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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto del sulfato de adenina en la regeneracion de
plantas a partir de callos de P. vulgaris cultivar ‘CIAP 7247F'. Para ello, se adiciond al medio de cultivo de
regeneracion dos concentraciones (20 y 40 mg 1) de sulfato de adenina y se incluy6 un control para
conformar un total de tres tratamientos. Se cuantifico el nUmero de brotes por tratamiento formados en el
medio de cultivo de regeneracion y en la elongacion se midio la altura de los brotes. Se determiné que el
empleo de 40 mg ! de sulfato de adenina en el medio de cultivo incrementd el nUmero de brotes por callo.
En el presente trabajo se demostré que la adicion de sulfato de adenina estimulé la formacion y elongacion
de brotes a partir de callos organogénicos de frijol comun cultivar ‘CIAP 7247F'.
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Adenine sulfate effect on shoot formation of Phaseolus vulgaris L.
cultivar ‘CIAP7247F via indirect organogenesis

ABSTRACT

This study aimed to determine the effect of adenine sulfate in plant regeneration from callus of Phaseolus
vulgaris L. cultivar ‘CIAP 7247F'. To this, it was added two concentrations (20 and 40 mg I'Y) adenine sulfate
to the regeneration culture medium and it was included a control to form a total of three treatments. The
number of formed shoots was quantified by treatment in the regeneration culture medium and the height of
shoot was measured in elongation medium. It was determined that the use 40 mg I adenine sulfate in the
culture medium increased the number of shoots per callus. In the present study it was demonstrated that the
addition of adenine sulfate stimulated the formation and elongation of shoots obtaining from organogenic
callus in common bean cultivar ‘CIAP 7247F".

Key words: callus, common bean, in vitro regeneration, tissue culture

INTRODUCCION

La obtencién de nuevas variedades de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) ha sido un objetivo
fundamental en los programas de mejoramiento
genético debido a lademanda del producto a nivel
mundial. Sobre esta base, la biotecnologia
vinculada con estos programas permite acortar
el tiempo de duracion de los mismos. Las
investigaciones encaminadas a desarrollar
protocolos de regeneracidn de plantas con el empleo
del cultivo de tejidos se han potenciado en los Ultimos
afios. En frijol comin mediante la via de
organogénesis indirecta exstian tres protocolos poco
repetibles e ineficientes (Arellano et al., 2009).

En el Instituto de Biotecnologia de las Plantas
se ha desarrollado un protocolo regeneracion
de plantas via organogénesis indirecta aplicado

a cinco cultivares de frijol comun (Collado et al.,
2013). Sin embargo, es necesario optimizarlo
para aumentar el crecimiento Yy vigor de las
plantas antes de ser llevadas a casa de cultivo.
De acuerdo con lo anterior, el presente trabajo
tuvo como objetivo determinar el efecto del sulfato
de adenina en la regeneracion de plantas a partir
de callos de P. vulgaris cultivar ‘CIAP 7247F'.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se emplearon callos de Phaseolus vulgaris L.
cultivar ‘CIAP 7247F’ formados a partir de

semillas frescas.

Para el desarrollo de los experimentos se utilizé
el protocolo de regeneracion de plantas via
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organogénesis indirecta descrito por Collado
et al. (2013). Se establecieron cinco
tratamientos los cuales fueron:

¢ medio de cultivo de regeneracién con 20 mg [
de sulfato de adenina (SA-20),

¢ medio de cultivo de regeneracién con 40 mg |
de sulfato de adenina (SA-40),

e medio de cultivo de regeneracién (control).

Una vez regenerados los brotes fueron
colocados en el medio de cultivo de elongacion.
Los medios de cultivo de formacion y
multiplicacién de callos, asi como los de
induccién y elongacion de brotes empleados,
fueron los propuestos por Collado et al. (2013).

En todas las etapas del protocolo las plantas
fueron colocadas en camaras de crecimiento
a 2512°C, con fotoperiodo de 16 horas luz/8 de
oscuridad. Para la iluminacién de la camara se
emplearon ldmparas fluorescentes con una
intensidad 45 umol m2s?. Se utilizaron frascos
de vidrio de 250 ml de volumen y se colocaron
cuatro callos por frasco de cultivo.

Las evaluaciones consistieron en cuantificar el
namero de brotes por callo colocado en el
medio de cultivo de regeneracion durante 21
dias y se midi6 la altura de las plantas (cm) a
los 14 dias en el medio de cultivo de elongacion.

Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos
relacionados con el nimero de brotes por callo

O r N W b OO N

Numero de brotes por planta

SA-20
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y la altura de las plantas se emple6 la prueba
de Kruskall Wallis/Mann Whitney para p<0.05,
previa comprobacién de los supuestos de
normalidad y heterogeneidad de varianza. Se
emple6 el paquete estadistico SPSS
(Statistical Package for Social Science)
version PASW Statistic 21.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el empleo del sulfato de adenina se logré
incrementar el numero de brotes por callo en
medio de cultivo de regeneracion. Los mayores
valores en el nimero de brotes por callo se
lograron con el empleo de 40 mg I de sulfato
de adenina en el medio de cultivo con
diferencias significativas con los otros dos
tratamientos (Figura 1).

De igual manera fue la respuesta en cuanto a la
altura de los brotes procedentes de las dos
concentraciones de sulfato de adenina. Los
mayores valores de altura de los brotes se
presentaron en aquellos que fueron regenerados
en el medio de cultivo que contenia 40 mg I de
sulfato de adenina con diferencias significativas
con los procedentes tratamientos. Estos dos
ultimos también difirieron significativamente entre
ellos con los valores més bajos de altura de los
brotes para el tratamiento control (Figura 2).

Los brotes elongados procedentes de los
medios de cultivo de regeneracion que
contenian sulfato de adenina presentaron una
coloracién verde més intensa que los
procedentes del tratamiento control (Figura 3).

SA-40 Control

Tratamientos

Figura 1. Efecto del sulfato de adenina en la formacion de brotes de P.
vulgaris cv. ‘CIAP7247F después de 21 dias de cultivo en medio de

cultivo de regeneracion.
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Figura 2. Altura de brotes de P. vulgaris cv. ‘CIAP7247F alos 21 dias de
cultivo en medio de cultivo de elongacion.

Figura 3. Plantas de P. vulgaris cv. ‘CIAP7247F después de 21 dias en
medio de cultivo de elongacion. a) Plantas procedentes del medio de
cultivo de regeneracion con 40 mg It de sulfato de adenina y b) plantas
procedentes del medio de cultivo de regeneracion (control).

El sulfato de adenina se ha empleado
previamente en la obtencién de brotes de frijol
comun pero con resultados variables. En este
sentido, Gaticas et al. (2010), lograron
incrementar el nimero de brotes en cinco
variedades mexicanas de frijol comun
regeneradas via organogenesis directa con el
empleo de sulfato de adenina. Ellos
encontraron que de cinco genotipos estudiados
tres alcanzaron los mayores valores en el
ndmero de brotes con el empleo de 40 mg Ity
dos con 20 mg I. Por el contrario, Quintero-
Jiménez et al. (2010), no observaron
diferencias cuando se incluyé adenina en los
medios basales en la formacién de yemas o
el desarrollo de brotes en cuatro cultivares de
P. vulgaris via organogénesis directa. Los
resultados del presente trabajo en

organogénesis indirecta coinciden con los
descritos por Garcia et al. (2012) para este
mismo cultivar ‘CIAP 7247F de P. vulgaris.
Estos autores lograron un incremento en el
namero yla altura de brotes regenerados pero
via organogénesis directa con el empleo de 20
mg I yafirmaron el beneficio de incorporar en
el medio de cultivo el sulfato de adenina.
También describieron una coloracion verde
maés intensa en las hojas de las plantas
regeneradas in vitro.

El reforzamiento de la actividad de la citoquinina
o el incremento en el crecimiento de brotes ha
sido demostrado con el empleo de adenina o
sulfato de adenina incorporado al medio de
cultivo. En este sentido, la adenina estimula la
embriogénesis y la callogénesis, incrementa el
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crecimiento en 4pices meristematicos, induce
la proliferacion de brotes y promueve la
formacion de brotes adventicios a partir de
callos o directamente del explante (van Staden
et al., 2008; Gatica et al., 2010).

En la presente investigacion se logré
incrementar el nimero de brotesy la altura de
los brotes con el empleo de sulfato de adenina
en el medio de cultivo de regeneracion de
brotes de P. vulgaris cultivar ‘CIAP 7247F'. Lo
anterior incrementa las posibilidades del uso
del protocolo de regeneracion in vitro en el
mejoramiento genético del frijol comun.
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