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l. ABREVIATURAS UTILIZADAS

2,4D Acido 2,4 — diclorofenoxiacético
ANA Acido naftalenoacético

AIA  Acido indolacético

BA  Benciladenina

°C  Grados centigrados

cm  Centimetros

GAs Acido giberélico

g/l Gramos por litros

IBA  Acido indolbutirico

K Cinetina
L Litros
m Metros

mg/L  Miligramos por litro
mm Milimetros

MS Medio de cultivo descrito por Murashige y Skoog, 1962.
NaOH  Hidroxido de sodio



INTRODUCCION

El género Helianthus pertenece a la Familia de las Asteraceas, donde se encuentra
el girasol (Helianthus annuus L.), incluye especies tanto anuales como perennes, y es una
planta dicotileddnea anual, oleaginosa de gran valor (Box, 2005).

Las compuestas son la familia mas numerosa entre las dicotiledoneas. Se

caracterizan por tener las flores agrupadas en una inflorescencia, conocido como capitulo.

El principal uso actual del cultivo de girasol es para la produccién de aceite
comestible, y en menor medida como ornamental, confiteros, para la alimentacion de aves
y ganado, para la fabricacién de jabones y champu, y como combustible ecoldgico en
motores diesel (Ruiz y col, 2011; Cortiza y Pérez, 2009; Box, 2005).

El aceite de girasol tiene un valor nutritivo alto en comparacion con otros aceites
vegetales, gracias a su elevada proporcion de 4&cido linoleico; contiene también
provitaminas y vitaminas liposolubles A, D y E (Box, 2005).

En Venezuela, las zonas de produccion de girasol se ubican hacia los Ilanos
orientales, los estados Guaérico, Portuguesa, Barinas, Miranda y Aragua. Aumentar la
produccidn seria muy importante con miras a disminuir la importacion de semilla, aceite
y flores de corte.

El cultivo tradicional del girasol se realiza a partir de semillas, en general, con
siembra directa, y muchas veces la cosecha se ve afectada por enfermedades causadas
por agentes patdégenos (Lorenzo, 2006; Diaz y col, 2003), siendo el cultivo in vitro una
importante herramienta para obtener material vegetal con condiciones de sanidad
superiores a los obtenidos por via convencional. La propagacion in vitro, constituye
dentro de la biotecnologia vegetal, la técnica que mayor aporte practico ha brindado al

mejoramiento de especies vegetales (Jiménez, 1998).



Los estudios cientificos referidos al girasol, estan mayoritariamente dirigidos a la
genética y a la biotecnologia. Este rubro ha sido manipulado genéticamente, con el fin de
variar el contenido de un determinado &cido graso, mejorando su calidad (Burke, 2003;
Cummings, 2001, citados por Diaz, 2007).

Se ha planteado que el girasol se encuentra entre las especies consideradas
“recalcitrantes” para las técnicas de cultivo in vitro, donde la regeneracion de plantas
completas esta influenciada por las condiciones de cultivo, por el genotipo y por sus
interacciones, lo cual unido a la baja capacidad de regeneracion, pobre enraizamiento y a
la ocurrencia de plantulas hiperhidricas y con formacién prematura de botones florales,
limita considerablemente la aplicacion de métodos de mejoramiento por vias
biotecnoldgicas (Mayor y col, 2001 citado en Rodriguez y col, 2008%).

Se han realizado diversas investigaciones en esta especie, 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, regeneracion y
organogénesis, asi como la obtencién de variantes somaclonales resistentes a Alternaria
helianthi (Rodriguez y col, 2008 ?).

Debido a la importancia econémica, agricola y medicinal del género Helianthus,
y al interés de aumentar su produccidn, se plantea establecer un sistema de regeneracion
in vitro via organogénesis y via embriogénesis somatica para el girasol (Helianthus

annuus L.), a partir de microesquejes y segmentos de cotiledones.



ANTECEDENTES

1. Descripcion boténica de Helianthus annuus L.

1.1 Taxonomia y origen

El género Helianthus pertenece al reino Plantae, a la clase Magnoliopsida, al orden
Asterales y a la Familia Asteraceae, donde se encuentra el girasol (Helianthus annuus L.).
Incluye especies tanto anuales como perennes (Box, 2005).

El origen del género Helianthus es americano, y en su mayoria del subcontinente
septentrional.

Unos 3000 afios antes de Cristo, las tribus indigenas lo cultivaban ya en Arizona
y Nuevo México. Las semillas formaban parte de la dieta en diferentes formas; el aceite
se empleaba con fines no alimenticios, sino como medicina y en ceremonias religiosas.

La planta de girasol fue introducida en Europa por los conquistadores espafioles
tras el descubrimiento de América, y desde Espafia se extendio a todo el continente
Europeo (Box, 2005).

1.2 Morfologia

La planta de girasol posee una raiz principal pivotante que puede alcanzar hasta
1,5m de profundidad; un tallo herbaceo, verde, delgado, cilindrico, sencillo y con una
altura hasta el capitulo entre 40cm y 2m. La superficie exterior del tallo es rugosa y
pubescente, excepto en su base. Las hojas del girasol son simples, alternas, grandes,
aserradas, de apice agudo, de laminas ovales y de aspera vellosidad tanto en el haz como
en el envés. Llegan a medir hasta 40cm de largo. El color va de verde oscuro a verde
amarillento. (Ruiz y col, 1958; Lorenzo, 2006; Avila, 2009).

La inflorescencia es amplia, puede tener forma plana, concava o convexa. El
capitulo es rotatorio y orientado hacia el sol hasta la fecundacién (Lorenzo, 2006). La

parte externa (radial) lo constituyen unas hojas estériles de color amarillo, formando la



parte mas llamativa. Las flores del interior son mas numerosas, hermafroditas, pequefias,
y contienen los drganos de reproduccion. Estas flores se desarrollan en sentido radial

comenzando con las externas (Leon, 1987; Avila, 2009).

El fruto es seco e indehiscente, conocido como aquenio y esta formado por el
pericarpio (cascara) y la semilla, su forma general es ovoide y su color blanco o grisaceo
es uniforme o con manchas oscuras longitudinales (Le6n, 1987). La semilla contiene al
embrion, y esta constituida principalmente por los cotiledones. El contenido de proteina
y aceites es alto (Leon, 1987).

2. Importancia Econémica

2.1 A nivel mundial

Durante dos siglos, el girasol fue cultivado como planta ornamental, y hasta
comienzos del siglo XVIII no se habia reconocido la semilla de girasol como fuente de
aceite. La extraccién de aceite con fines alimenticios comenzo en Rusia en la década de
1830, contribuyendo a extender rapidamente el cultivo de esta especie (Box, 2005).

En la tabla N° 1 se muestra la posicion de los primeros cinco paises mas

productores de semillas de girasol segun FAO, 2010.

Tabla N° 1. Posicién de los primeros cinco paises mas productores de semillas de girasol por

toneladas (T) y produccion en délares ($)

Posicion Regidn Produccion (10004 It} Produccion (T)
1 Ucrania 15165631 6771500
2 Federacidn de Rusia 1360888 5344820
3 Argentina 603200 2220710
4 Francia 442730 1633110
5 Bulgaria 378448 1596100

El principal uso actual del cultivo de girasol es para la produccién de aceite
comestible, y en menor medida como ornamental, confiteros, para la alimentacion de aves

y ganado, para la fabricacién de jabones y champu, y como combustible ecoldgico en



motores diesel, como una fuente de energia alternativa, en sustitucion al petroleo (Ruiz y
col, 2011; Cortiza 'y Pérez, 2009; Box, 2005).

El aceite extraido del girasol tiene un alto valor nutritivo en comparacion con otros
aceites vegetales, gracias a su elevada proporcion de &cido linoleico; contiene también
provitaminas y vitaminas liposolubles A, D y E (Box, 2005). Presenta un bajo porcentaje
de &cidos grasos saturados. La concentracion de aceite en el grano varia entre 48 y 54%
y la de proteinas varia entre 15 y 19%. Existen tres grupos de genotipos: los tradicionales,
los medio oleico y los alto oleico (Diaz y col, 2003).

También se emplea el girasol para obtener lecitina, que se utiliza en industrias de
la alimentacion. La harina obtenida de la extraccion del aceite, constituye una importante
fuente de proteinas para la alimentacion del ganado. Esta importante planta forrajera ha
sido utilizada histéricamente con gran intensidad para ensilado en Estados Unidos y

Canada (Box, 2005).

En cuanto al uso medicinal, tenemos que del girasol se pueden obtener metabolitos
secundarios utiles en farmacologia. Diaz en el 2007, realiz6 un estudio de extraccion,
aislamiento y purificacion de metabolitos secundarios en H. annuus L., utilizando flores,
cabezuelas y hojas, para evaluar la actividad antiinflamatoria de dichos extractos.

Se tienen resultados de otros trabajos donde se han aislado, de extractos de flores
y las cabezuelas de girasol, diterpenos de tipo kaurano (acidos kaurenoico y
traquilobanico) y el acido grandiflorélico (Pyrek, 1970; Panizo, 1979, citados en Diaz,

2007).

2.2 Importancia del girasol en Venezuela

En Venezuela, la produccién del girasol comienza con un periodo introductorio a

partir de 1970. Las alternativas de produccion de oleaginosas en Venezuela estaban



reducidas a la palma aceitera y al cocotero, pero tuvieron poco uso en el consumo de

mesa. (Soto, 2006).

Segun FEDEAGRO, para el afio 2010, la produccion de girasol en Venezuela en
funcién de cifras oficiales es de 85.792 toneladas, el area cosechada es de 50.606

hectareas, y el rendimiento de 1,695 kilogramos por hectareas (Tabla 2).

Tabla N° 2. Produccién de girasol en Venezuela para los afios 2000 al 2010, segun
FEDEAGRO.

Rubro 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008* | 2009* | 2010*

Volumen de produccion | 3,523 | 2,818 | 1,97 | 1,242 | 970 | 439 | 5,23 | 15,514 | 36,552 | 34,549 | 85,792

Valor de la produccion | 454 | 363 | 254 | 160 | 125 | 57 | 673 | 1,997 | 4,706 | 4,448 | 11,046

Superficie cosechada 3,548 2,747 (2,214 1502 | 12| 715|4,673|12,517| 30,46 | 14,46 |50,606

Rendimiento 993|1,026| 890 | 827| 808| 614|1,119| 1,239 12| 2,389 1,695

*FAO en funcién de cifras oficiales y Hoja de Balance de Alimentos INN. Volumen en toneladas,

Valor en miles de bolivares, Superficie en hectareas y rendimiento en kilogramos por hectareas.

Se puede decir que la produccién de girasol en Venezuela, ha tenido su puesto en
la agricultura Venezolana con una misién bien clara, la de contribuir a la disminucion de

la dependencia de aceite y semilla del exterior (Soto y Fernandez, 1997).

Por otra parte, se tiene que la floricultura representa una actividad de relevante
significado econdmico, turistico y artistico en Venezuela, entre las que se encuentra la
venta de flores de girasol. El sector de la floricultura en Venezuela, ha demostrado ser un
area viable para las nuevas inversiones, presentando un 300% de crecimiento en los
ultimos diez afios (Osuna, 2012). Una de las principales ventajas con las que cuenta el
pais para la produccién de este rubro, es su ubicacion geogréafica. Asimismo, a diferencia

de otros paises, el clima de Venezuela permite la produccion de flores durante



practicamente, todo el afio. Diversas iniciativas, entre ellas las alianzas con otras
naciones, ha permitido minimizar las importaciones de flores y agilizar los proyectos que

se tienen establecidos en materia agraria (Osuna, 2012).

3. Cultivo tradicional del girasol

El cultivo de girasol se realiza a partir de semillas, en general, con siembra directa.
El ciclo promedio del girasol comprende entre 100 y 150 dias segun genotipos, fechas de
siembra, latitud y disponibilidad de agua y nutrientes. La duracion de la floracion es de
unos 7 a 10 dias (Lorenzo, 2006; Diaz y col, 2003).

El desarrollo del girasol depende principalmente del cultivar y de la temperatura,
la cual afecta la duracion de todas las fases de desarrollo, y el fotoperiodo sélo modifica
algunas de ellas (Diaz y col, 2003). En la siembra, la temperatura del suelo es idénea por
encima de los 8-10°C (Box, 2005). En cuanto a la temperatura ambiental, el girasol se
adapta a un amplio rango, desde 10°C hasta 30°C (Lorenzo, 2006).

El girasol no es un cultivo demasiado exigente en texturas de suelo, y produce
rendimientos aceptables sin necesidad de demasiada fertilizacion. Aunque si es esencial
que el suelo sea profundo y tenga buen drenaje. El rango aceptable de pH oscila entre 5.8
y 8, y el intervalo éptimo puede situarse entre 6,5y 7,5. Es tolerante a la sequia, sin
embargo, la disponibilidad de humedad es importante en todo el ciclo del cultivo,

especialmente durante la formacion del capitulo (Box, 2005; Lorenzo, 2006).

3.1 Cultivo en Venezuela

Hasta el afio 1972, las siembras de girasol se realizaban casi exclusivamente con
variedades de polinizacion abierta, con problemas como la falta de uniformidad y la

ausencia del vigor hibrido, obteniendo menores rendimientos. Los primeros cultivares



probados provenian de Rumania, posteriormente en la década de los ochenta se
introdujeron nuevas generaciones de cultivares provenientes de Argentina y los Estados

Unidos (Soto, 2006).

La siembra comercial de girasol en Venezuela se ha realizado utilizando semillas
de hibridos importados (Avila y col, 2007), y bajo condiciones de secano, lo cual implica
que el cultivo debe disponer del agua almacenada en el perfil del suelo, y de la
precipitacion que ocurra despues de su siembra, porque las siembras efectuadas en la
época lluviosa han mostrado una importante incidencia de enfermedades foliares (Pineda
y col, 1991 citado en Avila y col, 2007). Es considerado como un cultivo suplementario,
debido a la fecha de siembra, entre octubre y diciembre, después de los cultivos
principales que generalmente son maiz y arroz. (Soto, 2006). La siembra, en Venezuela,
se ha realizado de manera manual, de manera mecanica con sembradoras, y de manera

directa con muy buenas perspectivas. (Avila, 2009).

Se ha establecido que las zonas con mayor potencial para la siembra de girasol,
se encuentran ubicadas en los estados Portuguesa, Barinas y los Ilanos orientales (Madera

y Sulbaran, 1990 citado en Avila, 2007).

3.2 Enfermedades y plagas

La mayoria de las enfermedades que afectan los rendimientos del girasol son de
origen fungico, algunas son bacterianas o virales y su incidencia depende de las
condiciones ambientales (Diaz y col, 2003). Las mas comunes de las enfermedades que
pueden presentarse son la roya blanca (Puccinia helianthi), el moho algodonoso

(Sclerotinia sclerotiorum) y el hongo Botrytis sp. (Lorenzo, 2006).



Varios investigadores, han sefialado las enfermedades mas comunes en diversas
areas de siembra en Venezuela, destacando las enfermedades del suelo: pudricion
carbonosa (Macrophomina phaseolina), pudricién del tallo (Sclerotium rolfsii), la
mancha negra del tallo, causada por Phoma oleracea var. Helianthi tuberosi y la
pudricion del tallo, causada por la bacteria Erwinia sp. Otras enfermedades menos
frecuentes son la marchitez (Fusarium sp.), necrosis bacterial (Pseudomonas helianthi) y

mancha foliar (Phomopsis sp.) (Soto y Fernandez, 1997).

Por otra parte, la amenaza de insectos y otras plagas animales ocurre desde la
siembra hasta la cosecha, y fallas en su control afectan tanto a los rendimientos como a
la calidad del producto (Diaz y col, 2003). La mosca blanca (Bemisia tabaci Gennadius)
ha sido una plaga importante, complicandose su control al encontrarla en mas de 100

hospederos (Avila, 2009).

4. Cultivo in vitro

El cultivo in vitro es definido como el cultivo en medio nutritivo, bajo condiciones
estériles, de plantas, semillas, embriones, 6rganos, tejidos, células y protoplastos, a los
cuales se les proporcionan artificialmente, las condiciones fisicas y quimicas apropiadas
para que las células expresen su potencial intrinseco o inducido (Pierick, 1990; Roca y
Mroginski, 1991). Sus aplicaciones van desde los estudios tedricos sobre fisiologia,
genética y bioguimica, hasta la obtencion de plantas libres de patdgenos, la propagacion
masiva, la conservacion de germoplasma, la produccion de metabolitos secundarios, el
mejoramiento genético mediante la induccién de mutaciones, la seleccion in vitro y la

ingenieria genética (Jiménez, 1998).



El cultivo in vitro, constituye dentro de la biotecnologia vegetal, la técnica que
mayor aporte préactico ha brindado al mejoramiento de especies vegetales. La
Biotecnologia puede definirse como el conjunto de manipulaciones bioldgicas de células
u organismos vivos, con fines agronémicos y/o medicinales, entre otros (Jiménez, 1998).

Pueden identificarse cinco etapas bien definidas en los procesos de propagacion
in vitro, cada una con objetivos especificos: Fase 0: preparativa, que corresponde a la
preparacion de la planta madre o explante inicial; Fase I: desinfeccion adecuada del
material; Fase Il: establecimiento o iniciacion de los cultivos; Fase I1l: multiplicacion;
Fase IV: enraizamiento y Fase V: aclimatizacion para el traspaso a tierra (Krikorian,

1991).

Ademas, existen factores que determinan el éxito en los sistemas de
micropropagacién como lo son, la planta que dona el explante, el explante, factores
fisicos (luz, temperatura, humedad, fotoperiodo), los reguladores de crecimiento y el

medio de cultivo (Villalobos y Thorpe, 1991).

4.1 Cultivo in vitro en girasol

El estudio y aplicacion de técnicas biotecnolégicas relacionadas al cultivo in vitro
en especies de la familia de las Asteraceas, ha sido muy desarrollado en crisantemo y
lechuga, constituyendo éstas especies modelos de exploracion para otras especies de la
familia, como el girasol (Radonic, 2010).

Se ha planteado que el girasol, se encuentra entre las especies consideradas
“recalcitrantes”, término con el que se denominaron a todas aquellas especies que
presentaban dificultades para establecer un cultivo, o bien eran incapaces de mostrar una
respuesta morfogenética (Lopez, 1996), donde la regeneracion de plantas completas esta

influenciada por las condiciones de cultivo, por el genotipo y por sus interacciones, lo



cual unido a la baja capacidad de regeneracion, pobre enraizamiento y a la ocurrencia de
plantulas hiperhidricas, limita considerablemente la aplicacion de métodos de
mejoramiento por vias biotecnoldgicas en girasol (Mayor y col, 2001 citado en Rodriguez

y col, 2008%).

La hiperhidricidad es un fendmeno indeseable, y es un problema frecuente en los
sistemas de cultivo in vitro en girasol (Fauguel y col, 2008). Es un desorden morfoldgico
y fisiologico, asociado a una excesiva hidratacion, que afecta a las plantas regeneradas in
vitro, y en ciertos casos, impide el establecimiento de plantas micropropagadas en
condiciones ex vitro. Se manifiesta principalmente en las hojas, y afecta a dos procesos
importantes: la fotosintesis y el intercambio gaseoso. Las causas estan ligadas a las
caracteristicas del cultivo in vitro (Ziv, 1991). Gaspar (1986) sugiere que los niveles de
etileno tienen un papel determinante en la hiperhidratacion. Se ha sefialado, que la
inhibicion del etileno puede ser controlada adicionando nitrato de plata a los medios de

cultivo.

Otra caracteristica que también es observada por algunos autores en el cultivo in vitro
de girasol, es la aparicion prematura de botones florales en las plantas in vitro pero
muchos lo ven como un aspecto indeseable (Zorzoli y col, 1994 citado en Rodriguez y

col 2008?).

Por lo tanto, en el control de la hiperhidricidad y floracién prematura in vitro de
girasol, se han encontrado buenos resultados con la incorporacion de nitrato de plata
(AgNOs) en los estudios de Rodriguez y col 2008°; Mayor y col 2001; Mayor y col 2003;
y con nitrato de plata y caseina hidrolizada en los estudios de Vasic y col 2001; Mayor y

col 2003.



Segun Kumar y col (2009), el receptor de etileno, ETR1, contiene un sitio de
enlace al etileno, y el enlazamiento esta mediado por un i6n cobre. Los iones de plata son
capaces de generar insensibilidad al etileno en las plantas, ya que reducen la capacidad
del receptor para unir etileno, porque reemplaza al cofactor cobre, bloqueando el receptor

en una conformacion tal, que continuamente reprime los efectos del etileno.

4.2 Micropropagacion

La micropropagacion, es considerada como la técnica de propagacion in vitro que
implica generalmente la produccién de plantas fenotipica y genotipicamente idénticas a
la planta original de la que se deriva (Krikorian, 1991).

Cuando un inoculo con potencialidad de diferenciacién (meristemas de vastagos,
segmentos de tallos con yemas axilares, yemas apicales) se incuba en condiciones
favorables (balance hormonal adecuado), regenera un nuevo individuo, pudiendo
considerar la micropropagacion como un sistema de multiplicacion masiva in vitro
(Villalobos y Thorpe, 1991).

En muchas especies, esta metodologia ha generado grandes ventajas en
comparacion con los sistemas tradicionales de propagacion vegetativa, lograndose un
incremento acelerado del nimero de plantas por genotipo, reduccion en el tiempo de
multiplicacién, mayor control sobre el estado fitosanitario del material propagado,
introduccidn rapida de nuevas variedades o clones, de los cuales existan pocos individuos
y uniformidad y estabilidad genética en las plantas producidas (Villalobos y Thorpe,

1991; Jiménez, 1998).

Vasic y colaboradores (2001) cultivaron in vitro apices de H. maximiliani en un

medio MS sin hormonas, y observaron hiperhidricidad en algunas de las plantas



obtenidas. De las plantulas obtenidas aislaron segmentos nodales y apicales y se
cultivaron en un medio MS con 2 mg/l de nitrato de plata y 3 g/l de caseina hidrolizada.
Este medio les ayud6é a mejorar cualitativamente el problema de hiperhidricidad
observado, y les permitié obtener una cantidad suficiente de material in vitro para el

aislamiento y cultivo de protoplastos.

Gomez y colaboradores en el 2010, utilizaron embriones a partir de semillas
inmaduras del hibrido H. anuus L. x Tithonia rotundifolia. Estos autores probaron un
medio MS con vitaminas y BA (0,5 y 1 mg/l) para la germinacion in vitro de embriones,
obteniendo solo 8 plantulas, de los 86 embriones iniciales, donde siete fueron descartadas
por hiperhidricidad. A partir de la U(nica plantula sobreviviente, realizaron
micropropagacién en un medio MS con vitaminas, y con BA (0,1 y 0,5 mg/l), donde
obtuvieron 130 plantas in vitro. Para la etapa de enraizamiento, utilizaron medios MS sin
hormonas y medios MS con AIA (0,2 mg/l) y ANA (0,2 y 0,1 mg/l) con distintas
combinaciones de &cido salicilico (0,14 mg/l) y carbén activado (1,5 g/l). La mejor
respuesta fue en el medio MS con 0,1 mg/l ANA, sin &cido salicilico o carbon activado,
con un 52% de plantas enraizadas. Para la aclimatacién, las plantas enraizadas fueron
pasadas a una mezcla 3:1 de turba-musgo/vermiculita y arena, 20 fueron aclimatadas,

donde solamente una generd botones y llegé a floracion inconclusa.

Sujatha y colaboradores (2012%) utilizaron esquejes axilares de plantas
transformadas de H. annuus L. Los esquejes axilares fueron cultivados en un medio de
crecimiento MS con 0,5 mg/l BA, 1 mg/l 2iP y 250 mg/l cefotaxima y 100 mg/l
kanamicina. Para el enraizamiento, emplearon un medio MS con 1 mg/l ANA 'y 250 mg/I
de cefotaxima. El proceso de aclimatacidn consistio en utilizar vermiculita estéril, como

sustrato para la adaptacion de las plantulas.



4.3 Organogénesis

La organogénesis es un proceso de regeneracion, que implica la formacion de
organos de novo a partir de pequefios grupos celulares meristematicos, denominados
meristemoides (Villalobos, 1990). Este proceso puede ocurrir directamente del explante,
o indirectamente, con la formacion previa de un callo, definido como una estructura
desorganizada de crecimiento acelerado y continuo, formada por células en division, que
se deriva inicialmente de un drgano, tejido u otra parte escindida de la planta (Gémez,

1998).

La mayoria de los meristemoides obtenidos se asemejan a meristemas verdaderos
y poseen conexiones vasculares con el callo o el tejido circundante, y bajo condiciones
apropiadas de cultivo, pueden formar yemas o raices primarias (Bonnett y col., 1996,

citado por Litz y Jarrez, 1991).

La organogénesis esta regulada por el balance auxina/citoquinina en el medio de
cultivo. Medios con una relacion alta auxina/ citoquinina inducen la formacién de raices,
mientras una baja relacién de auxina/citoquinina induce la formacion de vastagos y una

relacién intermedia induce la formacion de callos (Christianson y Warnick, 1983).

Mayor y colaboradores en el 2003, realizaron un estudio para reducir la
hiperhidratacion en el cultivo in vitro de girasol. Cultivaron semillas de tres lineas
hibridas en un medio MS sin hormonas para la germinacién, posteriormente la parte basal
de los cotiledones, fueron colocados en un medio MS con 1 mg/l AlIA y diferentes
concentraciones de cinetina K (1 y 2 mg/l), nitrato de plata (0,42; 0,84 y 1,3 mg/l), caseina
hidrolizada (250, 500 y 750 mg/l), nitrato de calcio (1,3; 3 y 4 mg/l) y nitrato de cobalto
(0,5; 1y 1,4 mg/l) en el medio de cultivo. S6lo un hibrido respondi6 a todos los medios

de cultivo, obteniendo organogénesis directa. Los mejores resultados fueron observados



con la adicion de 2 mg/l de K 'y 500mM de caseina hidrolizada, porque incrementaban el
promedio de brotes/explantes. El nitrato de calcio y cobalto, no ayudaron en el control de
la hiperhidricidad, en cambio con el nitrato de plata, en la concentracion de 1.3 mg/I, se
logro el menor porcentaje de brotes hiperhidricos (29,41%), un 82,5% de regeneracion de

brotes y un promedio de brotes/explantes de 2,37.

Vega y colaboradores (2006), evaluaron la respuesta de la organogénesis directa
en girasol en diferentes zonas del cotiledon, para ello utilizaron semillas de seis lineas
hibridas. Después de germinar las semillas en un medio MS sin hormonas, los cotiledones
fueron removidos para cultivar secciones transversales de la parte distal, media y
proximal en un medio MS con 2 mg/l K'y 1 mg/l AlA, obteniendo los mejores resultados
en la parte proximal, seguido por la parte media y distal. Cinco genotipos respondieron,
de los cuales con el hibrido N834 se obtuvo los mejores resultados con 81,7% de brotes

y un promedio de 2,57 brotes/explantes.

Vega y colaboradores (2007), a partir de una linea hibrida de girasol, utilizaron el
mismo protocolo del estudio anterior, para obtener brotes, y adicionalmente, utilizaron un
medio de induccién de callo, constituido por un medio MS con 1 mg/l de 2,4D. En la
regeneracion directa de brotes obtuvieron nuevamente los mejores resultados en la parte
proximal con un porcentaje de regeneracion del 94%, un ndmero de explantes
regenerados de 51 de los 60 iniciales que fueron cultivados. En su estudio de induccion
de callo, observaron la formacion de un callo friable para todos los explantes,

independientemente de la region del cotiledon usada.

Ozyigit y colaboradores (2007), indujeron callo y regeneraron brotes en 5
genotipos de girasol, a partir de hipocotilos y cotiledones de semillas germinadas in vitro,

en un medio MS sin reguladores de crecimiento. Los trozos de hipocotilos y segmentos



transversales de cotiledones fueron cultivados en un medio MS con 1mg/l 2,4D para la
induccion de callo. La induccion de callo fue mayor en el hipocotilo y del 100% en tres
genotipos. Posteriormente para la regeneracion de los callos utilizaron un medio MS sin
hormonas, en el cual no se obtuvo ninguna respuesta de regeneracion, y un medio MS
con 1 mg/l BA y 0,5 mg/l ANA donde todos los genotipos tuvieron respuesta de
regeneracion, con formacion de brotes en un porcentaje del 31%, cuando se empled el

hipocdtilo.

Rodriguez y colaboradores (2008%), cultivaron diferentes tipos de explantes
(&pices, hipocatilos, epicotilos, cotiledones y hojas de plantulas germinadas in vitro) de
cuatro genotipos distintos de girasol, en un medio MS con diferentes concentraciones de
BAP (1,5y 7 mg/l), 2,4D (1 mg/l) y AlA (1 mg/l), encontrando que los mejores explantes
para la induccién de callo fueron el hipocétilo y el epicétilo, en el medio con 5mg/l BAP,
seguidos por el &pice en el mismo medio. La respuesta hacia la produccion de callo

también fue diferente entre los cuatro genotipos.

Rodriguez y colaboradores (2008%), cultivaron cotiledones maduros, de cuatro
genotipos de H. annuus L., en medios MS con diferentes combinaciones de AIA (0,5y 1
mg/l), BA (0,5 y 1 mg/l), K (2 mg/l) y nitrato de plata (0,34 mg/l). En esta investigacion,
los mejores resultados, fueron obtenidos con 0,5 mg/l de AIA y BA, respecto a la
regeneracion directa, con el genotipo Ca-15, ya que presentaba el mayor nimero de
brotes/explante. En los subsiguientes repiques de Ca-15, observaron 21% de formacion
de callo, 17% de botones florales y 62% de brotes hiperhidricos. Los medios con nitrato
de plata no mostraron diferencias significativas, pero si se observaron mejores resultados
cualitativos en cuanto al control de la hiperhidricidad. Los brotes obtenidos en los medios

con nitrato de plata, fueron colocados en un medio MS (1/2) para inducir la formacién de



raices, encontrando que en el genotipo C-65 se obtuvo 70% de plantas enraizadas, con los

menores porcentajes de botones florales (10%) y de plantas hiperhidricas (12%).

Sujatha y colaboradores (2012%), cultivaron cotiledones maduros, de 42 genotipos
de girasol, en un medio MS con doce diferentes combinaciones de reguladores de
crecimiento: BA (0,2-5 mg/l), AIA (0,1-3 mg/l), ANA (0,1-1 mg/l), IBA (0,1-1 mg/l),
TDZ (0,2-2 mg/l), K (0,1-10 mg/l), 2,4D (0,2-2 mg/l), 2-iP (0,2-5 mg/l). La regeneracion
de brotes ocurrio a partir de la tercera semana, y los mejores resultados fueron en el medio
con TDZ e IBA donde todas las combinaciones de reguladores de crecimiento dieron
respuesta de regeneracion, siendo la mayor de 80 % con 0,5 mg/l TDZ y 1 mg/l IBA.
Resultados también satisfactorios, fueron obtenidos con 5 mg/l 2-iP y 1 mg/l AlA,
logrando 90 % de regeneracién, y con 2 mg/l BA'y 1 mg/l ANA 70% de regeneracion.
Por otra parte, observaron que muchos de los explantes utilizados formaron callo
organogénico, con variedad de color y textura, dependiendo del medio. Algunos fueron
transferidos a un medio MS con 2, 1 y 0,5 mg/l de BA sin obtener ninguna respuesta de

regeneracion.

4.4 Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es la formacion de un embrion a partir de una célula
somatica (Tisserat y col, 1979 citado por Gdmez, 1998b), el cual logra bipolaridad desde
etapas tempranas como sucede en la embriogénesis cigotica, pero sin fusion de gametos
(Sharp y col. 1980; Williams y Maheswaran, 1986).

Segun Haccius, 1978 (citado por Rout y col, 2006), los embriones somaticos son
estructuras bipolares con un eje radical-apical que no poseen conexién vascular con el

tejido materno, por lo que pueden ser separados facilmente de éste; su origen puede ser



unicelular o multicelular y son capaces ademas de crecer y formar plantas completas
(Gbmez, 1998b).

En la embriogénesis somatica directa, los embriones se originan directamente de
tejidos, a partir de una célula o de un grupo de células, en ausencia de callo, mientras que
en la embriogénesis somatica indirecta, los embriones se originan a partir de la formacion
previa de callo (Tisserat, 1985).

El contenido enddgeno y la aplicacion exdgena de auxinas, son factores
determinantes durante la induccion y la fase de expresion génica en la embriogénesis
somatica. Ha sido reportado que el uso de 2,4D en el medio, incrementa los niveles
enddgenos de auxina en el explante, lo que favorece el establecimiento del gradiente polar
de auxinas, lo que esté relacionado con el desarrollo de la simetria bilateral del embrién
somatico y cigotico (Schiavone y Cooke, 1987, citados por Jiménez, 2001).

Las observaciones morfoldgicas detalladas de los estados tempranos de
embriogénesis somatica fueron descritas por Komamine y col. (1980) en Daucus carota,
en un medio suplementado con 0,1 mg/L de 2,4D.

Existen tanto ventajas como desventajas en la multiplicacién de plantas a gran
escala, mediante la embriogénesis somatica. Las principales ventajas son la produccién
de grandes cantidades de embriones en biorreactores, la posibilidad de encapsular estos
embriones para la obtencién de semillas sintéticas, y su posterior criopreservacion,
ademéas de la posibilidad de aplicarles transformacion genética y emplearlos como
mecanismo de propagacion clonal (Jain, 2002 citado por Rout y col, 2006). Las
principales limitaciones son la dependencia genotipica de la produccién de embriones

somaticos y la baja tasa de germinacion (Jimenéz, 1998).



McCann y colaboradores (1988), cultivaron embriones de semillas inmaduras de
una linea hibrida de girasol en un medio Gamborg’s suplementado con 2 mg/l de 2,4D y
1,3 mg/l de ABA. Una vez que obtuvieron la formacion directa de embriones somaticos,
realizaron un primer subcultivo a las tres semanas en un medio con 0,7 mg/l de ABA 'y
0,2 mg/l BA, para eliminar la auxina del medio. Después de dos semanas realizaron un
segundo subcultivo en un medio MS con 0,1 mg/l de AIA y 1 mg/l de K, para favorecer
las siguientes etapas de desarrollo, obteniendo un 70% de embriones desarrollados en

brotes.

Pugliesi y colaboradores (1993), utilizaron anteras de plantas mantenidas en
vivero de los hibridos H. annuus x H. tuberosus y H. annuus x (H. annuus x H. tuberosus).
La iniciacion del cultivo se realizé en un medio MS con diferentes concentraciones de
AlA, ANA, Ky BA, y un fotoperiodo de 16/8 horas de luz/ oscuridad. La formacion de
callo, en un 97,8 % se obtuvo para H. annuus en el medio con 0,2 mg/l de BA 'y 0,1 mg/I
ANA, observandose en la superficie de los callos brotes y embriones somaticos, que a su
vez formaban embriones somaticos secundarios. La formacion de brotes en los callos fue
del 100% en el medio con 0,2 mg/l de BA 'y 0,2 mg/l ANA, para H. annuus x H. tuberosus.
Los brotes y los embriones formados, en el cultivo de anteras, se desarrollaron en plantas
sin necesidad de ser transferidos a un medio distinto, y los mejores resultados fueron
obtenidos en el medio con 1 mg/l BA'y 0,5 mg/l ANA, con 87,3 % de regeneracién para

H. annuus x H. tuberosus.

Laparra y colaboradores (1997), utilizaron hojas, obtenidas in vitro, de Helianthus
smithii, y las cultivaron en distintas combinaciones de BA y ANA (0,1-2 mg/l). La mayor

formacion de callo y embriones somaticos (78,1%) fue en el medio MS con 0,1 mg/l BA



y 1,5 mg/l de ANA. Luego los embriones fueron cultivados en un medio MS sin
reguladores de crecimiento, donde obtuvieron la formacion de plantas completas, las

cuales se transfirieron a tierra.

Fiore y colaboradores (1997), utilizaron secciones transversales del cotiledon, a
partir de semillas, de cinco genotipos de girasol, germinadas in vitro en un medio MS sin
reguladores de crecimiento. Las semillas fueron germinadas en oscuridad, luego los
explantes (secciones del cotiledon) fueron cultivados en dos medios de induccion de
embriogénesis somética, que consistian en un medio MS con 1 mg/l ANA, 1 mg/l BAy
0,1 mg/l GAgz, y otro medio con 2 mg/l ANA, 2 mg/l BA y 0,1 mg/l de GAs. Un
tratamiento fue en luz, dando lugar a un callo no morfogénico que no les permitid seguir
con el estudio, el otro tratamiento fue en oscuridad, dando lugar a un 72% de explantes
con callo embriogénico. Los callos fueron cultivados en un medio para la germinacion de
los embriones desarrollados en ellos, que consistia en MS con 0,5 mg/l ANA, 1 mg/l BA,

0,1 mg/l GA3, obteniendo brotes en un porcentaje mayor al 250%.

Gurel y Kazan (1998), utilizaron secciones transversales del cotiledén, a partir de
semillas, de tres hibridos comerciales de girasol, germinadas in vitro en un medio MS
sin reguladores de crecimiento y en oscuridad. Los cotiledones fueron cultivados en
oscuridad en un medio MS con 1 mg/l BA, 1 mg/l ANA y 0,1 mg/l de GAgs, para inducir
la formacion de embriones somaticos. Luego los explantes fueron subcultivados en el
mismo medio, con un fotoperiodo de 16horas. La respuesta de los cuatro cultivares fue
distinta, observando la formacion de embriones somaticos, raices y callo en el mismo
explante. Los mejores resultados fueron en un cultivar con un promedio de 2,28

raices/explante y 1,47 embriones/explante, los cuales fueron de forma directa. En cuanto



a la formacién de callo, este se origind del cotiledon pero en una regién distinta de donde
se originaron los embriones. Finalmente los explantes, fueron transferidos a un medio de
regeneracion el cual era MS con 1 mg/l BA, 0,5 mg/l ANA'y 0,1 mg/l de GAs, obteniendo

la formacion de plantas completas.

Fambrini y colaboradores (2003), usaron como explantes raices intactas,
obtenidas in vitro, del hibrido interespecifico H. annuus x H. tuberosus, y las cultivaron
en un medio MS sin reguladores de crecimiento a 23+£1°C en un fotoperiodo de 16 horas,
obteniendo el desarrollo de multiples estructuras en el mismo explante como, vastagos,
raices adventicias, callo embriogénico y embriones somaticos primarios y secundarios.
Adicionalmente, realizaron estudios y analisis histoldgicos de sus resultados.

Nuevamente Fambrini y colaboradores (2006), usaron como explantes hojas,
obtenidas in vitro, del mismo hibrido y las cultivaron bajo las mismas condiciones pero a
una temperatura de 25+1°C, obteniendo el desarrollo de yemas adventicias y embriones
somaticos en fase de corazon, en el mismo explante y de forma directa, segin sus analisis

histolégicos.



OBJETIVO GENERAL

e Establecer un sistema de regeneracion in vitro via organogénesis y embriogénesis

somatica, a partir de microesquejes y cotiledones en Helianthus annuus L.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer el proceso de germinacion in vitro a partir de semillas de H. annuus L.,
y asi obtener material vegetal (microesquejes y cotiledones) en condiciones
asépticas, para ser usados como explantes en la propagacién in vitro de esta

especie.

e Establecer protocolos de multiplicacion y de organogénesis in vitro de H. annuus

L., a partir de microesquejes.

e Establecer protocolos de embriogénesis somatica y organogénesis in vitro de H.

annuus L., a partir de segmentos de cotiledones.

e Determinar el efecto de los reguladores de crecimiento en la respuesta
morfogénica de microesquejes y segmentos de cotiledones de H. annuus L.

cultivados in vitro.

e Determinar el efecto del nitrato de plata y la caseina hidrolizada en la disminucion
de la hiperhidratacion y la aparicion de botones florales de los brotes obtenidos
por el proceso de multiplicacién in vitro de H. annuus L., a partir de

microesquejes.



e  Comparar la respuesta organogénica y embriogénica de microesquejes Yy
segmentos de cotiledones, respectivamente, que provienen de plantas de H.

annuus L. mantenidas en condiciones in vitro.

e Determinar a través de estudios histologicos la naturaleza de los procesos

morfogeénicos y si estos ocurrieron de manera directa o indirecta.



MATERIALES Y METODOS

1. Germinacion in vitro de semillas de Helianthus annuus L.
1.1 Material vegetal

Semillas extraidas de frutos secos comerciales, provenientes de tiendas especializadas

en productos para mascotas.
1.2 Desinfeccidn de las semillas

Los frutos fueron lavados con agua y jabdn comercial, se trataron con el fungicida
VITAVAX® por 30 minutos, y se enjuagaron con agua destilada para ser colocados en
cloro comercial al 20% con dos gotas de Tween 20 por 20 minutos, transcurrido este
tiempo, los frutos fueron trasladados a la camara de flujo laminar en donde se enjuagaron
dos veces con agua destilada estéril. Posteriormente, se procedio a retirar el pericarpio y
a extraer las semillas, las cuales fueron pasadas a una solucion de GERDEX®
(desinfectante) por 1 minuto. Para la siembra, se colocaron de 3 a 4 semillas por frasco,

para un total de 130 semillas.

1.3 Medio de germinacion de las semillas

Para la germinacién in vitro de las semillas se utiliz6 un medio basico constituido
por sales MS (Murashige & Skoog 1962), suplementados con 0,4 mg/L de tiamina, 100
mg/L mio-inositol, 10 ml/l de vitaminas de Morel, 30 g/L de sacarosa, ajustado a un pH
de 5,8 con NaOH y/o HCI y solidificado con 8 g/L de agar. Estos fueron servidos en
frascos de vidrio, y se esterilizaron en autoclave con vapor himedo durante 20 minutos a

una temperatura de 120-121 °C bajo una presion de 1 kg/cm?.



2. Multiplicacion y organogénesis in vitro a partir de microesquejes de

Helianthus annuus L.

2.1 Material vegetal
Posterior al proceso de germinacion in vitro de las semillas y con tres semanas de
crecimiento, se aislaron microesquejes de aproximadamente 1cm, y se cultivaron en

medios de multiplicacion para aumentar el nimero de plantas donantes de explantes.

2.2 Medios de cultivo para la multiplicacién y la organogenesis

Durante la fase de multiplicacion y organogeénesis, se sembraron microesquejes
en medio béasico definido en (1.3), al cual se le afiadid diferentes combinaciones de

reguladores de crecimiento, detallados en la tabla 3.

Tabla N° 3. Composicion de los medios de induccion de la multiplicacion y la organogénesis in vitro en H. annuus L.

Medios de Cultivo Reguladores de crecimiento
ANA (mg/l) | BA (mg/l) | AIA (mg/l) | K (mg/l)
MO1*
MO2** 1 2
MO3*** 0.5 1
MO4*x* 2
MOBG***%* 1 2

*Medio control, **Medios reportados por Vegay col, 2007 ***Medios reportados por Ozyigit y col, 2007 **** Medios
reportados por Rodriguez y col, 2008. *****Medios reportados por Sujatha y col, 2012°,

2.2.1 Efecto del nitrato de plata (AgNOs3) y la caseina hidrolizada, adicionado al
medio de cultivo, sobre la hiperhidricidad y la floracién prematura en plantas

de H. annuus L. micropropagadas.

Durante este experimento, se sembraron otros microesquejes en medio basico
definido en (1.3), al cual se le afiadi6 diferentes combinaciones de reguladores de

crecimiento, detallados en la tabla 3, los cuales ademas fueron suplementados con nitrato



de plata (1 mg/l) y caseina hidrolizada (500 mg/l), para el control de la hiperhidricidad y
la floracion prematura. El nitrato de plata fue colocado posterior a la esterilizacion del
medio, bajo condiciones de asepsia en la camara de flujo laminar, con la finalidad de
evaluar la eficiencia del mismo como un agente para inhibir la accién del etileno, la

caseina hidrolizada fue colocada antes de la esterilizacion del medio.

2.3 Regeneracion in vitro de los callos formados durante la multiplicacion.
2.3.1 Material Vegetal
Posterior al proceso de multiplicacion in vitro, se aislaron segmentos de callo que
se habian formado en la base de los microesquejes y se cultivaron en medios de
regeneracion.
2.3.2 Medios para la regeneracion de los callos
Durante la fase de regeneracion de los callos, se utiliz6 un medio bésico definido
en (1.3), sin reguladores de crecimiento y otros dos medios a los cuales se les afiadid 1y

2 mg/L de BA respectivamente.

3. Embriogénesis somatica in vitro a partir de segmentos de cotiledones de
Helianthus annuus L.

3.1 Induccién del proceso de embriogénesis somatica.

3.1.1 Material Vegetal

Se aislaron segmentos longitudinales de cotiledones de las plantas germinadas in
vitro, de aproximadamente 2cm de largo, y se cultivaron en un medio para la induccion
de la embriogénesis somatica.

3.1.2 Medios de induccién del proceso de embriogénesis somatica.

Durante la fase de induccidn, los explantes se cultivaron en un medio basico definido

en (1.3), al cual se le afiadio 1 mg/l del regulador de crecimiento 2,4D (Tabla 4).



3.2 Desarrollo de los embriones y organogenesis a partir de los embriones

somaticos obtenidos en Helianthus annuus L.

3.2.1 Material vegetal
Luego de inducir la embriogénesis somatica, los embriones somaticos en estado

globular que se formaron, fueron aislados para promover los siguientes estados de

desarrollo.

3.2.2 Medios para el desarrollo de los embriones somaticos y la organogenesis

Una vez obtenidos los embriones en estado globular, estos fueron trasferidos,
individualmente y en grupos, a un medio basico definido en (1.3), al cual se le afiadid

diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento, detallados en la tabla 4.

Tabla N° 4. Composicidn de los medios de induccion de la embriogénesis somatica, desarrollo de los embriones

y organogeénesis a partir de embriones in vitro en H. annuus L.

Reguladores de crecimiento

Proceso Medios de Cultivo | ANA BA AlA K 2,4D

(mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l)

Induccion de la embriogénesis MSE* --- --- --- --- 1
somatica in vitro
ME1** - - — — -
Desarrollo de los embriones y ME2*** 1 2
organogenesis a partir de embriones
MEg**** 05 1
ME4***** _— 2 _— _— J—

*Medios reportados por McCann, 1988. **Medio control, ***Medios reportados por McCann, 1988.
****Medios reportados por Gurel y Kazan, 1998. ***** Medios reportados por Fiore y col, 1997.

4. Siembra de los explantes

Los explantes provenientes de plantas in vitro de H. annuus L. se sembraron en los

medios de induccién en la cdmara de flujo laminar, bajo condiciones de asepsia a razon



de cuatro secciones por frasco, con diez réplicas cada uno, obteniendo un total de cuarenta

(40) explantes por tratamiento.

5. Condiciones del cultivo in vitro

El material vegetal fue incubado en condiciones de luz fluorescente continua (50
umol/m?.s) y temperatura 27 + 1 °C, durante el lapso de tiempo necesario para inducir los
procesos de propagacion in vitro, excepto en el proceso de induccidn de la embriogénesis
somatica, donde los explantes fueron incubados en una cdmara de crecimiento a una
temperatura de 25 + 1 °C y en total oscuridad, durante cuatro semanas para inducir el
proceso de embriogénesis somatica. Y el repique del material vegetal fue realizado cada

mes y medio.
6. Medios de enraizamiento

Después de las distintas etapas de propagacion in vitro, los brotes formados que no
desarrollaron raices en el proceso anterior, y que poseian un tamafio de 2-3 cm
aproximadamente, fueron transferidos a un medio MS sin reguladores de crecimiento, y

otro medio MS suplementado con 1mg/l de ANA. (Tabla 5)

Tabla N° 5. Composicion de los medios de enraizamiento en H. annuus L.

Medios de Cultivo | Reguladores de crecimiento

ANA (mg/l)

MS1*

MS2** 1

*Medio control. **Medio reportado por Sujatha y col, 2012.

7.Aclimatizacion
Las plantas obtenidas durante el proceso de propagacion in vitro, se sembraron en
dos sustratos, a) mezcla 1:1 de tierra y turba b) mezcla 1:1 de tierra y arena. Se colocaron

por 10 dias en propagadores de alta humedad (80-93% de humedad relativa) y baja



luminosidad (10 umol/m?.s, densidad de flujo fotonico fotosintético DFF). Luego las

plantas fueron transferidas a condiciones de vivero.

8. Observaciones generales y periddicas al cultivo

Para cada uno de los cultivos se llevaron a cabo observaciones cualitativas y
cuantitativas semanalmente. Las caracteristicas cualitativas evaluadas fueron: color de
los explantes, formacion de callo y/o embriones, tipo de callo formado, formacion de
botones florales, neoformaciones e hiperhidricidad. Entre las caracteristicas cuantitativas,
se evalud el tiempo de respuesta de los explantes, % de contaminacion de los explantes,
% de germinacién de las semillas, % de explantes con brote, promedio de brotes por
explante, % formacion de callo y/o embriones, % callo que formaron 6rganos, nimero de
6rganos por callo, % de hiperhidricidad, % de botones florales, tamafio del explante, y
promedio de embriones por explante, usando para ello un microscopio estereoscopico

marca Zeiss.

9. Estudios anatémicos

Para comprobar la naturaleza organogénica o embriogénica del proceso de
regeneracion in vitro, y determinar si el proceso ocurrié de forma directa o indirecta, se
realizaron cortes transversales a mano alzada de material fresco obtenido. Igualmente, se
planteo realizar estudios anatomicos, para la comparacién entre tejidos (tallos y hojas)
hiperhidricos y los no hiperhidricos de los cultivos obtenidos in vitro. Los cortes
anatomicos fueron observados a traves de un microscopio 6ptico marca Nikon 14 MLAB-
2, y se realizaron registros fotograficos en el mismo microscopio con una camara

acoplada marca Nikon FDX-35 modelo H-11I.



10. Andlisis estadistico de los resultados

El andlisis estadistico de los datos obtenidos para cada tratamiento, se realizé a
través de una prueba de andlisis de varianza de una via (ANOVA) con la ayuda del

programa CaEst para Windows 7.



RESULTADOS

1. Germinacion in vitro de semillas de Helianthus annuus L.

El método utilizado para la desinfeccion de las semillas fue adecuado, ya que se

obtuvo un 80% de semillas libres de agentes contaminantes.

A las tres semanas de cultivo se obtuvo un 82% de germinacion de semillas, en un
medio sin reguladores de crecimiento (medio MS1). Con un promedio de 1 planta por
semilla. Se observo un 20% de pérdida por oxidacién y/o contaminacién, obteniendo un

62% de sobrevivencia de plantas, a las cuatro semanas de cultivo.

Las plantas obtenidas presentaron un desarrollo normal, con una altura de 7cm
aproximadamente, de hojas y cotiledones verdes y en todas se observo formacién de

raices (Figura 1).

Tabla N° 6. Resultados de la germinacion in vitro de semillas de Helianthus annuus L.

% Contaminacion | % Germinacion | % Sobrevivencia | N° plantas/semilla

20 82 62 1

= }

Figura N° 1. Diferentes etapas de la germinacion y crecimiento in vitro de H. annuus L., en medio
MS1. A. 3dias B. 15 diasy C. 21 dias de cultivo. (r: radicula, C: cotiledones, R: raices, H: primordios

foliares)



2. Multiplicacion y organogénesis in vitro a partir de microesquejes de

Helianthus annuus L.
2.1 Multiplicacion

Posterior al proceso de germinacion in vitro de las semillas, se aislaron y cultivaron
microesquejes en medios de multiplicacion para aumentar el nimero de plantas donantes

de explantes.

A las cuatro semanas de cultivo, los microesquejes sembrados en el medio control sin
reguladores de crecimiento (MO1), continuaron su desarrollo y no presentaron ninguna
respuesta hacia la multiplicacién (Figura 2). Las plantas tenian una altura de 6cm
aproximadamente, de hojas verdes, sin formacion de raices, sin presencia de
hiperhidricidad, con el mayor nimero de nudos (4-5), y el area foliar mas desarrollada. A
las siete semanas de cultivo, se observo la formacion prematura de botones florales en un

42 % de los apices (Figura 3).

Figura N° 2. Respuesta de los microesquejes de H. annuus L. cultivados en un medio sin reguladores de
crecimiento (MO1). A. Siembra de los microesquejes de 1 cm. B. Desarrollo de la planta a las tres semanas

de cultivo. C. A las cuatro semanas de cultivo.



Figura N° 3. A. Presencia de botones florales en los apices de las plantas desarrolladas en un medio MS a
las siete semanas de siembra (=). B y C. Desarrollo de una flor (=) y de algunos pétalos de la

inflorescencia (=) en la semana nimero ocho de cultivo.

Igualmente, en el medio MO2 (2 mg/L K + 1 mg/L AlA) los microesquejes
continuaron su desarrollo y no presentaron ninguna respuesta hacia la multiplicacion, a
las cuatro semanas de cultivo. Las plantas en este medio eran verdes, con un eje principal
entre 2y 2,5 cm, con desarrollo de hojas normales. En este medio no hubo formacion de
callo, pero si de raices en un 21,15%, siendo el Unico tratamiento donde hubo
enraizamiento (Figura 4). En algunos casos (20%) se observo plantas con hojas y tallos
con apariencia hiperhidrica. En la figura N° 5, se observan los cambios morfoldgicos que
presentaron las plantas con caracteristicas hiperhidricas, para todos los medios de cultivo

con reguladores de crecimiento (MO2, MO3, MO4 y MO5).

Por otra parte, hubo un 11 % de plantas con formacién prematura de botones
florales en los &pices. Todos los botones florales, formados en los medios con reguladores
de crecimiento, tenian el mismo tamafio, forma y caracteristicas que los observados en el
medio MO sin reguladores de crecimiento, segun las evaluaciones cualitativas realizadas

durante todo el periodo de experimentacién (Figura 3).



Figura N° 4. Respuesta de los microesquejes en medio MO2 (2 mg/L K + 1 mg/L AlA). A. Siembra de los
microesquejes de H. annuus L. B Desarrollo de las plantas a la tercera semana. C. Formacion de raices en

las plantas a la cuarta semana (=)

Figura N° 5. Cambios morfolégicos observados a las siete semanas de cultivo en los medios con
reguladores de crecimiento (MO2, MO3, MO4 y MO5). A. Explantes con un conjunto de hojas arrosetadas.
B. Detalle de una hoja hiperhidratada, se observan los nervios (=) y la suculencia. C. Tallos de los
explantes hiperhidratados, se observa mayor grosor en la parte basal (=). D. Plantula de H. annuus L. in

vitro que presentan una morfologia muy distinta a las desarrolladas en tierra.

A las cuatro semanas de cultivo, se observaron cambios morfologicos y respuesta
hacia la multiplicacion, en los tres medios de cultivo con BA y ANA (MO3, MO4 y
MO5), pudiéndose distinguir en MO3 (1 mg/L BA + 0,5 mg/L ANA) un 80,5% de

multiplicacién con un promedio de 2,64 brotes/explante, al mes de cultivo (Figura 6).



En este medio de cultivo, se observé un 41,6% de los brotes con caracteristicas de
hiperhidricidad, que presentaban color verde, aproximadamente de 1 a 1,5 cm de altura,
con entrenudos mas cortos, hojas muy estrechas y pequefias (Figura 6). Adicionalmente

también se observo la formacion de botones florales en los &pices del 26% de los brotes.

Figura N° 6. Multiplicacion in vitro a partir de microesquejes en medio MO3 (1 mg/l BA + 0,5 mg/l ANA),
a las cuatro semanas de cultivo. A y B. Formacion de varios brotes a partir de microesquejes C. Detalle del

desarrollo de dos brotes (=)

Luego de 30 dias de cultivo, en el medio MO4 (2 mg/L BA), se observé un 70 % de
multiplicacién con un promedio de 2,52 brotes/explante (Figura 7). En un 31,8 % de los
brotes formados se observd caracteristicas de hiperhidricidad, y en un 20 % formacion

de botones florales en los apices.

En el medio MO5 (2 mg/L BA + 1 mg/L ANA), en un periodo de 30 dias, se observd
un 75% de multiplicaciéon con un promedio de 2,7 brotes/explante (Figura 7). En este
medio el porcentaje de brotes con caracteristicas de hiperhidridad fue de 36,9 %, y de

brotes con aparicion prematura de botones florales en los apices fue de 18%.



Figura N° 7. Multiplicacion a partir de microesquejes en los medios MO4 y MO5 A y B. Formacion de
varios brotes por microesqueje en MO4, al mes de cultivo (=) C. Detalle del desarrollo de dos brotes (=)
y formacién de callo (=) a partir del microesquejes inicial en el medio MO5, a la primera semana de

cultivo.

Tabla 7. Comparacion estadistica de la respuesta de multiplicaciéon y efecto de los reguladores de
crecimiento en el proceso de multiplicacion de H. annuus L. a partir de microesquejes al mes de cultivo, en

los diferentes medios empleados.

Medios de % Brotes/ % Brotes con % Brotes Tamafio del
Cultivo Multiplicacion | explantes hiperhidricidad con botones | brote (cm)
florales

MO1 0 0 0 42a 6
MO?2 0 0 20a 11b 2-25
MO3 80,5a 2,64a 41,6b 26¢ 1-15
MO4 70b 2,52a 318a,c¢c 20d 1-15
MO5 75¢ 2,70a 36,9¢ 18e 1-15

* Letras diferentes indican diferencias significativas, letras iguales indican diferencias no significativas.

En esta etapa, se obtuvo un mayor porcentaje de multiplicacion (80,5%) en el medio

MO3, con una concentracion de 1 mg/L de BA y 0,5 mg/L de ANA, con respecto a los
medios MO4 y MO5, a lo largo de todo el periodo de experimentacion, sin embargo, la

mayor formacion de brotes/explante fue en el medio MO5 (2,7) (Tabla 7).



El anélisis estadistico, indica que existen diferencias significativas entre los
porcentajes de multiplicacion, y entre el porcentaje de brotes con botones florales, para
los diferentes tratamientos. En relacion al promedio de brotes/explante, no existen
diferencias significativas. En lo relativo al porcentaje de brotes con hiperhidricidad, no
existen diferencias significativas entre MO2 y MO4 y entre MO4 y MO5, mientras que

MO3 muestra diferencias con todos los otros tratamientos (Tabla 7).

2.1.1 Efecto del nitrato de plata (AgNOs) y la caseina hidrolizada, sobre la
hiperhidricidad y la floracion prematura en plantas de H. annuus L.

micropropagadas.

Con el objetivo de disminuir la apariencia hiperhidrica y la floracion prematura en la
micropropagacion de plantas de H. annuus L., se le adiciono a los medios de cultivo 1

mg/l de nitrato de plata (AgNO3) con 500 mg/I de caseina hidrolizada (Tabla 8).

En los medios con reguladores de crecimiento (MO2, MO3, MO4 y MO5), se
observaron brotes con la base del tallo engrosada (Figura 5C), brotes con hojas
necrosadas, brotes con la pérdida total de las hojas, brotes con hojas de tamafios
anormales, podian llegar hasta 3 cm de alto por 2 cm de ancho y su textura era rugosa,
vidriosa y fragil, a pesar de estar muy engrosadas en comparacién con las hojas normales
desarrolladas en las plantas in vitro de girasol (Figura 5B). También se observaron brotes
con hojas muy reducidas y estrechas, algunas pequefias y otras alargadas que salian de un
mismo punto, con entrenudos muy cortos, y una tendencia de crecimiento en forma
arrosetada, que tenian una morfologia muy distinta a las plantas normales desarrolladas
in vitro (Figura 5A). Todas estas caracteristicas, se intensificaron a medida que los brotes
se dejaban por méas de siete semanas en los medios de cultivo con reguladores de

crecimiento. Para intentar disminuir la hiperhidricidad en estas plantas, algunas fueron



subcultivadas en un medio MS sin reguladores de crecimiento, pero no se observaron

mejoras cualitativas, y en algunos casos la planta moria.

Por lo tanto, se procedi6é a cultivar microesquejes en medios a los cuales se les
adiciond nitrato de plata (1mg/I) con caseina hidrolizada (500 mg/l), en los cuales, no se
observé engrosamiento en la base del tallo de los brotes, tampoco se observaron brotes
con hojas: arrosetadas, necrosadas, o de tamafio reducido. Sin embargo, se mantuvo un
bajo porcentaje de brotes que mostraba ciertas caracteristicas de hiperhidricidad en las
hojas (hojas algo engrosadas y de mayor tamafio que las plantas normales in vitro) (Tabla

8).

Con respecto a la floracion prematura, en los medios donde se adicion6 AgNOs y
caseina hidrolizada, este fendmeno disminuyé en gran medida (Tabla 8). Cuando se
observd la presencia de botones florales en los &pices, estos se apreciaron de menor

tamafio y grosor, en comparacion a los formados en los medios sin estas sustancias.

Tabla 8. Efecto del nitrato de plata (AgNOs3) y caseina hidrolizada, en el proceso de

multiplicacion de H. annuus L. a partir de microesquejes.

Sin AgNOs y Con AgNOsy Sin AgNOs y Con AgNOsy
caseina hidrolizada caseina caseina hidrolizada caseina
hidrolizada hidrolizada
Medios % Brotes con % Brotes con % Brotes con % Brotes con
de Cultivo hiperhidricidad hiperhidricidad botones florales botones florales
MO2 20a 8d 11a 0
MO3 41,6b 19,8a 26b 14f
Mo4 3184, cC 9,5e 20c 9,49
MO5 36,9¢ 14,7 18d 7,2h

* Letras diferentes indican diferencias significativas, letras iguales indican diferencias no significativas.

Evaluando las condiciones de cultivo, estadisticamente se encontrd que existen

diferencias significativas en la respuesta de los brotes para un mismo medio, tanto para




el porcentaje de hiperhidricidad, como para el de brotes con botones florales. Por otra
parte, el porcentaje de hiperhidricidad en un medio MO?2 sin nitrato de plata y caseina
hidrolizada, no mostré diferencias significativas con el porcentaje de hiperhidricidad en

el medio MO3 con nitrato de plata y caseina hidrolizada.

2.2 Organogeénesis

En los medios MO3, MO4 y MOS5, donde hubo respuesta en la etapa de la
multiplicacién, se observo la formacién de un callo compacto y de coloracion verde a
marrén en la base de todos los microesquejes sembrados, a partir de la primera semana
de cultivo, es decir, que el callo se formaba mucho antes de que ocurriera la multiplicacion
de los brotes (Figura 8A y B). Cualitativamente, la cantidad de callo formado en el medio
MO3 y MO5 fue aproximadamente el doble de la cantidad de callo formado en el medio

MOA4.

Figura N° 8. A'y B. Formacion de callo en la base de todos los microesquejes sembrados, a partir de
la primera semana de cultivo. C. Callo aislado de los microesquejes a las siete semanas con estructuras

esféricas de color verde (=)



A las siete semanas de cultivo, los callos formados en la base de los microesquejes,
comenzaron a mostrar a simple vista indicios de desarrollo de érganos con la aparicion

de estructuras esféricas de color verde, que luego darian origen a brotes (Figura 8C).

Una vez realizado el corte anatomico, se comprobd que algunas estructuras
correspondian a meristemoides (Figura 9B), o regiones localizadas de células en division
activa, los cuales se asemejan a meristemas verdaderos y poseen conexiones vasculares
con el callo o el tejido circundante. En las figuras 9C y D se puede observar el corte
longitudinal de yema formada en los medios MO3, MO4 y MO5 a partir de callo
organogénico, y se observa la conexion vascular existente entre el brote y el tejido de

origen (callo).

Figura N° 9. A. Callo compacto y organogénico formado en la base de los microesquejes B. Células del
callo y meristemoide (=) C. Corte transversal que muestra las células del callo y la formacion de un

brote a partir del mismo (=) D. Detalle de la conexion vascular entre el callo y el brote (=)

2.2.1 Regeneracion in vitro de los callos formados durante la multiplicacién.

Posterior al proceso de multiplicacion in vitro, se aislaron los callos organégenicos
que se habian formado en la base de los microesquejes, y se cultivaron en medios de
regeneracion, para que los brotes obtenidos de forma indirecta continuaran su elongacion

y desarrollo en plantas completas.



A los dos meses de cultivo, no se obtuvo ninguna respuesta de desarrollo en ninguno
de los medios probados, los cuales eran medios sin reguladores de crecimiento, un medio

con 1 mg/l BA y un medio con 2 mg/l BA (Figura 10).
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Figura N° 10. Callos organdgenicos, que se habian formado en la base de los microesquejes,

cultivados en medios de regeneracion sin obtener respuesta hacia la formacion de plantas.

3. Embriogénesis somatica in vitro a partir de segmentos de cotiledones de
Helianthus annuus L.

3.1 Induccion del proceso de embriogénesis somatica.

Se aislaron segmentos longitudinales de cotiledones de las plantas germinadas in
vitro, y se cultivaron en un medio MS con 1 mg/l de 2,4D para la induccion de la
embriogénesis somatica (Figura 11A).

En los cotiledones provenientes de las plantas germinadas in vitro se obtuvo un

92% de explantes libres de contaminacion.

A las cuatro semanas de cultivo, en el medio con 1 mg/l de 2,4D (MSE), y bajo
condiciones de oscuridad, se comenzaron a observar cambios morfoldgicos en los
cotiledones, tal como el engrosamiento y deformacion de dicho tejido cotiledonar.

Aprecidndose siete semanas después la formacion de embriones somaticos en estado



globular en la cara adaxial del 70 % de los cotiledones (Figura 11B). ElI promedio de
embriones/explante fue de 29. Los embriones obtenidos eran de color blanquecino a
transparente, de superficie lisa y brillante, tamafio aproximado de 1-2mm? (Figura 11C),

y podian ser extraidos con facilidad del tejido circundante que les dio origen (cotiledén).

Figura N° 11. A. Cultivo de segmentos longitudinales de cotiledones. B. Segmento de cotiledén mostrando

formacién de embriones en la cara adaxial (=). C. Detalle de un grupo de embriones somaticos (=)

formados en la superficie del cotiledon.

A través de un estudio anatdmico, se pudo observar que los embriones somaticos
estaban constituidos por células pequefias isodiamétricas, con paredes celulares definidas
y contenido citoplasmatico denso (Figura 12). Cuando se realizé un corte transversal del
cotiledon después de la formacién de los embriones, pudimos comprobar que éstos se
originaron de manera directa, sin la formacion previa de callo (Figura 13), aunque en este
mismo medio, parecid haber formacion aparente de una pequefia porcion de callo
incipiente. Aparentemente las células que se dividen para dar origen a los embriones

provienen del parénquima en empalizada (Figura 13B).



Figura N° 12. A. Grupo de embriones somaticos (=) formados en la superficie de un cotiledén. B.
Macerado del tejido mostrando un embrién globular, constituido por células pequefias isodiamétricas. C.
Corte longitudinal de embrion globular (=) de H. annuus L. D. Detalle de ausencia de conexion vascular

entre el embrion y el tejido que le dio origen ().

Figura N° 13. A. Formacién de embriones somaticos (=) en un segmento del cotileddn, a los dos meses
de cultivo. B. Corte transversal del cotiledén mostrando la formacion de los embriones sométicos de forma
directa. m: mesofilo, ei: epidermis inferior. C. Detalle anatdmico de los embriones sométicos formados de

manera directa alrededor de las nervaduras del cotiledon (=)

3.2 Desarrollo de los embriones somaticos

Después de 11 semanas de originados los embriones en estado globular en un medio
con 2,4D, estos fueron aislados y trasladados, individualmente y en grupos, a cuatro

medios distintos, para las subsiguientes etapas de desarrollo.

Los embriones que fueron cultivados de forma individual, a los dos meses de cultivo

no mostraron ninguna respuesta morfogénica, en los medios de cultivo probados. Los



embriones globulares que fueron cultivados en grupos, en un medio sin reguladores de
crecimiento (ME1) y en el medio con 2 mg/l de BA (ME4), no mostraron ninguna

respuesta de desarrollo, a los dos meses de cultivo.

En los medios ME2 y MES3 se observo, a los tres meses de cultivo, la formacion
aparente de dos tipos de callo, sobre la superficie de los embriones globulares, uno de
consistencia friable, de color blanco y beige (Figura 14A) y otro de color marrén de
consistencia compacta (Figura 16). Cuando se realizé el estudio anatdmico, se observo
que el callo friable que era de un color blanco-beige, estaba formado por tipicas células
embriogénicas (Figura 14B y C), que no continuaron su desarrollo. También en este callo,
se apreci6 la presencia de numerosas traqueidas espiraladas de forma globular (Figura
15B y C). Por otra parte, el callo compacto era organogénico (Figura 17C). A partir del
callo organogénico se formaron brotes y en algunos casos raices (17,4%) (Figura 17A'y
B). Cualitativamente, en el medio ME2 (2 mg/l K + 1 mg/l AlA) se formd mayor cantidad
de callo embriogénico que de callo organogénico, con respecto al medio ME3 (1 mg/l BA

+ 0,5 mg/l ANA) donde hubo mayor formacién de callo organogénico.

Figura N° 14. A. Formacion de callo embriogénico beige, sobre la superficie de los embriones globulares,
en un medio MO2, a los tres meses de cultivo (). B. Formacién de tipicas células embriogénicas (-).
C. Detalle de las células embriogénicas, se observan pequefias, isodiamétricas, con paredes celulares

definidas y contenido citoplasmatico denso ().



Figura N° 15. A. Formacion de callo embriogénico blanco, en un medio MO2, a los tres meses de cultivo

(). B. Formacion de numerosas traqueidas (). C. Detalle de una traqueida espiralada de forma globular.

Figura N° 16. Formacién de callo compacto y marrén sobre la superficie de los embriones globulares, a

los tres meses de cultivo (=)

3.2.1 Organogénesis a partir de los embriones somaticos formados en Helianthus

annuus L.

En el caso del callo compacto, formado a partir de los embriones globulares, a los tres
meses de cultivo, se aprecid a simple vista en los medios ME2 y ME3 la formacién, a
partir del callo, de estructuras esféricas de color verde (Figura 17A). En un corte
anatémico se identificaron estas estructuras como brotes (Figura 17C), los cuales

permanecieron dormantes, a pesar de realizarse varios subcultivos durante 2 meses, en el



medio ME3, y de ser transferidos a un medio MS sin reguladores de crecimiento, y ser

mantenidos en este medio durante 2 meses.

Figura N° 17. A. Detalle de los brotes formados en medio MO3, a los tres meses de cultivo (=). B.
Detalle de una raiz (=) desarrollada a partir del callo organogénico en medio MO3, a los tres meses de
cultivo. C. Detalle anatémico de un corte transversal del brote (=) y de las células de callo que le dieron

origen, se observa la conexion vascular entre el callo y el brote (=)

4. Caracterizacion anatomica de tallos y hojas de plantas de Helianthus annuus
L.

En este estudio con H. annuus L., se realiz6 una comparacién anatomica de hoja y
tallo de: una planta obtenida en tierra, a partir de la germinacién de semillas utilizadas en
este estudio, una planta micropropagada in vitro y la planta micropropagada exhibiendo

caracteristicas de hiperhidricidad.

4.1 Tallo

En un detalle de la epidermis, de una planta de H. annuus L. obtenida en tierra, se
observa que posee células mas o menos grandes, simétricas, y con cuticula mas o menos
gruesa (Figura 18A), seguidas por un colénquima lagunar. En la planta normal de H.
annuus L. mantenida in vitro, la anatomia es muy similar a la anterior, pero con una

epidermis y colénquima mas delgado (Figura 18B), mientras que en la planta



hiperhidratada obtenida in vitro, se observa una epidermis de superficie papilosa,
constituida por grandes células, y las células que corresponde al colénquima no se

encuentran engrosadas (Figura 18C).

Figura N° 18. Cortes transversales del tallo de H. annuus, mostrando en detalle el colénquima y la
epidermis. (400X) A. Planta de H. annuus L. obtenida en tierra. B. Planta normal de H. annuus L. mantenida

in vitro. C. Planta hiperhidratada obtenida in vitro. e: epidermis. c: colénquima.

En H. annuus L., la planta obtenida en tierra, posee unos haces vasculares,
colaterales y abiertos, y se observa un gran casquete de esclerénquima por encima del
floema, y un cdmbium vascular que se extiende a traves de los rayos medulares. Existe
una gran porcién de médula y los haces vasculares estan dispuestos en un anillo y muy
cercanos al exterior (Figura 19A). En la planta normal mantenida in vitro, la anatomia es
muy parecida a la anterior, pero el casquete de esclerénquima es mas reducido, al igual
que la porcion de xilema (Figura 19B y C). Por su parte, el tallo de la planta hiperhidratada
in vitro, muestra muy poca lignificacién en el xilema, y las células que corresponden al
casquete de esclerénquima no estan lignificadas. El xilema presenta muy pocos vasos,

rodeados por una gran cantidad de parénquima (Figura 19D).



Figura N° 19. Cortes transversales del tallo de H. annuus L. A. Planta de H. annuus L. obtenida en tierra
(150X) B y C. Planta normal de H. annuus L. in vitro. B: (40X); C: (100X) C. Planta hiperhidratada in
vitro. ce: casquete de esclerénquima. ¢: cambium. x: xilema. hv: haz vascular. m: médula. t; tricoma. p:

parénquima.

4.2 Hoja

En la planta de H. annuus L. obtenida en tierra, la epidermis superior es mas
gruesa que en la planta normal y la planta hiperhidratada obtenidas in vitro. Igualmente,
en esta planta, hay méas abundancia de tricomas, tanto glandulares como en forma de
latigo y todos son pluricelulares y se encuentran distribuidos en forma regular por toda la
superficie de ambas epidermis (Figura 19A). Por otra parte, la epidermis inferior de la

planta hiperhidratada in vitro, es muy delgada y con células papilosas (Figura 19C)

La hoja de H. annuus L., es bifacial o dorsiventral ya que el parénquima en
empalizada s6lo esté en el lado superior. En un detalle del mesdfilo, de la planta obtenida
en tierra, se observa como el parénquima en empalizada esta distribuido en dos capas

(Figura 19A), mientras que en las otras solo hay una capa, cuando esta presente.

El parénquima esponjoso de H. annuus L., es mas 0 menos compacto con pocos
espacios intercelulares, y se logra observar ésta caracteristica en la planta obtenida en

tierra'y la normal in vitro (Figura 19A y B). En la planta hiperhidratada obtenida in vitro,



hay més cantidad de parénquima esponjoso, el cual se encuentra desorganizado, y los
espacios intercelulares son mas grandes, conllevando a un incremento del volumen

celular con respecto a las hojas normales in vitro o a las de tierra (Figura 19C).

Figura N° 19. Cortes transversales de la hoja de H. annuus L. A. Planta de H. annuus L. obtenida en tierra
(300X) By C. Planta normal de H. annuus L. mantenida in vitro. C. Planta hiperhidratada obtenida in vitro.
es: epidermis superior. pm: parénquima en empalizada. pe: parénquima esponjoso. ei: epidermis inferior. t:

tricoma. ein: espacio intercelular.

Los haces vasculares, en las hojas de H. annuus L. obtenidas en tierra, estan
dispuestos a lo largo del tejido de forma uniforme, y son igualmente colaterales, y en un
detalle del nervio central, se observa que, de forma similar al tallo, se distingue que
después de la epidermis existen dos o tres capas de coléngquima, seguido por paréngquima
(Figura 20A 'y B), pero en la planta hiperhidratada in vitro no hay presencia de colénquima
después de la epidermis y el parénquima esta constituido por células muy grandes,
aumentando el volumen celular del nervio central, en comparacion con las otras hojas

(Figura 20C).



Figura N° 20. Cortes transversales de la hoja de H. annuus L, en un detalle del nervio central. (300X) Ay
B. Planta de H. annuus L. obtenida en tierra. (A: Esquema representativo). C. Planta hiperhidratada

obtenida in vitro. Engrosamiento del mesdéfilo («—) hv: haz vascular. t: tricomas. p: parénquima.

Observando en detalle los tricomas de las plantas de H. annuus L. obtenidas en
tierra, visualizamos un tricoma en forma de latigo y otro glandular, que presentan una
base pluricelular de donde nacen varias células de paredes delgadas dispuestas en forma
uniseriada (Figura 21). Los tricomas, tanto en tallos como en hojas, de las plantas de H.
annuus L., son iguales anatdmicamente, pero varian en nimero, dependiendo de las

distintas condiciones de cultivo.

Figura N° 21. Cortes transversales de hoja de H. annuus L., obtenida en tierra. Detalle de tricomas
pluricelulares. A. variedad de tricomas y diferencias de tamafio. Tricoma en forma de latigo (=) (150X) B.

Detalle de tricoma glandular (300X).



5. Enraizamiento

Después del proceso de multiplicacion in vitro, los brotes que se desarrollaron en
los medios MO3, MO4 y MO5, y que tenian una altura entre 1,5-2 cm, fueron cultivados
en un medio sin reguladores de crecimiento (MS1) y en un medio con 1 mg/l ANA (MS2),
para promover la formacion de raices, sin embargo, no hubo formacion de raices en MS1
y en MS2 el porcentaje fue bajo, del 18,75%, observandose ademas un 72,7% de muerte
en los brotes a las cuatro semanas de cultivo, para ambos medios, dificultando la

transferencia de las plantas a tierra.

6. Aclimatizacion.

Del total de 5 plantas de H. annuus L. que formaron raices en el medio MO2 (2
mg/l K+ 1 mg/l AlA), y que fueron transferidas a tierra y mantenidas en los propagadores,
se obtuvo un 0% de sobrevivencia al final de los 7 dias que durd el periodo de

aclimatacion.



DISCUSION

1. Germinacion in vitro de semillas de Helianthus annuus L.

La germinacion in vitro del 82 % de las semillas ocurrié en un periodo de 1 a 3 dias,
seguido por un rapido crecimiento, y un desarrollo temprano de los cotiledones y los

primordios foliares, en un medio sin reguladores de crecimiento (medio MS1).

Resultados similares fueron encontrados en los trabajos de Ozyigit y colaboradores
en el 2007, ya que tuvieron una frecuencia de germinacién alrededor del 90 % para cinco
genotipos de semillas de H. annuus L., que cultivaron en un medio MS sin reguladores
de crecimiento. Asimismo, Rodriguez y colaboradores en el 2008? observaron
porcentajes de germinacion superiores al 72 % cuando colocaron semillas en un medio
MS (1/2), sin reguladores de crecimiento. Mientras Gomez y colaboradores en el 2010,
intentaron germinar embriones cig6ticos del hibrido Helianthus annuus x Tithonia
rotundifolia adicionando al medio de cultivo una citoquinina BA (0,5-1 mg/l), donde
obtuvieron sélo el 9,3 % de germinacion. Otros investigadores también encontraron altos
porcentajes de semillas germinadas, con el empleo de medios de cultivo sin reguladores
de crecimiento (Fiore y col, 1997; Gurel y Kazan, 1998; Mayor y col, 2003; Vega y col,

2006; Vega y col, 2007).

2. Multiplicacion y organogénesis in vitro de microesquejes de Helianthus

annuus L.

Los microesquejes cultivados en el medio sin reguladores de crecimiento (MO1)
formaron plantas con el mayor crecimiento (6 cm de altura) con respecto a los otros

medios probados, sin embargo, en este medio también se observé el més alto porcentaje



de plantas con formacidn prematura de botones florales en los &pices (42 %). La aparicion
prematura de botones florales en las plantas de girasol cultivadas in vitro, es una
caracteristica observada por muchos autores en sus estudios, y algunos lo consideran
como un aspecto indeseable, porque disminuye las probabilidades de obtener semillas
funcionales en la descendencia. (Zorzoli y col, 1994 citado en Rodriguez y col, 2008%
Marchenko, 2005; Sujatha y col, 2012°). Adicionalmente por ser una planta anual, el

proceso de floracidn, conlleva a la muerte del organismo.

En MO1 no se observaron plantas con apariencia de hiperhidricidad, pero en los
medios con reguladores de crecimiento, utilizados en el proceso de multiplicacién, se
encontraron plantas exhibiendo esta caracteristica, lo cual pudiera sugerir, que el uso de
reguladores de crecimiento, en este estudio, este asociado a la aparicion de este tipo de

alteraciones, lo cual es muy frecuente en el cultivo in vitro de girasol.

Igualmente, en el medio MO2 (2 mg/l K + 1 mg/l AlA) los microesquejes no
presentaron ninguna respuesta hacia la multiplicacion, con los menores porcentajes de
hiperhidricidad (20 %) y aparicion de botones florales (11 %) en relacion con los otros

tratamientos.

Los medios que presentaron una respuesta positiva en la etapa de multiplicacion
(MO3, MO4, MO5), estaban suplementados con Benciladenina (BA) y acido
nalftalenoacético (ANA), con resultados similares, aunque mostraron diferencias
significativas en el analisis estadistico, observandose el mayor % de multiplicacion (80,5
%) en el medio con 1 mg/l BA + 0,5 mg/l ANA (MO3), y el mayor nimero de

brotes/explante (2,7) se consiguio en el medio con 2 mg/l BA (MO5).



Diversos estudios sobre el cultivo in vitro de girasol, utilizan diferentes
concentraciones de citoquininas (BA y K) y auxinas (AlA y ANA) como reguladores de

crecimiento, para promover la organogénesis y la multiplicacion de brotes.

Abdoli y colaboradores (2007), Vega y colaboradores (2006, 2007) y Sujatha y
colaboradores (2012°), obtuvieron altos porcentajes (55 %, 81,7 %, 94 %, 70 %) de
respuesta organogénica directa a partir de cotiledones de diferentes genotipos de H.
annuus L., con la adicién al medio de cultivo de diferentes combinaciones de citoquininas

(BA, K) a concentraciones de 1 y 2 mg/l, y auxinas (ANA, AlA) a 1 mg/l.

Gobmez y colaboradores en el 2010, lograron una alta multiplicacién de brotes en H.
annuus L. x Tithonia rotundifolia a partir de microesquejes, con el uso solo de

citoguinina BA (0,1 y 0,5 mg/l) sin adicionar algun tipo de auxinas al medio de cultivo.

2.1 Efecto del nitrato de plata (AgNOs) y la caseina hidrolizada, sobre la
hiperhidricidad y la floracion prematura en plantas de H. annuus L.

micropropagadas.

En esta investigacion se observaron plantas con apariencia hiperhidrica y plantas
con formacion prematura de botones florales en los apices, y muchos investigadores lo
ven como aspectos indeseables, siendo un problema frecuente en los sistemas de cultivo
in vitro de girasol, y en ciertos casos impide el establecimiento de las plantas
micropropagadas (Fauguel y col, 2008; Rodriguez y col 2008). Gaspar 1986, sugiere que

estos desordenes fisiologicos estan asociados a la presencia de altos niveles de etileno.

Se han encontrado buenos resultados en la disminucion de estas caracteristicas,
con la incorporacion de nitrato de plata (AgNOz) al medio de cultivo en los estudios

realizados, en girasol, por Rodriguez y col 2008®; Mayor y col 2001; Mayor y col 2003;



y con nitrato de plata y caseina hidrolizada en los estudios de Vasic y col 2001; Mayor y

col 2003.

El nitrato de plata ha sido empleado extensivamente para la multiplicacién de
brotes in vitro en Cichorium intybus, de la familia de las asteraceas, (Bais y col, 2000),
dado su solubilidad en agua, y su efecto no tdxico cuando es empleado en concentraciones
adecuadas (Beyer, 1976 citado por Kumar y col, 2009). Se ha sefialado que al emplear el
nitrato de plata, el i6n juega un papel importante en la reduccion de la actividad del
etileno, pero no inhibe su sintesis, favoreciendo el crecimiento de las plantas,
principalmente el area foliar y disminuyendo la hiperhidricidad. (Zhang y col, 2006;

Kumar y col, 2009).

En nuestro estudio, con la adicién al medio de cultivo de 1 mg/l de nitrato de plata
y 500 mg/I de caseina hidrolizada, se evidencio la disminucién del efecto del etileno y de
la aparicion prematura de botones florales, al observar un mejor desarrollo de las plantas,

en todos los tratamientos, en cuanto a porte, tamafio y morfologia de las hojas.

Vasic y colaboradores en el 2001, Mayor y colaboradores en el 2003, al utilizar 2
y 1 mg/l de nitrato de plata, combinado con caseina hidrolizada (3 g/l y 500 mM), lograron
mejorar cualitativamente y cuantitativamente el problema de hiperhidricidad en las

plantas de girasol regeneradas por cultivo in vitro.

Rodriguez y colaboradores (2008), lograron el control de la hiperhidricidad y de
la formacidn de botones florales, adicionando al medio de cultivo 0,34 mg/l de nitrato de
plata, obteniendo sélo 12 % de plantas de H. annuus L. con aspecto hiperhidrico y 10 %

con formacioén de botones florales.

Aunque la concentracion Optima de estos compuestos estd directamente

relacionada con el genotipo, para el caso del nitrato de plata, se han obtenido resultados



similares en la micropropagacion de Zinnia angustifolia cv Starbright, de la familia de
las asteraceas, con una concentracion de 2 mg/l de nitrato de plata (Anantasaran y

Kanchanapoom, 2008).

La hiperhidricidad también es asociada al tipo y concentracion de agente
gelificante (Debergh, 1983; Ziv y Halevy, 1983; Pierik, 1990). Sin embargo, Abdoli y
colaboradores (2007), en un estudio de organogénesis directa a partir de cotiledones de
H. annuus L., evaluaron tres concentraciones de agar (4, 6 y 8 g/l), y encontraron que el
porcentaje de brotes hiperhidricos es mayor cuando la concentracion de agar disminuye,
para la concentracion de 4 g/l de agar obtuvieron 53,3 % de plantas hiperhidricos, en

cambio con 8 g/l fue de solo 7,8 %.

En los estudios de girasol, la concentracion de 8 g/l de agar es muy utilizada,
indicando que, la hiperhidricidad frecuentemente observada en el cultivo in vitro de esta

especie, no es un problema del tipo y concentracion del agente gelificante.

2.2 Regeneracion in vitro de los callos formados durante la multiplicacion.

Para inducir el desarrollo de las yemas, secciones de los callos con yemas, que
fueron formados en la base de los microesquejes, fueron cultivados en un medio MS sin
reguladores de crecimiento, y en otros dos medios MS con 1 mg/l BA y otro con 2 mg/I
BA, sin embargo, las yemas se mantuvieron en estado dormante en los 3 medios probados,
a los dos meses de cultivo. Los brotes formados a partir de callo organogénico, no
continuaron su elongacion y desarrollo en plantas completas. Un resultado similar fue
encontrado en los estudios de Sujatha y colaboradores (2012%), quienes empleando un
medio MS con 2, 1 y 0,5 mg/l de BA trataron sin éxito, de regenerar brotes a partir de

callo organogénico obtenido de diferentes explantes (cotiledones, hipocotilos y raices) de



girasol. Por otra parte, Ozyigit y colaboradores (2007), para la regeneracion de los callos
organogénicos obtenidos a partir del cultivo de hipocétilos y segmentos de cotiledones
de H. annuus L., utilizaron un medio MS sin hormonas, donde no obtuvieron ninguna
respuesta de regeneracion, y un medio MS con 1 mg/l BA y 0,5 mg/l ANA, en donde
hubo respuesta con diferente magnitud hacia la formacion de brotes en todos los genotipos
empleados, concluyendo que el genotipo fue un factor importante en la respuesta de
induccién de callo y la organogénesis indirecta. Rodriguez y colaboradores (2008?) y
Sujatha y colaboradores (2012°) también evidenciaron en girasol, que el genotipo juega
un papel importante en la respuesta hacia el crecimiento de los callos obtenidos, como en

lo referido a la capacidad de regeneracién de los cultivos.

Se sabe que uno de los factores importantes que determinan el éxito en los
sistemas de propagacion in vitro, son el genotipo de la planta madre de donde aislamos
el explante. En el caso del girasol, la cual es una especie recalcitrante, la regeneracion de
plantas completas esta influenciada por las condiciones de cultivo, pero principalmente

por el genotipo y por sus interacciones con el medio de cultivo.

3. Embriogénesis somatica in vitro en segmentos de cotiledones de Helianthus
annuus L.
3.1 Induccidn del proceso de embriogénesis somatica
El 70 % de los explantes (cotiledones) respondieron hacia la formacion de
embriones somaticos en estado globular, a las siete semanas de cultivo, en el medio de
induccion (1 mg/l 2,4D), y de manera directa. Se obtuvo un alto promedio de
embriones/explante (29) en el medio de induccidn de la embriogénesis somatica.
Fiore y colaboradores (1997) y Gurel y Kazan (1998), en sus investigaciones con

girasol, utilizaron con éxito secciones transversales del cotiledén como explantes para



obtener embriones somaticos, mientras que Laparra y colaboradores (1997) y Fambrini y
colaboradores (2006), utilizaron hojas obtenidas de plantas in vitro.

McCann y colaboradores (1988), obtuvieron la formacion de embriones
somaticos, cultivando embriones zigo6ticos inmaduros de girasol, en un medio Gamborg’s

suplementado con 2 mg/l de 2,4D y 1,3 mg/l de ABA.

El contenido enddgeno y la aplicacion exdgena de auxinas son factores
determinantes durante la induccién de la embriogénesis somética. Ha sido reportado que
el uso de 2,4D en el medio incrementa los niveles enddgenos de auxina en el explante y
estd relacionado con el desarrollo de la simetria bilateral del embrién somatico
(Schiavone y Cooke, 1987, citados por Jiménez, 2001). Sin embargo, varios
investigadores han inducido embriogénesis somatica a partir de cotiledones y hojas en H.
annuus L., con el empleo de citoquininas combinadas con otras auxinas distintas al 2,4D

(Fiore y col, 1997; Laparra y col, 1997; Gurel y Kazan, 1998).

En nuestra investigacion, el proceso de embriogénesis somatica ocurrio por via
directa, a partir de cotiledones. Otros investigadores en su estudio con girasol obtuvieron
la formacion de embriones somaticos de forma directa (McCann y col 1988; Gurel y

Kazan, 1998; Fambrini y col, 2006).

La respuesta embriogénica de un explante hacia la via directa o indirecta
dependeré de la determinacién de la célula o del potencial embriogénico, en caso de que
la célula inicie un programa de expresion de los genes embriogénicos y un estimulo de la
division celular pueda ser suficiente para la formacion de un embrion somatico, se llevara
a cabo el proceso de embriogénesis somatica directa a partir de células determinadas

preembriogénicas (CsDPE) (Gémez, 1998; Jiménez, 2001).



Segun Gomez (1998°), el desarrollo directo de embriones desde células aisladas
o0 grupos de células sin la formacion de callo, es producto de la funcién realizada por la

composicion del medio de cultivo y el origen del explante.
3.2 Desarrollo de los embriones somaticos

En la presente investigacion, no se logré la formacion de plantas completas
provenientes de los embriones obtenidos en el medio con 2,4D, sin embargo, se obtuvo
la formacion abundante de callo embriogénico y de callo organogénico. En el callo
embriogénico, se formaron nuevas células embriogénicas, que pueden dar origen a
nuevos embriones, y también se formaron numerosas traqueidas. Las traqueidas son uno

de los elementos conductores del xilema, junto con los vasos (Lindorf y col, 1991).

Otros investigadores han logrado las diferentes etapas de desarrollo de la
embriogénesis somatica en H. annuus L. (McCann y col, 1988; Pugliesi y col, 1993;

Laparra y col, 1997; Fiore y col, 1997; Gurel y Kazan, 1998; Fambrini y col, 2006).

La respuesta morfogénica de los embriones somaticos fue muy escasa,
posiblemente asociado al proceso de habituacion, ocasionado por el contacto de los
explantes con la auxina 2,4D por largos periodos de tiempo, requeridos para la induccién
de la embriogénesis somatica. Buchheim y col (1989), sugieren que en esta etapa puede
ser necesaria la adicion de carbon activado al medio de cultivo para remover la mayor
cantidad de auxina como sea posible de los embriones somaticos, o realizando

subcultivos periddicamente.

Por otra parte, el hecho de que se observo una mayor respuesta morfogénica, en
los casos en que los embriones eran mantenidos en grupos, se debe a la interaccién
positiva entre las plantas, conocida como efecto nodriza, el cual es un fenémeno bien

conocido en la boténica y la ecologia, que también se presenta en condiciones in vitro.



Consiste en que una planta o grupo de plantas proveen de proteccion a sus plantulas
vecinas en un ambiente estresante, mientras realizan conjuntamente su crecimiento

(Muller, 1953; citado en Gutiérrez y Squeo, 2004).

3.2.1 Organogénesis a partir de los embriones somaticos formados en

Helianthus annuus L.

En esta investigacion, con la idea de que, los embriones somaticos en estado
globular continuaran las siguientes etapas de desarrollo, estos fueron cultivados en un
medio sin reguladores de crecimiento y en medios con BA y ANA y con AIA y K, lo
cual no sucedio, ya que se observé la formacion de callo organogénico sobre la superficie
de los embriones somaticos, apreciandose la formacion méas abundante de callo, brotes y
raices, en el medio con 1 mg/l BA con 0,5 mg/l ANA.

Desde el punto de vista morfogénico, la caracteristica mas importante del callo es
la totipotencia de sus células, ya que en general con un manejo adecuado de las
condiciones nutricionales, hormonales y ambientales, tienen la capacidad de desarrollar
brotes, raices y embriones somaticos dependiendo fundamentalmente del balance
citoguininas/auxinas (Gémez, 1998%).

Algunos investigadores, en sus estudios de embriogénesis somatica en girasol,
obtuvieron la formacién de mas de una estructura cuando colocaban distintos explantes
en un medio para inducir la embriogénesis somatica, sugiriendo que estas células
contienen la informacion genética necesaria para dar mas de una respuesta morfogénica
en un mismo explante y medio de cultivo (Pugliesi y col, 1993; Gurel y Kazan, 1998;
Fambrini y col, 2003 y 2006).

A diferencia de otros cultivos, el girasol es una de las especies mas recalcitrantes para
el cultivo de tejidos y transformacion génica, por lo que el desarrollo de protocolos

adaptables a genotipos de interés comercial, sigue siendo un desafio, ya que la respuesta



del girasol al cultivo in vitro depende de variables como el genotipo, tipo de explante y
medios de cultivo. Ademas presenta problemas como floracion in vitro e
hiperhidratacion, que limita el establecimiento y maduracion de las plantas regeneradas,
disminuyendo la eficiencia del protocolo establecido. También se debe acortar la etapa
in vitro, de 60 a 45 dias para reducir notablemente la hiperhidratacion y la floracion

prematura (Circosta y col, 2007).

4. Caracterizacion anatomica de tallos y hojas de plantas de Helianthus annuus
L.

En esta investigacion con H. annuus L., al realizar una comparacion anatémica de
hoja y tallo de, una planta obtenida en tierra, la planta micropropagada in vitro y la planta
exhibiendo caracteristicas de hiperhidricidad, se encontraron ciertas diferencias en los

tallos y hojas estudiados.

4.1 Tallo

En H. annuus L., la anatomia de las plantas cultivadas en tierra ha sido descrita, y
poseen un tallo con una epidermis con células mas o menos grandes, de forma simétrica,
y con cuticula mas o menos gruesa (Ruiz y col, 1958). Los tallos herbaceos, como el de
H. annuus L., suelen ser verdes porque debajo de la epidermis conservan parénquimas
clorofilicos, (Ruiz y col, 1958) y en la corteza, poseen colénquima y clorénquima
alternados, el cual es propio de este tallo (Metcalfe y Chalk, 1950). El colénquima, el cual
es un tejido de sostén, es lagunar en H. annuus L., de acuerdo al engrosamiento de las
paredes, el cual es generalmente en los espacios intercelulares. (Metcalfe y Chalk, 1950;
Valla, 2007). Luego continua con un gran casquete de esclerénquima por encima del
floema y el cambium vascular se extiende a través de los rayos medulares, y le dan la

caracteristica de haz vascular colateral abierto, el cual se distribuye uniformemente,


http://es.wikipedia.org/wiki/Tejido_de_sost%C3%A9n

dandole la caracteristica de dicotiledonea en crecimiento secundario (Metcalfe y Chalk,

1950; Roth, 1980).

4.2 Hoja

Igual que en el tallo, la anatomia de las hojas de plantas de H. annuus L.,
cultivadas en tierra ha sido descrita, sefialando que la epidermis superior es mas gruesa
que la inferior, y el mesofilo, el cual se halla especializado como tejido fotosintético, se
encuentra diferenciado en parénquima esponjoso y parénquima en empalizado, ademas
la hoja es bifacial ya que el parénquima en empalizada s6lo esté en el lado superior y
representa el tejido de asimilacion, y en un detalle se observa como el parénquima en
empalizada esta distribuido en dos capas (Roth, 1980). El parénguima esponjoso, se
caracteriza por presentar espacios intercelulares, facilitando el intercambio gaseoso y

también posee cloroplastos tan abundantes como en el tejido anterior.

En la epidermis se encuentran los llamados derivados epidérmicos, conocidos
como pelos o tricomas, que son muy abundantes en tallos herbaceos como el de
Helianthus, pero son alin mas abundantes en las hojas. Se originan por el crecimiento y
diferenciacion de una o varias células epidérmicas, quedando asi unicelulares o
pluricelulares. Los pelos contribuyen a aumentar la proteccion de la epidermis y también
ayudan en la absorcion de agua (Ruiz y col, 1958). Los tricomas glandulares, como los
presentes en H. annuus L., sustentan elementos globulares que contienen sustancias

resinosas o aceites esenciales.

Por otra parte, es bastante conocido que el fenotipo de las plantas que crecen en
condiciones in vitro esta caracterizado por presentar, respecto a aquellas desarrolladas en
ambientes ex vitro, tallos mas delgados, menor cantidad de ceras cuticulares y

epicuticulares, reduccion de tejidos mecanicos de soporte, incremento de contenido de



agua en las células, escasa capacidad fotosintética, estomas con baja funcionalidad y
crecimiento heterotrofo (Denng y Donelly, 1993). Asimismo, en esta investigacion dichas
caracteristicas fueron presentadas por aquellas plantas cultivadas y mantenidas in vitro, a

las cuales se les realiz6 el estudio anatémico.

En general, las plantas que exhiben hiperhidratacion, cuando son cultivadas in vitro,
presentan las hojas con un parénquima en empalizada muy delgado, parénquima
esponjoso con muchos espacios intercelulares, pobre desarrollo de la cuticula, poca
lignificacion y tejido vascular reducido. La lignificacion defectuosa puede alterar
extensibilidad de la pared celular, y reducir la presién de turgencia, permitiendo una
mayor incorporacion de agua. Otras malformaciones fisiologicas son baja fijacion de
dioxido de carbono, bajo contenido de clorofila y excesiva transpiracion, producto de que

los estomas se mantienen relativamente abiertos (Ziv, 1991).

Fauguel y colaboradores (2008), realizaron un andlisis anatomico de los brotes
normales e hiperhidricos que obtuvieron en el proceso de organogénesis directa in vitro,
cuando cultivaron cotiledones de un hibrido de girasol, en un medio MS con 1 mg/l AIA
y 2 mg/l K. En su estudio, encontraron que la estructura anatdmica de hojas y tallos de
plantas normales obtenidas in vitro no difirié de la de las plantas obtenidas en tierra. En
contraste, las plantas hiperhidricas, obtenidas in vitro, presentaron varias anomalias
anatomicas. El tallo mostrd hipertrofia de la corteza y la médula, ademas de
hipolignificacion del sistema vascular. Las células estaban rodeadas por una delgada y
poco rigida pared celular. Las hojas se mostraban engrosadas y malformadas, y en un
detalle anatémico se evidenciaba un incremento en el volumen celular, presentando un
laxo y desorganizado mesofilo, con haces vasculares alterados e hipolignificados.
Ademas observaron falta de diferenciacion entre parénquima empalizada y esponjoso,

con una reduccién del primero, llegando a estar en algunos casos ausente. Todas estas



caracteristicas fueron observadas en nuestro analisis anatomico realizado en los tejidos

de tallo y hoja hiperhidricos de H. annuus L.

5. Enraizamiento

En los medios de cultivo sin reguladores de crecimiento (MS1) y con 1 mg/l de
ANA (MS2), que se usaron para inducir el proceso de enraizamiento, de los brotes
obtenidos en la multiplicacion, se observd que el porcentaje de formacion de raices fue
de 0% para MS1 y muy bajo para MS2 (18,75%), y ademéas hubo un 72,7% de muerte en

los brotes a las cuatro semanas de cultivo.

Mientras que con el uso de ANA (0,1 y 1 mg/l) algunos investigadores han logrado
altos porcentajes (52%, 90% y 100%) de plantas de girasol enraizadas (Sujatha y col,

20122 Sujatha y col, 2012°; Gémez y col, 2010).

También con el empleo de medios sin hormonas o adicionando 1 mg/l de IBA,
Ozyigit y colaboradores en 2007, obtuvieron una alta eficiencia (95 y 100%) en el
enraizamiento de plantas de girasol; pero en el medio con IBA las raices tenian mayor

grosor.

6. Aclimatizacion

Durante el cultivo in vitro, las plantas crecen en un ambiente con alta humedad
relativa, baja intensidad luminosa, temperatura constante, escaso intercambio gaseoso y

medios ricos en compuestos organicos, especialmente sacarosa (Agramonte y col, 1998).

La importancia de que se lleve a cabo la fase de aclimatizacion radica en lograr la

adaptacion de las plantas obtenidas in vitro a condiciones autotrofas, donde tendran que



regular adecuadamente sus procesos de absorcion, traslocacién y transpiracion de agua

(Hurtado y Merino, 1987; Santa Cruz y col, 2006).

En esta investigacién no se obtuvieron buenos resultados de aclimatizacion, en las

plantas de H. annuus L. obtenidas in vitro por el proceso de multiplicacion.

Solo cinco plantas formadas en el medio MO2 (2 mg/l K + 1 mg/l AlA) que tenian
laalturamés alta (2 y 2,5 cm), y que formaron raices, fueron pasadas directamente a tierra
sin necesidad de ser transferidas a un medio de enraizamiento, observandose la muerte de

las mismas a partir de los tres dias de cultivadas.

Gdmez y colaboradores (2010), sefialan que se necesitan establecer tratamientos
que permitan definir con claridad las condiciones especificas para aclimatar al girasol, a
través de la prueba de diferentes mezclas de sustratos y soluciones nutritivas bajo
condiciones ambientales controladas. La aplicacion foliar de giberelinas o aminoacidos

es planteada como una alternativa para lograr el desarrollo 6ptimo en esta etapa.



CONCLUSIONES

La germinacion in vitro de un 82 % de semillas de Helianthus annuus L.,

ocurri6 a los 1-3 dias en un medio de cultivo sin reguladores de crecimiento.

En los medios de cultivo sin reguladores de crecimiento (MO1) y donde se
adicion6 2 mg/L de Ky 1 mg/L de AIA (MO2) los microesquejes de H. annuus
L., no presentaron ninguna respuesta hacia la multiplicacion.

Los  microesquejes de H. annuus L., mostraron respuesta hacia la
multiplicacién cuando los medios fueron suplementados con benciladenina
(BA) y acido nalftalenoacético (ANA), (MO3, MO4, MO5), con promedios
de 2,64 brotes/explantes, 2,52 brotes/explante y 2,7 brotes/explante
respectivamente.

Estadisticamente no se encontraron diferencias significativas entre el nimero
de brotes por explante observados en los 3 medios, pero si se encontraron
diferencias significativas entre los porcentajes de multiplicacion, siendo el
mayor porcentaje de multiplicacion (80,5%) en el medio MO3.

En esta investigacion se observé el fendmeno de hiperhidricidad y floracién
prematura en plantas de H. annuus L., obtenidas en el proceso de
multiplicacion in vitro.

En el medio sin reguladores de crecimiento no se observaron plantas con
caracteristicas asociadas a la hiperhidricidad mientras que este fendmeno si se
observO en plantas cultivadas en medios con reguladores de crecimiento.
Encontrandose el mayor porcentaje (41,6%) de plantas con caracteristicas

hiperhidricas en el medio MO3 (1 mg/L BA + 0,5 mg/L ANA).



El mayor porcentaje (42%) de plantas con floracién prematura se observo en
un medio sin reguladores de crecimiento.

En la etapa de multiplicacién in vitro a partir de microesquejes de H. annuus
L., la adicion a los medios de cultivo de 2 mg/l nitrato de plata y 500 mg/l de
caseina hidrolizada, disminuyo la aparicion de plantas con caracteristicas de
hiperhidricidad y de plantas con floracién prematura.

Evidencias histologicas demostraron que los callos formados en las bases de
brotes en la etapa de multiplicacién de H. annuus L., en los medios MO3, MO4
y MOS5 eran de naturaleza organogénica.

Las yemas formadas a partir de los callos organogénicos de H. annuus L., no
lograron su desarrollo en ninguno de los tratamientos hormonales probados.
A partir de segmentos de cotiledones de plantas in vitro de H. annuus L.,
cultivados en un medio suplementado con 1 mg/l de 2,4D, fue posible la
produccion de embriones somaticos, en estado globular (29 embriones/
explantes), en un 70% de los explantes.

Los estudios histolégicos permitieron demostrar la embriogénesis somatica a
partir de segmentos de cotiledones de H. annuus L., y que esta ocurrié de
manera directa, sin la formacion aparente de callo.

Los embriones globulares cultivados en los medios ME2 y ME3, no
continuaron las siguientes etapas de desarrollo, a partir de estos se formaron
dos tipos de callo, evidencias histolégicas demostraron que estos eran callos de
naturaleza embriogénica y organogénica.

En los estudios histologicos no se encontraron diferencias anatomicas
relevantes entre los tejidos de la planta obtenida en tierra, y la micropropagada

in vitro, salvo las caracteristicas propias de las plantas cultivadas in vitro.



Con respecto a las plantas con apariencia normal producidas in vitro y las que
presentaron caracteristicas hiperhidricas, en los estudios histologicos se
apreciaron varias diferencias anatémicas en tallos y hojas.

Siendo H. annuus L. una especie considerada recalcitrante para el cultivo in
vitro, en esta investigacion se logré el establecimiento de un sistema de
germinacion, multiplicacidn, organogénesis y embriogénesis somatica, a partir
de microesquejes y segmentos de cotiledones.

Con los sustratos y las condiciones empleadas en esta investigacion, no se logro
la aclimatizacion de plantas de H. annuus L. obtenidas in vitro, por el proceso
de multiplicacion.

Se recomienda continuar con los estudios de organogénesis y embriogénesis
somatica in vitro en H. annuus L., a partir de microesquejes y segmentos de
cotiledones.

La metodologia empleada en esta investigacion, proporciona la base para el
desarrollo de multiples investigaciones en el pais, dirigidas hacia el

mejoramiento genético de esta importante especie.
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