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Resumen

Conservacion de semillas del
cedro australiano [Toona ciliata)
Seensayo el efecto de la conservacidn
de semillas del cedro australiano { Them
cilighiy en cuateo lemperaturas; 27°C
[temperatura ambiente); 4°C (refrige-
rador); -18°C (freezer) v <1967 {nitro-
geno liquide) sobre su germinacion.
Los resultadoes mostraron que, Tuego
de 12 meses de conservacion de las
semnillas a 270 & a 4°C, la germinacion
o5 priacticamente nula. La conservacicn
de las semillas por 12 meses o —15°C &
mediante su inmersion directa en nitrd-
geno liquide (-196°C) permile que entre
el By el 95% de las mismas germinen,

Résumé

Conservation des graines de
cédre rouge {Toona cifiata)

Dres graines de cédre rouge australien
(Toora cilinte) ont &6 conserviées § 2790
ten laboratoire) ; 4°C (réfrigérateur) ;
=LEC [congélateur) et —196°C {azote
liquide). La germination des graines a
e testée chaque mois. Aprés une durée
de conservation d'un an, tanl a 27 qu’a
A, les graines ont pratiquement perdu
leur capacité germinative. En revanche,
les graines stockées & —18 ou —195°C
germent dans une proportion de 80 A
95 % Lapplication de ces procédés de
conservation au matériel génétique est
discutée.
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Summary
Conservation of Australian cedar
seeds (Toona cifiata)
Seeds of Australian Cedar (Tocna cili-
ald) were stored at 270 {laboratory),
4°C [refrigerator), —18°C (freezer) and
=186 {nitrogen liquid). Every manth
the germination of the seeds was
tested, After 1 wvear’s conscrvation,
the seeds stored at both 27 and 4°C
showed practically ne germination.
Howeever, 80 — 95% of seeds stored at
185 or =196"C germinated, Application
of these procedures for storage of ger-
meplasm is discussed.

Key words: Australian red cedar,

Se discule la utilizacidn de estos pro-
cedimienlos para la conservacion de
sermoplasma.

Introduccién
El cedro avstraliano {Tooaa ciliala), perteneciente a la familia
Melincaae, es un drbol native de Australia (Keenan et al. 1997,
Herwitz et al. 1998). Fue introducido en Argentina (Mangieri
1972) donde demostrd tener interesantes cualidades comao
especie forestal (Rey 1987). 5Su propagacién tiene lugar
principalmente por semillas, que se caraclerizan por la
rapida pérdida del poder germinativo cuando se conservan
a temperatura ambiente {Mautival y Thapliyal 1993; Chand ¥
Bhardwaj 1994),

[n este trabajo se dan a conocer los resultados ablenidos
en tres experimentos relacionados con la conservacion de
semillas de Toana cilint a 27; 4; <18 ¥ ~196°C,

Materiales y métodos

Se trabaji con semillas recién cosechadas de nueve Arboles de
Toing ciliafa (F Muell) Harms., procedentes de las Provincias
de Corrientes v Misiones, Argentina.

Para la determinaciin del poder germinative (PG) ¥ de
la energia germinativa (FG) se confeccionaron germinadores
con papel de filtre v algodén humedecidos con agua
destilada, contenidos en cipsulas de Petri de vidrie de 9 em
de didmetro. En todos los casos, por cada drbal evaluado se
colocaron 25 semillas v cada tratamiento tuve 4 repeticiones,
Los germinadores fueron ubicados en una hahitacidn
climatizada a 27+2°C con 14 h de foloperioda (116 m~ 5
provenientes de tubos fluorescentes blancos). Las 100 semillas
ulilizadas presentaban un 15% de humedad inicial, con un
peso de 045 g, v una longitud de 14 cm. Luego de 7 dias

cryopresarvation, germination, seed
storage, Toona cifiata

e germinacion, se tomaren los dalos de poder gcrmjnatim
considerando a la semilla germinada a partir del momento
en que la radicula emergia 5 mm del tegumento, Para la
determinaciom de la energia germinativa se tuvo en cuenta el
nimera de dias necesarios para alcanzar la germinacian del
7 de las semillas.

Experimento 1

Se trabajd con semillas procedentes de Corrientes. Se
conservarcn 1300 semillas a 27+2°C v otras 1300 cnoun
refrigerador de tipo familiar a 4+1°C. En ambos casos las
semillas estaban contenidas en sobres de papel metalizado
dentro de [rascos color caramelo. Mensualmente se
extrajeron 10 semillas de cada lote con el objeto de
delerminar su PG,

Experimento 2

Se conservaron semillas procedentes de Corrientes en
tres condiciones ambientales distintas {1300 semillas en
cada caso):

{a) 2742°C

(b 42170, en un refrigerador familiar

(o] =18°C, en un freceor.

En los [res casos las semillas estaban contenidas en
sobres de papel metalizado dentro de frascos color caramelo.
Mensualmente se extrajeron 100 semillas de cada lote con el
obijelo de determinar su PG,
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Experimento 3

Con el objete de estudiar la posibilidad de crioconservacion

a la temperatura del nitrdgeno liquide (=19%°C) sin pérdida

de viahilidad, como courre cuande se almacena a 27°C, se

utilizaron semillas de los nueve drboles evaluados procedentes

de Corrientes y Misiones. Si bien en muchos casos los embriones

aislados se usan para su crioconservacion, en esle experimento

se decidid conservar la semilla completa con el fin de utilizar el

misme explante que en los experimentos anteriores, Para ello

serealizarom los siguientes tratamientos:

(i) testigo sin conservar a 27+2°C;

ib) sincrioprotectores y descenso pmgmnmd e tem peralura,
auna velooidad de 1°CominT hasta —<40°C;

{e) coma B, con la adicidn de sacarosa ¥ gliceral (ambos al
15%:} como crioprotectores;

(d)come B, con la diferencia que como Gllime pasa, las
semillas se sumergen en nitrégene liquido (—1967C)
durante 1 hora;

(e} directamente en nitrégeno liquido (-196°C) durante 1 hora,
sin la adjunta de crioprotectores,
Para el descenso programade de la temperatura se ulilizd
un programador electrénico, Cordinier Clectronic, Modelo
S0,
Fl descongelamiento se llevd a cabo en forma ripida enun
bane maria a 30°C durante 1 minuta.

Resultados

Experimenlo 1

Los resultados (Figura 1} muestran que las semillas
conservadas, tanto a temperatura ambienle como en
refrigerador, pierden ripidamente su poder germinativo {PG).
En el primer caso luego de 4 meses tienen aproximadamente
el 5% de PG v a los 9 el PG es cero. En el caso de las semillas
conservadas en refrigerador, a los & meses tenen un PG del
B0% v a los 12 meses del 10%,
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Tabla 1. Efecto de diferentes tratamientos sobre el poder germinativo, evaluado a los 7 dias, y sobre la
energia germinativa (70%) de semillas de Toona ciliata (datos promediados de 9 repeticiones)

Tratamientos

Poder germinativo Energia germinativa

(") [%oxDS) (N* de dias)
Testiga (27) 92.4845.45° 4.7
Programacdo (-0} 93,0714 57 4,30
Programado (—40} + Crioprotector £9.11+9.80° 4,20
Programado [-40] y luego nitrdgena liquida (—196) 84.41410.40° 410
Directo a nitrogeno liquido [-196) 85334716 4 go

Letras distintas indican diferencias significativas. Test de Comparacion Miltiple de Tukey (p< 0.01).

Experimento 2

En general, los resultados (Figura 2) confirman aquéllos ya
ablenidos en el experimento 1, pues la conservacion de las
sernillas en refrigerador permite oblener valores de PG mds
elevados que los de las semillas conservadas en condiciones
de laboratorio. Cabe destacar que luego de 10 meses de
conservacion en ambos casos ¢l PO fue muy bajo (alrededor
del 10%). Sin embargo, la conservacion de las semillas en
un freezer hizo posible que atin luego de 12 meses el PO se
mantenga alrededor del 0%,

Experimento 3

Los resultados (Tabla 1) muestran que las semillas sometidas
a los diferentes tratamientos no presentan diferencias
significativas en sus valores de PG tanto entre ellas como
con el testigo (Figura 3). La conservacion en forma directa
en nitrigeno liquido resulta ser el tratamiento mas adecuado
para la conservacidn de semillas de Toean cifiata al no ser
necesaric i el descense programado de temperatura, ni
la utilizacidn de sustancias crioprotectoras. Asimismo los
vilores de EG fueron muy similares en lodos los tratamientos
ensayados, con valores de 4-3 dias, para el 70% de las semillas
germinadas. El proceso de germinacin de las semillas v el
ulterior crecimiento de las plintulas en macetas fue normal.

Figura 3. Germinacion de semillas de Toona ciliata. (a) Lote
control, (b} Semillas sometidas a descenso programadao
de temperatura {1°C min” hasta -40°C). (¢} Como b +
crioprotector. (d) Gomo (b} & inmersidn en nitrogeno liquida
{(-196°C]. [e) Directamente en nitrdgeno liquida (-196°C).

Discusion

Los resultados obtenides muestran que existe una répida
disminucidn del poeder germinative de las semillas de Toona
ciliata cuando se conservan a temperatura ambiente (27°C),
Mautival y Thapliyal 1993; Chand v Bhardwaj 199, informaren
sobre resultados similares. La conservacicn en refrigerador
(4°C), permite mantener valores altos de PG durante mas
liempo pero al cabo de 9 meses dichos valores disminuyen
considerablemente, En cambin, la conservacion de semillas en
un freezer (-18°C) hizo posible que el PG se mantuviera en los
mismos valores que los de las semillas recién cosechadas.

Si bien las semillas de muchas especies pueden ser
crioconservadas mediante la inmersion directa en nitrogeno
liquido (Gonzalez Benito 1994 Pence 1991), otras deben
desecarse previamente en forma parcial (Pence 1995;
Chmielare 1995 ab, Dussert et al. 1998) o incluso ser
desecadas parcialmente, congeladas en forma lenta 1°C min™!
hasta ~50°C v finalmente colocadas en nitrdgeno liquido
(Dussert et al. 1997; Dussert et al, 1998),

Esle trabajo muestra que las semillas de Teong ciliala pueden
sererioconservadas mediante su inmersion divecta (2200°C min
'hen nitrdgeno liquido sin afectar a su PG ni a su EG. En dichas
condiciones, en que virtualmente cesa toda actividad metablica
{Stanwood 1985, las semillas de Toora cifsite podrian ser
conservadas en los bancos de germoplasma durante un periodo
indefinide sin los problemas que normalmente se presentan en
lixs bancos de semillas tradicionales (Engelmann 1947),

Conclusiones

Para evitar el ripido deterioro de las semillas de Tooua ciliafa
¥ mantener lanlo su poder germinativo como su energia
germinativa (durante 1 afio), las semillas pueden conservarse
enun freezer a =18°C o hien puede procederse a su inmersion
directa en nitrégeno liquido (~196°C) para conservarlas
durante periodos de liempo mis prolongados.
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