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RESUMEN

Existen varios protocolos de regeneracién de plantas via embriogénesis somdtica de Sorghum bicolor (L.) Moench, sin embargo
los porcentajes de formacién de callos con estructuras embriogénicas y regeneracién de plantas son bajos. Es por ello que esta
investigacién tuvo como objetivo generar embriones somaticos en sorgo rojo variedad CIAP 132-R. Se ensayaron diferentes
concentraciones de 2,4-D para la formacién de callos, asi como tres concentraciones de dcido ascérbico para eliminar la exudacién
de compuestos fendlicos por el explante. También para la formacién de los embriones somdticos a partir de los callos se evaluaron
diferentes concentraciones de 2,4-D y 6-BAP. El mayor porcentaje de formacién de callos (57,5 %) se alcanzé con 18,1 pM de 2,4-D.
Con la adicién al medio de cultivo de 50,0 mg.I"" de 4cido ascérbico fue posible eliminar los compuestos fendlicos en el explantey en
el medio de cultivo, ademds permitié incrementar el porcentaje de formacién de callos con estructuras embriogénicas hasta un 95 %.
El nimero mayor de embriones somaticos por callo se alcanzé en el medio de cultivo con concentraciones de 4,52 pM de 2,4- D,
combinada con 2,22 pM de 6-BAP. Por primera vez, se logré la formacién eficiente de embriones somaticos a partir de los callos
obtenidos de semillas inmaduras germinadas como explante inicial en la variedad CIAP 132-R.

Palabras clave: 2,4-Diclorofenoxiacético, 6-Bencilaminopurina, callos, embriogénesis somética, sorgo.

ABSTRACT

Several protocols of plant regeneration via somatic embryogenesis from Sorghum bicolor (L.) Moench have been development, however
the percentage of calluses with embryogenic structures and plant regeneration are low. Therefore this study aimed to generate somatic
embryos in red sorghum variety CIAP 132-R. Different concentrations of 2,4-D for callus formation, and three concentrations of
ascorbic acid to remove phenolics exudation were assayed by explant. For the formation of embryos different concentrations of 2,4-D
and 6-BAP were evaluated. The highest percentage of callus formation (57.5 %) was achieved with 18.1 uM 2,4-D. With the addition
to the culture medium of 50.0 mg.|" of ascorbic acid was possible to eliminate the phenolic compounds in the explant and in the
culture medium; also it allows increasing the percentage of calluses with embryogenic structures up to 95 %. The highest number of
somatic embryos per callus was achieved with a reduction in the culture medium of 2,4-D to 4.52 pM in combination with 2.22 pM
6-BAP. For the first time, the efficiency of somatic embryo formation was obtained from the freshly germinated sprouts of immature
seeds as initial explant CIAP 132-R.

Keywords: 2,4-Diclorofenoxiacetic, 6-Benzylaminopurine, callus, somatic embryogenesis, sorghum.
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INTRODUCCION

El sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] es un cereal de gran
importancia en las zonas semidridas tropical y subtropical
de Africa, India y China, donde persisten la sequia y altas
temperaturas, y abundan los suelos pobres en nutrientes
(O“Kennedy et al., 2006). Es una planta de metabolismo
C-4 con alta eficiencia fotosintética, lo que le permite
adaptarse bien a un entorno agroecoldgico cdlido y seco en
el que es dificil cultivar otros cereales (Liu et al., 2009). Se
utiliza en la alimentacién animal y humana, produccién de
fibra y es un excelente recurso para la produccién de etanol,
por su alto contenido de azdcares (Henry, 2010). Su cultivo
se ha generalizado, ocupando el quinto lugar entre todos los
cereales y la sexta especie mas sembrada (Zhao et al., 2010).
La necesidad mundial de aumentar de manera sostenible la
produccién de cereales como alternativa para contribuir a
la seguridad alimentaria y cubrir las necesidades crecientes
de los pueblos, ha propiciado que los productores busquen
mayores rendimientos en las dreas improductivas, con el uso
de especies que se adapten a esas condiciones (Diaz, 2008).

La variedad de sorgo de grano rojo CIAP 132-R ha sido
evaluada en condiciones de campo y se encuentra en fase
de generalizacién. Sin embargo, su produccién estd limitada
por el ataque de aves, enfermedades y plagas postcosecha
(Pérez et al., 2010) y por el alto contenido de taninos que
afecta la calidad y cantidad de proteina en el grano, asi como
la composicién de aminodacidos (Jaramillo et al., 1993).

Estas caracteristicas que limitan los diferentes fines
de uso de este cultivo necesitan de un programa de
mejoramiento genético, donde los métodos tradicionales se
encuentran limitados por los largos periodos de seleccién, la
complejidad del cardcter a mejorary la influencia del medio
ambiente. El uso de la biotecnologia y especificamente la
transformacién genética, facilita el mejoramiento de la
calidad de la proteina del grano (Zhao et al., 2000). El sorgo
ha sido caracterizado dentro de las monocotiledéneas
como una de las especies mds recalcitrante en cultivo in vitro
y para la transformacién genética (Maheswari et al., 2006).

Los primeros trabajos para la regeneracién de plantas
via embriogénesis somdtica indirecta fueron realizados
por Thomas et al. (1977) y Gamborg et al. (1977). Para la
formacién de callos en sorgo se han empleado varios tipos
de explantes: inflorescencias inmaduras (Jogeswar et dl.,
2007), yemas apicales (Maheswari et al., 2006), embriones
cigéticos inmaduros (Gupta et al., 2006), y embriones
cigéticos maduros (Zhao et al., 2008; Zhao et al., 2010);
no obstante, con ninguno de estos explantes se ha logrado
un alto porcentaje de formacién de callos con estructuras
embriogénicas y regeneraciéon de plantas.

A pesar de existir referencias en la literatura cientifica
sobre la formacién de embriones somdticos en este cultivo,
se ha demostrado que es genotipo dependiente, presenta
alta fenolizacién en la formacién de callos y los porcentajes
de regeneracién de plantas son bajos. En este sentido,
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lograr la formacién de embriones somdticos en la variedad
garantizaria disponer de material vegetal para trabajos de
mejoramiento genético.

El presente trabajo tuvo como objetivo formar embriones
somaticos a partir de callos de semillas inmaduras de sorgo
rojo variedad CIAP 132-R. Este constituye primera referencia
de la obtencién de embriones somaticos de esta variedad
de sorgo rojo empleando como explantes inicial semillas
inmaduras.

MATERIALES Y METODOS

Se empleé como material inicial semillas inmaduras de
sorgo (sorgo rojo) variedad CIAP 132-R, del banco de
plantas donantes de la Fase de Aclimatizacién del Instituto
de Biotecnologia de las Plantas de la Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas, en la ciudad de Santa Clara,
Cuba. Estas plantas donantes crecieron en condiciones
semicontroladasy sus paniculas fueron cubiertas con bolsas
de papel encerado a partir de su emisién (Fig. 1A).

Los medios de cultivo utilizados se especifican en cada
experimento. El pH de los diferentes medios de cultivo fue
ajustado a 5,7 con NaOH (0,1N) y HCI (0,1N) antes de la
esterilizacién en autoclave a una temperatura de 121°C y
1,2 Kg.cm? de presién, durante 20 minutos. Como agente
gelificante se utilizé 8,0 g.I'" de Agar Microbiolégico extradu-
ro (BIOCEN). Para los experimentos se utilizaron frascos de
vidrio de 250 ml de capacidad total y se afiadieron 30 ml de
medio de cultivo por frasco de cultivo.

La manipulacién de los explantes se llevé acabo en ca-
bina de flujo laminar horizontal. El instrumental (pinzas y
bisturies) fue desinfectado con una solucién de NaClO 1,0
% (v/v) durante 15 minutos.

Las semillas inmaduras fueron lavadas con agua potable
y detergente comercial, posteriormente se lavaron nueva-
mente y se colocaron en frascos de vidrio estériles de 250 ml.
50 semillas por frasco se desinfectaron en 200 ml de etanol
70 % (v/v) por un minuto, se deseché este desinfectante y
se afiadié una solucién de NaClO al 3 % con dos gotas de
Tween-80 por cada 1000 ml por 20 minutos en un agitador
orbital (RETOMED) a 180 rpm. Transcurrido este tiempo se
enjuagaron tres veces con agua desionizada estéril en cabina
de flujo laminar y se sumergieron en una solucién estéril de
acido citrico (50 mg.I""), hasta ser transferidas a los frascos
de cultivo con medio de cultivo para la formacién de callo.

El material vegetal en todos los experimentos, se colocé
en una cdmara de cultivo a una temperatura de 27 + 2 °Cy
oscuridad constante.

El disefio experimental empleado fue completamente
aleatorizado. El procesamiento estadistico de los datos
experimentales se realiz6 con la ayuda del paquete
computacional SPSS  versién 18,0 para Windows
(Microsoft®). Para la comparacién entre los medias se
aplicé el test de Kruskal-Wallis (alternativa no paramétrica
al Andlisis de Varianzas), y para la comparacién entre
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Figura 1. A. Panicula y semillas inmaduras de 19-20 dias de emitida de S. bicolor (L.) Moench, variedad CIAP 132-R utilizada como material
inicial para la formacién de callos. B-E. Callos de S. bicolor variedad CIAP 132-R formados a partir del brote de semillas inmaduras en medio de
cultivo con 4,0 mg.L" de 2,4-D a las 60 dias de cultivo de cultivo en sorgo rojo, variedad CIAP 132-R. B. Tejidos necrosado del explante inicial;
C. Callo compactos, friables, brillantes, de color amarillo y apariencia embriogénica; D. Callos blandos, coloracién amarillo crema, y apariencia
no embriogénicos; E. Exudacién de pigmentos de color oscuro al medio de cultivo; F. Callos formados a partir de semillas inmaduras de S. bicolor
(L.) Moench variedad CIAP 132-R en medio de cultivo MS, 2,4-D (18,1 pM )y 50 mg L de 4cido ascérbico, a los 60 dias de cultivo. Escalas:
A(panicula),B,C,E,F = 10 mm; D = 2mm.
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parejas de grupos se utilizé el test de Mann-Whitney con un
nivel de significacién para p < 0,05.

Efecto de 2,4-D (acido 2,4-Diclorofenoxiacético) en la
formacion de callo

El experimento se realizé con el objetivo de evaluar el efecto
diferentes concentraciones de 2,4-D (9,05; 18,1y 27,14 pM)
en la formacién de callos de Sorghum bicolor variedad CIAP 132-
R. Las semillas inmaduras se colocaron en un medio de cultivo
Murashige y Skoog (1962; MS, marca Duchefa, 4,32 g I'),
vitaminas MS, suplementado con 100 mg | de mio-inositol,
50 mg.I" de L-prolina, 3 % de sacarosa. Se utilizé 8 g I'" de Agar
extraduro (BIOCEN) como agente gelificante de los diferentes
medios de cultivo empleados para los experimentos.

Cada tratamiento tuvo 20 réplicas (frascos de cultivo)
con cuatro explantes, para un total de 80. A los 60 dias
se cuantificé el nimero de explantes que formaron callo,
expresado en porcentaje de callos por frasco de cultivo; asf
como el nimero de fenolizados. Se realizaron observaciones
visuales cada siete dias para detectar la presencia de
compuestos fendlicos en el medio de cultivo y el explante.

Efecto del dcido ascdrbico sobre la oxidacion fendlica durante
la formacion de callo

El experimento se realizé con el objetivo de evaluar el efecto
diferentes concentraciones de 2,4-D (9,05; 18,1 y 27,14
pM) en la formacién de callos de Sorghum bicolor variedad
CIAP 132-R. Las semillas inmaduras se colocaron en un
medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) (Duchefa) MS
(4,32 g L"), vitaminas MS, suplementado con 100 mg.I" de
mio-inositol, 50 mg.I" de L-prolina, 3 % de sacarosay 8 g.I"
de Agar extraduro (BIOCEN).

Cada tratamiento estuvo compuesto por 20 réplicas
(frascos de cultivo) con cuatro explantes cada uno. A los
60 dias se cuantificé el nimero de ellos que formaron callo,
expresado en porcentaje de callos por frasco de cultivo;
asi como el nimero de estos fenolizados. Se realizaron
observaciones visuales cada siete dias para detectar la
presencia de compuestos fendlicos en el medio de cultivo
y el explante.

Efecto de 2,4-D y 6-BAP (6-bencilaminopurina) en la
formacion de embriones somaticos

El experimento se desarrollé con el objetivo de formar
embriones somdticos. Se utilizaron callos con cuatro
subcultivos de  multiplicacién. Los callos  fueron
fragmentados y se colocaron en un medio de cultivo con
sales MS, vitaminas MS modificadas con una concentracién
de tiamina de 0,4 mg.l", suplementado con 100 mg.l’
de mioinositol, 20 mg.I" de 4cido ascérbico. Se ensayé el
efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D (1,11; 2,22,
4,52 uM) y 6-BAP (2,22; 4,44 y 8,88 pM) en la formacién y
diferenciacién de los embriones somaticos. Como control se
utilizé un tratamiento sin regulador de crecimiento.
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Se emplearon 20 réplicas (frascos de vidrio) por
tratamiento igual que el anterior experimento. En cada
frasco de vidrio se colocaron cuatro callos, para un total
de 80 por tratamiento. Se efectuaron observaciones
periédicas para detectar el momento de aparicién
de estructuras embriogénicas. Después de 30 dias de
cultivo se determiné la presencia o no de estructuras
embriogénicas en todos los tratamientos y se evalué el
nimero total de embriones somdticos por tratamiento,
el ndmero de embriones somadticos por callo segin la
etapa de histodiferenciacién. Todas las observaciones y
conteos se realizaron con un microscopio estereoscépico
(OLYMPUS Modelo BHA, Japén).

RESULTADOS

Formacion de callos en sorgo

Efecto de 2,4-D

A partir del tercer dia de cultivo, las semillas inmaduras
comenzaron a germinar y al mismo tiempo se observé la
exudacién de compuestos fendlicos alrededor del explante
y en el medio de cultivo en todos los tratamientos. Estos
influyeron de forma negativa en la germinacién de las
semillas de la variedad de sorgo rojo CIAP 132-R (Fig. 1B).

En todas las concentraciones evaluadas de 2,4-D se logré
la formacién de callos a partir de los brotes originados de
las semillas inmaduras germinadas in vitro. Se observé el
engrosamiento de la hoja cotiledonal a los 15 dias de cultivo
y a partir de ellas la formacién del callo. A los 60 dias se
formaron dos tipos de callos, unos compactos, friables,
brillantes, de color amarillo y apariencia embriogénica
(Fig. 1C) y otros blandos de coloracién amarillo crema, no
embriogénicos (Fig. 1D).

La mayor frecuencia de explantes que formaron callo
(50 %) se presenté con la concentracién de 18,1 uM de
2,4-D, con diferencias significativas respecto al resto de
los tratamientos (Tabla ). Durante la formacién de callos
se observé la formacién de compuestos fendlicos en la
totalidad de los explantes. También se produjo la exudacién
de pigmentos de color purpura al medio de cultivo (Fig. 1E).

Tabla 1. Efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D en la
formacién de callos en sorgo rojo variedad CIAP 132-R a partir de
semillas inmaduras a los 60 dfas de cultivo. Medias con letras no
comunes en cada columna difieren estadisticamente segtin prueba de
Kruskal-Wallis / Mann-Whitney para p < 0,05

Concentracién de 2,4-D  Porcentaje de formacién de callo

(M) (%)

Control 0,0c
9,05 42,50 b
18,1 57,50 a
2715 42,50 b




Formacién de embriones somaticos a partir de semillas inmadura de sorgo

Efecto del dcido ascorbico

La adicién de acido ascérbico redujo la exudacién y oxidacién
de los compuestos fendlicos en el explante y en el medio
de cultivo durante la formacién de callo, permitiendo su
crecimiento. La mejor concentracién fue 50 mg.I" (Tabla. II);
concentraciones mayores (80 mg.I", 100 mg.I"" tuvieron un
efecto inhibitorio.

La eliminacién de los compuestos fendlicos exudados
por los explantes al medio de cultivo, debié aumentar la
disponibilidad de los componentes del medio de cultivo para
el material vegetal, lo cual pudo influir en este incremento del
porcentaje de formacién de callos. Ademds no se observé la
presencia de pigmentos de color pardo oscuro en el explante
y ni en el medio de cultivo (Fig. 1F).

Tabla 2. Efecto de las concentraciones de acido ascérbico en la
formacién de callos de sorgo rojo variedad CIAP 132-R a los 60 dias
de cultivo. Medias con letras no comunes en cada columna difieren
estadisticamente segtin prueba de Kruskal-Wallis / Mann-Whitney
parap < 0,05

Concentracién de 4cido Porcentaje de formacién

ascérbico de callos
(mg.L™) (%)
Control 57,50 ¢
30,0 62,50 ¢
50,0 95,00 a
80,0 82,50 b
100,0 70,00 ¢

Figura 2. Embriogénesis somatica indirecta en S. bicolor (L.) Moench variedad CIAP 132-R, con formacién de embriones somaticos en diferentes
etapas de desarrollo en medio de cultivo con las sales MS; 4,52 pM de 2,4-D, y 1,11 pM de 6-BAP a los 30 dias de cultivo. A. Embriogénesis
somdtica de baja frecuencia, B. Embriones somdticos en etapa globular, C. Embriones somdticos en etapa escutelar, D. Embrién somatico en etapa
coleoptilar avanzada, E. Estructuras que no formaron embriones somaticos, sino que formaron raices en un medio de cultivo bajas concentraciones
de 2,4-D y 6- BAP. Las flechas sefialan los embriones. Escalas: A, B=5mm, C=2mm, D,E=1 mm.
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La concentraciones de 80 mg.I" y 100 mg.I" de &4cido
ascérbico tuvieron un efecto inhibitorio en la formacién
de callos respecto a la concentracién de 50 mg.I". Esto
pudiera indicar que estas concentraciones tuvieron niveles de
toxicidad explante inicial utlizado para la formacién del callo.

Esto resultados indicaron que es necesaria la adicién al
medio de cultivo de 50 mg.I" 4cido ascérbico para disminuir
la exudacién de compuestos fendlicos por los explantes
al medio de cultivo y lograr incrementar el porcentaje de
formacién de callos.

Influencia de 2,4-D y 6-BAP en la formacion de embriones
somadticos

A los 30 dias de cultivo en varios de los tratamientos se
observé la formacién de embriones en diferentes etapas de
histodiferenciacién (Tabla 3). Se obtuvo una embriogénesis
somatica de baja frecuencia (ESBF) (Fig. 2A). Esta se caracterizé
por embriones somdticos en diferentes etapas: globular de
forma redondeada, color blanco, traslicidos (Fig. 2B), escutelar
(Fig. 2C) y coleoptilar (Fig. 2D). Estos se presentaron de forma
aislada o en grupos en la superficie de los callos.

El mayor promedio de embriones somdticos por
callos (14) en esta variedad se logré en el tratamiento
14, en el cual se le adicioné al medio de cultivo 4,52 uM
de 2,4-D, combinada con 2,22 pM de 6-BAP (Fig. 3).
Este tratamiento fue significativamente superior al resto
de los tratamientos no solo en cuanto numero total
embriones somdticos por callo, sino que fue el unico
tratamiento donde se formaron embriones somdticos en
la tres etapas de histodiferenciacién (globular, escutelar y
coleoptilar). La mayoria de los embriones en el tratamiento
antes mencionado se encontraban en etapa globular y
escutelar. En los tratamientos del 1 al 10 en los cuales se
corresponden a las combinaciones de 2,4-D y 6-BAP de
las concentraciones mds bajas, no se formaron embriones
somaticos. En los tratamientos en que se adicioné 1.11 pm
de 2,4-D combinado con las concentraciones mds bajas
de 6-BAP (2,22 y 4,44 uM) se formaron raices adventicias
(Fig. 4E).

DISCUSION

En la formacién de callos con estructuras embriogénicas se
emplean diferentes reguladores de crecimiento, sin embargo
el 2,4-D es la auxina mds empleada con este propésito en
los cereales (Vikrant y Rashid, 2003). En sorgo, diferentes
protocolos refieren el empleo esta auxina para formar
callos con estructuras embriogénicas. Por ejemplo, Zhao et
al., (2010) lograron los mayores porcentajes de formacién
de callos con estructuras embriogénicas en las variedades
de sorgo Yuantian No1 (57 %) y M81E (74 %) cultivando
embriones cigdticos maduros en las sales MS con 18,1 pM
de 2,4-D. Por su parte Pola et al. (2008) lograron entre 40 a
84 % de formacién de callos con estructuras embriogénicas
en seis variedades de sorgo con 9,05 pM de 2,4-D
combinado con 2,32 pM de kinetina. En el presente trabajo
se le afiadié al medio de cultivo de formacién de callos
diferentes concentraciones de 2,4-D. La adicién exdgena
de este regulador de crecimiento estimulé la formacién
de callos para esta variedad y este tipo de explante. Los
mayores porcentajes de formacién de callos con estructuras
con estructuras embriogénicas se logré con 18,1 pM de 2,4-
D en el medio de cultivo de este regulador de crecimiento.

Es conocido que la toxicidad in vitro de los exudados
fendlicos esta en relacién con el incremento en la produccién
de estos compuestos ya que estos son oxidados para formar
quinonas, debido a la actividad de enzimas oxidativas y
posteriormente polimerizados (Tabiyeh et al., 2006).

Los resultados en el incrementé el porcentaje de
formacién de callo con la concentracién adecuada de esté
antioxidante (50 mg.I"") para la variedad estudiada y el tipo
de explante utilizado, pudiera estar dado por la eliminacién
de las sustancias oxidantes y una mayor disponibilidad de
los nutrientes presentes en el medio de cultivo. Ademas, este
agente reductor estd implicado en los procesos de divisién y
el alargamiento celular (de Pinto et al., 1999). Se conoce el
efecto de las hormonas enddgenas presentes en los tejidos
vegetales en los procesos de divisién y alargamiento celular.
Seguin Vasar (2004) los agentes antioxidantes tienen efectos
beneficiosos en la proteccién antioxidante de las hormonas

Tabla 3. Efecto de 2,4-D y 6-BAP en la formacién de embriones sométicos de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) variedad CIAP 132-R a los 30 dias
de cultivo. Medias con letras no comunes en cada columna difieren estadisticamente segtin prueba de Kruskal-Wallis / Mann-Whitney para p < 0,05.

Concentracién de

2,4-D y 6-BAP Ng. total ES/ Rangos ES en etapa Rango ES en etapa Rango
(M) e ES frasco medios globular/ frasco media escutelar/ frasco medio
2,22y 4.4 23 4,60 5,60 d 4,60 d 7,20 0 9,00 b
2,22y8.8 40 8,00 9,20 cd 8,00 cd 11,20 0 9,00 b
4,52y 0 123 24,60 18,20 b 23,60 b 19,80 1,00 11,40 b
4,52y2,22 311 62,20 27,40 a 52,80 a 27,60 11,20 21,50 a
4,52y 4.4 166 33,20 20,20 b 23,40 bc 18,00 9,80 20,90 a
4,52y88 90 18,00 12,40 be 8,20 be 9,20 9,80 21,20 a
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Figura 3. Efecto combinados de 2,4-D y BAP en la formacién de embriones somdticos de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) variedad CIAP
132-R a los 30 dias de cultivo. Los tratamientos 1 a 10 no generaron embriones. Medias con letras distintas en las barras difieren seguin las pruebas

de Kruskal-Wallis y Mann Whitney para p < 0,05.

enddgenas presentes en los explantes, responsables de los
procesos celulares antes mencionados.

Al respecto autores como Zhu etal. (1998) y Raghuwanshi
y Birch (2010) refieren que el principal problema descrito
en los diferentes protocolos de cultivo in vitro en sorgo es la
excesiva produccién de compuestos fendlicos, que afectan
la formacién de callos y regeneracién de plantas.

La adicién de antioxidantes al medio de cultivo ha sido
eficaz en la prevencién de la oxidacién, con un aumento
en la eficiencia de regeneracién de brotes (Farooq et dl.,
2002). Por su parte Baskaran y Jayabalan (2005) evitaron
la aparicién de la oxidacién fendlica con la incorporacién
al medio de cultivo de 4cido ascérbico (30 mg.I") y agua de
coco (5 %); asi lograron una alta frecuencia de regeneracién
en los genotipos de sorgo K8 y K5. Otros autores como Zhao
et al., (2010), eliminaron la oxidacién fendlica durante la
formacién de callos en las variedades de sorgo Yuantian No'1
y M81E con concentraciones de 10 mg.I""de este antioxidante.

En este trabajo, se observé la secrecién de compuestos
fendlicos al medio de cultivo, alrededor del explante, lo
que incrementd la mortalidad de las semillas inmaduras
empleadas como explante inicial e influyé de forma negativa
en la formacién de callo al impedir la germinacién de estas.
Por ello para eliminar el efecto negativo de los compuesto
fendlicos se le adiciond dcido ascérbico al medio de cultivo.
Con el 4cido ascérbico 50 mg.I" se logré una reduccién

significativa de la oxidacién fendlica y se incrementé el
porcentaje de formacién de callo hasta un 95 %.

Existen en la literatura cientifica referencia de varios
protocolos de regeneracién de plantas via embriogénesis
somadtica en sorgo (Zhao et al., 2010). Sin embargo, es
limitada la informacién que en ellos aparecen acerca
del proceso de formacién de embriones somdticos y la
descripcién de las diferentes etapas de histodiferenciacién. En
la regeneracién de plantas por esta via se emplean diferentes
reguladores de crecimiento (auxinas y citoquininas), pero el
tipo y concentracién que se han utilizado en los diferentes
protocolos de regeneracién de plantas son variados. La
combinacién de bajas concentraciones de 2,4-D y 6-BAP
estimularon la formacién de embriones somadticos en sorgo
variedad CIAP 132-R. La reduccién de las concentraciones de
2,4-D en el medio de cultivo es utilizado para la obtencién de
embriones somaticos en la mayoria de los cultivos de especies
monocotiledéneas, fundamentalmente en las Poaceas. En este
estudio la reduccién de la concentracién de 2,4-D de 18,1 a
4,52 uMy la adicién de 6-BAP (2,22 uM) al medio de cultivo,
estimulé la formacién de embriones somaticos. En este caso
el balance auxina / citoquininas en los tratamientos del uno
al diez, no fue suficiente para la formacién de embriones
somdticos por lo que se produjo la formacién de raices.

En condiciones experimentales las células embriogénicas
se desarrollan y expresan su potencial embriogénico. La fase
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de formacién y diferenciacién de los embriones es crucial,
aqui se determinan y especifican los patrones de polaridad
del eje apical-basal para el desarrollo de los 4pices caulinar
y radicular del embrién somdtico (Souter y Lindsey, 2000).

Como ha sido descrito por varios autores, las citoquininas
adicionadas al medio de cultivo pueden influir en la formacién
y diferenciacién de los embriones somadticos. Sobre esto,
George (1996) sefialé que las citoquininas promueven el
desarrollo de los embriones somaticos preformados. Estos
reguladores del crecimiento actian como un estimulo y
son requeridos para mantener la divisién celular y ademds
estdn involucradas en promover la transicién de las células
indiferenciadas hacia la diferenciacién (del Pozo etal., 2005).

El 2,4-D en concentraciones bajas ha sido el regulador
del crecimiento més estudiado para la formacién de callos
con estructuras embriogénicas en los cereales (Manjula et
al., 2000 y Bietal., 2007). Pola et al. (2008) obtuvieron una
alta frecuencia de callos con estructuras embriogénicas (84
%) cuando emplearon 9,05 pM de 2,4-D. Sin embargo, al
combinar esta auxina con otra citoquinina como la kinetina
(2,32 pM) lograron el mayor porcentajes de formacién de
callos con estructuras embriogénicas (100 %).

En sorgo Da Costa et al. (2002) y Mufioz (2003)
adicionaron 6-BAP en los medios de cultivo para la formacién
embriones somadticos, logrando con 4.44 pM el mayor
nimero de embriones somdticos por callo. Otros autores
como Gupta et al. (2006), Maheswari et al. (2006), Pola y
Mani (2006) también observaron el efecto estimulante de
la combinacién de auxina y citoquinina en la formacién de
callos con estructuras embriogénicas.

Los resultados del presente ensayo evidenciaron que la
combinacién del 2,4-D y de 6-BAP en el medio de cultivo en
bajas concentraciones favorecié el proceso de formacién y
diferenciacién de embriones somdticos a partir de callos con
estructuras embriogénicas en sorgo variedad CIAP 132-R.

CONCLUSIONES

Selogré la formacién de callos a partir de hojas cotiledonales
de semillas inmaduras de sorgo rojo, variedad CIAP 132-R.
La alta eficiencia en la formacién de callos con estructuras
embriogénicas fue estimulada por la concentracién
de 2,4-D, el efecto antioxidante del 4cido ascérbico y
el tipo de explante utilizado como material inicial. La
adicién de reguladores de crecimiento al medio de cultivo
favorecié la formacién de embriones somdticos. La bajas
concentraciones en el balance auxina / citoquinina exdgena,
incrementd la formacién de embriones somaticos.
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