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RESUMEN

Tres tipos de explantes de dos clones
(CH 14 INTA y CH 318 INTA) de té
(Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) fueron
evaluados para su regeneracion in vitro, bajo
la influencia de dos citocininas (BAP y CIN)
y una giberelina (AG,). Previa desinfeccion,
con etanol 70% (1 minuto) e hipoclorito de
sodio 1,5% (20 minutos)y tres enjuagues con
agua destilada estéril, los explantes fueron
aislados y cultivados en los distintos medios de
cultivo. Las mejores respuestas en formacion
de vastagos se registraron con los segmentos
uninodales de ambos clones cultivados en el
medio ¥2 MS + 1 mg/L de BAP o con el cultivo
de yemas axilares del clon CH 14 INTA en
el medio %2 MS + 1 mg/L de BAP o del clon
CH 318 INTA en el medio %2 MS + 1 mg/L
BAP + 1 mg/L AG,. Los mejores resultados
con el empleo de meristemas caulinares
se obtuvieron en el medio %2 MS + 1 mg/L
de CIN y 1 mg/L de AG,. Los vastagos
obtenidos fueron enraizados mediante su
cultivoen ¥4 MS + 6 mg/L de IBA.

ABSTRACT

Plants of two clones (CH 14 INTA
and CH 318 INTA)oftea (Camellia sinensis (L.)
O. Kuntze) were regenerated by in vitro culture of
three types of explants disinfected by immersion
in 70% ethanol (1 min) and 1.5% sodium
hypochlorite (20 min). The best medium for shoot
regeneration from uninodal segments, for both
clones, as well as for axillary buds of CH 14 INTA
clone was %2 MS + 1 mg/L BAP. While the best
medium for axillary buds of CH 318 clone
was 2 MS + 1 mg/L BAP + 1 mg/L AG,. For
meristems culture, the best medium, for both
clones was 2 MS + 1 mg/L KIN + 1 mg/L AG,.
Rooting of regenerated shoots were achieved by
culture them on 72 MS + 6 mg/L IBA.
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INTRODUCCION

El té -Camellia sinensis (Theaceae)- es econdémicamente importante sobre todo
porque con sus hojas se elabora la bebida no-alcohdlica mas vieja del mundo que
contiene cafeina. Es la bebida mas consumida, solamente superada por el agua (16). Sus
hojas tienen mas de 700 constituyentes quimicos entre los que se destacan vitaminas,
flavonoides, aminoacidos, cafeinay polisacaridos con muiltiples propiedades medicinales
(6, 8, 9, 11, 14, 16, 20). En el mundo hay aproximadamente 2,7 millones de ha con
una produccién cercana a los 2,2 millones de t de hoja verde (11).

La region tealera argentina -unas 45000 ha- abarca la provincia de Misiones y
norte de Corrientes y es la mas austral del mundo. Las primeras plantaciones de té en
Argentina datan de 1924, pero adquirieron importancia a partir de mediados de la década
del 50. Inicialmente se realizaron introducciones de semillas provenientes de distintas
partes del mundo. Luego, el acelerado ritmo de plantacion llevé a la utilizacion de semilla
de variada procedencia y calidad, dando como resultado una alta heterogeneidad (19).

La seleccion es la forma mas comun y antigua de mejoramiento del té. Al tratarse
de una lefiosa perenne, el mejoramiento convencional del té consume tiempo y
trabajo (10, 11). La multiplicacion de estos materiales seleccionados se realiza a través
de la propagacion vegetativa a partir de estacas nodales (8, 11, 23). Sin embargo, tal
como lo senalaron Mondal et al. (11), este método de propagacion esta limitado por
varios factores, tales como: 1) baja tasa de propagacion; 2) falta de disponibilidad de
material en invierno debido a la dormancia de las yemas; 3) baja tasa de sobrevivencia
de ciertos clones debido al escaso enraizamiento y 4) variacion estacional de la
habilidad de enraizamiento de las estacas.

Por otra parte, las semillas de té son consideradas, desde el punto de vista
de su conservacion, como recalcitrantes o intermedias dado que no toleran la
desecacion y las exposiciones a bajas temperaturas; por este motivo la conservacion
de germoplasma durante largo tiempo usando semillas no es factible (4) y obliga a
realizar su conservacion manteniendo las plantas cultivadas en condiciones de campo
con todos los problemas que ello implica (12).

Los problemas de la propagacion vegetativa convencional del té, como asimismo
la conservacion de su germoplasma, podrian ser solucionados mediante el empleo de
técnicas de cultivo de tejidos que permitirian la multiplicacion de plantas selectas a
gran escala (3), posibilitando la obtencién de un gran numero de individuos cuando el
material es limitado (5), con lo que se haria posible la introduccion de nuevos clones
en un corto tiempo (6, 17, 18). Estas técnicas también permitirian su conservacién
en condiciones in vitro (21). Sin embargo, para que esto sea posible se debe contar
con sistemas in vitro que brinden como producto final plantas.

Varios trabajos informan acerca de la regeneracion in vitro de plantas de té mediante
el cultivo de diferentes explantes (8, 9, 11). No obstante, el éxito de los cultivos depende
del tipo y edad de los explantes y es altamente influido por el genotipo (11). Asimismo,
con los clones de interés para Argentina, no existen estudios publicados sobre el tema.
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En este trabajo se dan a conocer procedimientos que permiten la regeneracion
in vitro, mediante el cultivo de meristemas caulinares, yemas axilares y segmentos
uninodales de dos clones de té seleccionados en Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajoé con los clones: CH 14 INTAy CH 318 INTA, pertenecientes al Programa
de Mejoramiento de la Estacion Experimental Agropecuaria Cerro Azul del INTA
(Provincia de Misiones). Como explantes se utilizaron meristemas (0,5 mm de longitud),
yemas axilares y segmentos uninodales. Todos ellos fueron extraidos de plantas madre
mantenidas en invernaculo, bajo un estricto control sanitario y nutricional.

En un flujo laminar de aire estéril se realizd la desinfeccion con etanol 70%
(1 minuto) e hipoclorito de sodio 1,5% (20 minutos). Luego de tres enjuagues sucesivos
con abundante agua destilada estéril, se procedio al aislamiento de cada explante.
Los meristemas utilizados tenian 0,5 mm y consistian del domo y de por lo menos
un primordio foliar. Los segmentos uninodales tenian entre 0,5y 1 cm de longitud y
contenian una yema axilar.

El cultivo in vitro de los explantes fue realizado en tubos de vidrio (25 mm x 120 mm;
40 ml de capacidad) conteniendo 10 ml de medio. Los medios fueron preparados usando
las sales y vitaminas de Murashige & Skoog (13), reducido a la mitad (2 MS) con 3% de
sacarosa y 0,7% de agar Sigma (A-1296). Los mismos fueron suplementados con
diferentes concentraciones y combinaciones de 6-bencilaminopurina (BAP), cinetina
(CIN) y acido giberelico (AG,). El pH del medio fue ajustado a 5,8 y posteriormente
fue esterilizado en autoclave a 0,101 MPa por 15 minutos.

Los tubos que contenian los explantes fueron cubiertos con dos capas de
Resinite® e incubados en una camara de crecimiento a 25 + 2°C, con un fotoperiodo
de 16/8 h de luz/oscuridad con una intensidad de 116 pmol m2 s provista por
lamparas fluorescentes frias.

Los vastagos regenerados in vitro fueron enraizados mediante su cultivo en 2 MS
suplementado con 3% de sacarosa y 6 mg/L de acido indolbutirico (IBA). Las plantas
obtenidas fueron transferidas a pequefias macetas conteniendo turba, mantenidas
en una atmosfera nebulizada durante 2 o 3 semanas con el objeto de aclimatizarlas.

Los experimentos fueron conducidos con un disefio de bloques completamente
aleatorizados con tres repeticiones de 10 tubos cada una, con un explante/tubo.
Los datos correspondientes al porcentaje promedio de explantes, con el error
estandar (x SE), que produjeron vastagos (se contabilizaron como vastagos los que
tenian 0,5 cm de longitud y por lo menos una hoja desplegada), fueron registrados
luego de 60 dias de cultivo. Los datos se analizaron mediante el analisis de la
variancia (ANOVA)y las comparaciones de las medias fueron hechas usando el test
de Tukey.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Luego de 30 dias de cultivo el porcentaje de cultivos contaminados con bacterias
y/u hongos fue relativamente bajo (en promedio, 15% contaminados con bacterias y
0,3% con hongos), mientras que el 85% restante, independientemente de los explantes
y medios utilizados, permanecian vivos y libres de contaminacién, en ambos clones.
El ennegrecimiento tisular debido a la exudacién de productos fendlicos desde los
explantes a los medios de cultivo, considerado como uno de los principales problemas
en la micropropagacion del té (9) no tuvo mayor influencia con los explantes utilizados en
este trabajo. Solamente el 0,95% de las yemas axilares del clon CH 318 INTA presento
ennegrecimiento tisular. Sin embargo, en experimentos preliminares con apices caulinares,
el ennegrecimiento tisular produjo la muerte de los explantes y los cultivos no pudieron ser
establecidos (comunicacion personal). La ocurrencia de explantes de té hiperhidricos (foto
a), mencionada por Kataeva et al. (7), fue despreciable en este trabajo (0,8%) y se observo
especialmente en medios que contenian 1 mg/L de BAP y 5 mg/L de AG,.

Foto. Regeneracién de té por cultivo in vitro. a) Hiperhidricidad. b) Vastagos
regenerados por cultivo de meristemas. ¢) Vastago regenerado por cultivo
de una yema axilar. d) Vastagos regenerados por cultivo de segmentos
uninodales. (Las barras verticales equivalen a 1 cm).

Photo. Regeneration of tea by in vitro culture. a) Hyperhidricity. b) Shoots regenerated
by culture of meristems. ¢) Shoot regenerated by culture of an axilar bud.
d) Shoots regenerated by uninodal segments. (Vertical bars = 1 cm).
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Al cabo de 60 dias de cultivo se pudo apreciar que los tres tipos de explantes
utilizados de los dos clones, cultivados en todos los medios de cultivo, brindaron
vastagos. Sin embargo, el porcentaje de explantes con vastagos y el niumero de
vastagos por explante fue significativamente afectado por el clon, el tipo de explante
y el medio empleado (tabla 1; tabla 2; tabla 3, pag. 132).

Tabla 1. Efecto de siete combinaciones de reguladores de crecimiento suplementados
al medio Y2 MS sobre la regeneracion de vastagos mediante el cultivo in vitro
de meristemas de dos clones de té.

Table 1. Effect of seven combinations of growth regulator added to Y2 MS medium on
the regeneration of shoots by in vitro culture of meristems of two tea clones.

Reguladores de
crecimiento Clon CH 14 INTA Clon CH 318 INTA
(mglL)
0, 0,
BAP | CIN | AG, ,/° de N° vastagos/explante ,/° de N° vastagos/explante
vastagos vastagos

0 0 0 53,332 1 56,67% 1,5

1 0 0 40,00° 1 30,00° 1

1 0 1 53,3320 1,5 20,00%° 1

1 0 5 80,00? 2 20,00° 1

0 1 0 66,672 2 53,3320 1,5

0 1 1 83,332 3 73,33° 2

0 1 5 56,672° 1 53,33 1

Tabla 2. Efecto de siete combinaciones de reguladores de crecimiento suplementados
al medio /2 MS sobre la regeneracion de vastagos mediante el cultivo in vitro
de yemas axilares de dos clones de té.

Table 2. Effect of seven combinations of growth regulator added to %2 MS medium on
the regeneration of shoot by in vitro culture of axillary buds of two tea clones.

Reguladores de
crecimiento Clon CH 14 INTA Clon CH 318 INTA
(mglL)
0, 0,
BAP | CIN | AG, ,/° de N° vastagos/explante ,A) de N° vastagos/explante
vastagos vastagos

0 0 0 66,672 1 70,00 1

1 0 0 83,332 3 60,00° 35

1 0 1 76,67° 2,2 100,002 3

1 0 5 86,672 1 86,67 1

0 1 0 66,672 1 33,33 1

0 1 1 80,00° 2 100,002 1,5

0 1 5 93,332 1 86,67 1
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Tabla 3. Efecto de siete combinaciones de reguladores de crecimiento suplementados
al medio Y2 MS sobre la regeneracion de vastagos mediante el cultivo in vitro
de segmentos uninodales de dos clones de té.

Tabla 3. Effect of seven combinations of growth regulator added to %2 MS medium on the
regeneration of shoots by in vitro culture of uninodal segments of two tea clones.

Reguladores de
crecimiento Clon CH 14 INTA Clon CH 318 INTA
(mg/L)
[v) 0,
BAP | CIN | AG ,/° de N° vastagos/explante ,/° de N° vastagos/explante
3 | vastagos vastagos

0 0 0 60,002 1 73,332 1
1 0 0 76,672 6 83,332 3
1 0 1 56,672 55 96,672 2
1 0 5 66,67 4,8 90,002 2
0 1 0 33,332 2,2 76,67 1
0 1 1 53,332 2,2 50,00°° 1
0 1 5 56,672 1,5 26,67° 1

Con los meristemas de ambos clones, los mejores resultados se lograron con
el uso de %2 MS suplementado con CIN (1 mg/L) y AG, (1 mg/L) donde el 83,33%
de los meristemas del clon CH 14 INTA posibilitaron la regeneracién de vastagos
con un promedio de 3 vastagos por explante y el 73,33% de los meristemas del
clon CH 318 INTA formaron vastagos con un promedio de 2 vastagos por explante
(tabla 1, pag. 131; foto b, pag. 130). En ningun caso se aprecio la formacién de
callos. La longitud promedio de los vastagos obtenidos fue de 1,5 cm. Estos
resultados concuerdan con lo encontrado por Nakamura (14) quien informa que
el AG, combinado con BAP estimula el crecimiento de apices y yemas axilares
de té cultivados in vitro. Sin embargo, los resultados de este trabajo muestran
que las dosis de AG, que fueron adecuadas para el crecimiento de meristemas
son muy inferiores a las utilizadas por Nakamura.

Los resultados obtenidos con el cultivo de yemas axilares muestran que en el caso
del clon CH 14 INTA, si bien no hubo diferencias significativas entre los medios de cultivo
ensayados en cuanto al porcentaje de yemas que formaron vastagos, el nUmero de
estos por explante fue superior cuando se adicioné solamente 1 mg/L de BAP al medio
2 MS. En este medio el 83,33% de las yemas cultivadas regeneraron vastagos, con un
promedio de 3 vastagos (con una longitud promedio de 0,70 cm) por yema cultivada.

La adicion de AG; si bien también estimuld el nimero de explantes que formaron
vastagos, disminuyd el nimero promedio de estos por explante (tabla 2, pag. 131). Sin
embargo, con las yemas del clon CH 318 INTA la mejor respuesta se obtuvo cuando
ademas de la adicion a 2 MS de 1 mg/L de BAP se incorpord 1 mg/Lde AG,. En este medio
el 100% de las yemas cultivadas regeneraron vastagos con un promedio de 3 vastagos
con una longitud promedio de 1 cm (foto ¢, pag. 130) por explante (tabla 2, pag. 131).

132 Revista de la Facultad de Ciencias Agrarias



Regeneracion de plantas de té in vitro

Con el cultivo de segmentos uninodales, de ambos clones, los mejores resultados
fueron obtenidos en el medio Y2 MS + 1 mg/L de BAP. En este medio 76,67% de los
segmentos uninodales del clon CH 14 INTA regeneraron vastagos con un promedio
de 6 vastagos con una longitud promedio de 1,8 cm (foto d, pag. 130) por explante,
mientras que el 83,33% de los segmentos uninodales del clon CH 318 INTA formaron
vastagos con un promedio de 3 vastagos (con 1,3 cm de longitud) por explante
(tabla 3, pag. 132).

El 98% de los vastagos enraizaron in vitro en el medio similar al sugerido por
Pandidurai et al. (15) consistente de ¥2 MS suplementado con 3% de sacarosa
y 6 mg/L de IBA. La aclimatizacion permitid que entre el 80 y 90% de plantas
obtenidas sobrevivieran exitosamente, superando una de las fases mas criticas de
la micropropagacion del té (11).

Los resultados de este trabajo muestran que, en general, si bien hay regeneracion
en todos los medios utilizados, incluido %2 MS desprovisto de reguladores de
crecimiento, para la obtencion de los maximos valores de regeneracion, en las
condiciones de trabajo establecidas, es necesaria la adiciéon de por lo menos BAP,
y/o CIN y/o AG, dependiendo del clon y del explante que se cultiva. En este sentido
los resultados de este trabajo concuerdan con lo informado por Mondal et al. (11),
aunque los protocolos que aqui se describen se caracterizan por la simplicidad de
los medios de cultivo evaluados para inducir la regeneracion de plantas a partir del
cultivo de segmentos nodales cuando se los compara con los utilizados por varios
investigadores que utilizaron ademas del medio MS, extracto de levadura, leche de
coco, acido indolacético y BAP (1, 2). Asimismo, con la utilizacion de yemas axilares,
los medios sugeridos en este trabajo son muy simples y difieren de los recomendados
por otros autores (22).

Por otra parte, este trabajo muestra por primera vez que es posible la regeneracion
de plantas de té a partir de meristemas caulinares.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos se concluye que es posible la obtencion
de plantas de dos clones adultos de té -de interés para Argentina- mediante el cultivo
in vitro en medios sencillos de meristemas, yemas axilares y segmentos uninodales,
con niveles minimos de contaminacion y de oxidacion de tejidos.

La evaluacion y ajuste de esta tecnologia, en el resto de los clones pertenecientes

al banco de germoplasma, posibilitara encarar estudios que permitan su aplicacién
para la conservacion.
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