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RESUMEN

El sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] es uno de los cereales mas relevantes en la elaboracién de alimentos concentrados
para cerdos y gallinas. Por ello, es importante obtener nuevas cultivares de caracteristicas agronémicamente importantes a través
de técnicas biotecnoldgicas, por lo cual se debe contar con un sistema de regeneracidn in vitro, el cual fue el objetivo de este
trabajo. Como explantes se utilizaron semillas maduras de los hibridos de sorgo Chaguaramas 11 y VII. El medio fue MS, con
diferentes hormonas (2,4-D, ANA y K, BA o TDZ). El sistema fue de dos etapas: . Induccion de callo y Il. Regeneracion (sin
2,4-D). Se obtuvieron callos morfol6gicamente distintos: no-embriogénicos, embriogénicos, con raices, con brotes o
combinaciones de estos. La mayor frecuencia embriogénica se encontré en medios con 3 mg.L™ de 2,4-D + ANAy 1 mg.L™ de
K o BA, mientras que la frecuencia regenerativa fue mayor con BA. Al incrementar la concentracion de BA se favorecié la
organogénesis en detrimento de la embriogénesis somatica, observandose brotes vitrificados. La regeneraciéon fue por via
indirecta: organogénesis y embriogénesis somatica de origen unicelular y multicelular. Al utilizar BA y TDZ, se regeneraron
plantas y brotes con deformaciones foliares no permanentes, asi como plantas albinas. La respuesta fue marcadamente varietal,
tanto en la etapa de induccién como de regeneracion.

Palabras clave: Sorghum bicolor, 2,4-D, K, BA, embriogénesis somatica
ABSTRACT

The sorghum [Sorghum bicolor (L.) Moench] is the one of the most important food sources for animals, such as pigs and
chickens. Due to this aspect it would be important to obtain an effective in vitro regeneration system in order to obtain new
cultivars with desirable agronomical characteristics. The aim of this research was to obtain an efficient regeneration system.
Mature seeds of the sorghum hybrids Chaguaramas 111 and V11 were cultured in the MS medium supplemented with several
hormones (2.4-D, NAA and K, BA or TDZ). Two steps were involved in the regeneration process: I. Callus induction and
I. Plant regeneration (in absence of 2.4-D). Calli showing different morphologies were obtained: non embryogenic,
embryogenic, with roots, buds or combined of these. The embryogenic frequency was greater with 3 mg.L™ of 2.4-D +
ANA and 1 mg.L™ of K, whereas the regenerative frequency was greater with BA. When increasing the BA concentration,
the organogenesis was favored as indicated by vitrified buds, while the somatic embryogenesis was inhibited. The
regeneration occurred by indirect organogenesis or/and somatic embryogenesis, and the origin of the later was unicellular
and multicellular. When using BA and TDZ, plants and buds showed non permanent foliar deformations, as well as albino
plants. The induction, regeneration and oxidation process varied according to the cultivar.

Key words: Sorghum bicolor, 2.4-D, K, BA, somatic embryogenesis

INTRODUCCION Huckabay, 1967). Posteriormente, es llevado al

continente americano a través de barcos dedicados al

El sorgo es uno de los cereales de mayor
importancia econdémica en el mundo, cuyo origen y
domesticacion se dio en el noreste de Africa (Etiopia y
Egipto) para el afio 3000 A. C. (Harlan, 1971),
extendiéndose su cultivo a regiones cercanas al Mar
Negro, Grecia, Europa Oriental, Asia menor, India y
China aproximadamente en el afio 300 D.C (De Wet y

comercio de esclavos negros, en el siglo XVIII, y a
Venezuela, fue introducido a principios del siglo XX
(Guzman, 1988) a mediados de ese siglo, Universidades
venezolanas como la Universidad Central de Venezuela
y la Universidad del Zulia, el Centro de Investigaciones
Agropecuarias (CENIAP, hoy INIA) y la empresa
privada (Monaca y Protinal) trabajaron en conjunto,
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evaluando genotipos foraneos y obteniendo cultivares
venezolanos adaptados a suelos del pais (Mendoza,
1993). El sorgo pertenece a la familia Poaceae, género
Sorghum, siendo las mas emblematica especie cultivada
el Sorghum bicolor (L) Moench, debido a que sus
granos son empleados en la fabricacion de alimentos
concentrados, tanto para el consumo humano como
animal (Guzméan, 1988).

El aumento de la poblacion mundial en el
presente siglo, plantea la necesidad del establecimiento
de programas de mejoramiento genético en cereales
como el sorgo, para lograr satisfacer la demanda
poblacional de alimentos en el mundo, incluyendo a
Venezuela. En tal sentido, se requiere obtener cultivares
altamente productivos en condiciones de estrés bidtico
y/o abidtico, con una alta calidad nutricional. En este
sentido, en Venezuela, esencialmente es la calidad del
suelo el principal inconveniente que presenta el cultivo
del sorgo, lo cual puede ser resuelto obteniendo nuevos
cultivares a través del cultivo de tejidos y/o ingenieria
genética. Asi, en sorgo se han descrito eficientes
protocolos de regeneracion in vitro (Magbool et al.,
2001), estables genéticamente (Mythili et al., 2001), los
cuales se han establecido a partir de diferentes
explantes: embriones sexuales inmaduros (Gamborg et
al., 1977; Thomas et al., 1977; EI'Konin y Pakhomova,
2000; Oldach et al., 2001; Pola et al., 2007), embriones
sexuales maduros (Hendre et al., 1975), semillas
maduras (Guo y Liang, 1993), inflorescencias
inmaduras (George y Eapen, 1988), secciones del
vastago (Masteller y Holden, 1970), hojas (Wernicke et
al., 1982; Pola y Mani, 2006), apices (Seethrama et al.,
2000), anteras (Kumaravadivel y Rangasamy, 1994) y
simples capas celulares de hipocotilo (Baskaran et al.,
2005).

Asimismo, a través de la variacion somaclonal
se obtienen nuevos cultivares agroecoldgicamente
deseados (Maralappanavar et al., 2000; Zhang et al.,
2010), particularmente que presenten resistencia tanto
al estrés abiotico como bidtico. Asi tenemos plantas
tolerantes al estrés salino (Bhaskaran et al., 1983;
Ketchum et al., 1987), a la acidez del suelo (Miller et
al., 1992), al estrés hidrico (Smith et al., 1985;
Ketchum et al., 1987) y resistentes al gusano cogollero
(Spodoptera frugiperda) (Isenhour et al., 1991). Por
otra parte, han sido pocos los trabajos publicados en
comparacion a otros cereales, en la obtencion de plantas
transgénicas, ya que su transformacion genética es
dificil y en pocos casos la regeneracion fue exitosa (Zhu
et al., 1998), no obstante, recientemente se ha logrado
éxito en ello, tanto con medios de transformacién

directos como indirectos (Girijashankar y Swathisree,
2009). Asi entre varios reportes, se lograron regenerar
plantas transgénicas resistentes al herbicida basta (gen
bar) mediante biobalistica (Casas et al., 1993; Tadesse
et al., 2003; Liu y Godwin, 2012) o con Agrobacterium
tumefaciens (Lu et al., 2009), con el gen de la quitinasa
(Zhu et al., 1998) y resistentes al insecto Chilo partellus
(gen CrylAC) (Girijashankar et al., 2007), evaluandose
siempre la estabilidad de los transgenes en las plantas
regeneradas (Emani et al., 2002).

Como se ha visto en la actualidad, la
biotecnologia es la piedra angular del desarrollo de
nuevos cultivares de plantas, y para ello es determinante
el establecimiento de un sistema de regeneracién in
vitro eficiente, que asegure la obtencion de plantas con
las caracteristicas genéticas deseadas. Por lo cual, este
trabajo tuvo como objetivo fundamental la
caracterizacién de un sistema de regeneracion por
cultivo de tejidos para dos hibridos venezolanos de
sorgo granifero.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon como explantes, semillas
maduras sin descascarar de dos hibridos venezolanos:
Chaguaramas Il y Chaguaramas VII de Sorghum
bicolor (Sorgo granifero), donados por (FUSAGRI;
Cagua, Edo Aragua, Venezuela). El protocolo de
desinfeccion fue el siguiente: primero se lavaron con
agua destilada estéril y jabon liquido (15 min) en
agitacion continua, luego con alcohol isopropilico al
70% (5 min), sequido de cloro comercial (Hipoclorito
de Sodio al 5%) sin diluir mas Tween 20 (2 gotas/10
mL) por 30 min; después se realizaron 6 cambios (3
min c/u) con agua destilada estéril. Seguidamente, se
sembraron in vitro, en los diferentes medios de cultivo,
siguiendo el protocolo de dos etapas (induccion y
regeneracion) establecido para el cultivo del sorgo
(Gamborg et al., 1977; George y Eapen, 1988; Guo y
Liang, 1993). En la etapa | (4-8 semanas), se indujo la
formacion del callo, utilizando medios con 2,4-D sélo o
combinado con otra auxina (ANA) y/o citoquininas (K,
BA, TDZ), mientras que para la etapa Il se regeneraron
plantas y/o brotes a partir de callos con capacidad
regenerativa (caulogénicos y embriogénicos) inducidos
en la fase I, utilizando medios sin 2,4-D, con una auxina
(0,5 mg.L™ de ANA) y una citoquinina (0,5 mg.L™ de
K, BA 0TDZ).

Los medios de cultivo, contenian las sales de
Murashige y Skoog (1962), 2 mg.L™ de glicina, 1
mg.L™ de tiamina-HCI y 0,5 mg.L™ de piridoxina-HClI
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(Zhuang vy Jia, 1983) y sacarosa al 3%. Las auxinas
utilizadas fueron: 2, 3 y 4 mg.L™ de é&cido 24-
diclorofenoxiacético (2,4-D); 1 mg.L™ de 4cido
naftaleno-acético (ANA) y las citoquininas: 1, 3 y 5
mg.L® de 6-Furfurylaminopurina (K) o 6-
Benzilaminopurina (BA) y 0,1-1 mg.L™ de Tidiazuron
(TDZ). Se ajusto el pH a 5,8 y se solidificé con Agar
Powder (0,8 %), y se esterilizé a 15 Ib y 121°C (15
min). Los cultivos se mantuvieron a luz continua y a
30°C.

Se utilizaron 30 semillas por tratamiento (una
semilla por tubo con tapdn de algodén y gasa),
colocando la zona embrional en contacto con el medio
(Gamborg et al., 1977; Thomas et al., 1977; Dunstan et
al., 1978, 1979). En la etapa de induccién (4 semanas),
se evaluaron los distintos medios, posteriormente se
procedi6 a aislar los callos con caracteristicas
regenerativas, subcultivandose en los mismos medios
de induccion para aumentar la masa del callo. La
elevada produccion de compuestos polifendlicos
(oxidacion) que presentaban los callos, determind
repiques cada 2 6 3 semanas, ya que el acortamiento del
tiempo de cultivo en los mismos, es la manera mas
efectiva de controlar la oxidacion (Guo y Liang, 1993).
La etapa de regeneracion consistio en repicar callos a
medios sin 2,4-D suplementados con otras hormonas
(0,5mg.L™" de ANAy 0,5 mg.L™ de K, BA, TDZ y sin
hormonas), con la finalidad de lograr diferenciacion de
plantas (Nabors et al., 1983; Ketchum et al., 1987).

Después de cada etapa de cultivo, se calcularon
las frecuencias de induccion de callo total (T), callo
embriogénico (E), callo no embriogénico (NE) y callo
rizogénico (R), y la frecuencia de regeneracion, tanto
de brotes como de plantas, empleando las formulas
planteadas por Zaidi et al. (2006) tal como se indican a
continuacion:

Frecuenciadecallo T = _# callos x 100
# semillas sembradas
Frecuencia de callo E = # callos € x 100
# semillas sembradas
# callos NE

Frecuencia de callo NE =

# semillas sembradas

Frecuencia de callo R = #callos R x 100
# semillas sembradas
Frecuencia de callo BR = f callos BR x 100

# semillas sembradas

Frecuenciade _ # callos regenerados

) = - . x 100
regeneracion # callos regenerativos cultivados

Para el estudio histoldgico del proceso
regenerativo, se tomaron trozos de los distintos callos,
con el fin de determinar el origen de las plantas,
analizando su morfologia y anatomia. Estos fueron
fijados en alcohol isopropilico al 70% y cortados a
mano alzada, tifiéndolos con azul de toluidina y azul de
metileno (1:1), realizando montajes semipermanentes
(Johansen, 1940). Los registros fotograficos fueron
tomados con la lupa Leika DFC 280 y un microscopio
de luz Leika DM 1000 en el Laboratorio de
Biotecnologia Aplicada (LBA). Los analisis estadisticos
de los procesos de induccion y regeneracion, se
basaron en la aplicacién del modelo lineal aditivo,
junto con el Andlisis de Varianza (ANOVA) mediante
el programa estadistico Statatistic v 17.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

La mayoria de los investigadores en el cultivo
in vitro de cereales, utilizan el 2,4-D como Unica
hormona en la etapa de induccion (Bannikova y
Barabanova, 1990), no obstante, en sorgo son pocos los
gue emplean esa auxina como Unica hormona en dicho
medio (Dunstan et al., 1979; Bhaskaran et al., 1983;
Cai y Butler, 1990), formandose callo de 1 a 10 mg.L™
de 2,4-D (Brar et al., 1980). Asi en este trabajo, se
observo el desarrollo de callo a los 10 dias de iniciado
el cultivo, formandose callos no embriogénico (NE),
embriogénico (E) y rizogénico (R) al emplear 2,4-D
s6lo o combinado con otra auxina (ANA),
incrementandose la frecuencia de callo rizogénico (20-
32%) al aumentar la concentracion de auxinas en el
medio (2-4 mg.L™ de 24-D + 1 mg.L" de ANA),
mientras que al utilizar medios suplementados con
citoquinina (K, BA o TDZ) se desarroll6 otro tipo de
callo, el caulogénico (con brotes: 9-42%), ademas de
una mayor frecuencia de callo embriogénico (20-51%),
en particular en los medios de cultivo con 2-3 mg.L™ de
2,4-D + 1 mg.L™" de ANA+1 mg.L™ de K o BA (Tabla
1). En este sentido, la formacién de raices 6 brotes en
los callos depende de la relacion auxina/citoquinina en
el medio (Skoog, 1970), asi se induce rizogénesis en
presencia elevada de AIA o ANA (Davis y Kidd, 1980),
mientras que al combinar 2,4-D con auxinas o
citoquininas, se favorece la formacion de callos con
capacidad regenerativa con brotes o embriones
(Gamborg et al., 1977; Ma et al., 1987), en particular al
utilizar K y BA (EI'Konin y Pakhomova, 2000; Oldach
et al., 2001; Baskaran y Jayabalan, 2005).
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Al incrementar la  concentracion  de
citoquininas (K o BA) en el medio de induccién (2-3
mg.L™" de 2,4-D + 1 mg.L" de ANA) a3y 5mg.L? se
evidencié una mayor frecuencia de callo caulogénico
(15-42%), siendo mayor el desarrollo de este tipo de
callo con BA, no formandose callo embriogénico a 3 'y
5 mg.L™" de K, mientras que con BA, disminuye el
desarrollo de ese tipo de callo (17-43%) a 3 mg.L™ BA,
y no se desarrollaa 5 mg.L™ de la misma, y para TDZ a
0,1 mg.L™, la frecuencia de callos embriogénicos (27-
30%) y con brotes (3-10%) fue menor (Tabla 1). Estos
resultados son similares a los indicados por diversos
investigadores (Trejo Tapia et al., 2002; Lacroix et al.,
2003; Gairi y Rashid, 2004; Sharma et al., 2004)

quienes sefialan que al incrementar la concentracion de
citoquininas se favorece la organogénesis en detrimento
de la embriogénesis, en particular al emplear BA, que
favorece la formacion de callos caulogénicos o con
brotes.

De tal manera, que los resultados encontrados
en ambos hibridos de sorgo, determinan que la
combinacion de 2,4-D con otra auxina (ANA) y
citoquininas (K y BA, TDZ), favorece el desarrollo de
callos con capacidad regenerativa (caulogénico y
embriogénico), con una mayor frecuencia embriogénica
al emplear 3 mg.L™" de 24-D + 1 mg.L" ANA + 1
mg.L* K o BA en particular para el hibrido

Tabla 1. Frecuencias de induccion de callo en dos hibridos de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] Chaguaramas |11 y

Chaguaramas VII.

Hormonas (mg.L™)

Frecuencias

M . Total E NE R Br
24D ANA Cito 1l VI 11 VI 1l Vil 1l VI 11 Vil
11 2 82 43 - - 72 38 11 5 - -
12 3 - 76 44 15 11 40 24 21 9 - -
13 4 75 40 - - 53 28 22 12 - -
14 2 - 70 40 - - 50 29 20 11 - -
15 3 1 30 32 - - - 17 30 15 - -
16 4 27 30 - - - 7 32 23 - -
17 2 100 50 26 - 54 37 9 7 9 6
18 3 1K 76 46 50 23 9 11 8 6 11 6
19 4 75 45 51 - 9 34 9 6 11 5
110 2 73 27 - - 49 12 4 5 20 10
111 3 1 3K 76 26 - - 55 13 6 4 15 9
112 4 74 32 - - 51 18 5 4 18 10
113 2 65 25 - - 38 10 - - 27 15
114 3 1 5K 63 26 - - 33 12 - - 30 14
115 4 62 24 - - 34 9 - - 28 15
116 2 84 24 32 10 27 3 3 1 22 10
117 3 1 1 BA 83 27 45 - 19 14 2 2 17 12
118 4 77 30 20 - 37 18 2 1 24 11
119 2 76 25 43 12 3 3 - - 30 10
120 3 1 3 BA 95 30 29 - 31 15 - - 35 15
121 4 60 32 21 - 11 14 - - 32 18
122 2 55 30 - - 16 10 - - 39 20
123 3 1 5BA 51 29 - - 9 7 - - 42 22
124 4 53 30 - - 13 9 - - 40 21
125 2 89 24 27 - 52 20 - - 10 4
126 3 1 0.1TDz 81 47 30 - 43 43 - - 8 4
127 4 88 45 - - 79 42 - - 9 3
128 2 50 48 - - 50 48 - - - -
129 3 1 1TDZ 60 52 - - 60 52 - - - -
130 4 58 39 - - 58 39 - - - -

M: medio de cultivo; cito: Citoquinina; I11: Hibrido Chaguaramas I11; VII: Hibrido Chaguaramas VII; E: callo embriogénico;
NE: callo no embriogénico; R: callo rizogénico; Br: callo con brotes
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Chaguaramas I1l. En este sentido, se ratifica lo descrito
por los investigadores que han trabajado con sorgo, que
en la etapa de induccion suelen utilizar varios
inductores, en particular la combinacion de 2,4-D con K
(Strogonov et al., 1968; Boyes y Vasil, 1984; Smith et
al., 1985; Mackinnon et al., 1987; Bhaskaran y Smith,
1988; Wei y Xu, 1990; Zhao et al., 2010), 2,4-D y agua
de coco (Davis y Kidd, 1980), 2,4-D y Zeatina
(Gamborg et al., 1977; Ma et al., 1987), o 2,4-D con
Zeatinay K (Guo y Liang, 1993).

)

L

e

En este estudio, la combinacion de reguladores
de crecimiento determind la aparicién de callos con
distintas  caracteristicas  morfo-anatdmicas;  no-
embriogénico (NE), embriogénico (E), rizogénico (R),
caulogénicos o con brotes (Br), con embriones y raices
(ER), con brotes y raices (BrR) y con embriones, brotes
y raices (EBrR). Determinandose que el origen de los
brotes y las raices, ocurrié por organogénesis indirecta
y el de las plantas por embriogénesis somatica indirecta
(Figura 1a-f). El callo se desarroll6 de la zona

)

4
Y -
)

-
&

Figura 1. Callos obtenidos en sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] a. No-embriogénico. b. Embriogénico. ¢. Rizogénico. d. Con
brotes. e. Con brotes y raices. f. Con embriones, brotes y raices. (Aumento 40X).
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embrional de la semilla, especificamente del escutelo,
tal como lo indican algunos investigadores (Thomas et
al., 1977; Dunstan et al., 1978, 1979). Los tipos
fundamentales de callo encontrados para el sorgo en
este estudio fueron NE y E, distinguiéndose también
callos organogénicos (con brotes y/o raices). Estos
callos ya han sido descritos en Sorghum por diversos
autores (Thomas et al., 1977; Dunstan et al., 1978;
1979; Ketchum et al., 1987; Cai y Butler, 1990;
El'Konin y Pakhomova, 2000), asi como en otros
cereales (Nabors et al., 1983; Vasil, 1987). Estas
diferentes combinaciones de callos en

sorgo,

representan una amplia heterogeneidad morfoldgica,
que puede estar relacionada con la capacidad
regenerativa, tal como ocurre en Oryza sativa, al
caracterizar 33 tipos distintos de callos diferentes
(Kucherenko, 1993).

Los callos no-embriogénicos son friables, de
color amarillo (Figura 1a) e histoldgicamente su
superficie estaba constituida por células pequefias de
forma alargada o irregular, que al realizar el montaje se
dispersaban en el campo (Figura 2a). Por otra parte, los
callos embriogénicos son compactos, de superficie

L™
=1
!..i}h

Figura 2. Anatomia del callo en sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] a. Células no-embriogénicas. b. Células
embriogénicas. c-d. Embrion de estadio temprano e. Grupo de embriones en mayor desarrollo f. Embrién unido
por un pie al tejido g. Cuerpo multiembrional h. Zona de absicidn i. Raices en formacion j. Vasos xilematicos. K.
Brote. I. Brote delimitado por una epidermis. (Aumento 400X).
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nodular y de color blanco-crema (Figura 1b),
anatomicamente estuvieron constituidos por células de
diferente forma, grandes al centro y pequefias hacia la
periferia, presentando una mayor concentracion de
granulos de almidén en estas ultimas. Asimismo, el
callo estaba bordeado por una capa uniseriada de
células de forma tabular, que se asemejaba a una
epidermis (Figura 2b), a partir de la cual se
diferencian los embrioides en diferentes etapas de
desarrollo, individuales (Figura 2c-d) o formando una
masa multiembriogénica (Figura 2e). En el primer caso,
se observé su unidn a la masa embrional, mediante un
pie o prolongacion (Figura 2f), mientras que en el
segundo, se determind que el cuerpo multiembridnico
presentaba una doble epidermis (Figura 2g), que
asemeja una zona de abscision, que suponemos es por
donde se separan los embriones en etapas MAas
avanzadas de desarrollo (Figura 2h).

Con respecto a los callos rizogénicos, estos
eran compactos y de color amarillo, cuya superficie en
gran parte, estaba conformada por raices alargadas,
densamente cubiertas por pelos radiculares (Figura 1c),
anatébmicamente estaba constituido por células de forma
irregular, grandes hacia el centro del callo y pequefias
hacia su periferia. Adicionalmente, este tipo de callo
presentaba en su superficie, unas estructuras globulares
0 papilares, que luego de realizado el estudio
histolégico se identificaron como raices en formacion
(Figura 2i). Asimismo, era caracteristico de este callo,
la presencia de humerosos vasos Xilematicos de paredes
engrosadas reticularmente, tanto hacia la parte interna
como periférica del mismo, siendo menores en tamafio
en esta ultima (Figura 2j).

Por ultimo, los callos caulogénicos o con brotes
eran compactos y de color verde (Figura 1d),
observandose anatdmicamente que estaban constituidos
por células de forma irregular, grandes al centro y
pequefias hacia la parte superficial, bordeadas por una
capa uniseriada de células cuadrangulares, similar a una
epidermis, donde se observaron unas protuberancias de
forma papilar y/o alargada (Figura 2k-I). Los brotes en
diferentes estados de desarrollo, estaban conectados a la
masa del callo por hileras de vasos xilematicos cuyas
paredes presentaban un engrosamiento helicoidal.

Las dos vias regenerativas por las cuales se
pueden obtener plantas in vitro son la organogénesis y
la embriogénesis somatica (Vasil, 1987). En sorgo, los
investigadores no indican de manera clara cuél de las
dos rutas ocurre, limitdndose a sefialar la regeneracion
desde el punto de vista morfolégico, describiendo la

formacion de estructuras aparentemente embriogénicas
y/o foliares, sin realizar estudios histoldgicos que
indiquen de manera precisa cual proceso regenerativo
esta ocurriendo. Asi, en secciones del vastago
(Masteller y Holden, 1970) y con embriones sexuales
inmaduros de Sorghum bicolor (Gamborg et al., 1977),
se describe que las plantas se originaron de estructuras
foliares que presentaba el callo. Por otra parte,
cultivando embriones sexuales maduros de Sorghum
caffrorum (EI'Konin et al., 1986) e inflorescencias
inmaduras de Sorghum almun (George y Eapen, 1988)
se describen que las plantas se originaron de estructuras
foliares y otras de naturaleza embriogénica. En este
trabajo, se determind mediante estudios anatémicos,
que la regeneracion ocurrié tanto por organogénesis
como por embriogénesis somatica. Asi, con embriones
sexuales inmaduros de Sorghum bicolor, mediante
estudios de microscopia de luz y de microscopia
electronica de barrido, se encuentran los dos origenes
regenerativos ~ (organogénesis 'y  embriogénesis
somatica), predominando alguno de ellos en funcion
del medio de induccion utilizado (Dunstan et al., 1978;
1979).

En este trabajo se constatd, que el desarrollo
organogénico in vitro de los brotes en los callos, ocurre
a partir de protuberancias originadas en la periferia del
mismo, tal como lo sefiala Hicks (1994). Asi se ha
descrito en Sorghum bicolor, que los brotes y las raices
proliferan en el callo compacto de color blanco-crema
(Dunstan et al., 1978), sin embargo, se observo que
estos 6rganos no proliferaron en este tipo de callo, sino
en el callo NE, el cual era de color amarillo y friable, tal
como se ha descrito en semillas de Pennisetum
typhoides  (Nabors et al., 1983). Finalmente, las
caracteristicas sefialadas con respecto al callo
embriogénico, y su relacién con el proceso de
embriogénesis somética, ya han sido caracterizados en
Sorghum bicolor por distintos investigadores (Dunstan
et al., 1978, 1979; Wernicke et al., 1982), bajo tales
circunstancias se pueden observar grupos de células
embriogénicas aisladas periféricamente del callo,
embriones de diferente nivel de desarrollo y las masas
proembridnicas o cuerpos multiembrionales.

Por otra parte, la dilucidacion del origen de los
embriones somaticos (unicelular 6 multicelular), es un
problema ampliamente discutido, ya que los mismos
pueden originarse directamente de simples células
embriogénicas, las cuales generalmente estan ubicadas
en la periferia del callo, origindndose de un complejo
multicelular, o pueden presentarse las dos vias. En
general, se distinguen los embriones de origen
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unicelular, por verse unidos al tejido parental por un
pie, mientras en los de origen multicelular, los
embriones no estan unidos por un pie a la masa de callo
(Willians y Maheswaran, 1986; Quiroz Figueroa et al.,
2006). Asimismo, se plantea que los embrioides que se
escinden del complejo multiembrional son de origen
unicelular, ya que éstos se forman por la segmentacién
de simples células (escision poliembrional) (Haccius,
1978); sin embargo, el origen de los embrioides, es
todavia controversial (Bannikova y Barabanova, 1990).
En el estudio anatomico se observd que algunos
embriones somaticos se encontraban unidos por un pie
a la masa proembri6nica, mientras que en otros no se
observo el pie, sugiriendo que el origen de los mismos
es tanto unicelular como multicelular. Otros
investigadores (Dunstan et al., 1978; 1979) plantearon
un origen unicelular, no obstante, mencionaron que
algunos de los embriones observados se originaron de
mas de una célula. Aunado a ello, en los estudios
histologicos de nuestro trabajo, constatamos que los
embriones estdn unidos a una masa de callo,
destacandose una zona de abscision, por la cual
probablemente se separan los mismos, aspecto que no
ha sido reportado previamente.

Con respecto a la etapa de diferenciacion de
plantas, la regeneracion de las mismas ocurrié en
medios sin 2,4-D suplementados con ANA (0,5 mg.L™)
y una citoquinina (0,5 mg.L™ de K, BA o TDZ), pero
fue nula al utilizar los medios sin hormonas (Tabla 2),
regenerandose plantas verdes y plantas albinas, no
siendo viables estas Ultimas (Figura 3a-b). Estos
resultados corroboran lo indicado por distintos autores,
gue en dicha etapa por norma general se logra la
diferenciandose de brotes y/o plantas, eliminando el
2,4-D del medio (Wernicke y Brettell, 1980; Bhaskaran
et al., 1983), o combinando hormonas como K
(Wernicke y Brettell, 1980; Zhao et al., 2010), sulfato
de adenina o BA (Dunstan et al., 1979; Zhao et al.,
2010), reduciendo la concentracién de las sales del
medio a la mitad o disminuyendo la concentracion de
sacarosa y ANA para favorecer el enraizamiento

Tabla 2. Frecuencias de regeneracion de plantas en dos hibridos

Chaguaramas VII.

(Boyes y Vasil, 1984). Adicionalmente, mediante la
frecuencia regenerativa, se observd nuevamente una
distincién varietal, que fue mayor (87%) al utilizar 0,5
mg.L™ ANA + 0,5 mg.L™ de BA para el hibrido
Chaguaramas Ill, por otra parte, la diferenciacion de
plantas albinas se evidenci6é en medios con BA'y TDZ
(Tabla 2). Asi en este trabajo al encontrar que el mayor
nimero de plantas regeneradas se obtuvo al utilizar la
citoquinina BA en el medio, se ratifican los resultados
descritos en Sorghum bicolor por diversos autores
(EI'Konin y Pakhomova, 2000; Oldach et al., 2001,
Pola et al., 2007; Zhao et al., 2010).

Por otra parte, en general las plantas obtenidas
desde el punto de vista morfolégico eran normales,
excepto las regeneradas en el medio con TDZ, que
presentaban hojas filiformes fuertemente onduladas,
caracteristicas que desaparecieron cuando las plantas se
pasaron a tierra. Después de tres meses de dicha
transferencia, muchas de ellas presentaron baja altura,
reduccion en la longitud de los entrenudos (con
respecto a la planta madre) y no florecieron, sugiriendo
gue las mismas presentaron una lenta velocidad de
crecimiento (Figura 3c). Sin embargo, se regeneraron
algunas plantas del hibrido Chaguaramas Ill, con una
altura, grosor de tallo y largo de la panicula, similares
a los de la planta madre, pero el nimero de semillas por
panicula fue inferior a la misma (Figura 3d).

El albinismo y la baja altura de las plantas, son
sefialadas como variaciones somaclonales en cultivares
de Sorghum bicolor (Ma et al., 1987; Cai et al., 1990),
asi como la altura y el nimero de semillas por planta
(Bhaskaran et al., 1987; Smith y Bhaskaran, 1988).
Estas anormalidades, podrian ser el resultado de
cambios en el numero ¢ en la estructura cromosémica
(Larkin y Scowcroft, 1981), no obstante, algunos
autores que trabajaron con un hibrido F; de sorgo,
sugieren, que en ese caso, las variaciones observadas
fueron consecuencia de la segregacion del hibrido
(Dunstan et al., 1979).

de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] Chaguaramas 111y

Hormonas ( mg.L™)

Frecuencias

M Plantas Albinismo Oxidacion
ANA K BA Dz i VI I Vil I VI
R1 05 0.5 - - 74 - - - 50 100
R2 0.5 - 0.5 - 87 - 10 - 40 100
R3 0.5 - - 0.5 26 21 26 - 60 100
R4 - - - - - - - - 70 100

M: medio de cultivo; I11: Hibrido Chaguaramas I11; VII: Hibrido Chaguaramas VII
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El albinismo es un problema serio en
gramineas, especialmente en cereales, y sus causas no
estan claras, pudiendo atribuirse a la temperatura del
cultivo, al genotipo (Chu, 1982), a mutaciones en genes
relacionados a la sintesis de componentes de los
cloroplastos y a la fragmentacion de los cromosomas
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(Caredda et al., 2004), siendo esta Ultima referida a la
presencia de elevadas concentraciones de auxina en el
medio, que inducen divisiones celulares andmalas, las
cuales han sido observadas en cultivos de polen de
diferentes géneros (Caredda et al., 2004; Hoque y
Mansfield, 2004). En este experimento, los callos

Figura 3. Regeneracion de plantas de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench]. a. Planta diferenciada en vastago y raiz. b. Planta
albina. c. Planta de tallo corto d. Espiga con pocas semillas.
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incubados en medios de regeneracion con BA 'y TDZ,
fueron los que produjeron plantas albinas (Tabla 2),
resultados concordantes a los descritos en
inflorescencias inmaduras de Sorghum almum (George
y Eapen, 1988) y de Avena sativa (Kiviharju et al.,
2000), asi como en anteras de Sorghum bicolor
(Kumaravadivel y Rangasamy, 1994), donde se plantea
que el BA en los medios de regeneracion favorece la
aparicion de las plantas albinas.

Otro aspecto encontrado en el cultivo, fue la
aparicion de brotes vitrificados, en medios
suplementados con altas concentraciones de BAy TDZ.
La vitrificacion constituye un problema en el cultivo in
vitro, tanto en especies arbdreas como herbaceas y se ha
asociado a elevados niveles de citoquininas en el medio
(Whitehouse et al., 2002), reportandose en cultivos de
Prunus con altas concentraciones de BA (Vardja y
Vardja, 2001; Texeira et al., 2004) y en Nicotiana
tabacum en medios con BA o TDZ (Gill y Saxena,
1993). Finalmente, otro aspecto descrito en este
estudio fue la desaparicion de las anormalidades
foliares (filiformes y fuertemente onduladas), luego de
la trasferencia de las plantas a tierra. Esta variacion
morfoldgica reversible, inducida por la citoquinina
TDZ también ha sido sefialada por Lu (1993).

Finalmente, la produccién de compuestos
polifendlicos (CP) en cultivos in vitro de Sorghum es
usualmente mencionado por los investigadores. En este
experimento, los CP aparecieron después de 3-4
semanas de iniciado el cultivo, evidencidndose su
excrecion al medio, al tornarse éste de color purpura,
debido a reacciones oxidativas. Todos los tipos de callo,
en particular el embriogénico y el caulogénico
producen CP, ya que su sintesis parece estar relacionada
al tipo y concentracion de hormonas. En el sistema de
Sorghum, el 2,4-D muestra una gran capacidad de
promover la produccion de CP. Altas concentraciones
de CP son perjudiciales para el desarrollo del callo, por
lo cual, para evitar la muerte del mismo se debe sub-
cultivar cada 2-3 semanas, y asi evitar que las
reacciones oxidativas influyan en la pérdida de los
cultivos. No obstante, la presencia de CP no afecta la
capacidad regenerativa del callo, al menos en su etapa
inicial (George y Eapen, 1990; Lusardi y Lupotto,
1990; Hagio, 1994). Al parecer las reacciones
oxidativas relacionadas a la produccion de los CP,
dependen de la presencia, concentracion y combinacion
de las hormonas, y se minimizan en oscuridad, pero
esta condicion inhibe los procesos regenerativos de
plantas o brotes (Taniguchi et al., 2002; Baskaran y
Jayabalan, 2005). Adicionalmente, la oxidacion

depende de las caracteristicas fenotipicas del cultivar,
tales como el color de la cubierta seminal, donde el
color méas oscuro esta relacionado a fuertes eventos
oxidativos (Guo y Liang, 1993). En este sentido, el
hibrido Chaguaramas V11 con un color mas oscuro de la
cubierta de la semilla present6 la mayor frecuencia
oxidativa (Tabla 2). Finalmente, es importante indicar
qgue la respuesta morfogénica tanto en la fase de
induccion como de regeneracion dependio del hibrido
(Tablas 1 y 2), tal como han sefialado ndmeros
investigadores (Guo y Liang, 1993; Pola et al., 2008;
Arulselvi y Krishnaveni, 2009), resaltandose que el
hibrido Chaguramas Il respondié mejor, en particular
en la etapa de regeneracion.

CONCLUSIONES

La produccion de callo fue inducida en
presencia de una auxina, el 2,4-D combinado con otra
auxina (ANA) y/o citoquininas (K, BA, TDZ),
favoreciendo la formacion de diferentes tipos de callo.
Los brotes y las raices se originaron por organogénesis
indirecta y el de las plantas por embriogénesis somatica
indirecta, siendo el origen de los embriones somaticos
tanto unicelular como multicelular.

Al elevar la concentracion de citoquininas, en
particular de BA, se favorecidé la organogénesis en
detrimento a la embriogénesis somatica, apareciendo
brotes vitrificados y plantas albinas. El Tidiazuron
(TDZ) indujo la organogénesis y la embriogénesis
somatica, favoreciendo la formacion de brotes con
malformaciones foliares.

Las respuestas in vitro, asi como la oxidacion
en ambas etapas del cultivo fueron varietales,
destacandose el hibrido Chaguaramas I11, debido a que
presentd la mayor capacidad regenerativa y la menor
oxidacion.
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