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Resumen

Elgirasol es la cuarta oleaginosa mas importante a nivel mundial debido a su produccion anual y al alto contenido de
aceite en la semilla. Por otro lado, los haploides son una alternativa para obtener lineas endogamicas en corto tiempo.
El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un protocolo para obtener callo haploide cultivando anteras in vitro en
germoplasma segregante, empleando el medio Murashige & Skoog (MS). Se realizaron dos bioensayos: el primero
consistio de 25 tratamientos con combinacién de cinco dosis de 4acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y
benciladenina (BA) de O pM a 54 uM; el segundo consistio de cinco tratamientos, partiendo de 1.36 uM de 2,4-D y 1.33
uM de BA, incrementando en 1.36 uM y 1.33 uM de 2,4-D y BA, respectivamente, hasta la concentracion de 6.80 yM
de 2,4-D y 6.65 uM de BA. El callo obtenido se fijé con Farmer y fue observado al microscopio. En el bioensayo I, la
induccidn de callo aparecié en 25 dias en dosis bajas, con mayor peso fresco; con dosis mayores, la induccion se
presentd en 40 dias (r = -0.95). En el bioensayo II, la induccion apareci¢ en 23 dias con la dosis 6.80 uM de 2,4-D y
6.65 pM de BA y mayor peso fresco de callo. No se obtuvieron brotes en callos trasplantados. Se observaron granos de
polen, callo haploide y diploide y células con genoma haploide.

Palabras clave: Anteras; callo haploide; 1thus annuus; haploides; cultivo de tejidos

Abstract

Sunflower is the fourth important oil seed plant in worldwide production and high oil seed content. On the other hand,
the haploid plants are available to get inbred lines in a short time. The aim of this study was to develop a protocol to
obtain sunflower from in vitro anther culture. The basic medium used was Murashige & Skoog (MS). Two bioassays
were performed: bioassay I consisted of 25 treatments with five doses of 2,4-dichlorophenoxyacetic (2,4-D) (uM) and
five doses of benzyladenine (BA) (uM), whereas bioassay II consisted of five treatments. The obtained callus was fixed
with FFA and was observed under a microscope. In bioassay I, the induction of callus appeared at 25 days in low doses
with higher weight; with higher doses, the induction was present at 40 days (r = -0.95). In biocassay II, the induction
appeared at 23 days with all doses, obtaining highest callus weight. Outbreaks were not induced in transplanted callus.
Uninucleate pollen grains, haploid and diploid callus and cells with haploid genome were observed.
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Introduccion

El girasol (Helianthus annuus L.) es la cuarta oleaginosa mas importante a nivel mundial por su volumen
de produccién anual, seguida de la soya, la canola y el cacahuate. Ademas, el girasol destaca por sus
caracteristicas agrondémicas, su tolerancia a factores adversos, como sequia y heladas, asi como por el alto
contenido de aceite en la almendra. Asimismo, su calidad se conforma por el contenido de acidos grasos
como oleico (omega 9) y linoleico (omega 6), los cuales tienen una influencia directa en el metabolismo del
colesterol. Aunado a esto, contiene un alto contenido de proteina en la pasta residual que va del 25% al 35%
(Dagustu, 2018). México importa el 95% de la demanda a pesar de que la produccidn de oleaginosas se ha
incrementado en la ultima década; en 2016 solo cubrid un bajo porcentaje de los requerimientos para la
produccién de aceite de canola (3.67%), de girasol (7.49%), de soya (16.93%) y de cartamo (50.5%),
representando el 0.62% del producto interno bruto (PIB) nacional. Sin embargo, México ocupa el séptimo
lugar en extraccion de aceite y cuenta con aproximadamente 50 plantas para la extraccion y refinacion de
este producto (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural [Sagarpal, 2017).

En el mejoramiento genético del girasol, las especies silvestres son una fuente significativa para la
incorporacién de genes de rusticidad, adaptacion a condiciones adversas (factores abidticos), resistencia a
insectos plaga y fitopatdgenos, los cuales se pueden transferir mediante cruzamiento a variedades
cultivadas y con retrocruzas (BC, por sus siglas en inglés) hacia cultivado. Ademas, las especies silvestres
ayudan a recuperar los caracteres favorables de la variedad cultivada que estan involucrados con los
componentes del rendimiento, tales como peso de aquenio y contenido y calidad de aceite (Seiler, Qi &
Marek, 2017). Asi mismo, Robles (1986) consigna que, dentro del mejoramiento genético de girasol, es
importante la incorporacion de genes silvestres como fuente de resistencia a la principal plaga, la palomilla
del girasol (Homeosoma ellectellum). Adicionalmente, en el proceso de autofecundacién para la formacion
de hibridos, la obtencion de lineas avanzadas (Ss o Se) estd limitada por factores genéticos como la
autoincompatibilidad, el cual es un factor limitante para la obtencién de lineas con alto grado de
endogamia debido a que, conforme esta avanza, la probabilidad de encuentro de genes incompatibles se
incrementa de manera significativa, lo que reduce la obtencion de semilla viable en el capitulo. Esto ultimo
propicia que los hibridos se obtengan de cruzas simples utilizando lineas tempranas (Sz o Sz) (Robles, 1986).

Elcultivo de anteras y microsporas para la obtencion de plantas haploides reduce significativamente
el tiempo requerido para el mejoramiento de variedades, proveyendo haploides y dobles haploides en un
corto tiempo (Dagustu, 2018). Las bases para la obtencion de haploides se fundamentan en establecer las
microsporas (granos de polen) en un medio de cultivo apropiado para inducir a la formacién de células
vegetativas, cambiando el patrén sexual normal (gametofito) a un patrén vegetativo (esporofito) y que, en
lugar de tener polen con capacidad para producir gametos y un tubo polinico, la microspora sea capaz de
producir preembriones o callos haploides (androgénesis); por el contrario, si es la célula huevo la que esta
contenida dentro del saco embriogénico, se le denomina ginogénesis (Todorova, Dahlhoff & Friedt, 1993).

Germana (2011) seriala que los haploides dentro de los programas de mejoramiento genético se
basan en duplicar el genoma mediante el uso de colchicina, obteniendo una planta homocigdtica, la cual
se reproduce mediante autofecundacion, lo que representa una endogamia profunda y rapida, evitando asi
la autofecundacion forzada. Ademas, dentro de las ventajas que tiene la obtencién de haploides estan: 1) el
acortamiento de las generaciones requeridas para el desarrollo de nuevas variedades; 2) que se pueden fijar
caracteres agronémicos deseables de genes recesivos; y 3) que en la haploidia se favorece la induccién de
mutantes. Por otra parte, Dodds & Roberts (1982) reportan que el estado de desarrollo de las anteras y del
polen al momento de la siembra es un factor muy importante para la produccion de callo, por lo que la
mejor respuesta se tiene cuando las anteras se encuentran en estado medio o tardio (uninucleado), esto
incrementa el porcentaje de induccién. De igual modo, Augé et al. (1986) reportan que, en el desarrollo, el
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cual abarca desde las células iniciales hasta las microsporas uninucleadas, solo estas ultimas tienen la
capacidad de producir callo, debido a que se facilitan las divisiones embriogénicas, callogénicas y
organogeénicas.

El objetivo de la presente investigacion fue establecer un protocolo para la obtencién de callo
haploide de girasol (Helianthus annuus L.) a partir del cultivo de anteras in vitro en germoplasma segregante
BCs y determinar el estado de ploidia de los callos mediante observaciones citolégicas.

Materiales y métodos
Material biolégico

Se utilizaron anteras de girasol en estado mono nucleado procedentes de un germoplasma segregante BCs
proveniente de la cruza de girasol cultivado (Helianthus annuus L.), variedad Peredovik por girasol silvestre
(Helianthus annuus L.). A partir de la F1 se hicieron tres retrocruzas hacia el progenitor cultivado para
recuperar los caracteres favorables. En la F1 y en las dos primeras retrocruzas, todas las plantas presentaron
ramificacidn, siendo hasta la tercera retrocruza (BCs) cuando aparecieron las primeras plantas con un solo
capitulo que corresponde al caracter cultivado. Se seleccionaron plantas de un solo capitulo y aquenio
negro (presencia de fitomelanina) como indicador de la presencia de genes silvestres. Se sembré en un lote
de polinizacién libre y se hicieron tres ciclos de seleccidn masal modificada, dando origen a la variedad
TECMON-2. El germoplasma se cultivé en los ciclos de primavera-verano (P-V) y otorio-invierno (O-I) en
el Campo Agricola Experimental del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias de la
Universidad de Guadalajara, y el cultivo in vitro se llevo a cabo en el laboratorio de cultivo de tejidos
vegetales del Departamento de Botanica y Zoologia.

Bioensayos

Reguladores del crecimiento

Se utilizé como fuente de auxina el acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) y benciladenina (BA) como
fuente de citocinina en concentraciones en uM L (tabla 1). En el primer bioensayo se consideré un
tratamiento testigo y cuatro concentraciones tanto de 2,4-D como de BA en todas sus combinaciones (5 x
5), obteniendo 25 tratamientos (tabla 1). En el bioensayo II se establecieron cinco concentraciones,
descartando el tratamiento testigo del bioensayo I al no inducir callo, empleando combinaciones simples
einiciandocon 1.36 uM L1y 133 uM Lt de 2,4-Dy 0.3 mg L' de BA, e incrementandose en forma constante
hasta 6.8 uM L'y 6.6 uM L' de 2,4-D y BA, respectivamente, como se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Combinacién de cinco concentraciones de auxina y citocinina 670 (5 x 5) para el bioensayo
Iy cinco combinaciones para el bioensayo II en el cultivo in vitro de anteras de girasol (Helianthus

annuus L.).
Bioensayo I Bioensayo II
2,4-D BA 2,4-D BA
uM

0.0 0.0 1.36 1.33
2.26 2.22 2.72 2.66
9.05 8.88 4.08 3.99
22.62 22.19 5.44 5.32
45.25 44.39 6.80 6.65

Fuente: Elaboracion propia.
Preparacion del medio de cultivo

Se seleccioné el medio de cultivo MS suplementado con tiamina (1.0 mg L), 4cido nicotinico (0.5 mg L?),
piridoxina-HCl1 (0.5 mg LY, Mio-inositol (25 mg L), Fe-EDTA (2.78 mg L!), Na2-EDTA (3.73 mg LY, glicina
(2.0 mg L), 30 g L de sacarosa como fuente de carbono y 10 g L! de agar como agente gelificante.
Posterior a la adicién de las dosis correspondientes de auxina y citosina (tabla 1), se ajustdé el pH a 5.7 + 0.1.
Se agreg¢ el agar, y el medio fundido se transfirié a tubos de ensaye de 25 mm X 120 mm a razén de 10 mL
por tubo. El medio se esterilizé en autoclave a una presion de 1.4 kg/cm? (20 lb/pulg?), a una temperatura
de 121 °C durante 15 minutos.

Colecta de anteras en campo

Enlos dos ciclos se siguid el mismo procedimiento para la obtencidon de las anteras para el establecimiento
de los bioensayos Iy II: se seleccionaron capitulos de plantas sanas cuando aparecieron los botones florales
previos a su apertura y se cubrieron con bolsas de papel para evitar la incidencia de insectos y de polen de
otras plantas. Durante el periodo de antesis en cada siembra (P-V y O-I) en las primeras horas de la mafiana
(7 AM), se hizo la colecta de las anteras seleccionando aquellas que estaban compactas y previo a la
dehiscencia. Se separaron con pinzas, extrayéndolas de la parte inferior y se colocaron en cajas de Petri con
papel secante humedecido para evitar la deshidratacion y la dehiscencia. Las cajas de Petri se esterilizaron
en autoclave a una presién de 1.4 kg/cm?, a una temperatura de 121 °C por 15 minutos. Las cajas de Petri
con las anteras se llevaron al laboratorio para su desinfestacion y siembra en el medio de cultivo.

Desinfestacion de las anteras

En la camara de flujo laminar (VECO, U.S.A), bajo condiciones de asepsia, se procedio al tratamiento de
desinfestacion. Las anteras se colocaron en alcohol etilico al 70% por un minuto y luego se sumergieron en
solucioén de hipoclorito de sodio al 6% diluido en agua destilada esterilizada en volumen (1/1) durante seis
minutos y, posteriormente, se aplico triple enjuague con agua destilada esterilizada. Se colocaron en cajas
de Petri que fueron previamente esterilizadas en autoclave por 15 minutos a una presién de 1.4 kg/cm?, a
una temperatura de 121 °C. En el bioensayo II se siguié el mismo procedimiento en la seleccion y
desinfestacion de las anteras.
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Siembra de las anteras

Bioensayo I La siembra se realizo colocando una antera en cada tubo de ensaye de manera invertida, con
el polen haciendo contacto con el medio de cultivo. La unidad experimental consistié en dos anteras por
concentracion, obteniendo 12 tubos por tratamiento, con 25 tratamientos de la combinaciéon de cinco
niveles de 2,4-D y BA, dando un total de 300 en el experimento (ver disefio experimental y tabla 1). Los tubos
se sellaron, se rotularon y se transfirieron a la camara de incubacion a una temperatura de 27 °C + 1 °C. De
cada tratamiento (12 tubos), seis se mantuvieron en oscuridad y seis con un fotoperiodo de 16 horas de luz
y ocho horas de oscuridad.

Mantenimiento de callo

Los primeros callos que se obtuvieron en el bioensayo I se seccionaron en tres partes. La primera se
trasplanté en medio MS con una concentracion de 2.3 pM de 2,4-D y 2.2 uM de BA, que correspondio a la
concentracion donde se presento la induccion de callo a los 25 dias. La segunda se sembrd en un medio en
el que se mantuvo la concentracién de 2,4-D en 2.3 uM, y se incrementd la concentracion de BA a 44.4 uM
con el objeto de inducir brotes adventicios. La tercera se destind para hacer las inclusiones en parafina y
obtener cortes finos de 10 micras, tefiidos con safranina-verde fijo para observar la anatomia del callo
mediante una secuencia de cortes.

Bioensayo II. Tomando en cuenta que las concentraciones de 2,4-D y BA que se utilizaron para el
segundo bioensayo se basaron en la dosis del primer bioensayo en el que se presento la induccién de callo
a los 25 dias posteriores a la siembra de las anteras, se considero iniciar con una concentracion de 1.36 yuM
de 2,4-D (0.3 mg L-%) y 1.33 uM de BA (0.3 mg L), incrementando en 1.36 uM y 1.33 uM (0.3 mg L) de 2,4-D
y BA, respectivamente, hasta la concentracién de 6.80 uM de 2,4-D (1.5 mg L)) y 6.65 pM de BA (1.5 mg L)
(tabla 1). La unidad experimental constdé de dos anteras por concentracién, obteniendo 10 tubos por
tratamiento y un total de 50 en el experimento (ver disefio experimental y tabla 1). La seleccién de las anteras
en campo, el proceso de preparacion y desinfestacion en laboratorio, asi como la preparacion del medio de
cultivo, la adicién de las hormonas (auxina y citocinina) y el proceso de esterilizacion, se llevd a cabo
siguiendo la metodologia del bioensayo I. Se descarto el uso de tratamientos de oscuridad al no manifestar
diferencias con los tratamientos con luz, y se mantuvieron las condiciones de incubacién (temperatura y
fotoperiodo).

Observaciones citolégicas

Preparacion de las muestras

Los cortes se fijaron en Farmer por 24 horas (Baker, 1950; Roth, 1964). Posteriormente, se lavo el tejido con
alcohol etilico al 50%, y las muestras se colocaron en recipientes permeables en los que permanecieron
fijas, se encapsularon y se introdujeron a un cambiador automatico de tejidos con 12 concentraciones de
alcoholes y xileno. Por ultimo, se introdujeron en parafina donde permanecieron por 24 horas.

Los tejidos se colocaron en recipientes de aluminio delgado, baridndolos con parafina liquida (60
°C), se dejaron enfriar, y las muestras se cortaron en pequefios cuadros para luego colocarlos en soportes
de madera para realizar los cortes en el micrétomo. Previo a los cortes, se hicieron observaciones al
microscopio para orientarlos en el mejor sentido. Se hicieron cortes cada 10 pm, obteniendo un corte
secuenciado. La tira de cortes se colocd de manera ordenada en los portaobjetos, agregando goma para
que se adhiriera al tejido; ademas, se agrego aldehido y se calento ligeramente para que se extendiera
uniformemente en el tejido. Se quitd el exceso y se dejaron secar por 24 horas.
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Para el desparafinado se pasaron los portaobjetos por tres concentraciones de xilol, alcohol absoluto
y alcohol etilico al 96%, 70% y 50%, manteniéndolos en cada concentracién por tres minutos. Para colorear
el tejido, se sumergieron los portaobjetos en safranina por una hora, a una temperatura de 28 °C, y se
transfirieron a concentraciones de 50%, 70%, 96% y 100% de alcohol etilico. Se agregaron unas gotas de
verde fijo por tres minutos, moviendo los portaobjetos para asegurar que penetrara bien en los tejidos vy,
finalmente, se pasé por isopropil y xileno durante 10 segundos. En cada paso se adiciond una gota de resina
en cada preparacion y estas se colocaron en el cubreobjetos y se dejoé secar por 48 horas. Se realizaron
observaciones anatomicas en los tejidos, y se llevd a cabo un conteo cromosomico en los cortes
secuenciados.

Andlisis estadistico y variables evaluadas

Diserio experimental

Para el bioensayo I se disefié un experimento simple con 25 tratamientos de la combinacién de cinco
concentraciones de auxina (2,4-D) y cinco de citocinina (BA), con una distribucién completamente al azar
y seis repeticiones, como se presenta en la tabla 1 (Reyes, 1978). En el disefio experimental del bioensayo II
se elimino el tratamiento testigo y se monté en base al mejor tratamiento del bioensayo I, tanto en dias a
induccién como en desarrollo de callo (peso fresco), partiendo de una concentracién menor e
incrementdndose en intervalos constantes (1.36 uM de 2,4-D y 1.33 uM de BA), obteniendo cinco
tratamientos con cinco repeticiones y una distribuciéon completamente al azar, como se presenta en la tabla
1. Los resultados se procesaron por analisis de varianza (prueba de f < 5%) utilizando el paquete estadistico
MINITAB 14, y la diferencia entre tratamientos se compard mediante la prueba de Tukey.

Variables evaluadas

Induccion de callo. Se registraron los dias en que aparecié la iniciacién de callo en los tratamientos que
respondieron positivamente en los dos bioensayos.

Desarrollo de callo. Se registro el peso fresco de callo (mg) a los 14 y 21 dias posteriores a la induccién en
cada tratamiento en los dos bioensayos.

Observaciones citologicas. Se hicieron cortes en los callos del bioensayo I. Se fijaron los callos en parafina,
se hicieron observaciones al microscopio a 100X, 400X y 1000X en cortes finos secuenciales de 10 p;
ademas, se hizo un conteo cromosémico.

Resultados

Bioensayo |

Induccion de callo

De los 25 tratamientos establecidos (tabla 1), en 22 (73%) no hubo respuesta de las anteras a la induccidn de
callo debido a que el medio de cultivo adquirid una coloraciéon café oscuro que representd un indicio de
oxidaciodn, y las anteras perdieron su turgencia, manteniendo su color gris oscuro o negro, caracteristica
de la presencia de genes silvestres (fitomelanina). E1 15% se contaminaron por hongos y bacterias que no se
eliminaron en el tratamiento de desinfestacién previo a la siembra de las anteras, mientras que solo en tres
tratamientos (12%) hubo respuesta a la induccién y desarrollo de callo, por lo que, en lugar de tener 25
tratamientos, el analisis de varianza y la prueba de Tukey se realizaron considerando solo seis tratamientos
(tres en oscuridad y tres con luz) con seis repeticiones. Las respuestas de las tres concentraciones a la
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induccién se asignaron como A, B y C, y los subindices L y O se utilizaron para identificar cuando
estuvieron con luz o en oscuridad durante el periodo de incubacién. Los resultados se presentan en la tabla
2.

La induccion de callo se presentd a los 25 dias después de la siembra en el tratamiento A (2.3 uM de
2,4-Dy 2.2 yM de BA), 35 diasen el B (22.6 uyM 2,4-Dy 2.2 yM de BA) y 40 diasen el C (452 uM de 2,4-Dy
22.2 uM de BA). El tratamiento testigo no presenté induccion de callo, lo que demuestra que se requiere de
la adicién de una fuente de auxina en combinacién con una citocinina para que esta se presente.

Tabla 2. Dias a induccién de callo y valores promedio de peso de callo en el cultivo in vitro de
anteras de girasol (Helianthus annuus L.), bioensayo 1.

Concentracion

Incubacién inc?tilisci')n Peso (mg) 14 DPIC**  Peso (mg) 21 DPIC**  Peso*** %
2,4-D uM BAuM
Ar 2.3 2.2 Luz *25a 215a 248 a 28.6
Ao 2.3 2.2 Oscuridad 25a 188 b 218b 251
BL 22.6 2.2 Luz 35b 12 ¢ 121c 13.9
Bo 22.6 2.2 Oscuridad 35Db 90d 97d 11.2
C. 452 22.2 Luz 40 ¢ 94d 101d 116
Co 452 22.2 Oscuridad 40 c 75 e 82 e 95

*Tratamientos con la misma letra no difieren estadisticamente; Tukey (p > 5%)
as de cultivo posteriores a la induccion de callo

roporcion de callo obtenido en relacion con el total de los seis tratamientos
Fuente: Elaboracion propia.

Desarrollo de callo haploide

Se evaluo el desarrollo de callo a los 14 y 21 dias posteriores a la induccién de cada tratamiento. El analisis
de varianza mostré diferencia altamente significativa (p < 1%) entre las concentraciones en las dos
mediciones que se hicieron, como se presenta en la tabla 2. Al comparar los promedios (Tukey p < 5%), se
obtuvo que el peso fresco de callo fue significativamente mayor en la concentracion del tratamiento A (2.3
uM de 2,4-D y 2.2 uM de BA), donde la induccién se presenté a los 25 dias, en comparacién a los
tratamientos B (22.6 uM de 2,4-Dy 2.2 uM de BA)y C (45.2 uM de 2,4-D y 22.2 uM de BA), donde la induccién
se presento a los 35 y 40 dias, respectivamente. Por lo tanto, hay una relacién entre los dias a induccion
(tabla 2) y el peso fresco de callo una vez que esta se ha presentado (figura 1).
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Figura 1. A) Dias a induccion de callo haploide en tres tratamientos de 2,4-D y BA. B) Peso fresco promedio de callo haploide (mg) en seis tratamientos
de 2,4-D y BA con luz (L) y oscuridad (O) a los 14 y 21 dias posteriores a la induccion.
Fuente: Elaboracion propia.

Multiplicacion de callo

Los callos se seccionaron y se trasplantaron a los 47 dias de cultivo utilizando el medio MS con dos
concentraciones de hormonas: la primera con 2.26 yM de 2,4-D y 2.22 uyM de BA para su multiplicacion,
mientras que en la segunda se mantuvo la concentracion de 2,4-D en 2.26 uyM y se incremento la
concentracion de BA a 44.4 uM para propiciar la induccidn de brotes y la diferenciacion de plantulas, la
cual no se obtuvo. Chaturvedi, Razdan & Bhojwani (2003), trabajando con anteras de neem (Azadirachta
indica A. Juss.), reportan que la interaccion entre 2,4-D y kinetina (Kin) demostré ser eficiente para la
multiplicacion de callo en medio MS suplementado con 1 uM de 2,4-D y 10 uM de Kin, obteniendo que el
95% mostrd una proliferacion sostenida y masiva de callos, dado que el origen del callo a menudo afecta la
frecuencia de regeneracion.

Bioensayo Il

Induccion y desarrollo de callo

De los 50 tubos sembrados, el 46% se contamind, por lo que el analisis de varianza se hizo con repeticiones
incompletas, como lo sugiere Reyes (1978), ya que en todas las concentraciones hubo pérdida de unidades
experimentales. En las cinco concentraciones hubo respuesta a la induccién y desarrollo de callo,
obteniendo los valores promedio como se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3. Dias a induccion de callo y valores promedio de peso de callo en el cultivo in vitro de
anteras de girasol (Helianthus annuus L.), bioensayo II.

Concentracién Peso***
Dias a
. . Peso (mg) 14 DI* Peso (mg) 21 DI*
induccién
2,4-D uM BA UM %
1.36 1.33 20 a 122 ¢ 148 ¢ 11.7
2.72 2.66 2la 180 b 232b 18.29
4.10 3.99 20 a 282 a 360 a 28.39
5.44 5.32 20 a 286 a 378 a 29.81
6.80 6.65 23 a 126 ¢ 150 ¢ 11.82
*Tratamientos con la misma letra no difieren estadisticamente; Tukey (p > 5%)

as de cultivo posteriores a la induccion de callo
roporcion de callo obtenido en relacion con el total de los seis tratamientos
Fuente: Elaboracion propia.

Discusion
Bioensayo |

Induccion de callo

El analisis de varianza mostré diferencia significativa al 1% de probabilidad en los dias a induccién de callo.
Al comparar los promedios, la prueba de Tukey mostré diferencia significativa (p < 5%) entre las
concentraciones, por lo que la respuesta a la induccion se retrasé conforme la concentracion de auxina se
incremento (tabla 2), tomando en cuenta que en los tratamientos A y B hubo una diferencia de 10 dias y de
15 dias con el tratamiento C (figura 1a). Alam, Haque, Hossain, Sarker & Afroz (2009) obtuvieron la induccién
de callo de los 26 a los 29 dias después de la siembra cultivando anteras in vitro de cinco variedades de
Brassica en medio MScon1mg LY, 2mgLty4mgL!de24-DylmgL"debenzil amino purina.

Por otra parte, hay dos factores que intervinieron en la respuesta a la induccién de callo. El primero
estd relacionado con la concentracidon de la auxina y la citocinina, ya que a medida que estas se
incrementaron, la respuesta se retrasé de 10 a 15 dias. Garkusha et al. (2017) sembraron anteras in vitro de
girasol, obteniendo la induccién de callo en concentraciones de 0.5 mg L*a 1.0 mgL*de 6-BAPyde 0.5
mg L*a1.0mgL*de acido naftalén acético, disminuyendo cuando se incremento la dosis a 2 mg L de las
dos fitohormonas, por lo que el éxito en el cultivo de anteras y la respuesta a la induccién de callo depende
de las diferentes combinaciones de auxina y citocinina asi como de las condiciones de incubacién. El
segundo involucra el estado de la antera, tomando en cuenta que el periodo de antesis en el girasol es
helicoidal y se inicia de la parte exterior hacia el centro del capitulo, lo cual permite seleccionar anteras en
estado uninucleado.

Asi mismo, Mahmood, Binti, Surya, Susanto & Ariffulah (2014) afirman que para la induccién de
microsporas para la induccioéon y formacion de callo se deben considerar multiples factores como el estado
de desarrollo de la célula sexual, el medio de cultivo empleado, las condiciones de incubacion, el estado
fisioldgico de la planta donadora, el genotipo y los reguladores del crecimiento. Por otra parte, Pacheco-
Sanchez, Lozoya-Saldafia & Colinas-Ledn (2003), al trabajar con anteras de Solanum iopetalum, reportan
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que la integridad de la antera es importante para la respuesta morfogenética, ademas de que las capas de
las paredes de la antera son un amortiguador fisioldgico al almacenar nutrimentos, lo que permite al grano
de polen germinar. De igual manera, Segui-Simarro & Nuez (2007), trabajando en Lycopersicum
esculentum, reportan que un factor que afecta seriamente el cultivo de anteras son las condiciones del
grano de polen, el cual debe estar en estado uninucleado, por lo que, conforme avanza el inicio de floracidn,
la induccién de callo disminuye, aunado al tiempo de incubacién. Ademas, Dodds & Roberts (1982)
confirman que el estado de desarrollo de las anteras y del polen al momento de la siembra es un factor muy
importante para la producciéon de callo, por lo que la mejor respuesta se tiene cuando las anteras se
encuentran en estado medio o tardio (uninucleado), lo cual incrementa el porcentaje de induccion.

Por otra parte, el que las anteras hayan estado en presencia de luz u oscuridad durante el periodo de
incubacidon no tuvo un efecto significativo en la induccién de callo debido a que esta se presentd
simultdaneamente en cada concentracion, independiente de la presencia o ausencia de luz en los
tratamientos A, B y C (25, 35 y 40 dias, respectivamente; figura la). Asimismo, la diferencia estadistica
ocurrio entre las concentraciones, considerando que todos los tratamientos estuvieron bajo las mismas
condiciones de temperatura e incubacién durante el periodo de cultivo. Shon, Kim, Acquah & Lee (2004),
trabajando en tres genotipos de Bupleurum falcatum en la siembra de anteras in vitro, en oscuridad y en
presencia de luz, reportan que la induccién de callo fue de 30% cuando las anteras estuvieron en oscuridad
y 3.7% cuando estuvieron en luz, por lo que la respuesta a la induccion de callo a partir del cultivo de anteras
varia de una especie a otra sin que haya un patron definido en la respuesta a la luz u obscuridad.

Desarrollo de callo haploide

Este comportamiento indica que, a dosis bajas de 2,4-D y BA (tratamiento A), hay una mayor respuesta en
el crecimiento de callo en comparaciéon a los tratamientos B y C (tabla 2), por lo que, conforme se
incrementa la concentracion de auxina y citocinina, el peso fresco de callo disminuye (figura 1b); ya que
considerando el peso fresco de los tres tratamientos, el 53.74% se obtuvo en el tratamiento A, mientras que
en los tratamientos B y C el peso fresco correspondio al 25.17% y 21.1%, respectivamente. Resultados
similares son reportados por Dayan & Arda (2016), quienes obtuvieron una respuesta positiva en la
induccién y crecimiento de callo utilizando una combinacién de ANA y BA en dosis de 0.5 mg L*a 2.0 mg
L, obteniendo el mayor desarrollo de callo (mg) en dosis menores a 2.0 mg L de las dos hormonas.

Por otra parte, en los tratamientos donde las anteras estuvieron en oscuridad o en presencia de luz
se presentaron dos comportamientos. El primero esta relacionado con los dias a induccion, ya que no hubo
diferencia significativa (p < 5%) en las tres concentraciones, presentandose a los 25, 35 y 40 dias bajo las dos
condiciones (luz y oscuridad). En cambio, el peso de callo fue significativamente mayor a los 14 y 21 dias
después de la induccion (Tukey < 5%), cuando las anteras estuvieron con un fotoperiodo de 16 horas de luz
y ocho de oscuridad (tabla 2) en las tres concentraciones. Entre las causas posibles que originaron la
diferencia del peso fresco se encuentran la condicién de los callos y los dias a induccién, ya que en el
tratamiento esta se presenté a los 25 dias posteriores a la siembra. Los callos tuvieron una consistencia
compacta y una coloracion cremosa, mientras que en los otros dos tratamientos en que la induccion se
presentd a los 35 y 40 dias posteriores a la siembra, los callos ademas de presentar un menor volumen y
peso fresco, tuvieron una consistencia trasliicida e hiperhidrica, ocasionada por el agotamiento de los
nutrientes del medio de cultivo debido al retraso en la induccién con una diferencia de 10 y 15 dias en
referencia al tratamiento A (induccién a los 25 dias).

10
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Figura 2. Correlacion y regresion lineal entre los dias a induccion de callo haploide y el peso de callo (mg) a los 21 dias de incubacion.
Fuente: Elaboracion propia.

Se obtuvo una correlacidon negativa (-0.95) y significativa al 1% de probabilidad entre los dias a
induccién y el peso de callo a los 21 dias posteriores a la induccién (figura 2), lo que demuestra que el peso
de callo disminuye conforme los dias a induccidén se incrementan. Asi mismo, el coeficiente de
determinacién indica que el 91.96% de la disminucién del peso de callo se debe al incremento en los dias a
induccioén, y el 8% se debe a otros factores, como el medio de cultivo y las condiciones de incubacion. Este
comportamiento se debe a que, conforme la induccion se retrasa, los nutrientes del medio de cultivo se
agotan, y las reacciones quimicas entre los nutrientes producen compuestos fenolicos en cuya reacciéon
estd involucrada la enzima polifenol oxidasa, la cual oxida a los fenoles, lo que limita la induccién y el
desarrollo de los callos (Bidwell, 1979; Street, 1977). Ademas, el incremento del peso de callo de los 14 a los
21 dias de incubacion fue 13% mayor en la concentracion donde la induccién se presentd a los 25 dias, en
comparacion a las concentraciones donde la induccidon se presentoé a los 35 y 40 dias, un incremento del
7% en el lapso de siete dias.

Enlos callos donde se incrementd la concentracion de benciladenina (44.4 pM) se obtuvo un mayor
desarrollo de callo; sin embargo, no hubo respuesta a la induccién de brotes después de 60 dias de
incubacién, aunque fueron significativamente de mayor tamario en relacion con los callos que se
trasplantaron con baja concentracién de citocinina (2.2 uM). Ademas, se observé que los callos presentaron
cambios en la coloracion de verde amarillento a café rojizo debido al agotamiento de los nutrientes y la
oxidacion de compuestos fenolicos.

Bioensayo Il

Induccion y desarrollo de callo

La induccioén de callo se presentd entre los 20 y 23 dias posteriores a la siembra de las anteras en las cinco
concentraciones; estadisticamente la diferencia no fue significativa (tabla 3). Resultados similares fueron
reportados por Mahmood et al. (2014) en Hibiscus cannabinus, obteniendo que la induccién de callo se
presentd después de la segunda semana y hasta la cuarta semana de incubacién con una alta frecuencia
de callo en medio MS adicionado con 3.0 mg L' de ANAy 2 mg L' de BAP (16.11 uM y 9.69 uM), por lo que,
a bajas dosis de auxina y citocinina, la induccidn de callo se presenta entre la segqunda y tercera semana de
incubacién. Por su parte, Vijaya et al. (2003), cultivando anteras en estado uninucleado en tres especies de
girasol (Helianthus spp), reportan que las auxinas enddgenas disponibles en la antera pueden no ser
suficientes para la induccion de callo, teniendo la maxima induccion en el tratamiento que contenian bajas

11
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cantidades de ANA y BAP (0.1 mg L'y 0.2 mg L%, 0.54 uM y 0.96 uM), mismas que manifestaron alta
induccién de callo para la mayoria de los genotipos evaluados, ademas requirieron pocos dias para la
iniciacién en comparacion a otros tratamientos. Los investigadores, al aumentar las concentraciones de
ANA y BAP, no observaron una contribucion significativa en la produccion de callo.
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Figura 3. A) Dias a induccion de callo haploide en cinco concentraciones de 2,4-D y BA. B) Peso fresco promedio de callo haploide (mg) en cinco
tratamientos de 2,4-D y BA a los 14 y 21 posteriores a la induccion.
Fuente: Elaboracion propia.

Elpeso de callo fresco presentd diferencia significativa (p < 1%) entre tratamientos en las mediciones
que se hicieron a los 14 y 21 dias posteriores a la induccidn, obteniendo el mayor peso en las
concentraciones de 4.10 uM y 5.44 uM de 2,4-D con 3.99 pM y 5.32 uM de BA, respectivamente (0.9 mg L
y 1.2 mg L de 2,4-D y BA). Estas concentraciones no difirieron estadisticamente, pero tuvieron un
comportamiento superior al resto de los tratamientos (Tukey > 5%), como se presenta en la tabla 3. Ademas,
como se observa en la figura 3b, el menor peso de callo se presentd en las dosis menor y mayor (1.4 uM y
6.8 uM de 2,4-D con 1.3 uM y 6.7 uM de BA), respectivamente, que correspondena 0.3 mgL'y15mgL'de
2,4-D y BA, sin que haya diferencia estadistica entre estas.

Este bioensayo se enfoco en obtener la combinacion Optima entre las fuentes de auxina y citocinina,
tomando en cuenta que la investigacion se planted con el establecimiento de dos bioensayos, el primero
con 25 tratamientos para explorar rangos amplios en las concentraciones, asi como todas las
combinaciones posibles que pudiesen dar una respuesta positiva en el amplio rango considerado y que,
debido a la contaminacioén propiciada principalmente en el proceso de desinfestacion de las anteras, solo
en tres tratamientos se presenté la induccién de callo (tabla 1 bioensayo I). En base a esas concentraciones,
se diserid el segundo bioensayo, disminuyendo el rango de las dos hormonas, por lo que solo se
establecieron cinco tratamientos dentro de un rango de 1.36 uM a 6.8 yM de 2,4-Diclorofenoxiacético y de
1.33 uM a 6.65 uM de Bencil Adenina. El resultado de este bioensayo confirma que hay una respuesta
positiva a la induccion y desarrollo de callo al adicionar bajas dosis de las dos hormonas.
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Observaciones citolégicas:

En las preparaciones fijas de callo procedente de anteras, que se observaron a 400X y 1000X en cortes
secuenciados, se determind la presencia de granos de polen uninucleados con un surco (figura 4a) y capa
externa (exina) en forma de picos irregulares y conspicuos, de uno a tres poros, caracteristica de la tribu
Helianteae (Priya, Sassikumar, Sudhagar & Gopalan, 2003). Los granos de polen se encontraban en el estado
I, descrito por Suderland & Donwell (1973), en el que las esporas contienen las tétradas y acaban de
completar la primera division meidtica (profase I) provenientes de las esporogonias, y en este estado es
donde se obtiene el mayor porcentaje de respuesta. Ademas, se observaron abundantes granos de polen
germinados cuyo tubo polinico originaba una masa celular multinucleada, de acuerdo con el seguimiento
que se dio en cinco cortes secuenciales. Resultados similares fueron reportados por Todorova et al. (1993),
quienes, al cultivar anteras y granos de polen de ocho lineas y tres hibridos de girasol en medio MS
adicionado con 0.5 mg L de AIA, obtuvieron un mejoramiento en la reaccion de las esporas dentro de los
primeros cuatro dias de cultivo, observando un incremento en el volumen del citoplasma y secciones
vacuolares.

En los callos se distinguieron varias zonas de proliferacidn, en las cuales, conforme el desarrollo
avanzaba, se incrementaban las paredes celulares, aumentando el numero y tamario de las células, de
acuerdo con la secuencia que se dio en 11 cortes observados. Esta descripcion demuestra que los callos se
desarrollaron a partir de la ruta descrita por Vasil (1980) y Suderland & Donwell (1993), donde la primera
division es desigual y forma dos nucleos, el vegetativo y el generativo, que difieren en tamario y estabilidad.

El nucleo vegetativo mediante divisiones secuenciales forma el callo, mientras que el vegetativo se
degenera, lo que es frecuente en diferentes especies y es benéfica para la obtencion de plantas haploides.
Por otra parte, Augé et al. (1986) reportan que es necesaria una division desigual, produciendo dos nucleos
hijos similares, siendo esta una condicidn previa para la evolucién del polen hacia la formaciéon de callo o
de tipo embriogénico (figura 4b). Asimismo, Luna (1987) reporta que el nucleo generativo es el mas
importante, ya que a partir de este se desarrolla el tubo polinico, el cual sobre un medio apropiado forma
callo. Germana (2011) consigna que el nucleo generativo funciona como embrién, puesto que hay
evidencias de que la transcripcién es un prerrequisito para la division hacia un camino embriogénico.

Figura 4. A) Granos de polen en estado uninucleado (400 X). B) Callo a los 28 dias posteriores a la induccion. C) Callo haploide con células nucleadas
(400 X). D) Célula de callo haploide en division (1000 X). Microscopio Zeiss Modelo Primostar Binocular 40x — 1000x.
Fuente: Elaboracion propia.
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De los callos obtenidos, se seleccionaron células en las que se distinguieron los cromosomas
observando sus filamentos (figura 4c) y se realizé el conteo, obteniendo que, dentro de estas, el numero
cromosoémico oscild entre 14 y 20 cromosomas, lo que concuerda en promedio con el genoma del girasol,
que es n =17 como se presenta en la figura 4D. Esto confirmo la obtencioén de callo haploide. Por otra parte,
por el lado posterior de la antera hubo proliferacion de otro tipo de células parenquimatosas, de vacuolas
abundantes y de apariencia desorganizada que dio origen a una masa amorfa irrigada por tejido vascular,
por lo que se dedujo que este otro tipo de callo es diploide por provenir de tejido somatico de la antera. Las
principales diferencias que se observaron entre la masa de callo haploide y el diploide fue el tamario de las
células parenquimatosas, con vacuolas abundantes y un sistema de irrigacion bien diferenciado en el tejido
somatico, mientras que las células haploides fueron de menor tamario, de citoplasma denso con varios
nucleos y nucleolos y las paredes poco definidas al inicio de la formacién del callo haploide.

Conclusiones

La siembra de anteras con polen en estado uninucleado favorecio la induccion de callo haploide con dosis
bajas de auxina y citocinina en los dos bioensayos. No hubo diferencia significativa en la induccion en los
tratamientos de luz y oscuridad en el bioensayo 1.

La presencia de luz no tuvo un efecto significativo en la induccidn de callo, pero si en el crecimiento,
obteniendo el mayor peso en la dosis de 5.4 uM de 2,4-D y 5.3 uM de BA, por lo cual se considera el mejor
tratamiento. En los cortes histologicos se observo callo haploide y somatico en diferentes proporciones. Al
incrementar la concentraciéon de benciladenina no se presentaron brotes adventicios, por lo que no se
obtuvo la conversion en plantula.
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