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RESUMEN

El girasol se encuentra entre los cuatro cultivos oleaginosos mas importantes del mundo,
cultivindose tanto en paises desarrollados como subdesarrollados, debido a sus bajos
requerimientos de produccién y por su utilidad, tanto en la alimentacién humana como animal.
Por ello abordar los aspectos relacionados con el cultivo in vitro de girasol resulta importante,
teniendo en cuenta ademas, que este es un cultivo considerado ‘recalcitrante” para estas
técnicas. En los Ultimos afios en el INIFAT se realizaron estudios sobre la callogénesis,
regeneracion directa de plantas, asi como la germinacion de embriones inmaduros a diferentes
tiempos de polinizacién y conservacion de las semillas. Se encontré que el mayor crecimiento
de los callos se produjo en el medio constituido por 5 mg/L de BAP y el explante hipocotilo. La
regeneracién de los brotes resulté mejor en el medio que contenia la menor dosis de AIA y BAP
estudiada. En el caso de la germinacion de los embriones, se determiné que un periodo de siete
dias de permanencia de las semillas en refrigeracion estimuld la germinacion y el crecimiento
de las plantulas in vitro. En todos los genotipos fue posible la obtencién de plantulas a los 40
dias de conservadas las semillas, asi como su adaptacion a condiciones ambientales.

Palabras claves: girasol, callogénesis, regeneracion directa y embriones

INTRODUCCION
El girasol (Helianthus annuus) esta entre los cultivos productores de aceite mas importantes del
mundo. Debido a sus bajos requerimientos de produccion, alta calidad de aceite, contenido de
proteina y utilizacién de todas las partes de la planta, su cultivo se ha extendido en paises

desarrollados y subdesarrollados (Skorié, 1992).

Se ha planteado que el girasol se encuentra entre las especies consideradas “recalcitrantes”
para las técnicas de cultivo in vitro (Freyssinet y Freyssinet, 1988), donde la regeneracion de
plantas completas esta influenciada por las condiciones de cultivo, por el genotipo y por sus

interacciones. Esto unido a la baja capacidad de regeneracion y a la ocurrencia de plantulas
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hiperhidricas limita considerablemente la aplicaciébn de métodos de mejoramiento por vias

biotecnolégicas (Mayor et al., 2001).

El género Helianthus comprende especies con un amplio rango de rasgos econdmicamente
importantes, sin embargo, su uso en el cruzamiento del girasol esta limitado por la pobre

compatibilidad sexual y la esterilidad de los hibridos interespecificos (Laparra et al., 1997).

Las técnicas de cultivo in vitro constituyen una alternativa valida con el fin de solucionar este
problema. Un ejemplo de ello lo es el cultivo de embriones inmaduros el cual es un instrumento
poderoso en el mejoramiento para el rescate de plantas obtenidas a partir de cruces
incompatibles. El cultivo de embriones también puede ser usado para obtener lineas en un
periodo de tiempo relativamente corto, con lo que se logra reducir el intervalo generacional para
la obtencién de materiales selectos de girasol (Aspiroz et al., 1987). Se ha planteado ademas,
que la resistencia a imidazolinonas observada en campo puede ser verificada en plantulas

desarrolladas a partir de embriones inmaduros (Nestares, 2008)

Por otra parte George (1993) plante6 que el material de plantas puede ser conservado para ser
usado con propdsitos posteriores, lo que aumenta su posibilidad de empleo. Esto también ha

sido abordado por Zorzoli et al., (1996).

Ademas, se han realizado investigaciones mediante el empleo de diferentes reguladores del
crecimiento, asi como con diferentes partes de la planta, donde se han obtenido logros
importantes en la induccion de callos, regeneracién y organogénesis (Greco et al., 1984;
Witrzens et al., 1988; Filippone, 1992; Geneviere et al., 1995; Nestares et al., 1996; Laparra et
al., 1997), asi como obtencidn de variantes somaclonales resistentes a Alternaria helianthi
(Gallenberg et al., 1990).

A pesar de los resultados obtenidos debe continuarse profundizando en estos trabajos, ya que
al estar involucrados diferentes factores para obtener éxito, en ocasiones no hay repetibilidad.
Los objetivos de este trabajo fueron: disponer de metodologias para la callogénesis,
regeneracion directa y multiplicacién in vitro, conocer las condiciones necesarias para el
establecimiento del cultivo de embriones, asi como conocer la respuesta de diferentes

genotipos.
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MATERIALES Y METODOS
Callogénesis:
Material Vegetal: apices, hipocotilos, epicétilos, cotiledones y hojas de plantulas del genotipo de
girasol: Caburé-15 (Ca-15), Cubasol-113 (C-113), Cubasol- 83 (C-83) y Cubasol- 65 (C-65),
germinadas in vitro.
Medios de cultivo: Murashige y Skoog, 1962 (MS), modificados con los reguladores del
crecimiento: BAP (1, 5y 7mg/L), acido 2,4- Diclorofenoxiacético (2,4 -D) (1 mg/L) y Acido indol
aceético (AIA) (1 mg/L).
Evaluacion: crecimiento de los callos (g). Anadlisis estadistico ANOVA para un disefo factorial,

programa estadistico STATITCF

Regeneracién directa:

Material Vegetal: cotiledones maduros (C-65, C-83, C-113, Ca-15, hibrido).

Medios de cultivo: MS modificado con AIA y BAP o AIA y Kinetina (6-Furfurilamino purina).
Incorporacion de AgNO3.

Evaluacion: segin Tabla |

Cultivo de embriones:

Material Vegetal: embriones inmaduros de diferentes genotipos.

Exp.1 (seleccién del medio): MS (1/2) y MS modificado con ANA, Kin. y Acido Giberélico o BAP
y ANA, a los15 dias de polinizados.

Exp. 2: embriones colectados a los 9, 12 y 15 dias en MS (1/2).

Evaluacion: germinacién cualitativa y presencia de callos.

Conservacién de embriones:

Material Vegetal: cabezuelas en nylon, o semillas en frascos plasticos.

Tiempos de refrigeracion de las semillas: 0, 7, 40, 55 y 70 dias.

MS con la mitad de los nutrientes

Evaluacion: % de contaminacién y germinacion, altura de las plantulas.

En estos casos se empled ANOVA con un disefio completamente aleatorizado desbalanceado y

Duncan al 5% de significacion.
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Tabla 1. Experimentos realizados para la regeneracién directa

EXPEIMENTO REGULADOR GENOTIPO EVALUACION
Experimento 1 1 AIA Yy 2 Kin. Caburé-15 % regeneracion de brotes
1AlIAy BAP Cubasol-113 | % formacion callos
0,5 AIAy BAP
Subcultivo 1 Idem Caburé-15 % regeneracion de brotes,

% formacion callos,
# brotes / explante regenerado.,
regeneracion cualitativa (*)

Subcultivo 2 Idem Caburé-15 % formacion callos,

% brotes hiperhidricos,

% brotes con botones florales
Experimento 2 0,50 AIAy BAP Cubasol- 83 * regeneracion cualitativa:
0,50 AIA, BAP, Cubasol- 65 1: comienzo de regeneracion

0,34 AgNO; Hibrido 2: mitad de explantes regenerados
3: regeneracion abundante
Experimento 3 MS (1/2) Cubasol- 83 % brotes hiperhidricos,
Cubasol- 65 % brotes con raices
Hibrido % brotes con boton floral

RESULTADOS Y DISCUSION
Callogénesis
Al analizar el comportamiento de los cuatro medios de cultivo estudiados y los cuatro explantes,
se observaron diferencias significativas tanto entre los medios, como entre los explantes,

ademas en la interaccion entre ambos (Tabla 2).

Tabla 2: Analisis de varianza con el genotipo Ca-15, cuatro explantes y cuatro medios de
cultivo.

S.C. GL |CM. D.E. C.V.
MEDIO 12,66 3 4.22* - -
EXPLANTE 3,85 3 1,28* - -
Mx E 3,40 9 0,38* - -
ERROR 11,27 112 0,10 0,32 70,3 %

Al analizar la interacciéon de los medios con los diferentes tipos de explantes (Fig. 1) se encontré
gue los mejores crecimientos de los callos se obtuvieron en el hipocoétilo y epicétilo del medio
que contenia 5 mg/L de BAP, sin diferencias significativas entre ellos, seguidos por el pice en
ese mismo medio y el hipocotilo en los medios con 1 mg/L de BAP y 1 mg/L de AlA.
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Fig. 1.- Interaccion medio-explante en el crecimiento de los callos de girasol

En el medio que contenia 1 mg/L de AIA, se observé la formacion de raices adventicias en
diferentes porcentajes, de acuerdo al tipo de explante. En el hipocétilo (35 %), epicotilo (23 %) y
hoja (11 %). La ocurrencia de raices adventicias también fue encontrada por Lupi et al. (1987)
en cotiledones cultivados en presencia del mismo regulador, asi como por Liu (1992) en

hipocatilos.

En el caso de los 4pices se produjo el crecimiento de plantulas con el 75 % de enraizamiento. Al
cultivar los nudos en el mismo medio de cultivo hubo desarrollo de plantulas, lo que seria (util
para la propagaciéon de materiales de interés, ya que aungque los meristemos apicales también
han sido utilizados por otros autores para la micropropagacion con diferentes reguladores del
crecimiento (Lupi, et al. 1987) y se ha logrado la micropropagacién a través de cotiledones

maduros (Zorzoli et al. 1996), el empleo de 4pices puede ser otra via a utilizar para estos fines.

También es de sefialar, la ocurrencia de algunas plantulas con inflorescencia, cuestion
encontrada también por otros autores (Greco et al., 1984; Nestares et al., 1996; Paterson, 1984
y Zorzoli et al., 1996). Segun Greco et al. (1984) la floracion in vitro de apices regenerados a
partir de callo derivado de diferentes tejidos (segmentos de cotiledones, hojas, hipocétilos y
apices), o directamente de tejidos, pudiera ser Gtil en estudios fisioldgicos de floracion. Sin
embargo, otros autores lo ven como un aspecto indeseable y han reducido la floracion

prematura al emplear un fotoperiodo de 11 horas (Zorzoli et al. 1994).

Las diferencias significativas que se presentaron al estudiar los explantes hipocotilo y cotiledon,

con cuatro genotipos y dos medios de cultivo se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3: Andlisis de varianza con cuatro genotipos, dos explantes y dos medios de
cultivo.

S.C. G.L. C.M. D.E. CV

2,99 1 2,99* - -
MEDIO
EXPLANTE 2,94 1 2,94* - -
GENOTIPO 0,82 3 0,27 NS - -
Mx E 3,69 1 3,69* - -
Mx G 7,13 3 2,38* - -
ExG 2,13 3 0,71* - -
MxExG 0,95 3 0,32 NS - -
ERROR 11,27 144 0,23 0,48 | 432%

Tabla 4.- Interaccion medio-genotipo y explante-genotipo en el crecimiento de los
callos de girasol.

MEDIOS | GENOTIPOS | X MEDIA EXPLANTES GENOTIPOS | X MEDIA
Csol 83 151a Csol 83 l41a
Cab 15 1.36 ab Cab 15 1.05 ab
Csol 113 1.33 ab Hipocatilo Csol 113 1.34 a

5 BAP Csol 65 08 c Csol 65 1.19 ab
Csol 83 0.79 ¢ Csol 83 0.89 b
Cab 15 0.84 c Cab 15 1.15 ab
Csol 113 1.07 bc Cotiledon Csol 113 1.05 ab

7 BAP Csol 65 1.2 abc Csol 65 082 b

Teniendo en cuenta la interaccion medio-genotipo (Tabla 4), se aprecid que en los genotipos C-
83 y el Ca-15 hubo un incremento del crecimiento de los callos significativamente superior en el
medio donde se afiadieron 5 mg/L de BAP, mientras que en los genotipos restantes no se
presentaron diferencias significativas entre medios. Cuando se analizaron los genotipos en cada
medio independientemente se aprecié que el C-65 en el medio constituido por 5 mg/L de BAP
presentd un crecimiento significativamente inferior contrastantemente. En el medio que contenia
7 mg/L de BAP, aunque no hubo diferencias entre genotipos, se observé que presenté un valor
superior al resto, o sea, que al parecer responde mejor a concentraciones mayores de dicho

regulador del crecimiento.
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Para muchas especies ha sido reportado que la respuesta a las condiciones de cultivo es
afectada por el genotipo. En girasol Witrzens et al. (1988), encontraron que el genotipo tuvo
efecto sobre el crecimiento de los callos obtenidos a partir de embriones inmaduros, asi como
sobre la capacidad de regenerar de los cultivos. También Nestares et al. (1998) reportaron
dependencia del genotipo en la habilidad de regenerar y plantearon que éste ejercio un efecto

pronunciado sobre la respuesta morfogenética del girasol.

Con relacién a la interaccion genotipo-explante (Tabla 4), se evidencié que sélo hubo diferencia
significativa entre hipocétilos y cotiledones en el genotipo C-83, donde el mayor crecimiento de
los callos se produjo en el explante hipocétilo. En el resto de los genotipos no hubo diferencias
significativas entre explantes, aunque hubo tendencia al incremento del crecimiento de los
callos obtenidos a partir de los hipocétilos en el caso de los genotipos C-113 y C-65. Al analizar

los explantes separadamente, no se encontraron diferencias significativas entre genotipos.

Regeneracion directa

Al analizar estadisticamente el nimero de brotes mayores de un centimetro por explante
regenerado (Fig. 2), no se observaron diferencias significativas entre los medios con AIA y BAP,
que presentaron los mejores valores. Algo similar ocurrié al analizar de forma cualitativa la
regeneracién, pero en este caso el medio con la menor concentracion de AlIA y BAP, tuvo un

comportamiento significativamente superior al resto.

La organogénesis directa habia sido obtenida anteriormente en girasol a partir de cotiledones
de semillas maduras por Nestares et al., 1996 y Mayor et al., 2001, asi como en otras especies
por Soneji et al., 2000, Ainsley et al., 2001, Chaturvedy y Bhatnagar, 2001 y Woo et al., 2001.

Ebrotes/exp.reg.
Eregen. cualit.

Reg. de brotes

OFRLrNWMO

AIA/Kin. 1 AIA/BAP 0,5 AIA/BAP

Medios de cultivo
Fig. 2.- Nomero de brotes / explante regenerado y regeneracion cualitativa (1: comienzo

de regeneracion, 2. mitad de explantes regenerados, 3. regeneracion abundante) de
brotes del genotipo Ca-15 (subcultivo 1).
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Cuando se analizé la evaluacion del segundo subcultivo, se observd que la regeneracién
continué desarrollandose mas abundantemente en el medio con la concentracion de 0,5 mg/L
de AIA y BAP y el menor porcentaje de formacion de callos y presencia de botones florales. En
el medio que contenia AlA y Kinetina, aunque hubo menor porcentaje de brotes hiperhidricos, la
regeneraciéon fue menos abundante y el porcentaje de formacién de callos fue mayor, aspecto

indeseable que debe evitarse cuando se desea que haya estabilidad genética.

En el analisis de la incorporacion de nitrato de plata al medio que habia dado los mejores
resultados y el empleo de diferentes genotipos (experimento 2), no se apreciaron diferencias
significativas entre medios de cultivo, ni entre genotipos, aunque se observaron mejores

resultados en los medios con Nitrato de plata.

Mayor et al. (2001) habian planteado disminucion de la presencia de plantulas hiperhidricas y
botones florales con el empleo de Nitrato de plata, aunque Baker et al. (1999) encontraron que

produjo un pequefio efecto tanto positivo como negativo en la reduccién de la hiperhidricidad.

Germinacion de los embriones inmaduros.
Se encontraron diferencias significativas entre los medios de cultivo a los 15 dias posteriores a
la polinizacion, donde se apreci6 que ambos genotipos tuvieron valores significativamente

superiores en el medio M1 con relacién al M3 (Fig. 3).

Los reguladores del crecimiento empleados en el medio M2 habian sido utilizados por Bohorova
et al., (1985) con otras condiciones de cultivo, en el primer reporte de cultivo de embriones
exitoso con hibridos interespecificos de Helianthus, donde demostraron que se podrian obtener

plantas de interés para estudios citogenéticos del género.

a
a ab
b b mCa 15
- m hibrido

Medio 1 Medio 2 Medio 3

Germinacion

O B N W A

Fig. 3.- Germinacion de los embriones inmaduros de girasol en tres medios de cultivo y
dos genotipos alos 15 dias posteriores a la polinizacién.

El medio M3 tuvo el inconveniente de formar callos en la base de la plantula en un 67 % de los
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casos para la variedad Ca-15 y un 33 % para el hibrido, lo que ademas de afectar la formacién
de raices en éste, no es recomendable por la probabilidad de incrementar la variabilidad
genética y no ser beneficioso cuando se desea mantener la estabilidad del material (Larkin y
Scowcroft, 1981). Ademas, se aprecié formacion de callo en al caso del hibrido en el medio M2
en un 33 %. Soélo no hubo presencia de callo en las plantulas del medio M1, que es el que no
poseia reguladores del crecimiento en su composicion. Este medio también fue el mas efectivo

en estudios realizados en otras variedades por Zorzoli et al., 1994.

Al analizar la respuesta de la germinacion de los embriones con relacién a los dias posteriores a
la polinizacion se observé un comportamiento diferente en algunos genotipos (Fig. 4). El C-113
y el hibrido presentaron un comportamiento similar tanto a los 9 como a los 12 dias exhibiendo
los mejores valores de germinacion sin diferencias significativas. Los mejores valores a los 15

dias se apreciaron en el Ca-15 (Fig. 5).
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IS d P
5 14 m B 15 dias
o
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Genotipos

Fig. 5.- Germinacién de los embriones inmaduros de girasol en cinco genotipos a
diferentes tiempos de polinizacion.

Este resultado contrasta con lo encontrado en los estudios de Zorzoli et al., (1994), aunque si
ha sido planteado por otros autores la influencia del genotipo en trabajos de cultivo in vitro. De
esta forma Witrzens et al. (1988) encontraron que el genotipo tuvo efecto sobre el crecimiento
de los callos obtenidos a partir de embriones inmaduros, asi como sobre la capacidad de
regenerar de los cultivos y Nestares et al. (1998) reportaron dependencia del genotipo en la
habilidad de regenerar plantas y plantearon que éste ejercié un efecto pronunciado sobre la
respuesta morfogenética del girasol. También se encontré un comportamiento diferencial entre
genotipos por Mayor et al., (2001) en estudios de organogénesis de girasol.

También es de destacar que las plantulas del C-83 a los 9 dias fueron muy débiles, mientras
que las de C-113 a esa misma edad tuvo plantulas vigorosas, a pesar de tener esta variedad

embriones mas pequefios que el resto.
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Al analizar que tipo de muestra fue la mas idénea para conservar embriones inmaduros en
refrigeracién, se aprecié que los capitulos guardados en bolsas de nylon sufrieron una rapida
contaminacion, observandose ya a los siete dias hongos en los mismos, mientras que al
mantener las semillas sueltas, envueltas en papel dentro de frascos, el tiempo planteado pudo

extenderse, por lo que se utilizé esta via para realizar el estudio posterior.

Cuando se analizaron los porcentajes de contaminacion teniendo en cuenta tres genotipos y
tres tiempos de conservaciéon mediante el empleo de las semillas conservadas sueltas, se pudo
apreciar un incremento de la contaminacion al aumentar los dias de exposicion a baja
temperatura (Fig. 5), con excepcion del genotipo Ca-15, en el que se presentd el mayor
porcentaje de todos los tiempos estudiados, sin haber sido colocado en refrigeracion, lo que

pudiera deberse a un problema no inherente al material.
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(cont.) (germ.) (cont.) (germ.) (cont.) (germ.)
Genotipos

Fig. 5.- Comportamiento de la contaminacién y la germinacién, en tres genotipos a los
diferentes tiempos de refrigeracion de las semillas.

En el caso de la germinacion (Fig. 5), se observaron porcentajes superiores al 72 % en todos
los tiempos, encontrdndose los valores mayores a los 7 y 40 dias, mientras en el genotipo C-

113 el valor mas elevado ocurrio a los 7 dias.

Al analizar la altura de las plantulas germinadas en los diferentes tratamientos, se observé que

en todos los genotipos la tendencia fue de incrementar a los 7 dias de refrigeracion.
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Fig. 4.- Comportamiento de la altura de las plantulas, en tres genotipos a los diferentes
tiempos de refrigeracion de las semillas.

Zorzoli et al., (1994), en estudios con otros genotipos y otras condiciones, habian observado
gue a partir de los 43 dias el porcentaje de contaminacion aumentaba debido al estado
necroético de los capitulos, por lo que sugirieron que el periodo de siembra de los materiales

podia prolongarse hasta este tiempo..

Se puede plantear que un corto periodo de refrigeracion (7 dias) estimuld los porcentajes de
germinacién y altura de las plantulas, aunque con tiempos mayores (55 y 70 dias) también fue

posible el crecimiento de plantulas con un desarrollo apropiado para la adaptacion a tierra.

Se observo en casos aislados la ocurrencia de plantulas hiperhidricas, lo que también ha sido
encontrado por otros autores en el cultivo in vitro de girasol (Witrzens, 1988; Nestares, 1996;
Mayor, 2001).

En el actual trabajo se logré la eliminacion de este fendmeno al exponer las plantulas en tubos
de ensayo destapadas, por 72 horas en casa de cristal, lo que no habia sido planteado con
anterioridad. Esto contribuy6 a la aclimatacion de las plantas, donde casi un 100 % de plantulas
se adapto a tierra, observandose el mejor comportamiento comparado con el mantenimiento de
los tubos destapados en el cuarto de cultivo por 24 horas y después las plantulas colocadas en
agua por 48 horas, que habia sido sugerido por otros autores (Zorzoli, 1996). En este caso la

mayoria de las plantulas murieron al ser trasplantadas a cepellones.

Las plantulas se adaptaron a tierra en cepellones y estuvieron listas para ser transferidas al
suelo a los 10 dias. El desarrollo se llevé a cabo en bolsas de nylon donde florecieron, y se

obtuvieron semillas cuyos embriones germinaron in vitro.

CONCLUSIONES
Se desarroll6 una metodologia para el crecimiento de los callos de girasol, determinandose
el mejor explante (hipocétilo) y medio de cultivo (5 mg/L de BAP) a utilizar.
Se ajusto la metodologia de regeneracion directa de brotes a partir de cotiledones maduros,
reportandose los mejores resultados en el medio que contenia la dosis menor de AIA y BAP.
Se ajustaron las condiciones necesarias para el establecimiento del cultivo de embriones

inmaduros, asi como su mantenimiento, encontrandose que un periodo de permanencia de
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las semillas inmaduras durante siete dias en refrigeracion, estimulé la germinacién y el
crecimiento de las plantulas in vitro.

Se logré la adaptacion a condiciones ambiéntales y el desarrollo hasta la floracion de las
plantas obtenidas a partir de embriones inmaduros.

El genotipo jugd un papel importante tanto en la callogénesis, morfogénesis, como el cultivo

de embriones inmaduros, de los genotipos cubanos de girasol estudiados.
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