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RESUMEN

El género Phaseolus se ha demostrado que es recalcitrante a la regeneracion in vitro de plantas lo cual
es un requisito indispensable para iniciar un programa de mejoramiento genético. Con el objetivo de
lograr el enraizamiento y aclimatizacion de brotes regenerados del cv. CIAP 7247 se estudio la influencia
deL AIB en el medio de cultivo. Ademas, se evaluo la longitud de los brotes y la supervivencia de las
plantas enraizadas en la fase de aclimatizacion. Los resultados mostraron que es indispensable el AIB
para la induccion de raices en esta variedad. Se comprobd que los brotes con 1cm o mas de longitud
pueden ser transferidos a los medios de cultivo de enraizamiento donde se obtienen porcentajes de
formacion de raices mayores de 70.6% y supervivencia en fase de aclimatizacion fue 95%. No se
encontraron diferencias en cuanto al color y forma de las hojas y tallo y todas las plantas aclimatizadas
fueron fértiles.
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ABSTRACT

The genus Phaseolus showed to be recalcitrant to in vitro plant generation, which is a prerequisite to start a
breeding program. Influence of IBA in the culture medium and the shoot longitude were studied in order to
achieve rooting and acclimatization of regenerated shoots of the cv. CIAP 7247. Survival of plants in the
acclimatization phase was also evaluated, as well as morphological characteristics and fertility them. Results
showed that IBAis indispensable for roots induction in this variety. Shoots with 1cm or more can be transferred
to the rooting culture medium where percentages of roots formation 70.6% and 95% of plants acclimatization
are obtained. Differences in the morphological characteristics were not found taking into account color and
shape of leaves and shoota. Besides, all the plants were fertile.
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INTRODUCCION 2003). No obstante, en las especies de

Phaseolus estas técnicas se hacen muy

Phaseolus vulgaris es una de las especies del
género Phaseolus que mas se cultiva
mundialmente como fuente de alimentacién
por sus valiosos aportes a la dieta de millones
de personas en paises de América, Asia y Africa
(Delgado-Sanchez et al., 2006).

Dentro de los programas de mejoramiento
genético la busqueda de variedades mas
productivas, resistentes a estrés biotico y abiético
es una tarea primordial para satisfacer las
necesidades siempre crecientes de la poblacion.

Entre las herramientas que se han utilizado para
acelerar el desarrollo de nuevas variedades
esta la transformacion genética (Guidolin,

dificiles por lo recalcitrante del cultivo in vitro y la
poca reproducibilidad de los experimentos, entre
otras causas (Shamsudeen et al, 2006;
Kanchiswamy y Maffei, 2008). Phaseolus
acutifolius es la Unica especie de Phaseolus que
puede ser facilmente transformada con
Agrobacterium tumefaciens (Terryn et al., 2008).

Para poder desarrollar estas técnicas es
indispensable contar con protocolos de
regeneracion de plantas eficientes que permitan
llevar las investigaciones hasta la evaluacion
de las plantas en el campo.

El cultivo de tejidos y la regeneracion de plantas
en P. vulgaris ha tenido serias dificultades



178

desde el inicio. Diferentes explantes han sido
utilizados para la regeneracion directa de
plantas siguiendo la via de la organogénesis
(Guidolin, 2003), pero se ha demostrado que
esta especie es genotipo dependiente y es
dificil repetir los protocolos desarrollados en
otras variedades (Collado et al., 2008).

Garcia et al. (2008) propusieron un protocolo
de regeneracion de plantas via organogénesis
directa a partir de yemas mualtiples en P.
vulgaris L. cv. CIAP 7247. En la presente
investigacioén se realizan un conjunto de
experimentos con el objetivo de lograr el
enraizamiento y la aclimatizacion de plantas
regeneradas in vitro en este cultivar.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon brotes elongados de P. vulgaris
L. cv. CIAP 7247 regenerados in vitro a partir
de yemas multiples segun el protocolo
propuesto por Garcia et al. (2008).

Se emplearon frascos de vidrio de 250 ml de
capacidad con 30 ml de medio de cultivo. El
pH de los medios de cultivo se ajusté a 5.7
previo a la esterilizacion con NaOH 1.0 Ny
HCI 1.0 N.

Se colocaron seis explantes por frasco de
cultivo que contenian 30 ml del medio de cultivo
y se emplearon 10 frascos por tratamiento. Los
explantes fueron subcultivados cada dos
semanas al mismo medio de cultivo y las
evaluaciones se realizaron a las 4 semanas.
El material vegetal se incub6 a 27 + 2 °C en
condiciones de luz solar en las camaras de
crecimiento.

El disefio experimental empleado fue
completamente aleatorizado para todos los
experimentos, dadas las condiciones de
homogeneidad en las que se desarroll6 la
investigacion. Para los analisis estadisticos se
realizaron analisis de varianza de clasificacion
simple. Para determinar los grupos
homogéneos y/o significativamente diferentes,
aun nivel de 5.0%, se utilizé la prueba de rangos
multiples de Tukey.

Influencia del acido indol butirico (AIB)

Brotes elongados, con longitud mayor o igual a
3 cm, fueron separados y colocados en
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distintos medios de cultivo con el objetivo de
lograr el enraizamiento. El medio de cultivo
basal estuvo compuesto por las sales
Murashige y Skoog (1962), sacarosa 30 g.I%,
vitaminas propuestas por Heinz y Mee (1969)
y se estudiaron tres concentraciones de AIB
(0.0, 1.0y 2.0 mg.I"%). Se utiliz6 como control el
medio de cultivo libre de reguladores del
crecimiento.

Se cuantificé el nimero de brotes enraizados y
se midio la longitud de las raices por brote (cm).

Influencia de la longitud de los brotes

Se determind el tamafio minimo permisible de
los brotes para lograr el enraizamiento in vitro
y la aclimatizacion posterior en casas de cultivo.
Paraello se utilizaron brotes entre 0.5y 1 cm,
entre 1y 3 cm y mayores de 3 cm, los cuales
fueron colocados en el medio de cultivo de
enraizamiento seleccionado en el experimento
anterior.

Las variables evaluadas fueron las mismas que
en el experimento anterior.

La aclimatizacion de los brotes se realiz6 en
casa de cultivo. Las plantas obtenidas in vitro
fueron colocadas en cajas de polieturano de
70 orificios en un sustrato compuesto por una
mezcla de materia organica-zeolita de 80-20%
respectivamente. El riego tuvo una frecuencia
de cinco veces al dia por 2 minutos cada uno.

En esta fase se determiné el nimero de plantas
vivas a los 7 dias (supervivencia) y se
observaron las caracteristicas morfoldgicas de
las plantas, el florecimiento y la fructificacion
para detectar alguna anomalia.

RESULTADOS Y DISCUSION
Influencia del AIB

Los mejores resultados se obtuvieron cuando
se utilizé el AIB (1 y 2 mg.I*) como componente
dentro del medio de cultivo. Se observaron los
mayores valores de brotes enraizados (88% y
90%, respectivamente) en un periodo de cuatro
semanas (Figura 1).

En el medio de cultivo sin regulador del
crecimiento solamente se alcanzé un 15% de
enraizamiento.
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Figura 1. Brotes de Phaseolus vulgaris L. cv. CIAP 7247 enraizados a los 30 dias de cultivo en el medio de
cultivo compuesto por las sales MS, sacarosa (30 g.I'), vitaminas propuestas por Heinz y Mee (1969) y AIB

(1.0 mg.I%).

Los explantes utilizados en el experimento se
regeneraron a partir de yemas mdultiples
formadas en medios de cultivo con 1 mg.l*
de tidiazurén (TDZ) (Garcia et al., 2008). Se
ha demostrado que uno de los problemas
cruciales del TDZ es la inhibicion del
enraizamiento de los brotes en especies
como Phaseolus vulgaris, P. acutifolius y P.
polyanthus. Por ello disminuye la eficiencia
de los protocolos de regeneracion (Dillen et
al., 1997; Zambre et al., 1998; Zambre et al.,
2001).

Se ha sugerido por varios investigadores que
este regulador del crecimiento puede estar
involucrado en la acumulacion y/o sintesis de
citoquininas (Capelle et al., 1983; Cruz de
Carvalho et al., 2000) Por esta razén se hizo
necesario en este estudio la adicién de auxinas
a los medios de cultivo para inducir el
enraizamiento de los brotes. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Varisai
Mohamed et al. (2006) en la especie P.
angularis. Ellos refieren buenos resultados
cuando trataron los brotes con soluciones de
AIB durante 10 minutos y luego los colocaban
en un medio de cultivo sin reguladores del
crecimiento.

En este trabajo la respuesta de las plantas a la
formacion de raices, a pesar de haberse
utilizado el TDZ en anteriores medios de cultivo,
puede estar relacionada, ademas, con la

presencia de AgNO, en el medio de cultivo
de elongacion de brotes Khalafalla et al.
(2000) demostraron que inhibidores de
etileno, como AgNO,, actuan en el
enraizamiento de brotes de fava regenerados
en presencia de TDZ, anticipando la
formacion, aumentando la tasa de
crecimiento y el nUmero de raices formadas.

Influencia de la longitud de los brotes

La longitud de los brotes influyé
significativamente en su enraizamiento. Se
observé que de los brotes >3 cm de
longitud enraizaron el 100% y de los brotes
con una longitud entre 1 y 3 cm enraizaron
el 70.6% . De los brotes con longitudes
menores a 1 cm solo enraizo el 47%
(Tabla 1).

Cuando se evaluo la variable longitud de las
raices no se encontraron diferencias
significativas entre los brotes mayores de 1 cm
de longitud.

En la fase de aclimatizacion se observaron
también diferencias en la supervivencia de las
plantas en dependencia de su longitud. Todas
las plantas 1 cm de longitud con raices bien
diferenciadas presentaron porcentaje de
supervivencia superiores a 95% (Figura 2 A),
mientras que las plantas menores de 1 cm
murieron.
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Tabla 1. Influencia de la longitud de los brotes en el enraizamiento in vitro de P. vulgaris cv. CIAP 7247 alos

30 dias de cultivo.

Longitud de los brotes (cm)

No. de brotes enraizados

Longitud de las raices (cm)

<lcm 28¢c 1.63 b

1-3cm 42b 2.62 a

>3 cm 2.80 a
EE 0.28

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

(p <0.05).

Figura 2. Aclimatizacién de plantas de Phaseolus vulgaris L. cv. CIAP 7247 en casa de cultivo. A- Supervivencia
alos 7 dias de plantadas. B- Plantas a los 25 dias de plantadas. C- Plantas en floracion.

Se demostré que brotes con 1cm o mas de
longitud pueden formar raices cuando son
transferidos a los medios de cultivo de
enraizamiento, lo que garantizara una
superviviencia adecuada en la fase de
aclimatizacion.

En el estudio de las caracteristicas
morfolégicas de las plantas no se encontraron
diferencias en cuanto al color y forma de las
hojas y tallo (Figura 2 B) y todas las plantas
aclimatizadas fueron fértiles (Figura 2 C).

CONCLUSIONES

En el trabajo se constata la importancia del AIB
en los medios de cultivo de enraizamiento en
esta especie y la necesidad de utilizar
explantes mayores de 1cm en esta fase de
desarrollo para lograr altos porcentajes de
superviviencia en la fase de aclimatizacion.
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