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RESUMEN

Para utilizar la transformacién genética en el mejoramiento de los cultivos es indispensable contar con
protocolos de regeneracion de plantas que permitan a las células transformadas poder crecer,
desarrollarse y regenerar plantas. Las leguminosas en general han permanecido recalcitrantes para la
regeneracion in vitro sobre todo la especie Phaseolus vulgaris L. Con el objetivo de lograr el crecimiento
y elongacién de brotes regenerados a partir de yemas adventicias de esta especie en el cv. CIAP 7247
se estudio la influencia de varios medios de cultivo propuestos en la literatura para las especies de
Phaseolus, ademas de varias concentraciones de AG, y de AgNO,. Los resultados mostraron que es
indispensable el AG, y el AgNO, en los medios de cultivo para la elongacion de brotes regenerados in
vitro a partir de yemas multiples en esta variedad. Las mayores concentraciones de este regulador del
crecimiento permitieron obtener brotes elongados con longitudes medias que oscilaron entre 0.94 cm
y 1.30 cm.

Palabras clave: elongacion, cultivo de tejidos, frijol

ABSTRACT

In order touse genetic transformation for plant breeding is indispensable to have protocols of plants regeneration
that enable transformed cells to grow, develop and regenerate new plants. Leguminous, in general, have
remained recalcitrant to in vitro regeneration; mainly in Phaseolus vulgaris L.specie. The influence of several
culture media, proposed in literature for Phaseolus species, and several concentrations of GA, and AgNOQ, in
the culture media were studied aimed achieved growth and elongation of shoots regenerated from adventitious
buds of this species in the cv. CIAP 7247. Results showed that the presence of GA, and AgNOQ, in the culture
medium is indispensable for the elongation of in vitro shoots regenerated from adventitious buds in this
variety. The biggest concentrations of this growth regulator enable to obtain shoots elongated tolongitudes
oscillating between 0.94 cm to 1.30 cm.
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INTRODUCCION descrita usando varios tipos de explantes

(meristemos, peciolo de hojas, ejes embrionarios,

El frijol comun (Phaseolus vulgaris) es
ampliamente cultivado en el mundo por ser una
valiosa fuente de proteinas, calorias, vitaminas y
minerales, en la dieta de millones de personas en
varias partes del planeta (Blair et al., 2006).

El mejoramiento genético de Phaseolus a través
de los programas convencionales es limitado. Esta
especie es susceptible a muchos microorganismos
(virus, hongos y bacterias) (Gram y Vance, 2003),
por lo que el empleo de la ingenieria genética para
su mejoramiento es una opcion que se ha
manejado hace varios afios (Guidolin, 2003). Esta
estrategia requiere de sistemas de regeneracion
de plantas rapidos y eficientes (Arellano et al.,
2008).

En Phaseolus la regeneracién a través de
organogeénesis y embriogénesis somatica ha sido

plantulas, embriones cigéticos) (Veltcheva et al.,
2005; Varisai Mohamed et al., 2006; Chidananda
y Maffei, 2008). Sin embargo, a pesar de algunos
éxitos con la transformacion genética (Russell et
al., 1993; Aragao et al., 1996; Dillen et al., 1997;
De Clercq et al., 2002; Zambre et al., 2005) las
especies de Phaseolus han permanecido
recalcitrantes para la regeneracion in vitro y la
transformacién genética (Varisai Mohamed et al.,
2006; Kanchiswamy y Maffei, 2008).

En articulo previo ha sido descrito un protocolo de
regeneracion de plantas via organogénesis directa
a partir de yemas adventicias (Garcia et al., 2008)
pero los brotes no superaron 1 cm de longitud.
Por esta razon, la presente investigacion fue
iniciada con el objetivo de lograr la elongacion de
los brotes regenerados en P. vulgaris L. cv. CIAP
7247 para su posterior aclimatizacion.
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MATERIALES Y METODOS

Como material vegetal se emplearon brotes de P.
vulgaris L. cv. CIAP 7247 regenerados a partir de
yemas adventicias segun el protocolo propuesto por
Garcia et al. (2008).

Los cultivos fueron incubados a 27 + 2°C en
condiciones de luz solar en las camaras de
crecimiento.

Influencia del medio de cultivo

Con el objetivo de evaluar la influencia del medio de
cultivo en la elongacion de los brotes se probaron
diferentes reguladores del crecimiento propuestos en
la literatura cientifica para el desarrollo de brotes en
Phaseolus.

Los medios de cultivo empleados se relacionan a
continuacion:

- Sales MS, sacarosa 30 g.I"", mio-inositol 100 mg.I,
vitaminas Heinz y Mee (1969), acido Indolbutirico
(AlB) 0.4 mg.I", &cido Giberélico (AG,) 1.38 mg.I"y
Nitrato de plata (AgNO,) 2.12 mg.I"" (Varisai
Mohamed et al., (2006); para el desarrollo de brotes
en Phaseolus angularis L.).

- Sales MS, sacarosa 30 g.I"!, mio-inositol 100 mg.I,
vitaminas Heinz'y Mee (1969)

- Sales MS, sacarosa 30 g.I"", mio-inositol 100 mg.I,
vitaminas Heinz y Mee (1969) y 6-Bencilaminopurina
(6-BAP) 0.1 mg.I"" (Zambre et al., (2005); para el
desarrollo de brotes en Phaseolus acutifolius.

Influencia de la adicion de AG, y AgNO,

Una vez determinado el medio de cultivo que permitié
los mejores resultados se realizé un segundo
experimento para evaluar la influencia del AG, y
AgNO,en la elongacion de los brotes. Para esto
se colocaron los explantes en diferentes medios de
cultivo como se detalla a continuacion:

1- Sales MS, sacarosa 30 gl!, mio-inositol 100 mg.I",
vitaminas Heinz y Mee (1969), AIB 0.4 mg.I", AG,
0.7 mg.I"

2- Sales MS, sacarosa 30 gl', mio-inositol 100 mg.I",
vitaminas Heinz y Mee (1969), AIB 0.4 mg.I", AG,
0.7 mg.I", AgNO, 2.12 mg.I"

3- Sales MS, sacarosa 30 gl"', mio-inositol 100 mg.I"",
vitaminas Heinz y Mee (1969), AIB 0.4 mg.I", AG,
1.4 mg.I"

4- Sales MS, sacarosa 30 gl', mio-inositol 100 mg.I",
vitaminas Heinz y Mee (1969), AIB 0.4 mg.I", AG,
1.4 mg.l", AgNO, 2.12 mg.I"
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5- Sales MS, sacarosa 30 gl!, mio-inositol 100 mg.I,
vitaminas Heinz y Mee (1969), AIB 0.4 mg.I", AG,
3.0 mg.I"

6- Sales MS, sacarosa 30 gl™!, mio-inositol 100 mg.I,
vitaminas Heinz y Mee (1969), AIB 0.4 mg.I", AG,
3.0 mg.I", AgNO, 2.12 mg.I"".

El pH de los medios de cultivo se ajustd a 5.7
previo a la esterilizacion en autoclave vertical. El
AG, fue esterilizado con filtro MILLIPORE 0.2 um
y afiadido al medio de cultivo en cabina de flujo
laminar.

Se colocaron 10 grupos de brotes por frasco de
cultivo de 250 ml de capacidad que contenian 30 ml
del medio de cultivo y se emplearon 10 frascos de
cultivo por tratamiento. Los explantes fueron
subcultivados cada dos semanas al mismo medio
de cultivo y las evaluaciones se realizaron a los 60
dias de cultivo.

Las variable evaluadas fueron el numero explantes
con brotes elongados por frasco, la longitud de
los brotes alongados (cm), el numero de brotes >
1 cm de longitud, el nimero de brotes > 3 cm de
longitud y el nimero de los explantes vivos. Se
definio como brote elongado aquel que desde la
base hasta la insercién de la primera hoja
alcanzara valores iguales o mayores a 0.5 cm de
longitud.

Para los analisis estadisticos se realizaron analisis
de varianza de clasificacién simple o doble. Para
determinar los grupos homogéneos y/o
significativamente diferentes, a un nivel de 5.0%,
se utiliz6 la prueba de rangos multiples de Tukey
o Dunnett’s C, esta ultima cuando no se cumplieron
los supuestos de homogeneidad de varianza.

RESULTADOS Y DISCUSION
Influencia del medio de cultivo

Los mejores resultados para la elongacion de
los brotes se obtuvieron en el medio de cultivo
que contenia AG,, AIBy AgNO, (Figura 1).
Aunque no se encontraron diferencias
significativas para el porcentaje de explantes
con brotes mayores de 5mm de longitud entre
los tres tratamientos (50, 42 y 38%
respectivamente) si se encontraron cuando se
evalud el niumero de brotes mayores de 1cm de
longitud entre el tratamiento 1 con el resto (Tabla
1). En este tratamiento, de los brotes elongados,
el 65% eran mayores de 1 cm y el 16.4% eran
mayores de 3 cm, mientras que en los demas
medios de cultivo la mayoria de los brotes no
rebasaron 1 cm de longitud. En el tratamiento 2 y
3 solo eran mayores de 1cm el 10.76% y el 16.4%
de los brotes respectivamente.
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Figura 1. Brotes de Phaseolus vulgaris L. cv. CIAP 7247 a los 60 dias de cultivo en el medio de cultivo compuesto
por Sales MS, sacarosa 30 gl'!, mio-inositol 100 mg.I"", vitaminas Heinz y Mee (1969), AIB mg.I", AG, 1.38 mg.I" y

AgNO, 2.12 mg.I".

Tabla 1. Influencia de los medios de cultivo en la supervivencia y elongacion de brotes en P. vulgaris L. cv. CIAP

7247 a los 60 dias de cultivo.

Tratamiento

Longitud brotes (cm)

Supervivencia (%)

1 1.32a
2 0.65b
3 0.61b
EE 0.07

67.7

68
60

ns

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren significativamente por prueba de Tukey para

(p < 0.05).

1- Sales MS, sacarosa 30 gl”, mio-inositol 100 mg.I", vitaminas Heinz y Mee (1969), AIB mg.I", AG, 1.38 mg.I",
AgNO, 2.12 mg.I" (Medio de cultivo propuesto por Varisai Mohamed et al. (2006) para el desarrollo de brotes en

Phaseolus angularis L.

2- Sales MS, sacarosa 30 gl!, mio-inositol 100 mg.I"", vitaminas Heinz y Mee (1969)
3- Sales MS, sacarosa 30 gl!, mio-inositol 100 mg.I", vitaminas Heinz y Mee (1969) 6-BAP 0.1 mg.I".

Cuando se evaluo la supervivencia de los explantes
en los tres medios de cultivo estudiados no se
encontraron diferencias significativas, lograndose
valores que oscilaron entre 60y 67.7% (Tabla 1).

Similares resultados fueron obtenidos en Phaseolus
angularis por Varisai Mohamed et al. (2006), quienes
refieren de 54.4 a 64% de brotes elongados, en
dependencia de la variedad, cuando se emple6 AG,
en el medio de cultivo, aunque la media de la longitud
de los brotes fue de 5.5 cm. En el presente trabajo
la media de la longitud de los brotes fue de 1.32 cm,
lo cual pudiera estar determinado por la especie
utilizada.

Uno de los problemas fundamentales que presentan
los protocolos de regeneracion de plantas que se
han desarrollado para estas especies es la poca
repetibilidad y la alta influencia que ejercen las
variedades en el comportamiento in vitro, lo cual
imposibilita extrapolar resultados de una a otra
especie o variedad. En este trabajo no se observaron

resultados favorables cuando se emple6 6-BAP en
el medio de cultivo, para el desarrollo de los brotes,
mientras que en la especie Phaseolus acutifolius se
utilizé esta citoquinina para el crecimiento y
desarrollo de brotes regenerados desde callos
obtenidos en medios de cultivo con TDZ (Zambre et
al., 2005).

Para lograr el crecimiento y elongacion de los
brotes que se regeneraron a partir de yemas
adventicias formadas en medios de cultivo que
contenian 1 mg.I" de TDZ. Fue indispensable la
adicion al medio de cultivo de AG, y AIB. Es bien
conocido que el TDZ suprime el crecimiento de
los brotes de meristemos apicales y en
contraposicion induce una profusa formacién de
meristemos laterales (Tzitzikas et al., 2004).
Ademas, se ha sugerido por numerosos
investigadores que este regulador del crecimiento
puede estar involucrado en la acumulacién o
sintesis de citoquininas (Capelle et al., 1983; Cruz
de Carvalho et al., 2000).
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Tabla 2. Efecto de la adicion AG,y de AgNO, (2.12 mg.I") en el crecimiento de brotes de P. vulgaris L. cv. CIAP 7247

a los 60 dias de cultivo.

Tratamientos

Numero de explantes con brotes

Longitud de los brotes (cm)

elong (%)
AGs 0.7 mg.I 16.7 be 0.58 ¢
AGs 0.7 mg.l”y AgNOs 22.1 be 088b
AGs, 1.4 mg.I 10.4¢c 094 b
AGs, 1.4 mg.I" y AgNOs 439a 1.05 ab
AG3,3mg.” 125¢ 093 b
AGs,3mgl"y AgNOs 31.2 ab 130 a
EE 0.06”

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren significativamente por prueba de Tukey o Dunnett

C’” para (p < 0.05)
Influencia de la adicion AG,y AgNO,

Cuando se estudiaron las diferentes concentraciones
de AG, y la presencia o no del AgNO, en el medio de
cultivo se encontré interaccion entre estos dos
factores cuando se evaluaron las variables explantes
con brotes elongados y la longitud de los brotes. Sin
embargo, cuando se analizé el nimero de brotes
por explante no se encontro interaccion entre estos
dos factores por lo que se muestran los resultados
independientes.

Como se observa en la tabla 2 los mejores
resultados se obtuvieron cuando se afiadieron las
concentraciones mas elevadas de AG, (1.4y 3
mg.I"") y AgNO, al medio de cultivo tanto para el
numero de explantes con brotes elongados como
para la longitud de los brotes (Tratamientos 4 y
6). Por lo que se seleccion¢ el tratamiento en 1.4
mg.I"" de AG,y 2.12 mg.I" AgNO,,.

Las diferentes concentraciones de AG, no influyeron
en el numero de brotes elongados por explante.
Sin embargo, cuando se utilizo AgNO, en el medio
de cultivo se obtuvo 1.89 brotes elongados por
explante como promedio, valor que difirio
signifcativamente del obtenido en los medios de
cultivo que no lo contenian (0.83).

Estos resultados son similares a los descritos por
Olhoft et al. (2003) quienes estudiaron el efecto del
AG,, y zeatina sobre la elongacion y crecimiento en
Glycine max . Ellos también notaron que el AgNO,
incremento la produccién de brotesdurante las dos
primeras semanas de cultivo en el medio de cultivo
de elongacion. Igualmente, en Pistacia versa la mayor
frecuencia de regeneracion (100%) se obtuvo cuando
el medio de cultivo contenia 1.8 mg.I"' de 6-BAP,
0.07 mg.I'" de AG, y 4-8 mg.I"" de AgNO, en
combinacion (Ozden-Tokatli et al., 2005).

Cruz de Carvalho et al. (2000) encontraron que
cuando las citoquininas fueron usadas solas en el

medio de cultivo el 63.8% de los brotes desarrollaron
con una longitud entre 1.3 y 1.7 cm, mientras cuando
se utilizaron en combinacién con el AgNO,, el 100%
de los brotes se desarrollaron entre 1.8 y 2.9 cm de
longitud.
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