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Resumen

El presente trabajo se realizd con el objetivo de evaluar metodologias para la conservacion in vitro a corto plazo de
germoplasma de té. Se utilizo el clon CH 14 INTA perteneciente al programa de mejoramiento de la EEA Cerro Azul
— INTA. Se evaluaron dos métodos de conservacién a corto/mediano plazo (bajas temperaturas y medios minimos).
Las bajas temperaturas permitieron la conservaciéon de segmentos nodales y yemas axilares hasta un periodo de
5 meses, con 73% y 67% de supervivencia, respectivamente. El uso de medios minimos tuvo como resultado una
respuesta similar, en términos de supervivencia, con valores de entre 60 y 90%, hasta los 120 dias. Los resultados
de este trabajo permiten concluir que es posible la conservacion de germoplasma de té, a corto/mediano plazo.

Palabras clave: germoplasma, Camellia sinensis, bajas temperaturas, medios minimos, explantes.

Abstract

This work was done to evaluate methodologies for germplasm in vitro preservation of tea. A Clone CH 14 INTA
of breeding program of the EEA Cerro Azul - INTA was used. Two methods of short/medium term storage (low
temperatures and suboptimal media) were evaluated. Low temperatures allowed the conservation of nodal
segments and axillary buds -up to 5 months, with 73% and 67% survival, respectively. The use of suboptimal media
had a similar response, with survival between 60 and 90% up to 120 days. In summary, it is possible to use short/

medium term conservation with germplasm tea.

Keywords: germplasm, Camellia sinensis, low temperature, slow growth media, explants.

Introduccion

La seguridad de las colecciones requiere su conser-
vacion por varias técnicas. Un gran niumero de especies
producen semillas ortodoxas, las que pueden ser almace-
nadas en forma deshidratada en bancos de semillas a bajas
temperaturas. Pero hay muchas especies que producen
semillas recalcitrantes o intermedias las cuales son inca-
paces de sobrevivir a la deshidratacion y son sensibles a
las bajas temperaturas (1).

El método tradicional para la conservacion de especies
con semillas recalcitrantes y propagadas vegetativamente
es a campo (2, 3,4y 5). Esto presenta varios problemas
incluyendo la exposicion a pérdida de material por factores
bidticos (plagas, enfermedades) y abioticos (inclemencias
climaticas), sumado a elevados costos de mantenimiento
6,1,7y3).

El cultivo in vitro resulta en una alternativa viable para
la conservacion genética de especies para las cuales el
banco de semillas no es posible (8 y 7). El cultivo in vitro
no so6lo provee un método para la propagacion clonal y el
intercambio seguro de material vegetal sino que también
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es usado para la conservacion de germoplasma a mediano
plazo (9, 10y 11).

Sin embargo, el mantenimiento de grandes colecciones
en sistemas de cultivo in vitro convencional requiere de
subcultivos sucesivos a intervalos de tiempo regulares,
exponiendo al material a riesgos de contaminacion y
variacion somaclonal (12). Una manera de disminuir estos
problemas es a través de la conservacion a corto o mediano
plazo, que logra espaciar los tiempos de los subcultivos.

El almacenamiento a baja temperatura de germoplasma
producido in vitro es una alternativa para la preservacion
de una variedad de especies vegetales (13, 14, 15, 7y 5).

En la mayoria de los casos, la baja temperatura en com-
binacién con baja intensidad de luz o completa oscuridad,
es usada para limitar el crecimiento (16, 17, 18 y 5). Las
mayores ventajas de esta técnica son los requerimientos
reducidos en labor y espacio, la eliminacion de problemas
relacionados a patdgenos y la reduccion de la erosion gené-
tica si las condiciones de almacenamiento son logradas (12).

También es posible limitar el crecimiento por alteracion
del medio de cultivo, principalmente por reduccion del
contenido de azlcar o concentracion de los elementos
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minerales, aplicacion de acido absicico y reduccion del
nivel de oxigeno (12,9, 10, 19,2y 7).

La técnica de conservacion bajo condiciones de
crecimiento minimo ha sido desarrollada para varias
especies: Manihot esculenta Cratz (20), Castanea sativa
x C. chestnut 'y Quercus spp. (21), Dioscorea spp. (19),
Asparagus officinalis (15) y Fragaria vesca L. (18). Hasta
el momento, no existen antecedentes de conservacion in
vitro a corto/mediano plazo en té (Camellia sinensis). En
el presente trabajo, las dos metodologias analizadas tienen
como objetivo evaluar la aptitud del té para esta alternativa
de conservacion.

Material y Métodos

Se utilizaron como explantes segmentos nodales (con
una longitud entre 0,5 y 1,0 cm), yemas axilares y meriste-
mas caulinares (0,5 mm de longitud). Ellos fueron obteni-
dos de plantas madre del clon CH 14 INTA (Programa de
Mejoramiento — EEA Cerro Azul — INTA) mantenidas en
invernaculo, bajo un estricto control sanitario y nutricional.

La desinfeccion de los brotes se realizo por inmersion
en etanol 70% durante 1 min seguida de una solucion de
hipoclorito de sodio (NaClO) 1,5% durante 20 minutos y 3
enjuagues sucesivos con abundante agua destilada estéril.

Los explantes desinfectados fueron cultivados en tubos
de vidrio (25 mm x 120 mm; 40 ml de capacidad) conte-
niendo 10 ml de medio de cultivo solidificado con 0,7% de
agar Sigma (A-1296).

Para la conservacidn a baja temperatura, el medio
consistio en las sales y vitaminas de Murashige y Skoog
(1962) (22), reducido a la mitad (2 MS) con 3% de saca-
rosa 'y 0,7% de agar Sigma (A-1296). La suplementacion
se realiz6 con 1,0 mgL-1 de 6-bencilaminopurina (BAP).

Para la conservacion en medios minimos, los segmentos
nodales fueron cultivados en 4 medios de cultivo consisten-
tes de 2 MS o ¥4 MS, con 3% de sacarosa y 0,7% de agar
Sigma (A-1296). Estos medios estuvieron desprovistos de
reguladores de crecimiento o fueron suplementados con
0,01 mgL-1 de BAP.

En todos los casos, el pH del medio fue ajustado a
5.8 con hidréxido de potasio (KOH) o acido clorhidrico
(HCI), antes del agregado del agar y luego esterilizado en
autoclave a 121° C por 15 minutos.

El cultivo a baja temperatura se realizo en heladera (4° C),
en oscuridad, durante distintos periodos de tiempo (0, 30,
60, 90, 120, 150 y 180 dias). Luego de cada tratamiento,
los tubos fueron transferidos a un cuarto climatizado a 25
+ 2° C bajo un fotoperiodo de 16/8 h de luz/oscuridad con
una irradiacion de 116 umol.m-2.s-1 provista por lamparas
fluorescentes frias. Finalmente, luego de 30 dias en estas
condiciones se registraron las siguientes variables: porcen-
taje de supervivencia, porcentaje de formacion de vastagos
y longitud de vastagos.

El cultivo en medios minimos fue realizado en un

cuarto climatizado a 25 + 2° C, en oscuridad durante 0,
30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias. Al cabo de cada periodo
se registré el porcentaje de supervivencia, porcentaje de
formacion de vastagos y longitud de véstagos.

Los experimentos fueron conducidos con un disefio de
bloques completos al azar. Cada tratamiento fue repetido
3 veces, con 10 réplicas por repeticion y 1 explante/tubo.
Las figuras muestran los resultados promedios con el
error estandar (+ SE). Los datos se analizaron mediante el
analisis de la variancia (ANOVA) y las comparaciones de
las medias fueron hechas usando el test de Tukey.

Resultados y Discusién
Conservacion a baja temperatura

Existen referencias de la utilizacién de bajas tempera-
turas para la conservacion in vifro en numerosas especies:
Solanum spp. (13), cereza silvestre, castafio y roble (21),
Asparagus officinalis (15), Pyrus sp. (23).

En el presente trabajo, con la conservacion a baja
temperatura (4° C) se obtuvieron los mejores resultados,
en términos de sobrevivencia y formacion de vastagos,
cuando se utilizaron segmentos nodales y yemas axilares
como explante. En cambio, con el uso de meristemas los
valores de estos parametros fueron significativamente mas
bajos. Los segmentos nodales de té lograron una elevada
supervivencia (entre 97 y 73%) hasta los 5 meses de con-
servacion a bajas temperaturas, momento a partir del cual
disminuye drasticamente, llegando a valores aproximados
al 10%. Un comportamiento similar se observo con el uso
de yemas axilares como explante (Tabla 1).

Tabla 1: Supervivencia promedio (%) de segmentos nodales, meris-
temas y yemas axilares de té conservados a baja temperatura (4° C),
durante diferentes periodos de tiempo. (Letras distintas en sentido de
las columnas indican diferencias significativas para p<0,05).

Tratamiento Segmentos | Meristemas Yemas
nodales axilares
Testigo (sin conservacion a 4° C) 100,02 50,0° 100,02
30diasa4°C 93,32 6,7° 93,32
60diasa4°C 96,72 6,7° 93,3°
90diasa4°C 90,0° 0,0° 73,3°
120 diasa 4°C 86,72 0,0° 66,7°
150 diasa 4°C 73,32 0,0° 66,72
180 dias a 4° C 10,00 0,0° 0,0°

Si bien no existen diferencias estadisticamente signi-
ficativas en el porcentaje de sobrevivencia hasta los 150
dias, se observa una disminucién progresiva a medida
que el periodo de almacenamiento aumenta. Resultados
similares fueron encontrados por Ahmed et al. (2010) (23)
en la conservacion de germoplasma de Pyrus.

En el presente trabajo, un mayor tiempo de exposicion
provocoé el amarronamiento y posterior muerte de los ex-
plantes. Segun Janeiro ef al. (1995) (21), la necrosis de los
explantes es comun cuando se realiza el almacenamiento
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a baja temperatura, pero aparentemente los explantes
necroticos podrian sobrevivir un ciclo de sub-cultivo en
camara de crecimiento bajo condiciones normales, donde
algunos cultivos marrones pueden proliferar, especialmente
desde yemas laterales que permanecen inmersas en el agar.

Janeiro et al. (1995) (21), trabajando con castafio,
encontraron que el porcentaje de supervivencia disminuyd
dramaticamente a 42 y 29% después de 6 y 12 meses de
conservacion a baja temperatura (2 + 1° C).

Respecto a la variable formacion de vastagos, se obser-
v6 en general el mismo comportamiento con los tres ex-
plantes utilizados. Los valores mas altos correspondieron al
testigo y a periodos de conservacion mas cortos. A medida
que aument6 el tiempo de conservacion a baja tempera-
tura, disminuy¢ la formacion de vastagos (Tabla 2). Los
segmentos nodales presentaron los mayores porcentajes de
formacion de vastagos, seguidos por las yemas axilares,
siendo los meristemas los explantes con menor capacidad
de regenerar, luego de la conservacion a baja temperatura.

Tabla 2: Formacion de vastagos promedio (%) de segmentos nodales,
meristemas y yemas axilares de té conservados a baja temperatura (4°
C), durante diferentes periodos de tiempo. (Letras distintas en sentido
de las columnas indican diferencias significativas para p<0,05).

Tratamiento Segmentos | Meristemas Yemas
nodales axilares
Testigo (sin conservacién a 4° C) 100,07 36,72 50,02
30diasa4°C 73,3%® 6,7° 46,78
60 dias a 4°C 76,78 6,7° 40,020¢
90 diasa 4°C 76,7% 0,0° 26,72bcd
120 dias a 4° C 70,00 0,0° 13,304
150 dias a 4° C 56,7° 0,0° 6,7¢d
180 diasa4°C 6,7¢ 0,0° 0,09

Para la variable longitud de vastagos, no se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre los distintos
tratamientos. S6lo se observd una mayor longitud de
vastagos cuando se utilizaron segmentos nodales como
explante (Tabla 3). En general, los vastagos no presentaron
necrosis ni amarronamiento (Fig. 1).
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Figura 1: Vastagos formados en segmentos nodales de té, conserva-
dos a baja temperatura (4° C), durante diferentes periodos de tiempo:
a) 30 dias, b) 60 dias, ¢) 90 dias, d) 120 dias, e) 150 dias y f) 180 dias.
(Las barras verticales indican 1,0 cm).

Tabla 3: Longitud promedio de vastagos formados a partir de segmen-
tos nodales, meristemas y yemas axilares de té, conservados a baja
temperatura (4° C), durante diferentes periodos de tiempo. (Letras
distintas en sentido de las columnas indican diferencias significativas
para p<0,05).

Tratamiento Segmentos Meristemas Yemas axilares
nodales
Testigo (sin 1,17 0,50° 0,70°
conservacion a 4° C)
30diasa4°C 1,032 0,172 0,53%
60 dias a 4°C 1,032 0,172 0,60%
90 diasa 4°C 1,172 0,0° 0,53%
120 dias a 4° C 1,232 0,0° 0,43%
150 dias a 4° C 0,772 0,0° 0,172
180 dias a 4° C 0,732 0,0° 0,0°

Conservacion en medios minimos

El uso de bajas concentraciones de elementos minerales
o de sacarosa en el medio de cultivo, es usado con éxito en el
mantenimiento de colecciones in vitro de algunas especies,
por ejemplo Dioscorea spp. (19) y Lilium sp. (24).

En el presente trabajo, el uso de medios minimos para
la conservacion de segmentos nodales no tuvo la misma
respuesta, en términos de supervivencia, que la baja tempe-
ratura. La modificacion en la concentracion de las sales del
medio de cultivo y/o el regulador de crecimiento permitié
una supervivencia relativamente alta (60-90%) hasta los 120
dias. En general, hasta los 120 dias no se registraron dife-
rencias significativas entre los distintos medios de cultivo.
Estas diferencias se registraron recién cuando el periodo de
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conservacion se extendié a 150-180 dias (Fig. 2).

Sobrevivencia (%)
E) 1\0 ZP 3\0 40 5\0 6\0 7\0 8\0 QP 1(\)0

1/2MS+BAP-0 dias
1/2MS+BAP-30 dias
1/2MS+BAP-60 dias
1/2MS+BAP-90 dias
1/2MS+BAP-120 dias
1/2MS+BAP-150 dias
1/2MS+BAP-180 dias
1/4MS+BAP-0 dias
1/4AMS+BAP-30 dias
1/4MS+BAP-60 dias
1/4MS+BAP-90 dias
1/4MS+BAP-120 dias
1/4MS+BAP-150 dias
1/4MS+BAP-180 dias
1/2MS -0 dias
1/2MS -30 dias
1/2MS -60 dias
1/2MS -90 dias
1/2MS -120 dias
1/2MS -150 dias
1/2MS -180 dias
1/4MS -0 dias
1/4MS -30 dias
1/4MS -60 dias
1/4MS -90 dias
1/4MS -120 dias
1/4MS -150 dias
1/4MS -180 dias

Tratamientos

Figura 2: Supervivencia promedio (%) de segmentos nodales de té,
conservados en medios minimos, durante diferentes periodos de tiem-
po en oscuridad. (La barra vertical representa + el error estandar).
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1/4MS+BAP-0 dias
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1/4MS+BAP-60 dias
1/4MS+BAP-90 dias
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1/4MS+BAP-150 dias
1/4MS+BAP-180 dias
1/2MS -0 dias
1/2MS -30 dias
1/2MS -60 dias
1/2MS -90 dias
1/2MS -120 dias
1/2MS -150 dias
1/2MS -180 dias
1/4MS -0 dias
1/4MS -30 dias
1/4MS -60 dias
1/4MS -90 dias
1/4MS -120 dias
1/4MS -150 dias
1/4MS -180 dias

Tratamientos

Figura 3: Longitud promedio de vastagos generados a partir de
segmentos nodales de té, conservados en medios minimos, durante di-
ferentes periodos de tiempo en oscuridad. (La barra vertical representa
+ el error estandar).

La oscuridad produjo la aparicion de clorosis que se
hizo mas evidente a medida que aument6 la duracion del
periodo de conservacion. Esta sintomatologia fue observa-
da principalmente en el medio constituido por %2 MS sin
BAP. Problemas de clorosis fueron también observados
por Janeiro et al. (1995) (21) en la conservacion de cereza
silvestre a baja temperatura y por Corredoira et al. (2011)
(25) en Camellia sp. y otras especies.

El mayor tiempo de exposicion a la oscuridad provocod
ademas el crecimiento de los vastagos (mayor longitud de
entrenudos) generados a partir de los explantes. La mayor
longitud de vastagos se registrd en los medios de cultivo
que carecian de BAP (Fig. 3).

Conclusiones

Los resultados de este trabajo permiten concluir que
es posible la conservacion de germoplasma de té, a corto/
mediano plazo.

La conservacion de cultivares de té a corto plazo,
mediante la reduccion de temperatura, es posible hasta
150 dias con porcentajes de supervivencia relativamente
altos. Los segmentos nodales y yemas axilares fueron los
explantes con mejores respuestas.

En el caso de la utilizacién de medios minimos, se
podria conservar germoplasma de té hasta 120 dias, sin
que la capacidad de regeneracion se vea afectada.
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