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Resumen

El girasol (Helianthus annuus L.) es el cuarto cultivo oleaginoso mas importante del mundo en términos
de produccion anual total, después de la soya, la colza y el cacahuate. Actualmente, existe creciente
interés por implementar técnicas de cultivo de tejidos en esta especie; sin embargo, su cultivo in vitro
presenta algunos retos. En este sentido, el uso de reguladores de crecimiento vegetal es de gran
importancia, ya que promueven el crecimiento y desarrollo de las plantas y participan en procesos de
desdiferenciacion celular. Por esta razon, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto del acido
indol-3-acético (AIA) en la induccion de callos a partir de explantes de cotiledon, hipocétilo y raiz de
Helianthus annus L. Los explantes fueron cultivados en medio Murashige y Skoog (MS) suplementados
con 0.1, 0.5y 1 mg L de AIA. Todas las concentraciones evaluadas de AIA indujeron la formacion de
callos en los diferentes tipos de explantes utilizados, sin embargo, la concentracién de 0.1 mg L™ tuvo
mayor efecto callogénico. El presente trabajo evidencia el efecto del AIA como tnico regulador de
crecimiento para la induccion de callos en explantes de girasol, siendo una alternativa para la aplicacion
en protocolos para la induccion de callogénesis.

Effect of indol-3 acetic acid and explant type on

sunflower (Helianthus annus L.) callogenesis

Abstract

Sunflower (Helianthus annuus L.) is the fourth most important oil crop in the world in terms of total
annual production, after soybeans, rapeseed and peanuts. Currently, there is growing interest in
implementing tissue culture techniques in this species. However, their in vitro culture presents some
challenges. In this sense, the use of plant growth regulators is of great importance, since they promote
the growth and development of plants and participate in cell dedifferentiation processes. For this reason,
the objective of this research was to evaluate the effect of indole-3-acetic acid (IAA) on the induction of
callus from explants of cotyledon, hypocotyl and root of Helianthus annus L. The explants were grown
in Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 0.1, 0.5 and 1 mg L' of IAA. All the evaluated
concentrations of IAA induced callus formation in the different types of explants used, however, the
concentration of 0.1 mg L' had a greater callogenic effect. The present work evidences the effect of the
AIA as the only growth regulator for the induction of callus in sunflower explants, being an alternative
for the application in protocols for the induction of callogenesis.
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1. Introducciéon

El girasol (Helianthus annuus L.) es una de las especies
perteneciente al género Helianthus de la familia Compositae
(Asteraceae). El girasol es el cuarto cultivo de semillas
oleaginosas mas importante del mundo en términos de la
produccién anual total después de la soya, la colza y
cacahuate, aportando el 12% de aceite comestible producido
a nivel mundial (Cakmak et al., 2019; Dagustu, 2018). Asi
también, es una fuente de vitamina B6, vitamina E, tiamina,
magnesio, cobre, fésforo, manganeso y selenio, lo que lo
hace un alimento con buen aporte nutrimental (Chantal et al.,
2018).

Los estudios de reproduccion convencional se han centrado
en obtener plantas con caracteristicas agrondmicas
mejoradas, tales como alto contenido de aceite, alta
resistencia a enfermedades ocasionadas por hongos, entre las
que se encuentran: la mancha negra causada por Alternaria
helianthi, mildiu polvoriento del girasol por Erysiphe
cichoracearum DC., pudricion sureia por Sclerotium rolfsii
Sacc., mancha del tallo por Alternaria solaniy la roya que es
provocada por Puccinia healianthi, siendo estas
enfermedades las de mayor importancia (Martinez-Mejia et
al., 2017); ademas de aumentar, la tolerancia a condiciones
de estrés abidtico y los contenidos de aceite y proteina (Faure
etal., 2002; Seiler y Gulya, 2004; Vassilevska-Ivanova et al.,
2014). Sin embargo, la escasez de recursos genéticos
adecuados en las variedades de girasol ha limitado el
desarrollo de nuevos hibridos con tales caracteristicas
(Dagustu, 2018), por tal motivo la callogénesis representa
una fuente de material celular desdiferenciado para suuso en
diferentes aplicaciones, desde el mejoramiento genético para
la propagacién de hibridos hasta la produccion de
metabolitos secundarios de interés industrial a nivel in vitro.
En este sentido, la biotecnologia, particularmente el cultivo
de tejidos vegetales, es una herramienta que puede ser
utilizada para superar los inconvenientes de las técnicas
convencionales, permitiendo el mejoramiento de los cultivos
(Inoka y Dahanayake, 2015) o incrementando el rendimiento
y la produccién de metabolitos de interés a nivel in vitro.
Actualmente, la aplicacion de tecnologias de cultivo de
tejidos vegetales en girasol ha generado respuestas como la
organogénesis, embriogénesis  somadtica, hibridacién
interespecifica, produccion de haploides, cultivo de
protoplastos y variacion somaclonal especifica (Dagustu,
2018).

Durante las ultimas décadas, la induccion y el cultivo in vitro
de callos est4 siendo ampliamente util para producir plantas
libres de enfermedades y es aceptado como una alternativa
capaz para la produccion de metabolitos secundarios de
interés (Prakasha y Umesha, 2018).

En el cultivo de tejidos vegetales, especificamente en el
cultivo de callos, es necesario el uso de reguladores de
crecimiento u hormonas vegetales que promueven la
desdiferenciacion celular dependiendo del tipo de explante y
de la concentracién utilizada. La composicion y
concentracion de los reguladores del crecimiento en el medio
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de cultivo, son factores determinantes para la formacion de
callos y regeneracion de plantas en los sistemas de cultivo de
tejidos (Guidolin, 2003). Entre los reguladores de
crecimiento mas utilizados en la induccion de callogénesis se
encuentran las auxinas, como el 4cido 3-indol acético (AIA)
o el 4cido 2,4 - diclorofenoxiacético (2,4-D). Estos son
empleados para promover el alargamiento y la division
celular in vivo a concentraciones bajas como 0.01 pmol L,
asi como para fomentar la formacion in vitro de callos en
diversas especies vegetales. Por ello, el objetivo de esta
investigacion fue determinar el efecto del 4cido 3-indol
acético sobre la induccién de callos en explantes de girasol.

2. Materiales y métodos

2.1. Materiales

Las semillas de girasol gigante marca Vita® producida por
Rancho los Molinos, fueron adquiridas en un centro
comercial local de la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas
(México). Se utilizo6 medio Murashige y Skoog (MS)
(Murashige y Skoog, 1962) con vitaminas (Phytotechnology
Laboratories, KS), sacarosa, phytagel (Phytotechnology
Laboratories, KS) y 4acido indol-3-acético (AIA) (Sigma
Aldrich).

2.2. Desinfeccion de semillas

Las semillas fueron desinfectadas bajo el protocolo de
Elaleem et al. (2015) con algunas modificaciones, en el cual
se realizd la inmersion de las semillas en etanol al 70%
durante 30 s y lavadas tres veces con agua destilada estéril
para eliminar los residuos de etanol. Posteriormente, las
semillas se sumergieron en hipoclorito de sodio comercial
(5% p/v) diluida al 20% durante 2 min y finalmente se
lavaron tres veces con agua destilada estéril. Todas las
operaciones se realizaron bajo condiciones de asepsia en una
campana de flujo laminar.

2.3. Induccion de callos

Los explantes obtenidos se colocaron en frascos de cultivo de
100 mL que contenian 25 mL de medio MS suplementados
con 0.1, 0.5 y 1 mg L! de AIA como regulador de
crecimiento. Los recipientes de los diferentes tratamientos se
mantuvieron en una cdmara bioclimética a 25+2 °C con
fotoperiodo de 16 h. La formacion de callos se observd a
partir de los siete dias de incubacidn, sin embargo, los
resultados finales registrados fueron después de 4 semanas
de incubacioén. Se evalud la capacidad de formacion de callos
de acuerdo al tipo y numero de explantes que formaron
callos.

2.4. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un ANOVA
multifactorial con un 95% de confianza mediante el software
estadistico STATHGRAPHICS Centurion XVI. II.
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3. Resultados y Discusion

3.1. Respuestas fisiologicas

Se obtuvieron callos en todos los explantes después de siete
dias de la siembra y de la incubacion de los mismos; los
resultados se registraron después de cuatro semanas. De
acuerdo a los resultados obtenidos, es posible observar que la
concentracion de AIA que generd callo de forma consistente
para todos los explantes fue 0.1 mg L. Asi mismo, se logrd
la formaciéon de callos con todos los explantes en las
concentraciones evaluadas (0.1, 0.5 y 1 mg L") (Figura 1),
donde las raices e hipocétilos adicionados con 0.1 mg L' de
AIA mostraron ser los mejores explantes con 100% de
callogénesis; en explantes de hipocétilo a 0.5 mg L' de AIA,
no hubo formacion de callos. Estas respuestas fisiologicas se
presentan en el Cuadro 1.

Figura 1. A) callos de explantes de raiz obtenidos a concentracion
de 0.1 mg L' de AIA con formacién de raices adventicias. B) callos
de explantes de cotiledon obtenidos a concentracién de 0.5 mg L
de AIA con formacion de raices. C y D) callos de hipocotilo
obtenidos a concentraciones de 1 y 0.1 mg L' de AIA,
respectivamente.

Actualmente, no se tienen resultados de induccion de
callogenésis mediante el uso de AIA como unico regulador
de crecimiento, pero se han evaluado hormonas sintéticas
tales como 6-bencilaminopurina (BAP), 4cido a-naftaleno
acético (ANA) y écido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) de
forma individual y en combinaciones. Elaleem et al. (2015),
reporta la obtencion de callos de girasol empleando
concentraciones de 1.5 mg L' de 4cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), asi como 2 mg L' de 4cido a-
naftaleno acético (ANA) de manera individual. Inoka y
Dahanayake (2015), lograron obtener callos con 0.1 mg L'
de BAP +2,4D(0.0,0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 mg L"), asi
como la regeneracion de brotes con 0.1 mg L' de 4cido a-
naftaleno acético (NAA) con seis concentraciones diferentes
de 6-bencilaminopurina (BAP) (0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5y
3.0mg L.

Cuadro 1. Respuestas fisiologicas inducidas al evaluar

diferentes concentraciones de AIA en tres tipos de explantes de
girasol a las cuatro semanas de incubacion.

Tratamiento Variables fisiologicas
Concentracion Callos Brotes Raices
de AIA (mg L)
0.1 75.0£6.34>  13.89+£6.0*  72.78+7.01°
0.5 58.9£6.34%  2.78+6.0° 52.22+7.012
1 55.6+6.342 0+0? 54.44+7.012
Respuesta por tipo de explante
Cotiledon 52.80+6.34*  16.67+6.0°  52.78+7.012
Raiz 92.22+6.34° 0+0? 82.22+7.01°
Hipocatilo 44.40+6.34% 0+0? 44.44+7.012
DMS! 18.8 17.8 20.8
Concentraciéon por explante
0.1, cotiledon 25.0£10.9° 41.67£10.4>  25.0+12.15°
0.1, raiz 100.0+10.9° 0+0? 93.33+12.15°
0.1, hipocotilo 100.0+10.9° 0+0? 100.0£12.15°
0.5, cotiledon 83.33+10.9°  8.33+£10.4> 83.33+£12.15°
0.5, raiz 93.33+10.9° 0+0? 73.33+12.15°
0.5, hipocotilo 0+ 02 0+0? 0+0?
1, cotiledon 50.0+10.92 0+0? 50.0£12.15°
1, raiz 83.33+£10.9° 0+0? 80.0+£12.15°
1, hipocétilo 33.33+£10.9* 0+0? 33.33+12.15°

'Diferencia minima significativa (0.05). **Los valores en las columnas
seguidos con la misma letra no son estadisticamente diferentes entre los
tratamientos.

3.2. Formacion de raices

En todos los callos obtenidos hubo formacion de raices
primarias y adventicias. La concentracion de AIA que indujo
una formacion constante de raices fue 0.1 mg L™ con 72%,
mientras que la mas baja fue la de 0.5 mg L' con 52%. En
tejidos de raices, hubo un 82% de desarrollo de nuevas raices
primarias con numerosas raices adventicias, mientras que los
explantes de hipocoétilo presentaron 44%, siendo estas
ultimas las que menos indujeron raices. Por otro lado,
explantes de raiz e hipocétilo en concentracion de 0.1 mg L~
I presentaron 93% y 100% de formacion de raices,
respectivamente (Figura 2); sin embargo, en los explantes de
hipocétilo con 0.5 mg L' de AIA no hubo formacién de
raices.

Estudios paralelos realizados por Inoka y Dahanayake (2015)
y Ozyigit et al. (2006), lograron la induccién de raices en
girasol a una concentracion de 1 mg L' de 4cido indol
butirico (IBA), a partir de callos formados con acido a-
naftaleno acético (NAA) y 6-bencilaminopurina (BAP) en
explantes de raiz, hoja y tallo; por lo que debido a los
resultados obtenidos en esta investigacion es posible sefialar
que el AIA induce la formacién de raices a concentraciones
bajas en explantes de hoja, raiz y tallo sin la necesidad de
adicionar otros reguladores de crecimiento vegetal. Estos
resultados permiten conocer el efecto de reguladores de
crecimiento que no han sido utilizados en esta especie debido
a que son escasos los reportes del uso unitario de auxinas
como lo es el AIA, en la inducciéon de callogénesis y
rizogénesis.

Por otro lado, la formacion de raices adventicias en el cultivo
de tejidos es inducida por el uso de auxinas (Nag et al., 2001;
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Yan et al., 2014); sin embargo, el tipo de auxina, el
tratamiento con auxina, la concentracion de auxina y la
duracién del tratamiento son los factores mas importantes
para inducir e iniciar el enraizamiento (Naija et al., 2008).

La morfologia de los callos para cada explante fue variada,
para el caso de callos de cotiledon e hipocotilos fueron de
coloracién verde y estructura compacta, mientras que para
raiz se present6 una coloracion café oscura (Figura 2A), esta
apariencia puede atribuirse a la liberaciéon de exudados
complejos de naturaleza fendlica, los cuales son metabolitos
secundarios que modulan el desarrollo de la planta y su
respuesta a estreses bidticos y abiodticos (Azofeifa, 2009).
Después de tres semanas, los callos mostraron poco
desarrollo y crecimiento y presentaron una apariencia oscura
y rigida (Figura 2C), posiblemente se debi6 a la fenolizacion.
En algunos casos, los exudados liberados en el
establecimiento in vitro no son toxicos o inhibitorios, pero en
la mayoria de los casos el crecimiento de los explantes es
inhibido por estos, perdiendo gradualmente su capacidad de
proliferar, cuya situacion trae como consecuencia la
oxidacion y muerte del explante (Ogita, 2005). Aunado al
oscurecimiento de explantes, el estrés oxidativo se ha
relacionado con el desencadenamiento de otros desordenes
fisiologicos, morfoldgicos, epigenéticos y genéticos que
ocurren en los explantes cultivados, tales como
recalcitrancia, hiperhidricidad, variacion somaclonal y
habituacion (Cassells y Curry 2001, Van Staden et al., 2006).

Figura 2. A) Presencia de raices adventicias en tejidos de raiz
primaria formados a partir de callos en concentracion 0.1 mg L' de
AIA. B) callos verdes compactos de hipocotilos en concentracion
de 0.1 mg L' de AIA con presencia de raices. C) callos de raiz
fenolizados.

3.3. Formacion de brotes

Se observaron brotes solo en algunos explantes de
cotiledones. La concentraciéon que promovié mayor
formacioén de brotes fue 0.1 mg L. Esta caracteristica se
consider6 como la mejor respuesta de la capacidad de

multiplicacion de brotes a partir de cotiledones y como
organogénesis directa en el cultivo de girasol.

En la Figura 3, se aprecia un posible brote formado de tejido
de cotiledon, asi como pequeilas aglomeraciones
acompaiados de raices adventicias. Estas aglomeraciones
blancas podrian ser embriones en estado globular ya que no
mostraban conexién con el tejido vascular. Las células del
centro del embrion del callo se dividen rapidamente y se
forman embriones globulares que crecen y desarrollan
pasando por los estados de corazén, torpedo y cotiledonar,
luego maduran y germinan dando lugar a plantas completas
(Ammirato, 1989; Winkelmann, 2016). En este sentido,
durante el desarrollo de brotes a partir de tejido de cotiledon
con 0.1 mg L' de AIA, se encontré el estado globular, como
primera etapa del desarrollo embrionario a las cuatro
semanas, mientras que los demads estados de desarrollo no se
observaron.

Figura 3. Posibles brotes a partir de cotiledones en concentracion
0.1 mg L'. A) embriones en estado globular.

4. Conclusion

Se logré la obtencion de callos en todos los explantes
utilizados, siendo los explantes de raiz en los que se obtuvo
mayor induccién. La concentracion adecuada para induccioén
de callogénesis en los explantes fue 0.1 mg L con 75%,
seguido de 0.5 mg L™ con 58.9% y finalmente 55.6% con 1
mg L' Se logr6 obtener 100% de callogénesis en
concentraciones de 0.1 mg L' con explantes de raiz e
hipocétilos, mientras que para explantes de hipocétilo en 0.5
mg L' no se lograron obtener callos. Por otro lado, el AIA
indujo organogénesis directa en explantes de cotiledon. El
uso del ATA como unico regulador de crecimiento demostrd
ser efectivo para la induccion de callos en explantes de
girasol, siendo una alternativa para la aplicacion en
protocolos para la induccion de callogénesis.
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