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RESUMEN 
Se estudiaron diferentes aspectos relacionados con la formaci6n y propagaci6n del calla ernbrloqentco, asf como la regeneraci6n de plantas, a 
partir de inflorescencias j6venes de tres lfneas anoroesterses de Pennisetum americanum: 67A

3
_ 23A y 239A

2
O

2
• Se evalu6 la efectividad de diez 

combinaciones de reguladores del crecimiento sabre el media basal de Murashige y Skoog (1962). La combinaci6n de 2,4-0 (2,0 mg/L) + BA 
(0,4 mg/L) report6 resultados satisfactorios (66,7% de efectividad) en la inducci6n del calla smbrloqenlco para la variedad 23A. Se observ6 que 
la propagaci6n del calla ernbncqentco ocurre por formaci6n de embriones adventicios a bajas concentraciones de 2,4-D (0,5 mg/L) + agua de 
coco (15%). La regeneraci6n de plantas y su maduraci6n fue efectiva en medio con 2,4-D + (0, 1 mg/L) + agua de coco (15%) seguido del 
trasplante a los 30 dfas a media libre de hormonas. Se discuten los resultados. 
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ABSTRACT 
Different aspects related with the formation and propagation of embriogenic callus and the regeneration of plants were studied, from young 
inflorescences of three androsteril lines of Pennisetum americanum: 67~, 23A and 239Ap2• The effectiveness of ten combinations of growth 
regulators was evaluated on Murashige and Skoog's basal medium (1962). The combination of 2,4-0 (2,0 mg/L} + BA (0,4 mg/L) reported 
satisfactory results (66,7%) in the induction of embriogenic callus for the variety 23A. The propagation of the embriogenic callus by formation of 
adventitious embryos were observed in low concentrations of 2,4-D (0,5 mg/L) + coconut water (15%). The plants regeneration and their development 
was effective with 2,4-0 (0, 1 mg/L)+ coconut water (15%) followed by the transplant after 30 days to free of hormones medium. Results are 
discussed. 
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INTRODUCCION 
En Cuba la producci6n de forrajes esta basada 
fundamentalmente en el King grass, especie clasificada 
como Pennisetum purpureum K. Schum que fue 
introducida en nueslro pals en el afio 1975. Normalmente 
se siembra por propagaci6n vegetativa para garantizar 
el alimento destinado al consumo animal en la epoca de 
sequfa. 

Dada la necesidad de contar con otras variantes de 
plantas forrajeras que puedan adaptarse a las 
condiciones clirnatlcas de cada region, asf como a los 
diferentes prop6sitos productivos que se persigan, 
Martfnez et al. (1996) utilizaron el cultivo in vitro para la 
obtenci6n de mutantes de Pennisetum purpureum como 
variantes utiles de pastos tropicales. 

Otra de las posibilidades inmediatas de obtener nuevas 
variedades y queen la actualidad continua siendo objeto 
de estudio, es el cruzamiento entre especies de 
Pennisetum y su posterior evaluaci6n (Yadav et al., 1995 ; 
Noitsakis et al., 1996); en nuestro pats se han desarrollado 
cruces de Pennisetum purpureum con Pennisetum 
americanum manipulando If neas androestertles, lo cual 

resulta complejo si no se cuenta con el mantenedor y el 
regenerador de cada androesteril. 

Por otra pa rte, la micropropagaci6n vl a embrloqenests 
sornatlca resulta una buena opci6n para la propagaci6n 
acelerada de estas If neas de interes, Shenoy y Vasil 
(1992) avalaron la utilizaci6n de este rnetodo y sus 
resultados confirman reportes anteriores acerca de la 
uniformidad genetica de las plantas derivadas de 
embriones sornaticos: asf mismo, contar con un sistema 
repetible de propagaci6n de callos ernbrloqenlcos permits 
el desarrollo de tecnicas rnutaqenicas (Herrera et al., 
1996), que incluyen sistemas de selecci6n de lfneas 
resistentes a condiciones de estres, tanto en medio s6Iido 
como en suspensiones celulares desde los estadios mas 
tempranos del desarrollo de las plantas (Herrera et al., 
1989; Rai y Kumar, 1994; Ashraf et al., 1995 ; Tepe y 
Harms, 1995). 

El objetivo del presents trabajo es obtener por embrio­ 
genesis sornatica, un esquema de micropropagaci6n de 
If neas androesteriles de Pennisetum americanum, a partir 
de inflorescencias j6venes. 
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MATERIALES Y METODOS 
lnducci6n del callo embriogenico 
Se utilizaron como explantos fragmentos de un 
centrmetro de inflorescencias j6venes de tres lfneas 
androesterllss de Pennisetum americanum: 67 A

3 
23A y 

239Ap2, cultivadas en condiciones de campo sabre suelo 
ferralrtico rojo. Se probaron tres variantes de medias de 
cultivo (IC328, IC322· e IC23) constituidos por el MS 
(media basal de Murashige ·y Skoog, 1962) y 
suplementados con reguladores del crecimiento seg(m 
se describe en la tabla I. Se utilize agar (OXOID No.3) al 
0,65% y el pH se ajust6 a 5,7. 

Se colectaron fragmentos terminales de aproxima­ 
damente 12 cm de plantas en prefloraci6n y se 
trasladaron al laboratorio sumergidos en soluci6n diluida 
al 0,5% de cloro comercial (Kinsol al 2,5% IA) .. 
Posteriormente se les aplic6 tres lavados con agua 
destilada y se pasaron al flujo laminar donde se 
desinfectaron con alcohol al 70% durante un minuto y 
10% de cloro comercial por 1 O minutos. Las 
inflorescencias j6venes fueron extrafdas intactas de su 
envoltura de hojas y los explan_tos obtenidos se inocularon 
en tubas de ensayo conteniendo 1 O ml de media para la 
iniciaci6n del calla. Los cultivos se mantuvieron en 
condlclones de oscuridad total y a temperatura de 
(26±2)°C durante cinco semanas. 

Micropropagaci6n del callo embrlogenlco 
Los callas inducidos se fragmentaron, siguiendo el mismo 
procedimiento en todas las variedades, descartando las 
porciones friables y necr6ticas y seleccionando las 

ernbrioqenicas, estas ultimas se trasplantaron a tres 
medios de cultivo, dos de ellos utilizados en la fase de 
inducci6n (IC322 y IC23) y el RC123 con una disminuci6n 
en la concentraci6n de auxina (Tabla I). Se realizaron 
dos subcultivos cada cuatro semanas, para evaluar la 
potencialidad de la propagaci6n en 25 fraqrnentos de 
callas por media de cultivo. Se mantuvieron las mismas 
condiciones de incubaci6n. 

Regeneraci6n de plantas 
Para esta fase los callos embriogenicos propagados se 
subdividieron en secciones de aproximadamente 1 cm y 
se trasplantaron a diterentes variantes del MS: RP86, 
RP300A, RP300, RP170, RP325 y RP1 (Tabla l);se sem­ 
braron 25 callas por variante y se incubaron en luz 
artificial (3000-4000 lux) con fotoperr odos de 16 hr/luz y 
temperatura de( 26±2)°C. A las cuatro semanas se 
trasplantaron todos los callas al medio MS sin adici6n de 
hormonas y sin variar las condiciones de incubaci6n. 

RESULTADOS Y DISCUSl6N 
Solamente el 68% de los explantos iniciados in vitro 
resultaron viables, lo que puede estar relacionado con 
las caracterfsticas del material, especfficamente su grado 
de inmadurez; sin embargo, la factibilidad del empleo de 
inflorescencias j6venes (no mayores de 3.0 cm) para 
obtener callas embrioqenlcos esta avalada por Da Yuan 
y Vasil (1982). Cheng .(1992) y Botti y Vasil (1983) 
determinaron que la respuesta de este tipo de explanto 
se vincula con el estado de primordio floral, en hfbridos · 
de Pennisetum americanum x P purpureum y en 
Pennisetum purpureum respectivamente. 

TABLA I 
Variantes de combinaciones de reguladores del crecimiento adicionadas al MS utilizadas para 
la inducci6n del calla (IC), reproducci6n del callo embrloqenlco (RC) y regeneraci6n de plantas 
(RP). 

Mediosde Reguladores de crecimiento (mg/L) 
cultivo 2,4-D BAP Agua de IAA KINETINA Malato de Acido 

coco(%) amonio absfcico 
ll.;238 2,0 04 50 - - - - 
IC322 2,5 - i:.n - - - - 
IC23 2,0 0,4 - - - - - 
n\..il..-:~ 0,5 - 15,0 - - - - 
RP86 0,1 - 15,0 - - - - 
RP300A 0,2 - - 0,2 1,0 - - 
RP300 - - - 0,2 1,0 - - 
RP170 - 1,0 15,0 1,0 - - - 
RP325 - - - - - 4000 0,01 
RP1 - - - - - - - 

BAP: 6-bencilaminopurina; IAA: aoldo lndolacetlco: 2,4-D: acldo 2,4 dlclorofenoxclacstlco: 
Kinetina: furfurilaminopurina. 
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La proliferaci6n del callo fue evidente a los 21 dtas de 
realizada la siembra, deftniendose claramente tres 
variantes de textura: friable, semifriable y ernbrioqenico 
(Fig.1 ). Los callas ernbrioqenlcos y la porci6n embrio­ 
genica de los semifriables se caracterizaron por un color 
blanco opaco, de consistencia endurecida y estructuras 
globulares no definidas; a las cinco semanas su talla 
permiti6 el trasplante a los medios utilizados para su 
multiplicaci6n. 

El medio IC23 reporto resultados satisfactorios para el 
66, 7% de las cultivos en la inducci6n del cal lo 
ernbrtoqentco para la variedad 23A, las otras dos 
variedades respondieron discretamente con la 
combinaci6n del IC322 (Tabla II); la composici6n 
hormonal de ambos medios se encuentra en el rango de 
estimulaci6n efectiva sugerido por Vasily Vasil (1981) y 
Bajaj y Dhanju (1981 ), para Pennisetum americanum y 
Pennisetum purpureum respectivamente. 

TABLA II 
Porcentajes de inducci6n del calla 
ernbrloqenlco par variedad y media de cultivo 
utilizado. 

LA.IMC IC328 IC322 IC23 

67A3 
13,3 39,0 16,0 

23A 46,1 42,0 66,7 

239A2D2 
0 36,0 5,0 

LA: llneas androesteriles: MC: media de 
cultivo. 

La propagaci6n de los callos embrioqenicos result6 
altamente efectiva con las condiciones de incubaci6n 
establecidas, para los dos subcultivos realizados y las 
tres combinaciones de media de cultivo utilizadas 
(Tabla Ill). Se destac6 el RC123 con un 80% de callos 
con nuevo crecimiento, lo cual puede sugerir que la 
cornbinaclon hormonal estimulativa para la multipllcaclon 
del callo ernbrioqenlco de lfneas androesterlles de 

Pennisetum americanum, debe ser cercana a la que 
incluye el media ,de regeneraci6n propuesto para otras 
especies de este genera (Passos y Katterman, 1994). 
Los embriones sornatlcos de Pennisetum, al igual que 
embriones ciqotlcos, son pequeiios y pasan de un estado 
a otro en cortos pert odos. En nusstro trabajo se pudo 
observar adernas, que la propagaci6n ocurre por 
formaclon de embriones adventicios a partir de las 
embriones primaries en estado globular. 

La conversion de embriones en plantas fue visible a los 
30 df as de realizado el trasplante a las medias de cultivo 
en estudio. El RP170 prornovto el mayor porcentaje de 
conversion por fragmento del callo. Resultados similares 
obtuvo Martfnez et et, (1996) en Pennisetum purpureum; 
no obstante, los porcentajes de conversion obtenidos en 
el RP86 (par encima del 50%) deben ser tomados en 
cuenta como potencialmente factibles (Fig.2); estos 
resultados coinciden con lo sugerido par diversos auto res 
en relaci6n a qua la disminuci6n paulatina de la 
concentraci6n de auxinas (2,4-0) hasta su eliminaci6n 
total, contribuye a la rnaduraclon de los embriones 
sornatlcos y su futura conversion en plantas, mientras 
que elevadas concentraciones de auxinas inhiben la 
embrioqenesls y provocan el desarrollo precoz de las 
embriones (Cheng, 1992). EL RP-325 no result6 tan 
efectivo coma propusieron Vasil y Vasil (1981) para 
hfbridos de Pennisetum (Fig.3). Las variantes del media 
RP300, RP300A, e inclusive, la RP1 aportaron resultados 
discretos pero no despreciables. 

El trasplante de los callas a RP1 · (medio basal MS), 
permitio el proceso de conversion de las embrionas en 
estados inferiores de desarrollo, disminuyendo asl las 
perdidas por asincronla, adernas de contribuir a la 
rnaduracion de las vitroplantas .. 
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TABLA Ill 
Respuesta del callo embnoqeruco a las combinaciones hormonales utilizadas para su propagaci6n y la 
regeneraci6n de plantas. 

RE/MC RC123 IC23 IC322 RP86 RP300 RP300A RP170 RP325 RP1 
PE 83 72 60 - - - - - - 
PC - • 56 52 44 64 16 41:j - - 

RE: respuesta embrloqenlca; MC: media de cultivo; PE: porcentaje de callas embrioqsnlcos con 
nuevo crecimiento; PC: porcentaje de conversion. 
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Fig. 1. Variantes de textura caracterfsticas de los callas de lineas androestsrtles de Pennisetum americanum en los medics de cultivo utilizados. 
a) friable, b) semifriable y c) ernbrloqenlco, 

Fig. 2. Proceso de conversi6n de embriones sornatlcos a partir de 
su trasplante a embriones medic MS + 0, 1 mg/L de 2,4-D + 15 % 
de agua de coco ( RP86 ). 

Fig. 3. Baja efectividad en la conversion de la combinaci6n de Malato 
de amonio + Acido absfcico. 

81 


