Pastos y Forrajes Vol. 10, No. 3, 1987

REGENERACION DE PLANTAS A PARTIR DE CULTIVO DE TEJIDO
EN HIERBA DE GUINEA (Panicum maximum Jacq.)
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Perico, Matanzas, Cuba

Se llevé a cabo un trabajo de regeneracion de plantas a partir de cultivo de tejidos en hierba de
guinea. Para ello se utilizaron callos provenientes de tejido meristematico apical del cv. Likoni. Estos
se obtuvieron en un medio nutritivo Murashige y Skoog (MS) suplementado con 3 mg de &cido 2,4
diclorofenoxiacético por litro y agua de coco al 10%. Con posterioridad estos callos fueron transferidos
a medio MS con Kinetina a diferentes concentraciones (0,1-0,4 mg/l) y a medio MS suplementado con
Acido Indol Acético, de 0,1-0,3 mg/l. Las plantulas solo se regeneraron en el medio con 0,3y 0,4 mg
de Kinetina por litro, pero en esta Ultima en menor proporcién. Teniendo en cuenta los resultados se
recomienda utilizar 0,3 mg de Kinetina por litro para la regeneracion de plantas a partir de callos de
este cultivar. Ademas, se sugiere investigar la morfogénesis a partir de otros tejidos del vegetal en las

condiciones de nuestro laboratorio.
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A plant regeneration work has been carried out from tissues culture in guinea grass. Callus from apical
meristematic tissues in cv. Likoni were used. These callus were obtained in a nutritivo Murashige and
Skoog medium which was supplemented with 3 mg of 2,4 diclorophenoxiacetic acid per liter and
coconut water at 10%. The callus were moved to a MS medium with Kinetine having different
concentrations (0,1-0,4 mg/l) and to a MS medium supplemented with Indol Acetic Acid (0,1-0,3 mg/l).
Seedlings were only regenerated in the medium containing 0,3 and 0,4 mg of Kinetine per liter, but in
this last with less proportion. The use of 0,3 mg of Kinetine per liter for plants regeneration from tissues
in this cultivar, is recommended. Investigations of morphogenesis from other vegetable tissues under

our conditions are suggested.

Additional index words: Plant regeneration, tissue culture, Panicum maximum

La hierba guinea es una especie bien ras. Esta especie comenz6 a estudiarse
adaptada a las condiciones tropicales y con fines de mejoramiento a partir del
resulta de considerable importancia eco- afio 1973 por Sidak y Segui, quienes
némica para nuestras empresas ganade- perseguian como objetivo principal obte-
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ner cultivares con alta produccion de
materia seca; a partir de 1980 se estable-
cié un programa de cruzamientos.

Sin embargo, el avance alcanzado en
las técnicas de cultivo in vitro en el
mundo, ha permitido que las mismas se
empleen en el mejoramiento genético,
por lo que en nuestra Estacién se ha
comenzado su introduccibn como com-
plemento tanto de este programa como
de otros que se inician en la actualidad
con otras especies. Ello esta avalado por
los éxitos alcanzados en un grupo de
gramineas pratenses por algunos investi-
gadores que lograron regenerar plantas
partiendo de diferentes partes, como
embriones inmaduros, segmentos de
inflorescencia inmadura, segmentos de
hojas inmaduras, tanto en cultivo de callo
como por suspension celular (Lu y Vasil,
1981 a 1982; Hanna, Lu y Vasil, 1984).

No obstante la gran cantidad de
literatura que se ha acumulado en los
Gltimos arfios, donde se recomiendan di-
ferentes medios para la regeneracion de
plantas (incluyendo Panicum maximum),
la extrapolacion de los resultados para
predecir las condiciones para la rege-
neracion de una planta dada es practica-
mente imposible (Minocha, 1984).

El objetivo de este trabajo fue la
de

diferentes medios, a partir de callos pro-

regeneracion plantas, utilizando
venientes de tejido meristematico apical

de P. maximum cv. Likoni.
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MATERIALES Y METODOS

Para realizar este trabajo se emplea-
ron como donantes plantas jévenes del
cultivar Likoni desarrolladas en inverna-
dero. Como explante se empleé el
meristemo apical de estas plantas (2 a 3
mm de diametro), el cual fue esterilizado
en etanol 70% durante un minuto,
seguido por hipoclorito de sodio al 8%
durante 10 minutos y enjuagado (5
veces) con agua destilada estéril.

El callo, a partir de dicho explante, fue
obtenido en un medio Murashige y Skoog
(MS) (1962), el cual contenia 3% de
sacarosa y 0,8% de agar, suplementado
con 3 mg del acido 2,4 dicloro-
fenoxiacético (2,4 - D) por litro y agua de
coco al 10%. El pH del medio oscilé entre
56 y 58 y la temperatura entre 26 y
28°C en completa oscuridad (Lu y Vasil,
1981b).

Algunos de estos callos fueron
transferidos a medio MS con diferentes
concentraciones de Kinetina (0,1; 0,2;
0,3; 0,4) y otros a medio MS con
diferentes concentraciones (0,1; 0,2; 0,3)
de Acido Indol Acético (AlA); también se
realiz6 un ensayo en medio MS sin
hormonas. El pH del medio se ajusté
entre 5,6 y 5,8 antes de someterlos a la
autoclave. Todos los cultivos fueron
incubados de 26 a 28°C, con 48 horas de
luz y 8 de oscuridad; la intensidad lumi-
nosa oscilé entre 5 000 y 7 500 lux.

Las plantulas obtenidas con pobre
desarrollo del sistema radicular, fueron
pasadas para medio MS sin vitaminas, ni
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hormonas y con 8% de azlcar, con
vistas a lograr un mayor enraizamiento.

Finalmente estas plantulas regenera-
das fueron trasplantadas a bolsas con
tierra estéril, luego a macetas (en
invernadero), y posteriormente fueron
pasadas a fase de campo.

RESULTADOS Y DISCUSION

del
trasplante de los callos a medio de

Transcurrida una semana

regeneracién, se observaron algunas
zonas verdes en la superficie de este, las
cuales, al cabo de 7 dias, se convirtieron
en brotes o yemas, donde comenzaron a
de
coloracion verde morada. En el periodo

despuntar las primeras hojas

subsiguiente (3 a 4 semanas), se

observaron, finalmente, las plantulas
obtenidas. Esto ocurrié en las variantes
donde se empleé 0,3 y 0,4 mg de

Kinetina por litro, no asi en el resto don-

donde no hubo regeneracion alguna. Con
0,3 mg de esta hormona por litro se obtu-
VO un mayor numero de plantas que con
0,4, tal como se muestra en la tabla 1.

El por ciento de plantas resultdé bajo,
aun en el mejor medio, debido posible-
mente a que un numero considerable de
callos resultaron friables, los cuales no
regeneran plantas (Vasil, 1984). Ademas,
para la regeneracién de plantas tiene
del
tejido que se toma como explante, la cual

importancia la totipotencia inicial
depende de la especie, del 6rgano y de
la parte del 6rgano utilizado. Por ejemplo,
Lu y Vasil (1981b) notaron que la division
celular estuvo localizada casi exclusiva-
mente en la mitad inferior del mesdfilo y
en la epidermis inferior; las células del
meséfilo superior se dividieron muy
raramente y las de la epidermis superior
no se dividieron cuando fueron colocadas

en un medio pera formar callos.

Tabla 1. Efectos de la Kinetina y el AIA en la regeneracion de plantulas a partir de callos

en guinea likoni.

Hormona Concentracion Numero No. de pl_éntulas %
(mg/l) de muestras obtenidas
Kinetina 0,1 13 0 i
0,2 13 0 )
0.3 13 3 23,0
0,4 13 1 76
0 13 0 )
AlA 0.1 13 0 )
0,2 13 0 )
0,3 13 0 }
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Por otro lado, Chlyah (1984) estudio
en una poblacion celular la sintesis del
DNA y cudles células producian morfo-
génesis en las células epidérmicas (por
un procedimiento de marcaje radiactivo)
y observo dos poblaciones de células; (a)
una poblacion que no sintetizé DNA, ni
se dividid ni participé en la morfogénesis
y representd el 80% de todas las células,
y (b) una segunda poblacion constituida
por el 20% de las células restantes
formadas por dos subpoblaciones: célu-
las que sintetizaron DNA entre 0 y 20
horas de cultivo, pero que no se
dividieron, y células que sintetizaron DNA
entre 20 y 48 horas, se dividieron y
generalmente participaron en la forma-
cién de brotes.

Ello sugiere que del total de células
gue conforman el callo, solo una peque-
fla porcibn es capaz de regenerar
plantulas.

Nuestros resultados parecen confir-
mar que el nivel endégeno celular de una
fitohormona al cambiar de medio el callo
tiene influencia en la diferenciacion de
plantas (Thomas y Street, 1970 y Walker
y col., citados por Minocha, 1984), ya
gue al suplementar el medio solo con
una citoquinina este fue capaz de rege-
nerar plantulas; aunque Bajaj y Dhanju
(1981) emplearon solo una auxina en el
medio y lograron plantulas de esta
misma especie, a pesar de la afirmacién
hecha por la literatura técnica acerca de
gue es necesario que existan en el medio
combinaciones de auxina y citoquinina
para diferenciar plantulas.

Ello viene a confirmar la necesidad de
realizar estudios bioquimicos en las célu-
las del callo que determinen los posibles
niveles endogenos de las fitohormonas
gue han sido empleadas en los medios
precedentes.
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Se sugiere investigar la morfogénesis
a partir de otros tejidos del organismo
vegetal en las condiciones de nuestro
laboratorio y se recomienda la utilizacion
de 0,3 mg de Kinetina por litro.
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