimento. Lo anterior
se puede corroborar al analizar los tratamientos
T2y T4, en que el primero correspondio abrotes
epicormicosdeconocidajuvenilidady reactividad
a tratamientos de estimulacién en lefiosas
(Sanchez-Olate et al., 2002), mientras que el
segundo correspondié amaterial vegetal con dos

podas de tallos aéreos, |a ultima de ellas hace 4
anos, conlo cual aln selograun estado de mayor
vigor en el material vegetal, comportandose como
un material muy reactivoy Util paralaobtencion
de material vegetal nuevo de un individuo selec-
cionado (Diaz-Sala et al., 1994; Azarenko et al .,
1997; Kurtela et al., 2001).

Cuando seanaliz6lavariaciondelarespuestaala
estimulacion climética, en cuanto al desarrollo de
yemas axilares seglin la duracion del periodo de
estimulacin, seobservd un comportamiento simi-
lar, aun cuando pareciera que los tejidos mas
revigorizados(T2y T4) mantienen por mastiempo
su respuesta (Figura 2).

Aun cuando | ostratamientos con material vegetal
masjuvenil orejuvenecido (T2y T4), presentaron
una baja respuesta a periodos cortos de
estimulacion, su tasa de desarrollo de yemas au-
ment6é amedidaquetranscurri6 el tiempo, llegan-
do a valores sobre el 80% (Figura 2). Este com-
portamiento puede reflejar el efecto del trata-
miento de asepsia a cual se sometié el material
antesdel iniciodelaestimulacion, yaqueal serun
material mas joven, con tejidos mas sensibles a
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Figura 2. Respuesta de varetas (%) segin duracion del periodo de estimulacién (dias). T1: Tratamiento
control, sin poda; T2: Brotes epicérmicos de plantasdel tratamiento control; T3: Plantas con una poda a
los 4 afios; T4: Plantas con dos podas, alos4y 6 afios.

Figure 2. Shoots response (%) according to the stimulation period (days). T1: Control treatment, without
severe pruning; T2: Epicormic shoots on T1 plants; T3: Plants with one pruning in 4" year; T4: Plants

pruned twice, in 4" and 6" years.

las sustancias desinfectantes, éstas (etanol e
hipoclorito de sodio) pueden alterar lasyemasen
dormancia, situacién que explicariala brotacion
de yemas auxiliares 0 acompafantes en vez de
aguellas yemas axilares con las que inicialmente
se colectd la porcidn caulinar. Este hecho debe
tomarse en cuenta al momento de realizar un
proceso de multiplicacion, porgue una disminu-
ciéndelaconcentracién delassoluciones utiliza-
das en asepsia podria ahorrar tiempo al permitir
utilizar las yemas vegetativas existentes y no
esperar a que las auxiliares seinicien, estimulen
y desarrollen. Este Gltimo caso, establece venta-
nas temporales para el desarrollo de agentes
patogenos (hongosy bacterias) que normal mente
se expresan en esta fase de estimulacion.

Por otro lado, el alto porcentaje de respuesta a
la estimulacion de varetas en ambostratamientos
(100 y 87,5%, respectivamente), denota la
reactividad de estos tejidos y la eficiencia del
tratamiento revigorizante, cualidades que se ex-
presan también durantelaetapadecultivoinvitro

y proliferacion de los explantos logrados tras la
estimulacion (Figura 3).

L osresultados expuestos en la Figura 3 muestran
el efecto positivo de los tratamientos T2y T4 en
la respuesta al cultivo in vitro de los explantos
provenientes de varetas estimuladas. Al parecer,
los tratamientos revigorizantes se expresan en
cambios fisiolégicos del material vegetal con
diferente duracion en el tiempo (Azarenko et al .,
1997; Fraga, 2000). Asi, lacapacidad morfogénica
de los explantos T2 y T4 se mantiene estable a
través de varios subcultivos, Ilegando a un por-
centaje de explantos reactivos mayor al 80% en el
cuarto subcultivo. En los subcultivos sucesivos,
el porcentaje de respuesta desciende levemente,
estabilizandose a niveles de 75y 80%. Con este
material, los procesos de proliferacion detallosy
produccién de microplantas son exitosos, debido
aquelos procesos criticos derizogénesisy creci-
miento posterior, también sevenfavorecidos(Rey
et al., 1994b).
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Figura 3. Respuesta de explantos de Corylus avellana L. cultivados en medio M S2 suplementado con BAP
(25 mg L"), AlA (0,01 mg L™) y GA, (0,1 mg L™) durante seis subcultivos de 30 dias. T1: Tratamiento
control, sin poda; T2: Brotes epicérmicos de plantas del tratamiento control; T3: Plantas con una poda a
los 4 afios; T4: Plantas con dos podas, alos 4y 6 afos.

Figure 3. Response of CorylusavellanaL. explantscultured in M S2 medium supplemented with BAP (2.5 mg
L), IAA (0.01 mg L) y GA, (0.1 mg L), during six subcultures of 30 days. T1: Control treatment,
without severe pruning; T2: Epicormic shootson T1 plants; T3: Plantswith one pruningin 4" year; T4:

Plants pruned twice, in 4" and 6" years.

MS2: medio Murashige y Skoog; BAP: bencil amino purina; AlA: &cido indol acético; GA,: acido giberélico.

En sentido contrario, la respuesta a cultivo in
vitro de los explantos originados desde plantas
sinpodarevigorizante (T1) y plantaspodadasuna
sola vez (T3), disminuy6 paulatinamente hasta
desaparecer al sexto subcultivo. A partir del cuar-
tosubcultivo, larespuestade estetipo de explantos
se tradujo en una elongacion caulinar, en el caso
de explantos apicales, que originaron pequefios
brotes que son considerados como nuevos
explantos y que pueden ser tomados como parte
de la fase de multiplicacion de dichos genotipos,
sin que se traduzca en la produccién de nuevos
tallos.

La situacion descrita para los tratamientos T1y
T3, permite deducir que lamultiplicacion de esta
especi e utilizando explantosprovenientesdeplan-

tasintactas (norevigorizadas) o desde plantascon
podasleveso distanciadasentresi, espoco proba-
ble, o a menos, mucho mas dificil que si los
tratamientosrevigorizantesson masintensos(T4)
0 se utiliza material vegetal ontogénica y
fisiol6gicamente mas joven, como aquel prove-
niente de brotes epicoérmicos (T2), tejidos que
como sehademostrado en otrasespeci es(Sanchez-
Olate, 1996; Sanchez-Olateet al., 2002) permiten
mejores tasas de proliferacion durante el cultivo
in vitro, asociados a aumentos significativos de
algunosreguladoresdel crecimiento vegetal como
las poliaminas (Sanchez-Olate et al., 2002), y
entre ellas, putrescina, la cual hasido asociada a
procesos morfogénicosin vitro (Rioset al., 2000;
Uribe, 2000).
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SegunlaFigura3, larespuestaal estimulo originado
por el medio de cultivo (MS2+ BAP+AIA + GA )
varid en funcion del nimero de subcultivos, aso-
ciandose al efecto temporal del tratamiento
revigorizante. No obstante, cuando se analiz6 €
comportamiento de la tasa de multiplicacion, me-
diante el calculo del coeficiente de proliferacion
(CP), expresado como el nimero de nuevos tallos
por explanto cultivado, seobservaquelasrespuestas
fueron diferenciales para cada tratamiento
revigorizante (Figura 4).

Los explantos provenientes de plantas intactas
(T1), experimentaron un aumento en el nimero
de nuevos tallos a final del primer subcultivo,
reduciendo dréasticamente su tasade proliferacion
en los sucesivos subcultivos, llegando a valores
inferiores a dos nuevos tallos en el subcultivo 6,
aunque segln lo analizado precedentemente, en
estos casos solo se tratd de explantos apicales,
donde la multiplicacion para el siguiente
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subcultivo serealizé mediantelaexcision caulinar
en uno 0 mas explantos, ya que larespuesta obser-
vadaenlaFigura3setradujo enelongaci6n caulinar
por efecto delayemaapical, y no por laformacién
denuevasyemas, por ejemplodeorigen axilar, que
pudieran dar origen a nuevos tallos.

En el caso de explantos obtenidos a partir de
brotes epicérmicos (T2) y de plantas con dos
podas (T4), el coeficiente de proliferacion se
mantuvo sobretres nuevostallos por explanto, no
importando el nimero de subcultivos aplicados
(Figura 4). No obstante, se registré un descenso
significativo paraT4 haciael final del periodo de
experimentacion, asociado a unadisminucion del
efecto temporal del tratamiento revigorizante,
coincidiendo con resultados registrados en plan-
tas creciendo en campo, donde las podas severas
han Ilegado a constituir la técnica de manejo
preferidapararevigorizar estaespecie (Azarenko
et al., 1997; Mark, 2001). De todas maneras, los
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Figura 4. Coeficiente de proliferacién de explantos de Corylus avellana L. cultivados en medio M S2 suple-
mentado con BAP (25 mg L), AIA (0,01 mg L™) y GA, (0,1 mg L), segin subcultivos de 30 dias. T1:
Tratamiento control, sin poda; T2: Brotes epicérmicos de plantas del tratamiento control; T3: Plantas
con una poda a los 4 afios; T4: Plantas con dos podas, alos 4y 6 afios.

Figure 4. Proliferation coefficient of Corylus avellana L. explants cultured in M S2 medium, supplemented
with BAP (25 mg L"), IAA (0.01 mgL™)y GA, (0.1 mg L™), in 30 day subculture periods. T1: Control
treatment, without severe pruning; T2: Epicor mic shootson T1 plants; T3: Plantswith one pruningin 4

year; T4: Plants pruned twice, in 4" and 6" years.

MS2: medio Murashige y Skoog; BAP: bencil amino purina; AlA: &cido indol acético; GA,: acido giberélico.
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tratamientos cultural es basados en podas severas
y fertilizacién, no siempre resultan en mejores
respuestas a la propagacion vegetativa de este
tipo de especies (Kurtela et al., 2001).

La decision de utilizar como material de partida
tejidos revigorizados mediante podas severas o
bien aquel proveniente de brotes epicdrmicos,
debiera basarse en la cantidad de tejido disponi-
ble en cada caso, mas que en la capacidad
morfogénica del material mismo. En tal sentido,
aun cuando | os brotes epi cormicos suelen presen-
tar mayor capacidad morfogénica, permiten dis-
poner de menor cantidad detejido paracultivarin
vitro.

CONCLUSIONES

El efecto revigorizante de podas severasen plan-
tas de Corylus avellana L. cultivadas en campo
presentd una corta duracion, siendo necesario
utilizar este tratamiento cada dos afios a fin de
mantener unafuente de material con rasgosjuve-
niles y una adecuada respuesta a la propagacion

El efecto revigorizante en el cultivo in vitro se
traduce en un aumento delatasade proliferacion,
sin alterar significativamente el comportamiento
y desarrollo posterior de las plantas tratadas.

Esfactiblelautilizacién de brotes epicormicosde
CorylusavellanalL. paracultivoy multiplicacion
in vitro.
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