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Resumen

La radiacién gamma, a las dosis ensayadas (0-800 Gy), no inhibié la ‘germinacién del poler
in vitro ni in situ, pero disminuyé su poder de fecundacién. El porcentaje de embriones
obtenidos con polen no irradiado, irradiado a 50 Gy e irradiado a 100 Gy fue del 80 %, 10 %
¥y 0 % respectivamente. El polen de girasol puede ser considerado muy sensxble a la radxaclén
gamma.

A los 24 dias de la polinizacién se encontraron dos clases de embriones con tamafios muy
distintos. . Tanto los embriones grandes como los pequefios se pusieron a germinar en un
medio artificial. - Las plantulas desarrolladas a partir de embriones grandes resultaron ser
"diploides. Entre las plantulas obtenidas de embriones pequefios una fue haploide.

Introduccion

En el género Helianthus se han obtenido plantulas haploides tanto por cultive in vitro de
anteras como por cultivo de ovarios y primordios seminales (YANG et al. 1990), pero se trata
de técnicas laboriosas, con una frecuencia de obtencién de plantulas haploides baja'y en
muchos casos dependxentes del genotipo. El cultivo de microsporas aisladas también ha sido
ensayado en girasol, pero con escasos resultados hasta el momento (GUREL et al. 1991,
ZHONG 1992).

Combinando la polinizacién con polen irradiado con rayos-y y el rescate in vitro de los
embriones producidos se han regenerado plantas haploides en una docena de especies (DORE
1989, RAQUIN 1990, MEYNET et al. 1994). En esti comunicacion se presentan los estudios
realizados sobre el efecto de la radiacién gamma en la' germinacién y capacidad de
fecundacién del polen de girasol y la posibilidad de emplear polen u'radxado para obtener
plantas haploides.

Material Yy Métodos

El poleri, procedente de plantas de girasol de los hibridos Toledo 2 (Arlesa Semillas) y
Topflor . (Agrar Semillas) cultivadas al aire libre, fue recogido entre 9y 11 h (a.m.) de flores
recién abiertas, tamizado, desecado en gel de silice y conservado a 4 °C. El polen fue
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irradiado con una bomba de **Co a una intensidad de 10.24 Gy min™. Con el polen irradiado
se polinizaron capitulos de la linea androestéril CMS-300 previamente embolsados para evitar
polinizaciones no deseadas.

La germinacién in vitro del polen irradiado se realizé sobre papel de celofan segin la técnica
de ALEXANDER Y GANESHAN (1989), empleando un medio de cultivo compuesto por
400 g L™ de sacarosa, 30 mg L™ de 4cido bérico, 600 mg L™ de nitrato calcico v pH ajustado
a 9 con KOH (MUNOZ-FERNANDEZ 1995). La germinacién se evalud a las 24 horas,
observando 300 granos de polen en cada tratamiento. El control de la germinacién del polen
irradiado sobre el estigma se realizé a las 24 horas de la polinizacién, empleando la técnica
de MARTIN (1959). Para conocer las diferencias entre poblaciones y realizar comparaciones
multiples se empleé el test G segin lo indicado por SOKAL y ROHLF (1969) para
poblaciones binomiales y multinomiales.

Tres dias después de la polinizacién los ovarios de flores polinizadas con polen irradiado
fueron puestos en cultivo siguiendo un protocolo disefiado pard el cultivo de ovarios no
polinizados de girasol (GELEBART y SAN 1987, MUNOZ-FERNANDEZ 1995).

Vemtmuatro dias después de la polinizacién se extrajeron los embriones existentes y se
hicieron  germinar en un medio sélido compuesto por los macroslementos de MURASHIGE

- Y SKOOG (1962) diluidos a la mitad, los microelementos sefialados por éstos mismos
autores, 6 g L de Phytagel (Sigma) y una.concentracién variable (20-60 g L) .de sacarosa
segin el tamafio del embrién.

Se empleo orceina acetlca para determinar el niimero de cromosomas en los meristemos
radiculares de las plantulas obtenidas in vitro.

Resultados y Discusién

La radiacién no alteré de forma significativa (p = 0.05) la germinacién del polen in vitro
(Tabla 1), a pesar de que las dosis poco elevadas tuvieron un ligero efecto promotor y las
dosis mayores una tendencia a inhibir la germinacién. La germinacién sobre el estigma-
tampoco fue inhibida por los rayos-y ('I'abla 2). En todos los casos se encontraron granos de
polen germinados sobre el estigma, con independencia de la dosis de irradiacion, e incluso
se observé una disminuci6n del porcentaje de estigmas sin ningtin grano de polen germinado
en su superficie al aumentar la irradiacion.

La radiacién gamma, a las dosis ensayadas, no redujo significativamente la emisién del tubo
polinico, pero en cambio impidi6 la fecundacién normal del saco embrionario. El porcentaje
de ovarios con embriones en su interior disminuyé del 80 % al emplear polen no irradiado al
10 % con polen irradiado con 50 Gy, no obteniéndose ningtn embridn para dosis de
irradiacién superiores (Tabla 3). Ademés, el empleo de polen irradiado ocasions la aparicién
de desarrollos anormales del primordio seminal (sin embrién visible pero con una estructura
similar al endospermo), posiblemente ocasionados por una fecundacidén paicial del saco .
embrionario similar a la observada en endivia (Cichorium intybus L) por LEVIEILL (1987).
Al aumentar la dosis de irradiacién la frecuencia de anormalidades disminuyé practicamente
a cero.
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En comparacién con ofras especies el polen de girasol mostré una elevada sensibilidad a los
rayos-y. En girasol 100 Gy fueron suficientes para inhibir completamente la formacién de
embriones, mientras que en endivia se precisaron 360 Gy (LEVIEIL 1987) y en peral con 500
Gy y en rosal con 1500 Gy se obtuvieron embriones (BOUVIER etal. 1993, MEYNET et al.
1994).

De forma similar a lo que ocurria en la planta, mediante el cultivo in vitro de ovarios no se
obtuvieron embriones de las flores polinizadas con polen irradiado con 100 o més Gy (Tabla
4). De los 4 embriones obtenidos con polen irradiado a 50 Gy solo se pudo determinar la
dotacién cromosomica en uno de ellos, resultando ser diploide. El porcentaje de embriones
obtenidos, tanto de flores polinizadas con polen no irradiado como de flores polinizadas con
polen irradiado a 50 Gy, es mucho menor cuando los ovarios son puestos en un medio:
. artificial que cuando son dejados madurar en la planta. Serd necesario mejorar las condiciones

. de cultivo y repetir las experiencias llevadas a cabo para poder evaluar correctamente el
potencial de ésta técnica para la obtencién de plantas haploides de girasol.

Veintiouatro dias después de la polinizacién con polen irradiado se extrajeron del ovario y se
pusieron en cultivo tanto los embriones bien desarrollados como los embriones poco
desarrollados. Todos los embriones grandes en los que se pudo determinar su dotacion
cromosémica resultaron ser diploides. De los dos embriones poco desarrollados obtenidos con
polen irradiado a 50 Gy en uno no se pudo determinar su dotacién cromosémica y el otro
resulté ser haploxde Los resultados no permiten sacar conclusiones acerca de la mducc16n de
la ginogénesis con polen irradiado en girasol, pero la obtencién de una pléantula haploide con
ésta técnica es un aliciente para continuar con su estudio.

Conclusiones.

1. La germinacién del polen de' girasol, tanto in vitro como in situ, no fue afectada
significativamente por la radiacién gamma a las dosis ensayadas (50 - 800 Gy).

2. El poder de fecundacion del polen de girasol fue afectado de forma unporténte por los
rayos-y. En la polinizacién con polen irradiado con dosxs superiores a 100 Gy no se
obtuvieron embriones.

3. El girasol, en lo referente a la capacidad de fecundacién del polen, puede ser considerado
como una especie muy sensible a la radiacién gamma.

4. Creemos que seria interesante continuar con el estudio del rescate in vitro de los
embriones de pequefio tamafio obtenidos empleando polen irradiado como técnica para
obtener plantas haploides de girasol. -
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Tablal. Germinacién in vitro de polen de girasolv irradiado con rayos-y. Los valores -
seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas (p = 0.05).

0 : 3.2%
50 4.0° ]
100 4.5
0200 - 3.5
400 2.5®
800 ' 1.5°

Tabla 2. Germinacién in situ de bolcn de girasol irradiado con ra)lfos-y.‘ Se indica el
numero de estigmas observados (N°). '

0 78 12 41 37 10 a
50 72 8 6 | 8 | 18 | a
00 | 84 5 32 27 36 ab
200 82 5 40 41 13 8
400 84 4 40 30 26 ab
800 s | 1 18 37 4 b
NP® 82 100 o | o 0

! Porcentaje de estigmas que presentan 0,12 5,6 a 15 o més de 15 granos de polen

germinados en su superficie a las 24 h de la polinizacién.

Los niveles de irradiacién representados con la misma -letra no muestran
diferencias significativas (p = 0.05). '

Estigmas no polinizados
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""Tabla 3.

Tabla 4,

Porcentaje de ovarios de girasol que, a los 24 dias de la polinizacién con polen
irradiado con rayos-y, contienen: A, un embrién bien desarrollado; B, un embrion
muy poco desarrollado; C, no contienen embrién, pero existe un desarrollo

_ anormal del primordio seminal; D, no contienen ningtn tipo de desarrollo.

0 78 2 0 20
50 6 4 46 - 44
100 0 0 46 54
200 0 0 32 68
400 0 0 18 82
800 0 0 4 96
NP 0 0 0 100

! Ovarios de flores no polinizadas

Numero de embriones (E) obtenidos por cultivo in vifro de ovarios de girasol
(OV) de flores no polinizadas (NP) y de flores polinizadas con polen irradiado.

0 168 58 345
50 194 3 1.5
100 109 .0 0.0
200 196 0 0.0
400 155 0 0.0
800 167 0 0.0
NP 192 0 0.0




