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RESUMEN

El cultivo de embriones inmaduros, entre otras aplicaciones, brinda la posibilidad de
obtener lineas en un periodo de tiempo relativamente corto, lograndose reducir el
intervalo generacional para la obtencion de materiales selectos de girasol. En
ocasiones se hace necesario conservar el material algun tiempo, por lo que se
deben conocer las ventajas o desventajas que esto provoca. El objetivo de este
trabajo fue realizar un estudio del efecto que produjo la conservacion de semillas
inmaduras, en refrigeracion (4 °C), sobre la contaminacién, la germinacion de los
embriones y el crecimiento de las plantulas in vitro, asi como la adaptacién a las
condicionas ambientales de diferentes genotipos. Esto contribuira a ajustar la
metodologia para su utilizacion en los programas de mejoramiento genético. Se
utilizaron semillas inmaduras (en las cabezuelas o en frascos plasticos) de tres
genotipos a los quince dias posteriores al comienzo de la polinizacion y diferentes
periodos de tiempo de permanencia en un refrigerador domeéstico. Los embriones
fueron introducidos en medio MS con la mitad de los nutrientes. A los siete dias de
cultivo se calculo el porcentaje de contaminacion y germinacién, asi como se evaluo
la altura de las plantulas. Las plantulas obtenidas fueron adaptadas a las
condiciones ambientales. Se aprecid que un corto periodo de permanencia de las
semillas en refrigeracion (siete dias) estimulé el crecimiento. Fue posible la
obtencion de las plantulas de todos los genotipos estudiados a los cuarenta dias de
conservacion de las semillas inmaduras, asi como su adaptacion a tierra.
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GERMINATION STUDIES OF SUNFLOWER IMMATURE EMBRYOS THAT WERE
PRESERVED IN REFRIGERATION AND PLANTS ACCLIMATIZATION.

ABSTRACT

Immature embryos culture gives the possibility to obtain plant lines in a relatively
short period of time with the reduction of generational intervals for obtaining select
sunflower materials. In occasions, it is necessary to preserve materials for some
period of time and their advantages or disadvantages must be known. This paper
studied the effect of immature seed preservation at low temperature (4 °C) on
contamination, embryo germination, in vitro plantlets growth and adaptation of
different genotypes to environment conditions. This study will contribute to adjust the
methodology for utilization in genetic improvement programs. Immature seeds of
three genotypes (maintained in the head or in plastic flasks) at fifteen days after
pollination beginning and different period of times in domestic refrigerator were used.



Embryos were cultured in MS medium with half of nutrients. Contamination and
germinating percentage were calculated and plantlets high were measure, at seven
days of culture. Obtained plantlets were adapted to environmental conditions. It was
observed that short refrigeration time of seeds (seven days) stimulated plantlet
growth. Plantlets from all studied genotypes were obtained at forty days of
preservation of immature seeds at low temperature and they were adapted to soill
conditions.
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INTRODUCCION
La aplicacibn de métodos biotecnolégicos posibilita el apoyo de los programas de
mejoramiento convencionales en muchos cultivos. En el caso del girasol (Helianthus
annuus), esto esta limitado por ser una de las especies consideradas “recalcitrantes” para
estas técnicas, aunque se han obtenido algunos resultados en la ultima década.
El primer reporte de cultivo de embriones exitoso, con hibridos interespecificos de
Helianthus, fue realizado por Bohorova, et al., (1985), donde plantearon que se podian
obtener plantas de interés para estudios citogenéticos del género.
El cultivo de embriones también puede ser usado para obtener lineas en un periodo de
tiempo relativamente corto; asi Aspiroz et al., (1987) obtuvieron embriones F5 en un
intervalo de 330 dias a partir del cruzamiento inicial. Con ello se logra reducir el intervalo
generacional para la obtencién de materiales selectos de girasol.
Por otra parte George (1993) planteé que el material de plantas puede ser conservado para
ser usado con propésitos posteriores, o que aumenta su posibilidad de empleo. Esto
también ha sido abordado por Zorzoli et al., (1996). Teniendo en cuenta estos antecedentes
se ha hecho necesario conocer la posibilidad de refrigeracién de los embriones inmaduros,
para ampliar los estudios sobre estos aspectos. Los objetivos de este trabajo fueron:
analizar la contaminacion, la germinacion y el crecimiento de las plantulas in vitro, de tres
genotipos a diferentes tiempos de refrigeracion, asi como la adaptaciéon a condiciones
ambientales de los genotipos estudiados. Todo lo anterior permitiria ajustar la metodologia
para el rescate de embriones inmaduros y acelerar los ciclos de seleccién bajo las
condiciones estudiadas.

MATERIALES Y METODOS

Como material vegetal se emplearon embriones inmaduros de los genotipos de girasol
Cubasol-113 (C-113), Caburé- 15 (Ca-15) y CM-15, colectados a los quince dias posteriores
al comienzo de la autopolinizacion manual. Se tomaron embriones para ser utilizados el
mismo dia de la recoleccion y el resto se conservd en refrigerador doméstico a 4 °C
aproximadamente, mediante dos variantes:

e Las cabezuelas en un sobre de nylon

e Las semillas inmaduras extraidas de las cabezuelas, en un frasco plastico
Para la siembra se utilizaron embriones procedentes de semillas frescas y a diferentes
tiempos de refrigeracion (0, 7 y 40 dias). Los genotipos C-113 y Ca-15 ademas, se
mantuvieron hasta los 55 y 70 dias respectivamente.
La desinfeccion se realizé con alcohol al 70 % durante 2 min. y posteriormente con bicloruro
de mercurio 0,1 % durante 5 min. La testa y los tegumentos que cubrian los embriones se
eliminaron en el momento de la siembra. Se utilizé el medio de cultivo Murashige y Skoog,
1962 (MS), reducido a la mitad con 20 g/L de sacarosa.
El pH de los medios se ajusté a 5,7-5,8 y se afadieron 7 g/L de agar. La esterilizacion se
realiz6 en una autoclave a una presion de 1,2 atm. , durante 20 min. Los cultivos se
mantuvieron en un foto periodo de 14 horas luz y 25 + 2 °C de temperatura.
A los siete dias de cultivo se evaluaron los porcentajes de contaminacién y germinacion, asi
como la altura de las plantulas, desde la base al apice, empleando 6 réplicas por



tratamiento. Los datos se analizaron estadisticamente mediante un andlisis de varianza, con

un disefio completamente aleatorizado y prueba de Duncan al 5 %.

Las plantulas obtenidas fueron sometidas a dos tratamientos para la adaptacién a

condiciones ambientales:

e El tubo de ensayo destapado en el cuarto de cultivo por 24 horas y después colocar las
plantulas en agua por 48 horas mas.

¢ Eltubo de ensayo destapado por 72 horas en casa de cristal.

Posteriormente las plantulas fueron sembradas en cepellones, con tierra y materia organica

al 50 % y cubiertas con tubos de cristal por 72 horas. A los 10 dias fueron pasadas a bolsas

de nylon con tierra.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar que tipo de muestra fue la mas idénea para conservar en refrigeracion, se
aprecio que los capitulos guardados en bolsas de nylon sufrieron una rapida contaminacion,
observandose ya a los siete dias hongos en los mismos, mientras que al mantener las
semillas sueltas, envueltas en papel dentro de frascos, el tiempo planteado pudo
extenderse, por lo que se utilizé esta via para realizar el estudio posterior.

Cuando se analizaron los porcentajes de contaminacién teniendo en cuenta tres genotipos y
tres tiempos de conservacién mediante el empleo de las semillas conservadas sueltas, se
pudo apreciar un incremento de la contaminacion al aumentar los dias de exposicién a baja
temperatura (Fig. 1), con excepcion del genotipo Ca-15, en el que se presenté el mayor
porcentaje de todos los tiempos estudiados, sin haber sido colocado en refrigeracion, lo que
pudiera deberse a un problema no inherente al material.

100 100 100
Q 100+ 72 73 80 74
S 801 63 60 56
[
o »n 60 33 2 -
o 401 6.1 P 25 [10 dias
o | 6 0 ]
T 28 W7 dias
C-113 C-113 CM-15 CM-15 Ca-15 Ca-15 @40 dias

(cont.) (germ.) (cont.) (germ.) (cont.) (germ.)

Genotipos

Fig. 1.- Comportamiento de la contaminaciéon y la germinacion, en tres genotipos a
los diferentes tiempos de refrigeracion de las semillas.

Si analizamos la contaminacién en los genotipos C-113 y Ca-15, independientemente,
teniendo en cuenta que se evaluaron a los 55 y 70 dias de refrigeracion respectivamente, se
pudo apreciar en el genotipo C-113 un incremento a los 55 dias, comparado con las semillas
conservadas a los 0 y 7 dias (Fig. 2), no asi con 40 dias, donde la contaminacién fue mayor.
Por el contrario en el caso del genotipo Ca-15 se presenté un incremento al comparar con
los 7 y 40 dias y una disminucion con las semillas frescas (Fig. 3)

En el caso de la germinacion (Fig. 1), se observaron porcentajes superiores al 72 % en
todos los tiempos, en los genotipos CM-15 Y Ca-15, encontrandose los valores mayores a
los 7 y 40 dias, mientras en el genotipo C-113 el valor mas elevado ocurrié a los 7 dias, pero
no hubo practicamente diferencia entre cero y 40. Al establecer una relacion entre la
contaminacién y la germinaciéon en los genotipos C-113 y Ca-15 se observé menor
germinacion en los mayores valores de contaminacidn, pero en el genotipo CM-15 esto no
ocurri@, por lo que no se puede afirmar que estén relacionados.

En cuanto a la germinacién en el genotipo C-113 (Fig. 2), se observé que todavia a los 55
dias se obtuvo un valor alto de germinacion. En el genotipo Ca-15 (Fig. 3), a los 70 dias se



vio disminucion en la germinacion comparada con los otros tiempos, inclusive inferior al
tiempo cero.
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Fig. 2.- Comportamiento de la contaminacion y la germinacién, en el genotipo C-113 a
los diferentes tiempos de refrigeracion de las semillas.
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Fig. 3.- Comportamiento de la contaminacién y la germinacién, en el genotipo Ca-15 a
los diferentes tiempos de refrigeracion de las semillas.

Al analizar la altura de las plantulas germinadas en los diferentes tratamientos (Fig. 4), se
observd que en todos los genotipos la tendencia fue de incrementar a los 7 dias de
refrigeracion, aunque en el caso de la C-113 no tuvo diferencias significativas con al
tratamiento de 40 dias, y en el CM-15 la diferencia fue con los embriones colectados el
mismo dia la siembra.
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Fig. 4.- Comportamiento de la altura de las plantulas, en tres genotipos a los
diferentes tiempos de refrigeracién de las semillas.

Cuando se realiz6 la comparacion de la altura a los tiempos 0, 7 y 40 con los de 55 dias
(Fig. 5), el genotipo C-113 no mostré diferencias entre 40 y 55 dias, pero dicho parametro
resultd superior a los 55 dias que en las semillas conservadas frescas, lo que sugiere la
posible utilizacion de este tiempo también, ya que ademas existi6 un porcentaje alto de
germinacion en él (89 %).
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Fig. 5.- Comportamiento de la altura de las plantulas, en el genotipo C-113 a los
diferentes tiempos de refrigeracion de las semillas.

En el caso del genotipo Ca-15, estudiado a los 70 dias (Fig. 6), la altura resulto

significativamente inferior al resto de los tratamientos, en éste también se observaron los
valores menores de germinacion (67 %)
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Fig. 6.- Comportamiento de la altura de las plantulas, en el genotipo Ca-15 a los
diferentes tiempos de refrigeracion de las semillas.

Zorzoli et al.,, (1994) habian observado que a partir de los 43 dias el porcentaje de
contaminacién aumentaba debido al estado necrético de los capitulos, por lo que sugirieron
que el periodo de siembra de los materiales podia prolongarse hasta este tiempo, pero ellos
no utilizaron semillas conservadas sueltas.

Se puede plantear que un corto periodo de refrigeracion (7 dias) estimulé los porcentajes de
germinacion y altura de las plantulas, aunque con tiempos mayores (55 y 70 dias) también
fue posible el crecimiento de plantulas con un desarrollo apropiado para la adaptacion a
tierra.

Se observo en casos aislados la ocurrencia de plantulas hiperhidricas, lo que también ha
sido encontrado por otros autores en el cultivo in vitro de girasol (Witrzens, 1988; Nestares,
1996; Rodriguez, 2001; Mayor, 2001). Este ultimo sugirié la incorporacién de nitrato de plata
al medio de cultivo, lo que disminuy6 su ocurrencia.



En el actual trabajo se logré la eliminacion de este fenédmeno al exponer las plantulas en
tubos de ensayo destapadas, por 72 horas en casa de cristal, lo que no habia sido
planteado con anterioridad. Esto contribuyd a la aclimatacién de las plantas, donde casi un
100 % de plantulas se adaptd, observdndose el mejor comportamiento comparado con el
mantenimiento de los tubos destapados en el cuarto de cultivo por 24 horas y después las
plantulas colocadas en agua por 48 horas, que habia sido sugerido por otros autores
(Zorzoli, 1996). En este caso la mayoria de las plantulas murieron al ser trasplantadas a
cepellones.

Las plantulas adaptadas a cepellones, estuvieron listas para ser transferidas al suelo a los
10 dias, aunque su desarrollo se llevé a cabo en bolsas de nylon donde florecieron, y se
obtuvieron semillas cuyos embriones germinaron in vitro.

CONCLUSIONES

e Un periodo de permanencia de las semillas inmaduras durante siete dias en refrigeracion,
estimulé la germinacién y el crecimiento de las plantulas in vitro.

¢ Fue posible la obtencion de plantulas de todos los genotipos estudiados, a los 40 dias de
conservacion de las semillas inmaduras.

e Se logro la aclimatacion de las plantas de los genotipos estudiados a las condiciones
ambientales.
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