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Obtencion de callos de Helianthus annuus L.
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RESUMEN

Se describe un protocolo para la obtencién de callos utilizando diferentes explantes y medios de cultivo, para ello se trabajo primeramente con
la variedad Caburé-15 de girasol (Helianthus annuus L.). Se utilizaron como explantes el dpice y secciones de hipocétilo, epicotilo y hoja de
plantulas germinadas in vitro, que fueron cultivados en cuatro medios MS modificados con los reguladores del crecimiento BAP (1 y 5 mg/L),
24 -D (1 mg/L) y AlA (1 mg/L). Posteriormente se estudiaron los genotipos Cubasol-113, Cubasol-83, Cubasol-65 y Cabure-15, con el empleo
de los explantes hipocétilo y cotiledones en dos medios de cultivo MS con concentraciones de 5 y 7 mg/L de BAP. Los datos obtenidos del
crecimiento de los callos se analizaron mediante un andlisis de varianza para un disefio factorial, con el empleo del programa estadistico
STATITCF. El crecimiento de los callos fue significativamente mayor cuando se emplearon 5 mg/L de BAP en ambos experimentos. En este medio
el genotipo que presentd un crecimiento de los callos significativamente inferior fue el C-65. El hipocotilo fue el tipo de explante que produjo mayor
crecimiento. Para un mismo tipo de explante no se observaron diferencias significetivas entre genotipos. Los 4pices cultivados en presencia de
AIA desarrollaran pléntulas pero no presentaron desarrollo de callos. En este mismo medio ocurrio la formacién de raices adventicias en el resto
de los explantes.
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ABSTRACT

A procedure for calli obtention in different explants and culture media is described. First we worked with Caburé—15 variety of sunflower
(Helianthus annuus L.). Apical region and hypocotil, epycotil and leaf sections from in vitro germinated plantlets were used as explants. They
were cultivated in four modified MS media with BAP (1 and 5 mg/L), 2,4-D (1Img/L) and IAA (1mg/L) as growth regulators. After Cubasol-113,
Cubasol-83, Cubasol-65 y Caburé-15 genotypes were studied with hypocotiles and cotyledons explants in two MS media containing 5 and 7 mg/
L BAP. Results were evaluated through varianz analysis for a factorial design STATITCF statistical program. A significantly higher weight
increase appeared with 5 mg/L BAP in both experiments. In this medium C- 65 genotype showed a significantly lowest growth callus. Growth
was significantly higher in hypocotil explant. Significative differences weren't observed between genotypes in the same explant. In IAA medium
calli were not present, but plantlets were developed from apical region while adventitious roots were formed from the other explants.
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INTRODUCCION crecimiento, donde se han obtenido logros importantes
El girasol (Helianthus annuus L.) esta entre los cultivos en la induccién de callos, regeneracion y organogénesis
productores de aceite mas importantes del mundo, (Greco et al., 1984; Witrzens et al., 1988; Filippone et al.,
cultivdndose principalmente en Europa y Estados Unidos, 1992; Geneviéve et al., 1995; Nestares et al., 1996; Laparra

aunque también se ha extendido a otros paises et al., 1997), asi como obtencién de variantes
desarrollados y subdesarrollados, debido a sus bajos somaclonales resistentes a Altemnaria helianthi (Gallenberg
requerimientos de produccion, alta calidad de aceite y et al., 1990), aunque todavia, los estudios sobre su
que la torta resultante de la extraccién es muy importante comportamiento en el cultivo in vitro son limitados atn y
en la alimentacién animal por su alto contenido en con resultados variables (Alibert, 1994).
proteinas (Skorié, 1992).

Teniendo en cuenta que tanto e' establecimiento como el
La aplicacién de métodos biotecnolégicos posibilita desarrollo de los callos estan muy influidos por el tipo de
acelerary apoyar los programas de mejoramiento genético explante, medio de cultivo y genotipo, se planteé como
convencionales en muchos cultivos. En el caso especifico objetivo de este trabajo lograr una metodologia para la
del girasol esto esta frenado considerablemente por la obtencién de callos mediante el estudio de dichas
dificultad de regenerar plantas completas, ya que ello variables, que posibilite realizar investigaciones posteriores
depende de la naturaleza del explante, el contenido de regeneracion de plantas, para apoyar los programas
hormonal del medio y del genotipo, encontrandose entre de mejoramiento convencionales del girasol en el INIFAT.
las especies consideradas “recalcitrantes” para estas .
técnicas (Freyssinet y Freyssinet, 1988). MATERIALES Y METODOS

Como material vegetal se emplearon semillas maduras
Se han realizado investigaciones en girasol con el empleo sin la testa de diferentes variedades de girasol, que fueron
de diferentes partes de la planta y varios reguladores del desinfectadas con alcohol al 70 % durante 2 min. y
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posteriormente con bicloruro de mercurio 0,1 % durante 5
min. La germinacion se realiz6 en medio Murashige y
Skoog, 1962 (MS) sin hormonas. El pH de los medios fue
ajustado a 5,7-5,8 y se afiadieron 7 g/L de agar. La
esterilizacion se realizé en una autoclave a una presion
de 1,2 atm. durante 20 min. y a 120 ° C. Los cultivos se
mantuvieron en un fotoperiodo de 14 horas luz y25+2°C
de temperatura.

Después que las plantas se desarrollaron se realizaron
dos experimentos:

En el primero se emplearon como explantes: el apice y
secciones de hipocétilo, epicétilo y hoja de la variedad de
girasol Caburé-15, que fueron colocados en cuatro medios
de cultivo:

- MS +1 mg/L de 6-bencilaminopurina (BAP)

- MS+ 5 mg/L de BAP

-MS + 1 mg/L de Acido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4 -D)
- MS + 1 mg/L de Acido indol acético (AlA)

Para la evaluacién del crecimiento de los callos se tomaron
8 replicas por tratamiento a los 30 dias de cultivo,
utilizandose el peso fresco de los mismos en gramos
menos el peso inicial del explante. Ademas, se determinéd
la presencia de raices adventicias, mediante el porcentaje
de explantes que las presentaron.

Posteriormente se realizé el segundo experimento. En
este caso se utilizaron como explantes secciones de
hipocdtilos y cotiledones de las variedades Cubasol-113
(C-113), Cubasol-83 (C-83), Cubasol-65 (C-65) y Caburé-
15 (Ca-15), que fueron colocados en dos medios de cultivo:

- MS + 5 mg/L de BAP
- MS + 7 mg/L de BAP

Se evaluaron 10 réplicas por tratamiento a los 35 dias de
cultivo.

Los datos de cada experimento se analizaron de forma
independiente, mediante un andlisis de varianza para un
disefio factorial empleando el programa estadistico
STATITCF.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las diferencias entre los medios de cultivo y entre los
explantes resultaron significativas, asi como las
interacciones medio explante en ambos experimentos.
También las interacciones medio - genotipo y explante -
genotipo en el segundo experimento mostraron diferencias
significativas, no asi al tener en cuenta las tres variables

(Tablas Iy 1I).

Al analizar la interaccién medio - explante en el primer

experimento, se pudo observar a los treinta dias, mayor
crecimiento de los callos en el medio que contenia
5 mg/L de BAP que en los medios restantes, en todos los
explantes estudiados (Fig.1). Este mismo comportamiento
habia sido detectado desde los doce dias, pero sélo
visualmente.

TABLA|
Analisis de varianza del experimento 1.
S.C. GL | CM. DEE. | C.V.
MEDIO 12, 66 3 4,20+* - -
EXPLANTE |3, 85 3 1,28* - -
MxE 3, 40 g9 0,38* - -
[ERROR 11,27 | 112 0,10 0,32 | 70,3%

En estudios anteriores Greco et al. (1984) también
utilizaron los reguladores BAP y 2,4 -D, donde observaron
formacién de callos, en diferentes porcentajes en
dependencia de la concentracién de los mismos. Por otra
parte Antonova ef al. (1990), emplearon 2,4 -D para los
trabajos de embriogénesis, y precisaron que el medio
optimo de induccion contenia 1 mg/L de dicha auxina,
siendo en nuestro caso este regulador uno de los que
menor incremento del crecimiento produjo. Witrzens
et al. (1988) encontraron que el AlA estimulé el crecimiento
de los callos, pero no se reflejo en que medida.

Cuando se analizé el crecimiento teniendo en cuenta
el tipo de explante empleado, se pudo apreciar (Fig. 1)
que el hipocdtilo mostré el mayor valor sin diferencias
significativas con el epicétilo.

Resultados similares obtuvieron Lupi et al. (1987) cuando
encontraron la mejor respuesta de los callos en los
hipocdtilos al estudiar una sola variedad. Por otra parte
Greco ef al. (1984) emplearon BAP sélo o combinado en
diferentes tipos de concentraciones y explantes, hallando
en la concentracion de 5 mg/L de BAP a diferencia nuestra,
el mayor porcentaje de formacion de callos en los dpices
(100 %) seguidos por los cotiledones (97 %) y en tercer
lugar los hipocétilos (83 %); en el caso de los hipocétilos
lograron la mejor respuesta a la induccion de callos y
regeneracion de brotes a partir de los segmentos medios.

Con relacion a la presencia de raices adventicias, estas
fueron observadas sélo en el medio que contenia AlA. Ya
a los doce dias de colocados los explantes procedentes
de hipocétilos y epicétilos en el medio de cultivo, se pudo
observar su presencia, aunque no se evalué. En la
evaluacion realizada a los 30 dias se encontré esa
formacién en diferentes porcentajes, de acuerdo al tipo
de explante, asi se pudo apreciar en el hipocétilo (35 %),
epicdtilo (23 %) y hoja (11 %) (Fig. 2).
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Fig. 1. Interaccion medio-explante en el crecimiento de los callos de girasol.
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Fig. 2. Efecto del AlA en al formacion de raices adventicias de girasol.

TABLAII
Andlisis de varianza del experimento 2.

| sC. | GL. CM. | DE. | CV.
MEDIO 2,99 1 2,99 - -
EXPLANTE | 2, 94 1 2,94 - -
GENOTIPO | 0, 82 3 0,27NS.| - -
MxE 3, 69 1 3,69* - -
Mx G 7,13 3 2,38* - -
ExG 2,13 3 0,71* - -
MxExG |0,95 3 0,32N.S.| - -
ERROR 11,27 | 144 023 (0,48 |43,2%
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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
hipocétilos.

En el caso de los dpices no se produjo desarrollo de callos,
pero si el crecimiento de plantulas, donde se aprecié el
75 % de enraizamiento (Fig. 2) y un promedio de 4,1
nudos por planta. Al cultivar estos nudos en el mismo
medio de cultivo hubo desarrollo de plantulas, pero algo
pequefias. En este aspecto pudiera profundizarse para
su posible uso en la propagacion de materiales de interés,
ya que aunque 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
apices puede ser otra via a utilizar para estos fines.

Otro aspecto que se debe sefalar, es la ocurrencia de
algunas plantulas con inflorescencia, cuestion encontrada
también por otros autores (Greco et al., 1984; Paterson,
1984; Nestares et al., 1996 y Zorzoli et al., 1996).

Segun Greco et al. (1984) la floracién in vitro de dpices
regenerados a partir de callo derivado de diferentes tejidos
(segmentos de cotiledones, hojas, hipocétilos y dpices),
o directamente de tejidos, pudiera ser util en estudios
fisiologicos 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).

Cuando analizamos la interaccién medio - explante en el
segundo experimento (Fig. 3), se observé que en los
hipocdtilos el medio que contenia 5 mg/L de BAP produjo
un incremento del crecimiento de los callos
significativamente superior, no encontrandose diferencias
significativas entre medios al analizar los cotiledones.

Tanto los hipocétilos como los cotiledones han sido
empleados con diferentes objetivos en el cultivo in vitro,
asi Wingender et al. (1996) emplearon hipocdtilos de
diferentes genotipos para la obtencion de protoplastos y
posteriormente brotes, Fisher y Hahne (1992) también
obtuvieron protoplastos mediante el empleo de hipocétilos
y cotiledones y Zorzoli et al. (1996) utilizaron cotiledones
maduros para la micropropagacion de lineas e hibridos de
girasol.

Teniendo en cuenta la interaccién medio - genotipo
(Fig. 4), se aprecié que en los genotipos C-83 y 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.
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Cuando se analizaron los genotipos en cada medio
independientemente se aprecio que el C-65 en el medio
constituido por 5 mg/L de BAP presenté un crecimiento
significativamente inferior al resto. En el medio que contenia
7 mg/L de BAP, aunque no hubo diferencias entre
genotipos, se observé que presentd un valor superior al
resto, o sea que al parecer responde mejor a dosis
mayores de BAP.

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 plantas y plantearon que éste
ejercié un efecto pronunciado sobre la respuesta
morfogenética del girasol.

Con relacién a la interaccién explante - genotipo (Fig. 5),
se evidencio que sdlo hubo diferencia significativa entre
hipocatilos y cotiledones en el genotipo C-83, donde el
mayor crecimiento de los callos se produjo en el explante
hipocdtilo, lo que evidencia la influencia del genotipo
también en este caso. 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 de los genotipos C-
113y C-65. Al analizar los explantes separadamente, no
se encontraron diferencias significativas en ninguno de
los mismos entre genotipos.

CONCLUSIONES

-Los medios y explantes se comportaron de forma
diferente, produciéndose el mayor crecimiento de los callos
en el medio constituido por BAP 5 mg/L y el explante
hipocétilo.

-El medio constituido por AIA 1 mg/L provocd el desarrollo
de plantulas a partir de los 4pices, lo que pudiera ser
analizado para ser empleado en la micropropagacion.

-Existié un comportamiento diferencial entre genotipos,
en el medio constituido por BAP 5 mg/L, presentando el
genotipo C-65 un crecimiento significativamente inferior al
resto.

-No existieron diferencias significativas entre los genotipos
para un mismo explante.
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