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Resumen

La investigacion se realizé en el rea de Cultivo de Tejidos del Laboratorio de Biotecnologia
Agricola de la Facultad de Ciencias Agrondémicas de la Universidad de El Salvador en el
periodo de julio del 2021 a enero del 2022.

Se establecieron cuatro protocolos para la regeneracion del frijol (Phaseolus vulgaris L.)
comun de importancia comercial mediante la organogénesis directa e indirecta con diferentes
concentraciones de Bencilaminopurina (BAP). En ambos métodos se evaluaron los
indicadores numeros de brotes, niumero de hojas y nimero de raices y la eficiencia de
regeneracion. Para la organogénesis directa se cultivaron ejes embriogénicos de las
variedades CENTA Costefio Il y CENTA Chaparrastique en medio de cultivo semisdélido, el
cual consistio de las sales minerales MS y BAP (0,1 y 5 mg/L). No se encontraron diferencias
estadisticas significativas (p-valor= 0.0673 > 0.01) en el promedio de brotes por explante. Sin
embargo, al revisar los promedios de las combinaciones se observé una tendencia en la que
la combinacion variedad Costefio Il Chaparrastique y dosis 1 mg/L de BAP presenta el mayor
namero de brotes por explante (0.98). Para la organogénesis indirecta se precultivaron nudos
cotiledonales y meristemos de las variedades antes mencionadas por 14 dias en TZD
(Tidiazuron) y AIA (Acido Indol Acético). Luego fueron transferidos al medio de induccién y
regeneracion de brotes (MIB), el cual consistio de las sales MS adicionadas con BAP (0, 2.25
y 6.75mg/L). Con el precultivo se obtuvo formacién de brotes multiples y se determiné que los
nudos cotiledonales responden de manera mas eficiente que los meristemos de las mismas
variedades. En ambos métodos se observo formacion de hojas y raices. Este informe describe
un sistema eficiente de regeneracion de frijol comun a través de organogénesis directa e
indirecta, que puede servir de referencia para su posterior investigacion de transformacion

genética.

Palabras clave: Frijol comun, Phaseolus vulgaris L., cultivo in vitro, organogénesis directa,

organogénesis indirecta.
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1 Introduccion

De los cientos de especies de leguminosas distribuidas por todo el mundo la mas importante
es el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.). Con el 22% de proteinas, el frijol representa una
fuente relevante de nutrientes esenciales para la humanidad y constituye un componente
esencial en la dieta de paises en desarrollo de Latinoamérica, Africa y Asia. Su produccion
mundial anual supera los 30 millones de toneladas métricas (Aragao y Campos 2007; Gepts
et al. 2008; Ramirez y Rangel 2011).

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo de gran importancia alimentaria. En El
Salvador el consumo de proteinas alcanza 52.4 gramos por persona por dia, de las cuales se
estima que 4.2 gramos son provenientes del frijol (FAO 1989). La produccién del frijol comuin
(Phaseolus vulgaris L.) ha experimentado un aumento en su produccion (65.5% hasta el afio
2014) debido en parte al apoyo del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) con la entrega
de insumos agricolas como la semilla mejorada de frijol (MAG 2012; Zelada 2014,
Superintendencia de Competencia 2015). Sin embargo, las pérdidas en la produccién de frijol
que se han registrado en los Ultimos afios a causa del cambio climéatico ha incrementado el

déficit en la demanda interna (Zelada 2014; Superintendencia de Competencia 2015).

Debido a multiples factores que afectan la produccion del cultivo frijol a nivel mundial. Es
indispensable la creacion de nuevas variedades de frijol que tengan un alto grado de tolerancia
a dichos factores (Lizana et al. 2006; Grajales et al. 2008; Blair et al. 2012). La biotecnologia
vegetal, junto con los métodos de mejoramiento convencionales, podrian facilitar el
mejoramiento del frijol, al proporcionarle una mayor resistencia o tolerancia a factores que
producen estrés tanto biético como abiético (Veltcheva et al. 2005). El trabajo de investigacion
estuvo enfocado a la busqueda de nuevas metodologias biotecnolégicas que sirvan de
instrumentos en investigaciones futuras para mejorar genéticamente las variedades de interés
nacional. Se logré determinar la respuesta morfogénica a la regeneracion in vitro mediante
organogénesis directa e indirecta de las variedades de frijol comin CENTA Costefio Il y
CENTA Chaparrastique. Ademas, se establecio un protocolo eficiente de regeneracion in vitro

de las variedades de frijol antes mencionado



2 Revision Bibliografica

2.1 Generalidades del frijol comun

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) perteneciente a la familia de las leguminosas es una
especie diploide con 22 cromosomas y un genoma de tamafio mediano (Gepts et al. 2008;
McClean et al. 2008).

El género Phaseolus incluye cinco especies domesticadas: P. vulgaris, P. lunatus, P.

acutifolius, P. coccineus ssp. coccineus y P. dumosus (Freytag 2002).

2.2 Origen y distribucién

Los primeros trabajos sobre el origen y evolucién del frijol se remontan a Miranda-Colin (1967)
y Gentry (1969), quienes afirmaron que la forma silvestre de frijol se encuentra en
Mesoamérica. Posteriormente, se han propuesto centros de origen y domesticacion
alternativos que trabajos sucesivos han ratificado (Kwak et al. 2009).

El frijol comun comprende dos grupos genéticos, el Mesoamericano y el Andino, que difieren
en sus estructuras y niveles de diversidad genética, tanto en poblaciones silvestres como en
las domesticadas (Beebe et al. 2000, 2001; Papa y Gepts 2003).

2.3 Taxonomia

Segun CIAT (1984) la clasificacion taxondmica del frijol comun es la siguiente:
Orden: Rosales

Familia: Leguminoseae

Subfamilia: Papilionoidae

Tribu: Phaseolae

Subtribu: Phaseolinae

Género: Phaseolus

Especie: vulgaris

2.4 Morfologia de la planta

Morfol6gicamente su raiz principal puede alcanzar una profundidad de uno a dos metros. Las
raices laterales desarrollan una radicula conica. Estas estructuras poseen nodulos,
encontrandose en su interior bacterias simbioticas que fijan el nitrégeno del aire (CIAT 1984).

El tallo puede ser identificado como el eje central de la planta, esta formado por una sucesién



de nudos y entrenudos; es herbaceo y con seccion cilindrica o levemente angular; puede ser

erecto, semipostrado o postrado, segun el habito de crecimiento de la variedad (CENTA 2018).

Las hojas segun Parsons (1999) son de dos tipos. Hojas cotiledonales, las cuales son las dos
primeras hojas que surgen luego de la emergencia epigea, de forma acorazonada, sencilla y
opuesta. Hojas verdaderas, que son pinnadas, trifoliadas y pubescentes e insertadas en los
nudos del tallo y las ramas. Las flores tienen formas y colores variados, conformandose de
cinco sépalos, cinco pétalos, diez estambres y un pistilo. El estandarte es el pétalo mas grande
y se sitla en la parte superior de la corola. Las alas son los dos pétalos laterales y la quilla son

los dos pétalos inferiores, unidos por los bordes laterales.

El fruto es una vaina con dos valvas, las cuales provienen del ovario comprimido. Debido que
el fruto es una vaina, esta especie se clasifica como leguminosa. Las vainas son generalmente
glabras o subglabras con pelos muy pequefios; a veces la epidermis es cerosa (CIAT 1984).
Las semillas no poseen albumen, por tanto, las reservas nutritivas se concentran en los
cotiledones. Ademas, las semillas pueden tener varias formas tales como cilindricas, de rifién
y esféricas. Internamente la semilla esta constituida solamente por el embrién el cual esta
formado por la plumula, las dos hojas primarias, el hipocétilo, los dos cotiledones y la radicula.
La semilla tiene una amplia variacién de color (blanco, rojo, crema, negro, café entre otras),
de forma y de brillo (CIAT 1984).

2.5 Fenologiay habitos de crecimiento

El desarrollo de la planta de frijol comprende dos fases sucesivas que son: vegetativa y
reproductiva (CENTA 2008). La fase vegetativa se inicia en el momento que la semilla dispone
de condiciones favorables para germinar, y termina cuando aparecen los primeros botones
florales. En esta fase se forma la mayor parte de la estructura vegetativa que la planta necesita
para iniciar su reproduccion (Miranda-Colin 1967). La fase reproductiva termina cuando el
grano alcanza el grado de madurez necesario para la recolecta; a pesar de ser esta fase
predominantemente reproductiva, durante ella las variedades indeterminadas contindan,

aungue con menor intensidad, produciendo estructuras vegetativas (CIAT 1984).

Segun la FAO (2018), la fenologia del desarrollo de las plantas de P. vulgaris incluye varias
etapas desde la siembra hasta la cosecha. Cada etapa de desarrollo estad asociada con

cambios fisioldgicos, como el tamafio, la morfologia, la composicion quimica y la composicién



hormonal. Presenta diez fases fenologicas durante su desarrollo, divididas en 5 etapas
vegetativas y 5 reproductivas: germinacion (V0), emergencia (V1), hojas primarias (V2),
primera hoja trifoliada (V3), tercera hoja trifoliada (V4); boton floral o prefloracion (R5), floracion
(R6), formacion de vainas (R7), llenado de vainas (R8) y maduracién (R9). En las variedades
determinadas, el desarrollo vegetativo del tallo principal termina antes de la floracién, mientras
que en las indeterminadas generalmente acaba en la etapa R8, que es cuando inicia también

la defoliacion.

Segun CENTA (2018), el frijol comun presenta los siguientes habitos de crecimiento
denominados como tipos y que van del uno al cuatro:

Tipo I: Habito de crecimiento determinado arbustivo. El tallo y las ramas terminan en una
inflorescencia desarrollada. Cuando esta inflorescencia esta formada, el crecimiento del tallo
y las ramas se detiene.

Tipo Il A: Habito de crecimiento indeterminado arbustivo: tallo erecto sin aptitud para trepar,
aungue termina en una guia corta. Las ramas no producen guias.

Tipo Il B: Habito de crecimiento indeterminado arbustivo: tallo erecto, con aptitud para trepar,
termina en una guia larga.

Tipo lll: Habito de crecimiento indeterminado postrado: plantas postradas o semi-postradas
con ramificacion bien desarrolladas.

Tipo IV: Habito de crecimiento indeterminado trepador.

2.6 Requerimientos climéaticos y edaficos

La planta crece bien entre temperaturas promedios de 15 a 27°C, pero es importante reconocer
que existe un amplio rango de tolerancia entre diferentes variedades. La importancia de la luz
se fundamenta en primer lugar por su indispensable funcién para la fotosintesis, en segunda
instancia afecta la fenologia y morfologia de la planta por medio de reacciones de fotoperiodo
y elongaciéon (CENTA 2008). El cultivo de frijol se adapta perfectamente en ambientes con

elevaciones que oscilan de los 400-1500 msnm.

Actualmente con el desarrollo de nuevas variedades realizado por CENTA, existen genotipos
gue se adaptan a elevaciones muchos menores, por ejemplo, la variedad CENTA Costefio Il
qgue se puede sembrar desde 30msnm en ciertas épocas del afio (CENTA 2015) y CENTA
Chaparrastique que se adapta desde 200-900msnm (CENTA 2011).



El agua es vital para el crecimiento y rendimiento. Ambas situaciones dependen de su
disponibilidad. Existen lineas y variedades que muestran alguna tolerancia a deficiencias
hidricas con rendimientos aceptables en esas condiciones, tolerancia que puede estar basada
en la mayor capacidad de extraccion de agua de capas profundas del suelo (CENTA 1996). El
frijol también requiere suelos con buena aireacion y drenaje, de textura franco, francos
arenosos Y francos arcillosos (CENTA 2015). Ademas, es un cultivo que no tolera los suelos
compactos. El pH éptimo oscila entre 6.5y 7.5 (CENTA 1996).

En El Salvador, el cultivo de frijol esta distribuido por zonas productoras, que se diferencian en
cuatro regiones: Region | (departamentos de Ahuachapan, Santa Ana y Sonsonate); Region Il
(departamentos de Chalatenango, La Libertad, San Salvador y Cuscatlan); Regién Il
(departamentos de La Paz, Cabafias y San Vicente); y Region IV (departamentos de Usulutan,
San Miguel, Morazan y La Unién) (CENTA 2015).

2.7 Mejoramiento genético del cultivo

Desde que se estableci6 la capacidad de modificar plantas mediante ingenieria genética, los
investigadores han modificado un gran niumero de especies de plantas para satisfacer los
requisitos agricolas. Casi treinta afios después de los primeros enfoques de la modificacién
genética de cultivos, es posible transformar muchas leguminosas de grano (Svetleva et al.
2003). Sin embargo, una de las especies mas importantes para la nutricion humana es
Phaseolus vulgaris, que adn carece de algunas herramientas practicas para la investigacion
gendmica, como la transformacion genética de rutina. Las dificultades comprobadas hacia la
regeneracion in vitro obstaculizan significativamente las posibilidades de mejora del frijol
comun que presenta muchas limitaciones bidticas y abioticas. Aunque se ha logrado un
progreso notable, la tasa de recuperacion de las lineas transgénicas sigue considerandose
baja (Gepts et al. 2008).

Las plantas transgénicas de frijol que se han logrado obtener a la fecha, provienen del uso de
dos métodos de transformacion genética. Entre ellos se tiene un método biolégico indirecto y
por lo tanto natural, basado en el empleo de una bacteria llamada Agrobacterium tumefaciens.
Otra de las herramientas que existen para la introduccion directa de acidos nucleicos a células
vegetales es la biobalistica. Dicha técnica representa un método fisico de transformacion y
consiste en el bombardeo de tejidos con microparticulas cubiertas con DNA o con cualquier

otra biomolécula que se pretenda introducir a células vegetales (Arias-Ortiz et al. 2007).



También existe la mutagénesis, que consiste en la aplicacion de diferentes agentes
mutagénicos: los compuestos quimicos que actldan directa o indirectamente sobre el ADN y
los mutagénicos fisicos como las irradiaciones ionizantes y la luz ultravioleta (Moh 1972).
Ademas, el Mejoramiento asistido por marcadores moleculares (MAS) se suma a estos
métodos de transformacion y los hay de tres tipos: morfolégicos (rasgos); bioquimicos
(proteinas de almacenamiento de semillas e isoenzimas) y polimorfismos moleculares o
basados en ADN, que se pueden utilizar para establecer vinculos con rasgos de interés
agricola (Svetleva et al. 2003). Otro método mas reciente es la edicidon génica, que es una
técnica dirigida que permite producir cambios en secuencias especificas del ADN, con alta

eficiencia y limitado nimero de mutaciones en regiones no blanco (Bortesi et al. 2014).

2.8 Manejo agronémico del cultivo

2.8.1 Preparacion del suelo

Segun Rosas (2003), la preparacién del terreno se inicia con un pase de arado a una
profundidad de 20 a 30cm, seguido de dos pases de rastra, para obtener un suelo sin terrones
y lograr suelos sueltos que ofrecen condiciones favorables para el establecimiento y desarrollo
del cultivo, ademas de todo lo antes mencionado también se reduce la presencia de plagas y
enfermedades.

Si el terreno es de ladera, la siembra debe hacerse siguiendo las curvas de nivel (perpendicular
a la pendiente) para reducir la pérdida de suelo y lavado de sus nutrientes y para incrementar
la productividad de frijol y otros cultivos, y conservar el suelo y agua, se recomienda el empleo

de zanjas o0 acequias de ladera y la labranza minima continua (Rosas 2003).

2.8.2 Epocas de siembra

Segun CENTA (2018), para el cultivo de frijol en El Salvador se reconocen 3 épocas. Epoca
de Mayo: en esta época esté en funcion del comportamiento de las lluvias en las cuales se
sugiere que la humedad del suelo alcance por lo menos 20cm de profundidad para dar inicio
a la siembra. Que en promedio su ocurrencia se da entre el 25 de mayo al cinco de junio. En
esta época el sistema de siembra predominante es el monocultivo. Epoca de Agosto: esta
época de siembra generalmente esta condicionada a la madurez fisiol6gica del maiz, debido
a que es el relevo el sistema predominante, su implementacion actualmente es coincidente
con el periodo del 15 de agosto al 15 de septiembre. Epoca de Apante: Esta época se efectiia

bajo riego o humedad residual. Se recomienda el periodo de siembra del 15 de noviembre al



15 de diciembre. A fin de escapar a dos plagas importantes del cultivo del frijol la mosca blanca
y chicharrita (Bemisia tabaci y Empoasca kraemeri), y la incidencia de las enfermedades
fungosas es menor. Esta época es la mas recomendable para la produccion de semilla 'y grano.

2.8.3 Sistemas de siembra

En cuanto a los sistemas de siembra, CENTA (2008), menciona que el frijol puede ser cultivado
en monocultivo: Puede hacerse en cualquier época de siembra y consiste en sembrar el frijol
solo, con distanciamientos entre surcos de 50 a 60cm y a 7.5-10cm entre plantas (10-13
plantas por metro lineal), mas que todo cuando es un suelo preparado con maquinaria agricola.
En asocio: El frijol puede sembrarse en asocio con todos aquellos cultivos en los cuales no
haya competencia por luz, incluyendo cultivos perennes en sus primeros afios de plantacion.
En El Salvador el asocio mas comun es con maiz o maiz-frijol y también intercalado, el cual
es el sistema de siembra més utilizado en el pais y consiste en sembrar frijol en un terreno
donde hay maiz que ha llegado a su madurez fisiologica, intercalando el frijol entre los surcos
de maiz. El frijol se siembra a ambos lados del surco de maiz, separados de éste 20 a 25cm;
el distanciamiento entre plantas es 10 a 20cm, con posturas de una o dos semillas,

respectivamente.

2.8.4 Fertilizacién

Segun CENTA (2008) de preferencia, resultara mas efectivo fertilizar con atencién a las
recomendaciones de un analisis de suelo, caso contrario aplicar los abonos en funcién de la
experiencia en frijol y al grado de conocimiento de las parcelas a cultivar. La fertilizacion se
puede hacer por dos vias, al suelo: se aplica a la siembra dos quintales de féormula 18-46-0
por manzana y al aporco (25 a 30 dias después de la siembra) se aplica en banda a la hilera
de plantas, de 0.5 a 1.0 quintales de urea por manzana, incorporandola inmediatamente
mediante el aporco. La fertilizacion via foliar se puede realizar uno a dos aplicaciones de
fertilizantes foliares, que contienen los micronutrimentos necesarios, una semana despueés del
aporco y se complementa la fertilizaciéon via foliar con metalosato multimineral en dosis de

1L/mz en la etapa de inicio de boton floral y 15 dias después.

2.8.5 Control de malezas
Un manejo adecuado de malezas permite que las plantas de frijol se desarrollen mas
vigorosas, pues no sufren por la competencia por espacio, luz, agua y nutrientes (Rosas 2003).

Segun CENTA (2008) se debe incorporar las malezas durante la preparacion del terreno



mediante un paso de arado profundo, luego complementar el control manual con el quimico,
segun se describe a continuacion: Control manual: dos deshierbas, entre los 15a 20y 30 a 35
dias después de la siembra (previo a la floracién). Control quimico: antes de la siembra (12-
15 dias) aplicar Glifosato (1.0L/mz para gramineas y hoja ancha). Antes de la germinacion
(después de siembra 6 1 6 2 dias después) para gramineas y hojas ancha aplicar
Pendimentalin (1.25L/mz) (Glifosato (0.7L/ mz). Después de la germinacion aplicar Fluazifop

p-Butil (1.0L/ mz).

2.9 Plagas y enfermedades de importancia

2.9.1 Moscablanca

(Bemisia tabaci): Es considerada la plaga mas importante del frijol. La mosca blanca y los
geminivirus que trasmiten se han convertido en un severo problema fitosanitario en varios

cultivos de gran importancia socioecondémica en Ameérica Tropical (CIAT 1975).

2.9.2 Bacteriosis comun

(Xanthonomas campestris pv. Phaseoli): esta enfermedad produce manchas acuosas
irregulares en el envés de las hojas. Las areas afectadas se tornan flacidas e inicialmente son
rodeadas por un margen de color verde amarillo-limén, que luego se convierte en un tejido
necrotico color marrén (CENTA 2008).

2.9.3 Mancha angular o requemo amarillo

(Phaeoisariopsis griseola): los sintomas pueden aparecer inicialmente en las hojas primarias,
y se generalizan en las plantas después de la floracion o inicio de la formacion de vainas
(CENTA 2018). En ataques severos, las hojas se tornan amarillentas y mueren, resultando en
la defoliacién prematura de las plantas. En las vainas, las manchas son ovaladas y circulares,

con centros café-rojizos y ocasionalmente con bordes oscuros (CENTA 2018).

2.9.4 Mustia hilachosa

(Thanatephorus cucumeris): La mustia ataca el follaje, tallos, ramas y vainas del frijol, en
cualquier etapa de desarrollo del cultivo. Los sintomas aparecen como pequefias lesiones
acuosas circulares de uno a tres milimetros de didmetro, que a medida que se desarrolla la
infeccion adquieren un color café, delimitado por un halo oscuro. Las manchas en las hojas
adquieren un color gris-verdoso a café-oscuro que da la apariencia de ser provocadas por

escaldaduras. Las hojas se adhieren entre si y se produce defoliacién severa (CENTA 2008).



2.9.5 Antracnosis

(Colletotrichum lindemuthianun): La antracnosis puede afectar cualquier 6rgano aéreo
(excepto flores) y en cualquier etapa de desarrollo; aungue los sintomas severos se observan
en peciolos, hojas y vainas. En el follaje, los sintomas se aprecian a lo largo de las nervaduras
en el haz de las hojas, consistentes en lesiones de color ladrillo a purpura (CENTA 2018).

29.6 Laroya

(Uromyces appendiculatus): Los sintomas iniciales consisten en manchas circulares cloréticas
o blanquecinas, en las que luego se observan pustulas café-rojizas (uremias) que aparecen
en las hojas. Una pustula contiene miles de uredosporas, y puede estar rodeada de un borde
clorético o necrético dependiendo de la raza fisiologica, la variedad y las condiciones
ambientales. Una infeccion severa causa reduccion en el rendimiento hasta en un 50%
(CENTA 2008).

2.9.7 Mosaico Comun (VMCF)

Transmitido por Aphis gossypil, Aphis fabae y Acyrtosiphon pisum. Se caracteriza por
presentar plantas con sintomas en hojas conocidos como mosaico, que se manifiesta con
areas verde-claro en la lamina foliar y verde-oscuro en las nervaduras; las hojas se

distorsionan debido a su arrugamiento y/o enrollamiento hacia adentro (CENTA 2018).

2.9.8 Virus del Mosaico dorado amarillo (BGYMV)
Transmitido por la mosca blanca (Bemisia tabaci) es la enfermedad viral de mayor importancia
en El Salvador y su incidencia ha aumentado con el tiempo, con la probabilidad de ser mas

severa por efecto del comportamiento climéatico (CENTA 2018).

2.10 Variedades de frijol utilizadas

Se utilizaron en la investigacién las variedades CENTA Costefio Il y CENTA Chaparrastique,
las cuales fueron seleccionadas por su importancia a nivel nacional. Actualmente ambas
variedades son producidas por el Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal
(CENTA) y son entregadas por el Gobierno a los agricultores como semilla mejorada en los
paquetes agricolas. Tanto el CENTA Costefio Il como el CENTA Chaparrastique son
variedades caracteristicas agrondmicas que las hacen preferibles (descritas mas adelante)
como el color rojo brillante de los granos, el cual es muy semejante al indice de color del grano

de la variedad Rojo de Seda.



2.10.1 CENTA Chaparrastique

Fue introducida a El Salvador en el 2005, desarrollada por la Universidad Agricola Zamorano,
proviene de la cruza simple SRC 1-12-1-47-7EAP 9510-77, experimentalmente fue
denominada MER 2226-41. Bajo dicha denominacion fue validada durante 2008/09 en campo,
donde demostr6 buenas caracteristicas agronémicas y alto potencial de rendimiento (CENTA
2011).

Entre las caracteristicas agronémicas mas sobresalientes de esta variedad estan (CENTA

2011):

Habito de crecimiento: [I-B Guia intermedia
Dias a floracion: 36-38

Dias a madurez fisiolégica: 68-70

Reaccion a virus del mosaico dorado amatrillo:  Resistente

Reaccion a virus del mosaico comun: Resistente
Reaccién a mancha angular: Tolerante
Reaccién a mustia hilachosa: Tolerante
Reaccion a roya: Tolerante
Altas temperaturas: Tolerante
Humedad limitada: Tolerante
Rendimiento potencial: 35qg/mz
Adaptacion 200-900 msnm

Esta variedad de frijol tiene la caracteristica de presentar un color de testa rojo claro brillante
con un peso promedio para 100 semillas de 23 a 25g. Las semillas son de forma ovoide. El

namero de semillas por vaina es de seis a siete (CENTA 2011).

En el 2005, producto de las evaluaciones realizadas, MER 2226-41 fue seleccionada en los
Ensayos Centroamericanos de Adaptacion y Rendimiento (ECAR), donde sobresalié por su
resistencia al virus del mosaico dorado amarillo y potencial rendimiento, alcanzando
rendimientos promedios de 1897kg/ha (29-21qq/mz) (CENTA 2011).

Durante el 2006, esta linea de frijol fue evaluada en los Ensayos Regionales a nivel nacional
en nueve localidades de El Salvador, presentando buen potencial de rendimiento, superior al
testigo mejorado CENTA San Andrés, obteniendo valores de 2200kg/ha (33.9qg/mz) (CENTA
2011).
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A partir del afio 2008 pasa a la fase de validacion en finca de agricultores, donde este material
ratifica sus caracteristicas respecto a las variedades locales y mejoradas con las que
comparada. En ese afio, el material genético alcanzo6 rendimientos promedios de 1,523.2kg/ha
(23.45qg/mz) superando a las variedades testigos en un 20.1%; y en el 2009 obtuvieron
rendimientos promedios de 1437.2kg7ha (22.13qq/mz), superando en 412.9kg/ha a las
variedades comparadas utilizadas ese afio (CENTA 2011).

El andlisis econémico realizado a nivel de validacion refleja una Tasa de Retorno Marginal

(TRM) de 15.73, cuando se usa esta variedad.

2.10.2 CENTA Costefio Il

En el 2007 fueron introducidos en El Salvador los ensayos para sequia y baja fertilidad,
PASEBAF-2007, procedentes de la Escuela Agricola Panamericana El Zamorano. Su origen
proviene de las cruzas /S/B166/ PRF 9653-16B-1/S/B136/MC-1P-MQ, que experimentalmente
fue denominada MDSX 14797-6-1. Con esta denominacion fue validada durante los afios
2010/2011 en fincas de agricultores, ubicadas en zonas tradicionales y no tradicionales (altas
temperaturas) para el cultivo, donde demostr6 buenas caracteristicas agronomicas,
adaptabilidad a estas condiciones, tolerancia a plagas y enfermedades, y alto potencial de
rendimiento. Por estas caracteristicas demostradas, la linea MDSX 14797-6-1 se liberé con el
nombre de CENTA COSTENO Il (CENTA 2014).

Entre las caracteristicas agronémicas mas sobresalientes de esta variedad estan (CENTA

2014):

Habito de crecimiento: II-B Indeterminado arbustivo
Dias a floracion: 33-35

Dias a madurez fisiolégica: 70-72
Reaccion a virus del mosaico dorado: Resistente
Reaccion a virus del mosaico comun: Resistente
Reaccién a mancha angular: Tolerante
Reaccion a bacteriosis: Tolerante
Reaccion a mustia hilachosa: Susceptible
Altas temperaturas: Tolerante
Humedad limitada: Tolerante
Color del grano: Rojo claro
Numero de granos por vaina: 6-7
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Numero de vainas por planta: 16-18

Color de la vaina: Crema

Peso seco de 100 granos: 26 gramos
Rendimiento potencial: 2,272 kg/ha (35 qg/mz)
Adaptacion: 30-1200 msnm

En los aflos 2007-2008 en ensayos conducidos en siembras de agosto y noviembre en
diferentes localidades, la nueva variedad mostré los mayores rendimientos promedio, en
comparacion con otras lineas promisorias y variedades locales. Durante los afios 2010-2011,
fue validada en campos de agricultores donde se obtuvo rendimientos superiores a los testigos

locales que fueron utilizados como comparadores (CENTA 2014).

En las parcelas de validacién establecidas, al final de cada ciclo de cultivo, se realizaron
evaluaciones participativas con agricultores, donde los resultados de las pruebas de
degustacion indican que MDSX 14797-6-1 fue preferido por sus caracteristicas tales como:

color del grano, sabor del caldo y mejor rendimiento (CENTA 2014).

2.11 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro es una técnica biotecnoldgica que utiliza el término de totipotencia celular, el
fundamento de este concepto describe que cualquier célula vegetal contiene una copia integra
del material genético de la planta a la que pertenece, independientemente de su funcién. La
respuesta de totipotencia celular de regeneracion de plantas ocurre en presencia de niveles

de citoquininas y auxinas apropiados para el cultivo que se esté utilizando (Criollo et al. 2016).

2.12 Cultivo in vitro de Phaseolus vulgaris L.

El mayor obstaculo que limita el potencial de las herramientas biotecnoldgicas para el
mejoramiento genético de frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) esta relacionado a su baja
respuesta a la regeneracion in vitro (fenémeno conocido como recalcitrancia al cultivo in vitro)
(Estrada et al. 2007, Kwapata et al. 2010).

Muchos protocolos para regeneracion in vitro de P. vulgaris L. han sido reportados aun cuando
el género Phaseolus ha sido considerado como recalcitrante (Veltcheva et al. 2005). En su
mayoria los protocolos de regeneracion de P. vulgaris estan basados en organogénesis directa

o desarrollo de brotes desde células meristematicas y solo existen unos pocos protocolos
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basados en la regeneracion mediante organogénesis indirecta (Mohamed et al. 1993; Arellano
et al. 2009; Collado et al. 2013).

Al utilizar un sistema de regeneracion indirecta de P. vulgaris, Mohamed et al. (1993) y Zambre
et al. (1998) regeneraron (aunque con poca eficiencia) plantas a partir de callos derivados de
pedunculos y cotiledones respectivamente. Por otro lado, Delgado-Sanchez et al. (2006)
reportaron un protocolo de regeneracion eficiente de P. vulgaris a través de organogénesis

directa desde ejes embrionarios de semillas maduras de dos genotipos comerciales.

En dos estudios Garcia et al. (2008, 2010) lograron una regeneracion directa de alta
frecuencia, con ejes embrionarios como explantes. Posteriormente utilizaron ejes embrionarios
derivados de plantulas de 5 dias de edad de P. acutifolius y obtuvieron alta frecuencia de

regeneracion directa.

Gatica et al. (2010) desarrollaron un método para la regeneracion directa de 5 variedades
costarricenses de frijol comin mediante la utilizacibn de ejes embrionarios y diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento: 0 ,5 y 10mg/L de bencilaminopurina (BAP).
Quintero-Jiménez et al. (2010) mejoraron el protocolo de regeneracion in vitro publicado por
Delgado-Sanchez et al. (2006), al sustituir las sales de Murashige y Skoog (1962) por las
propuestas por Gamborg et al. (1968).

Recientemente, Collado et al. (2013) lograron via organogénesis indirecta regenerar brotes y
eventualmente plantas fértiles al utilizar nudos cotiledonales como explantes con
concentraciones de 0, 2.25, 4.50, 6.75 y 9.0mg/L BAP. Este protocolo es uno de los mas
eficientes reportado hasta la fecha y tiene como base la utilizacion de tidiazurén para la

formacion de callos y la bencilaminopurina para la regeneracién de brotes.

2.13 Micropropagacion

Consiste en generar plantas en condiciones controladas. Primero se inicia con el cultivo de
tejidos in vitro, en el cual el material vegetal que se utiliza es una célula, tejido u érgano de
una planta. Estos materiales pueden prevenir de tejidos como tallos, raiz, meristemos,

embriones, etc (Narvaez 2009).
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2.14 Organogénesis y sus etapas

La organogénesis es una técnica de la biotecnologia vegetal, la cual permite la formacién de
tallos, yemas y raices a partir de diferentes explantes como hojas, tallos, flores, callos,
meristemos o células en suspension. Esta técnica normalmente se da en dos etapas, la
primera consta de la produccion y el crecimiento de tallos a partir de callos, hojas, cotiledones,
hipocotilos, etc. En la segunda etapa se realiza el enraizamiento (Narvaez 2009).

La organogénesis, uno de los principales métodos de regeneracion de plantas, puede
clasificarse en indirecta y directa. La primera tiene lugar a partir de la siembra de un explante
en donde se observa el crecimiento de una aglomeracion de células en forma desordenada y
sin ningun funcionamiento. Seguidamente ocurre una fase intermedia de formacién de callos.
Mientras que la organogénesis directa, consiste en que a partir de una siembra de diferentes
explantes y con las condiciones respectivamente adecuadas, se puede inducir la regeneracion
de brotes, raices o flores de una parte de la planta sin necesidad de fases intermedias de callo.
Este proceso morfogénico se induce artificialmente por medio de reguladores de crecimiento
(RC) (George y Debergh 2008).

2.15 Ventajas de latécnica

Una de las grandes ventajas de la organogénesis es la enorme capacidad de multiplicacién a
escala industrial, permitiendo obtener en un solo proceso estructuras completas con apice y
raiz, que pueden ser almacenadas y encapsuladas perfectamente con las condiciones

ambientales requeridas (Narvaez 2009).

2.16 Seleccion del explante

La seleccion del explante es el paso mas importante para el éxito en la micropropagacion
debido a que esto dependera del objetivo trazado. Ademas, el explante deberd encontrarse
bajo condiciones fitosanitarias adecuadas sin ningun tipo de lesién epitelial, maltrato o
enfermedad causada por patégenos (Mroginski y Roca 1991). Los embriones utilizados para
la micropropagacion in vitro generalmente son embriones, meristemos, tallos, raices, anteras,

protoplastos, entre otros (Pérez 2006).
2.17 Protocolos de desinfeccion

Los procesos de desinfeccion son seleccionados a partir del explante que se desea trabajar,

existen productos asépticos que sus mecanismos de accion pueden comprometer algunos

14



tejidos del explante; como la oxidacién (Villamizar 2005).

Existen varios compuestos quimicos que son utilizados en tejidos vegetales en protocolos de
desinfeccion, los mas utilizados son Etanol al 70%, Hipoclorito de sodio y soluciones
jabonosas. Entre los menos utilizados se encuentran Cloruro de mercurio al 1-1.5% o
hipoclorito de calcio al 6-12%, el nitrato de plata, peréxido de hidrogeno y el uso de
tensoactivos como el Tween 80 o soluciones yodadas. Como complementos en el protocolo
de desinfeccién se adicionan diferentes antibiéticos y anti fingicos para garantizar la asepsia

de los explantes durante el proceso de propagacion (Mroginski y Roca 1991).

2.18 Medios de cultivo

La composicion de los medios de cultivo dependera exclusivamente del objetivo trazado y el
tipo de planta a propagar (Torrescano De Labra 2014). Entre los componentes que se debe
tener un medio de cultivo se encuentran los Macronutrientes (C, H, P, K, O, S, Ca y Mg); los
micronutrientes (Zn, Cu, Mo, etc.); las vitaminas y los reguladores de crecimiento. El medio de
cultivo mas utilizado es el medio basal MS (Murashige & Skoog), en el cual se puede trabajar
con la mayoria de explantes, modificAndose segun la necesidad (Villamizar 2005).

Los reguladores de crecimiento se pueden presentar de forma natural o sintética. Las auxinas
son un grupo de hormonas que ayudan a la estimulacion de la division celular (Mroginski y
Roca 1991). Las auxinas mas utilizadas son ANA, AIA, AIB, 2,4D. En el caso de las
citoquininas la Kinetina, 6-BAP y Zeatina son utilizadas para romper la dominancia apical y
estimular la brotacion de las yemas que se encuentran en las axilas de las hojas. Las
giberelinas por su parte, son utilizadas para la estimulacion fisiol6gica, algunas de ellas ayudan
para el alargamiento celular (Villamizar 2005).

Existen varias vitaminas utilizadas en procesos de micropropagacion, entre las cuales la mas
utilizada es la vitamina C o acido citrico por su accién antioxidante en los explantes (Benitez
2006).
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3 Materiales y Métodos

3.1 Ubicacion del estudio

La investigacion se llevd a cabo en el area de Cultivo de Tejidos del Laboratorio de
Biotecnologia Agricola de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de El
Salvador. La ubicacion geogréfica del laboratorio es 13°43'06" Norte y 89°12'11" Oeste. El
estudio se realiz6 en el periodo de julio del 2021 a enero del 2022.

3.2 Metodologia de laboratorio

La investigacion se llevd a cabo con la estrategia experimental descrita en la Figura 1.

Evaluacion de la regeneracion in vifro via organogénesis

directa e indirecta de frijol comun

Organogénesis directa | Organogénesis indirecta

' ‘

b 4

Desinfeccion de semillas y diseccion Desinfeccion de semillas y germinacion
de explantes (gjes embrionarios) l
‘ Diseccidn de explantes (nudos cotiledonales
Induccion y regeneracion de y meristemos)
brotes (organogénesis directa) \

Induccion y regeneracion de brotes

L

Evaluacion de la respuesta morfogénica (organogénesis indirecta)

k

Evaluacion de la respuesta morfogénica

Figura 1. Estrategia experimental de la investigacion.

3.3 Material vegetal

Se utilizaron semillas maduras de dos variedades de frijol (CENTA Costefio Il y CENTA
Chaparrastique) de no méas de un afio poscosecha. Las semillas utilizadas fueron donadas por
el Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal “Enrique Alvarez Cérdova’
(CENTA).
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3.4 Organogénesis directa

3.4.1 Desinfeccién de semillas y diseccion de explantes (ejes embrionarios)

En una camara de flujo laminar se desinfectaron las semillas superficialmente con alcohol
etilico al 70% durante 1 minuto y posteriormente con hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% y
Tween 20 (tres gotas/100mL) en agitacion manual durante 20 minutos. Posteriormente, se
realizaron 3 lavados con agua destilada estéril. Las semillas permanecieron en imbibicion con
agua destilada estéril durante 16-18 horas (a 26 + 2°C) previo a la diseccién de los explantes.
Transcurrido el tiempo de imbibicién de las semillas, se extrajeron los embriones cigo6ticos con
la ayuda de pinzas y bisturi estériles en cAmaras de flujo laminar. A los embriones cigéticos se
les cort6 el meristemo radicular y las hojas cotiledonales para formar el eje embrionario (Figura
A-1). Después de la diseccion de los ejes embrionarios, se realizé una segunda desinfeccion
con NaClO al 0.1% durante 10 minutos en agitacion manual, seguido de tres lavados con agua
destilada estéril.

3.4.2 Induccién y regeneracion de brotes (organogénesis directa)

Los ejes embrionarios fueron cultivados en frascos con 25ml de medio de cultivo semisdlido,
el cual consisti6é de las sales minerales MS (Murashige y Skoog 1962) suplementados con
100mg/L de mioinositol, 0.1mg/L de tiamina, 0.5mgl/L de acido nicotinico, 0.5mg/L de
piridoxina, 2mgl/L de glicina, 30gl/L de sacarosa y 8g/L de phytagel.

Los tratamientos consistieron en medios de cultivo con tres diferentes dosis de
bencilaminopurina (BAP): 0, 1y 5mg/L (Gatica et al. 2010). El pH del medio de cultivo se ajusto
a 5.7 con HCI o0 NaOH antes de esterilizarlo en autoclave durante 21 min a 121°Cy 1.07 kg/cm.
Los ejes embrionarios se cultivaron en los tratamientos durante 42 dias en condiciones de
fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25+1°C y 58umol/m?/s. Se realizd un subcultivo

a los 21 dias después de iniciado el ensayo.

3.4.3 Evaluacion de larespuesta morfogénica

La evaluacion de la respuesta a la regeneracion in vitro se evalu6 para cada variedad de frijol
mediante los siguientes indicadores: numero de brotes, nimero de hojas y nimero de raices.
Adicionalmente se calculo la eficiencia de regeneracion a través de la formula [(nUmero de
ejes embrionarios con brotes de novo / total de nimero de ejes embrionarios) x 100] la cual
fue tomada de Gatica et al. (2010). Los tratamientos se evaluaron después de 21 y 42 dias de

iniciado el ensayo. Ademas, se llevd un registro fotografico.
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3.5 Organogénesis indirecta

3.5.1 Desinfeccién de semillas y germinacién

En una camara de flujo laminar se desinfectaron las semillas superficialmente con alcohol
etilico al 70% durante 1 minutos y posteriormente con hipoclorito de sodio (NaClO) al 3% y
Tween 20 (3 gotas/100mL) en agitacién constante durante 10 minutos. Posteriormente, se

realizaron tres lavados con agua destilada estéril.

Las semillas se colocaron en medios de cultivo de germinacion que consistié en las sales
minerales MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementados con 100mg/L de mioinositol, 0.1mg/L
de tiamina, 0.5mgl/L de acido nicotinico, 0.5mgl/L de piridoxina, 2mgl/L de glicina, 1mgl/L de
BAP, 30g/L sacarosa y 8g/L phytagel. El pH del medio se ajust6 a 5.7 con NaOH o HCI antes
de esterilizarlo en autoclave a 121 °C y 1.5MPa durante 20 minutos.

Se cultivaron un total de 500 de semillas en frascos de vidrio de 250mL con 25mL de medio y
20 semillas cada uno. La temperatura de germinacion fue de 25+1C° y en absoluta oscuridad
durante siete dias.

3.5.2 Diseccién de explantes (nudos cotiledonales y meristemos) e induccion de callo
en explantes

Transcurridos los siete dias de germinacion, se disectaron los explantes que consistieron en
el nudo cotiledonal de los embriones cig6ticos germinados y los meristemos (Figura A-2).
Todos los nudos cotiledonales se cultivaron en placas Petri, mientras que los meristemos se
cultivaron en frascos, ambos con 25mL de medio compuesto de las sales minerales MS y
suplementado con 100mg/L de mioinositol, 0.1mg/L de tiamina, 0.5mg/L de acido nicotinico,
0.5mg/L de piridoxina, 2mg/L de glicina, 0.2mg/L de Tidiazurén (TDZ), 0.05mg/L de Acido Indol
acético (AlA), 30g/L de sacarosa y 8g/L de phytagel. El pH se ajusté a 5.7 con HCL o NaOH
antes de esterilizarlos en autoclave durante 20 minutos a 121°C y 1.5MPa.

Los nudos cotiledonales se cultivaron durante 14 dias, de los cuales, los primeros siete dias
fueron colocados en completa oscuridad y los restantes siete dias en condiciones de
fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25+1°C y 58 pumol/m?/s. Mientras que los
meristemos fueron cultivados Unicamente en las condiciones de fotoperiodo antes

mencionadas.

3.5.3 Induccion y regeneracion de brotes

Transcurrido los 14 dias en los medios de induccion de callos (MIC), los nudos y meristemos
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fueron transferidos al medio de induccién y regeneracién de brotes (MIB), el cual consistié de
las sales MS adicionadas con diferentes concentraciones de BAP: 0, 2.25y 6.75mg/L (Collado
et al. 2013). El pH de los medios se ajusté a 5.7 con HCI o NaOH antes de esterilizarlo en
autoclave durante 20 minutos a 121°C y 1.5MPa. Posteriormente se hizo un subcultivo o

refrescamiento en el mismo medio por otros 14 dias.

Para nudos cotiledonales cada tratamiento consistié en cinco repeticiones, tres frascos por
repeticién y tres explantes por frasco con 25ml de medio MIB. Para meristemos fueron cuatro
repeticiones, tres frascos por repeticién y cuatro explantes por frasco. Tanto los hudos como
los meristemos se cultivaron en condiciones de fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad a
25+1°C y 58umol/m?/s. Se realizé un subcultivo a los 14 dias después de iniciado el ensayo
con MIB.

3.5.4 Evaluacioén de larespuesta morfogénica

Se evaluaron mediante los indicadores numeros de brotes, nUmero de hojas y nimero de
raices para ambas variedades. Se calculd la eficiencia de regeneracion a través de la formula
[(nimero de nudos cotiledonales con brotes de novo / total de nimero de nudos cotiledonales)
x 100] la cual fue tomada de Gatica et al. (2010).

Después de 28 dias de cultivo en los tratamientos de induccién de brotes y regeneracion, se

realizé la toma de datos de los indicadores y se llevé un registro fotografico.

3.6 Metodologia estadistica

Para la organizacién, procesamiento y analisis de los datos sobre la regeneracion in vitro via
organogénesis directa e indirecta de frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) variedades CENTA
Costefio y CENTA Chaparrastique, se utilizaron métodos descriptivos univariados como tablas
de frecuencias, representaciones graficas, medidas de tendencia central y medidas de

dispersion, e intervalos de confianza.

A todas las variables cuantitativas se les aplicd andlisis bivariado correlacion de Pearson.
También, a todas las variables se les aplicé el Andlisis de Varianza (ANVA), especificamente
un arreglo factorial 2x3 (Cuadro 1) bajo el Disefio Completamente al Azar (DCA). Esto por las
condiciones controladas del laboratorio (luz, temperatura y humedad) y caracteristicas del

material experimental (homogéneo). Se establecieron seis tratamientos con tres repeticiones.
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Previo a la aplicacion de la técnica del Andlisis de Varianza (ANVA) se verificd que los datos

cumplieran con los supuestos de homogeneidad de varianzas y distribucién normal.

Para verificar el supuesto de normalidad se aplico las pruebas de normalidad Kolmogorov-
Smirnov, y en el caso de la homogeneidad de varianzas se ejecuto el test de Levene. Con el
proposito de demostrar cudl de los medios de cultivo suplementados con BAP y variedades de
frijol comin presentan mejor respuesta a la regeneracion in vitro, se aplicé la prueba
estadistica de comparacién de medias de Tukey. Todo el andlisis se realizé con un nivel de
significancia estadistica (alfa) a del 1% = 0.05 y mediante la utilizacién de hojas de célculo de

Microsoft Excel® y el programa estadistico SPSS® 25.

Las variables independientes fueron los medios de cultivo y las variedades de frijol y la variable
dependiente fue la respuesta a la morfogénesis. Los tratamientos para el método de
organogénesis directa fueron 0, 1 y 5mg/L de BAP (Cuadro 2) (Gatica et al. 2010). Cada
tratamiento tuvo tres repeticiones y cada repeticion consistié en tres frascos con tres explantes
cada uno. Fueron 27 explantes por tratamientos y 162 en total. Para el método de
organogénesis indirecta los tratamientos consistieron en Omg/L, 2.25mg/L y 6.75mg/L de BAP
(Cuadro 2) (Collado et al. 2013). Para nudos cotiledonales cada tratamiento consistio en cinco
repeticiones, tres frascos por repeticion y tres explantes por frasco. Para meristemos fueron
cuatro repeticiones, tres frascos por repeticion y cuatro explantes por frasco. Fueron 45
explantes por tratamientos y 135 en total para los nudos cotiledonales y para los meristemos

48 explantes por tratamiento y 144 en total.

Segun Arguellas y Carvajal (2013), el modelo matematico lineal aditivo que define a un Disefio

Completamente al Azar bajo un arreglo factorial 2x3 es el siguiente:

Yijk = u + [FAj + FBk + (FAXFB)] + gijk

Donde:

i=1,2,...,rConr, como el nUmero de repeticiones.

j=1,2,...,aCon a, (como el numero de niveles o modalidad del factor A.

k=1, 2,...,bCon b, (como el numero de niveles o modalidad del factor B.

Yijk = Variable aleatoria observada en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento.
M = Media general.

FAj= Efecto del j-esimo nivel o modalidad del factor A.
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FB= Efecto del k-esimo nivel o modalidad del factor B.

(FA*FB)jk= Efecto de la interaccion de los factores Ay B.

Eijk = Efecto del error experimental independiente.

Cuadro 1: Analisis de Varianza (ANVA) con Arreglo Factorial 2x3 a utilizar en los ensayos de

Evaluacion de la regeneracion in vitro de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) variedades CENTA

Costefio Il y CENTA Chaparrastiqgue mediante la técnica de organogénesis directa e indirecta.

Fuente de variaciory Grados de Suma de Cuadrados Fcal Ftab 1%
libertad (GL) cuadrados (S medios (CM
Factor A 2-1=1 SCFACT. A SCFACT. A CMFACT. A
g.1.FACT.A CM EE
Factor B 3-1=2 SCFACT. B SCFACT.B CMFACT.B
g.1.FACT.B CM EE
Interaccion AxB | 1 x 2=2 SCINT.AxB SCINT.AxB | CMFACT. AxB
g.LLINT. AxB CM EE
Variacion no 17-5=12 SCEE SCEE
controlada (Error g.1.EE
Experimental)
Total 18-1=17

Cuadro 2. Medios de cultivo con diferentes concentraciones de bencilaminopurina (BAP) a

evaluar en el ensayo de organogénesis directa e indirecta en cada una de las dos variedades

de frijol.

\Y

\

vl (CENTA Costefio Il)

v2 (CENTA Chaparrastique)

TRATAMIENTOS
ORGANOGENESIS DIRECTA

(mg/L BAP)
m1 (Omg/L)
M m2 (1mg/L)
m3 (5mg/L)

TRATAMIENTOS
ORGANOGENESIS INDIRECTA
(mg/L BAP)

m1 (Omg/L)

M m2 (2.25mg/L)

m3 (6.75mg/L)
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4 Resultados
4.1. Organogénesis directa

4.1.1 Numero de brotes

Los brotes fueron regenerados a partir de ejes embrionarios como respuesta morfogénica a la
regeneracion in vitro de P. vulgaris de las variedades CENTA Costefio I y CENTA
Chaparrastique (Figura A-3). La combinacién de la variedad Chaparrastique y la concentracion
de 1mg/L de BAP produjeron la cantidad mayor de brotes por explante (0.98). Caso contrario
con los tratamientos en ausencia de BAP no se observo respuesta favorable a la regeneracion
(Figura 2).
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Las mismas letras sobre cada barra denotan promedios iguales estadisticamente con la prueba de comparacion de
medias Tukey (P < 0.01).

Figura 2: Efecto del genotipo y Bencilaminopurina (BAP) sobre el nUmero promedio de brotes

a partir de ejes embrionarios de frijol comun (Phaseolus vulgaris L).

No se encontraron diferencias estadisticas significativas (p-valor= 0.0673 > 0.01) en el
promedio de brotes por explante (Cuadro A-2). Sin embargo, al revisar los promedios de las
combinaciones se observa una tendencia en la que la combinacion variedad CENTA
Chaparrastique y la concentracion de 1mg/L de BAP presenta el mayor nimero de brotes por

explante (Cuadro A-1).
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4.1.2 Numero de hojas

Las hojas fueron regeneradas a partir de ejes embrionarios como respuesta morfogénica a la
regeneracion in vitro de P. vulgaris de las variedades CENTA Costefio Il y CENTA
Chaparrastique (Figura A-3). EI mayor numero de hojas obtenidas por organogénesis directa
fue la combinacion variedad CENTA Chaparrastique con la concentracion de 1mg/L de BAP
con 4.17 hojas por explante. La combinacion CENTA Costefio Il con la concentracion de

1.0mg/L de BAP produjo el menor numero, con 2.28 hojas por explante (Figura 3).

4,5

3,5

2,5 -

1,5 -

Numero de hojas/explante

0,5 -

0 1 5
Concentracion de BAP (mg/L)

MW Costefioll m Chaparrastique

Las mismas letras sobre cada barra denotan promedios iguales estadisticamente con la prueba de comparacion de
medias Tukey (P < 0.01).

Figura 3: Efecto del genotipo y Bencilaminopurina (BAP) sobre el nimero promedio de hojas a

partir de ejes embrionarios de frijol comdn (Phaseolus vulgaris).

No se encontraron diferencias estadisticas significativas (p-valor= 0.0975 > 0.01) en el
promedio de hojas por explante (Cuadro A-3). Sin embargo, en los promedios de las
combinaciones se observa una leve tendencia que la combinacion variedad CENTA
Chaparrastique y la concentracion de 1mg/L de BAP presenta el mayor nimero de hojas por
explante (Cuadro A-1).
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4.1.3 Numero de raices

Las raices fueron regeneradas a partir de ejes embrionarios como respuesta morfogénica a la
regeneracion in vitro de P. vulgaris de las variedades CENTA Costefio Il y CENTA
Chaparrastique (Figura A-3). EI mayor nimero de raices obtenidas por organogénesis directa
fue la combinacion variedad CENTA Costefio Il y la concentracion de Omg/L de BAP con 6.06
raices. En los tratamientos en que se adicion6 BAP no hubo respuesta favorable a la

regeneracion de raices (Figura 4).
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Las mismas letras sobre cada barra denotan promedios iguales estadisticamente con la prueba de comparacion de
medias Tukey (P < 0.01).

Figura 4: Efecto del genotipo y Bencilaminopurina (BAP) sobre el nimero promedio de raices

a partir de ejes embrionarios de frijol comin (Phaseolus vulgaris).

Al realizar el analisis de varianza de la variable nimero de raices por organogénesis directa,
no se encontraron diferencias estadisticas significativas (p-valor= 0.3735 > 0.01) (Cuadro A-
4). Sin embargo, en los promedios de las combinaciones se observa la tendencia que la
combinacion variedad CENTA Costefio Il en ausencia de BAP presenta el mayor nimero de

raices por explante (Cuadro A-1).
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4.1.4 Eficienciaalaregeneracion in vitro por organogénesis directa

La eficiencia es un pardmetro que permite cuantificar en porcentaje la respuesta morfogénica
de los explantes. Segun los resultados obtenidos la variedad CENTA Chaparrastique y la
concentracion de 5.0mg/L de BAP produjo el mayor porcentaje de eficiencia con 57% (Cuadro
A-1).

Al analizar los resultados de las variables evaluadas (numero de brotes, hojas, raices y
eficiencia de regeneracion) se establecioé un protocolo especifico de regeneracién in vitro para
ejes embrionario de la variedad de frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) CENTA Chaparrastique
(Anexo 1).

4.2. Organogénesis indirecta a partir de nudos cotiledonales

4.2.1. Numero de brotes

Los brotes fueron regenerados a partir de nudos cotiledonales como respuesta morfogénica a
la regeneracién in vitro de P. vulgaris de las variedades CENTA Costefio Il y CENTA
Chaparrastique (Figura A-5). EI mayor nimero de brotes obtenido por organogénesis indirecta
fue la combinacion variedad CENTA Costefio Il y concentracion de 2.25mg/L BAP con 5.51
brotes por explante. En los tratamientos en ausencia de BAP no se obtuvo respuesta favorable

a la regeneracién de brotes (Figura 5).
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Las mismas letras sobre cada barra denotan promedios iguales estadisticamente con la prueba de comparacion de
medias Tukey (P < 0.01).

Figura 5: Efecto del genotipo y Bencilaminopurina (BAP) sobre el nimero promedio de brotes

a partir de nudos cotiledonales de frijol comun (Phaseolus vulgaris L).
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Al realizar el andlisis de varianza de la variable nUmero de brotes por organogénesis indirecta,
no se encontraron diferencias estadisticas significativas (p-valor= 0.6890 > 0.01) (Cuadro A-
6); sin embargo, al revisar los promedios de las combinaciones hay una tendencia en la que
la combinacién variedad CENTA Costefio Il y la concentracion de 2.25 mg/L de BAP presenta
la mayor cantidad de brotes por explante (Cuadro A-5).

4.2.2. Numero de hojas

Las hojas fueron regeneradas a partir de nudos cotiledonales como respuesta morfogénica a
la regeneracién in vitro de P. vulgaris de las variedades CENTA Costefio Il y CENTA
Chaparrastique (Figura A-5). El mayor nimero de hojas obtenidas por organogénesis indirecta
(nudos cotiledonales) fue la combinacién variedad CENTA Chaparrastique y concentracion de
6.75mg/L BAP con 8.47 hojas por explante. Mientras que la variedad CENTA Chaparrastique

en ausencia de BAP produjo los menores resultados con 1.37 hojas por explante (Figura 6)
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Las mismas letras sobre cada barra denotan promedios iguales estadisticamente con la prueba de comparacion de
medias Tukey (P < 0.01).

Figura 6: Efecto del genotipo y Bencilaminopurina (BAP) sobre el nimero promedio de hojas a

partir de nudos cotiledonales de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.).

Al realizar el andlisis de varianza de la variable nimero de hojas por organogénesis indirecta

se encontraron diferencias estadisticas significativas (p-valor= 0.0012 < 0.01) (Cuadro A-7).
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4.2.3. Numero de raices

Las raices fueron regeneradas a partir de nudos cotiledonales como respuesta morfogénica a
la regeneracion in vitro de P. vulgaris de las variedades CENTA Costefio Il y CENTA
Chaparrastique (Figura A-5). Obteniéndose los mayores resultados en los tratamientos donde
no se adicion6 dicha citoquinina. Caso contrario a los tratamientos adicionados con BAP
(Figura 7).
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Las mismas letras sobre cada barra denotan promedios iguales estadisticamente con la prueba de comparacion de
medias Tukey (P < 0.01).

Figura 7: Efecto del genotipo y Bencilaminopurina (BAP) sobre el nimero promedio de raices
a partir de nudos cotiledonales de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.).

Al realizar el analisis de varianza de la variable nimero de raices por organogénesis indirecta
(nudos cotiledonales), se encontraron diferencias estadisticas significativas (p-valor= 0.0001<
0.01) (Cuadro A-8).

4.2.4. Eficiencia alaregeneracion in vitro por organogénesis indirecta
La eficiencia es un parametro que permite cuantificar en porcentaje la respuesta morfogénica
de los explantes. Segun los resultados la variedad CENTA Costefio Il y concentracion de

6.75mg/L de BAP produjeron los mayores porcentajes de eficiencia con 98% (Cuadro A-5).
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Al analizar los resultados de las variables evaluadas (niUmero de brotes, hojas, raices y
eficiencia de regeneracion) se establecié un protocolo especifico de regeneracion in vitro para
nudos cotiledonales de la variedad de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) CENTA Costefio Il
(Anexo 2).

4.3. Organogénesis indirecta a partir de meristemos

4.3.1. Numero de brotes

Los brotes fueron regenerados a partir de meristemos como respuesta morfogénica a la
regeneracion in vitro de P. vulgaris de las variedades Costefio Il y Chaparrastique. El mayor
numero de brotes obtenido fue la combinacién variedad CENTA Costefio Il y concentracion de
2.25mg/L BAP con 5.46 brotes por explante. Mientras que las combinaciones con ausencia de
BAP no produjeron respuesta favorable (Figura 8).
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Las mismas letras sobre cada barra denotan promedios iguales estadisticamente con la prueba de comparacion de
medias Tukey (P < 0.01).

Figura 8: Efecto del genotipo y Bencilaminopurina (BAP) sobre el nUmero promedio de brotes

a partir de meristemos de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.).

Al realizar el andlisis de varianza de la variable nUmero de brotes por organogénesis indirecta,
se encontraron diferencias estadisticas significativas (p-valor= 0.0012 < 0.01) (Cuadro A-10);
sin embargo, al revisar los promedios de las combinaciones hay una tendencia en que la
variedad Costefio Il y la concentracion de 2.25mg/L de BAP produjo la mayor cantidad de

brotes por explante (Cuadro A-9).
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4.3.2. Numero de hojas

Las hojas fueron regeneradas a partir de meristemos como respuesta morfogénica a la
regeneracion in vitro de P. vulgaris de las variedades CENTA Costefio Il y CENTA
Chaparrastique. ElI mayor numero de hojas obtenidas por organogénesis indirecta
(meristemos) fue la combinacion variedad CENTA Costefio Il y concentracion de 2.25mg/L
BAP con 8.17 hojas por explante. Mientras que la combinacion de la variedad CENTA
Chaparrastique con la concentracion de 6.75mg/L de BAP produjo la menor cantidad de hojas

por explante (2.87) (Figura 9).
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Las mismas letras sobre cada barra denotan promedios iguales estadisticamente con la prueba de comparacion de
medias Tukey (P < 0.01).

Figura 9: Efecto del genotipo y Bencilaminopurina (BAP) sobre el nimero promedio de hojas a
partir de meristemos de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.).

Al realizar el analisis de varianza de la variable nimero de brotes por organogénesis indirecta
(nudos cotiledonales), se encontraron diferencias estadisticas significativas (p-valor= 0.0030
< 0.01) (Cuadro A-11).

4.3.3. Numero de raices

Las raices fueron regeneradas a partir de meristemos como respuesta morfogénica a la
regeneracion in vitro de P. vulgaris de las variedades CENTA Costefio Il y CENTA
Chaparrastique. EI mayor numero de raices obtenidas por organogénesis indirecta fue la
combinacion variedad CENTA Chaparrastique en ausencia de BAP con 1.70 raices por
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explante. Mientras que los tratamientos adicionados con BAP no presentaron respuesta

favorable a la regeneracion de raices (Figura 10).
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Las mismas letras sobre cada barra denotan promedios iguales estadisticamente con la prueba de comparacién de
medias Tukey (P < 0.01).

Figura 10: Efecto del genotipo y Bencilaminopurina (BAP) sobre el nimero promedio de raices
a partir de meristemos de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.).

Al realizar el analisis de varianza de la variable nUmero de raices por organogénesis indirecta
(meristemos), se encontraron diferencias estadisticas significativas (p-valor = 0.0008< 0.01)
(Cuadro A-12).

4.3.4. Eficiencia alaregeneracion in vitro por organogénesis indirecta
La eficiencia es un parametro que permite cuantificar en porcentaje la respuesta morfogénica
de los explantes. En esta investigacion variedad CENTA Costefio Il y dosis de 2.25 y 6.75

mg/L de BAP produjeron porcentajes de eficiencia mas uniformes (100%) (Cuadro A-9).

Al analizar los resultados de las variables evaluadas (niUmero de brotes, hojas, raices y
eficiencia de regeneracion) se estableci6é un protocolo especifico de regeneracion in vitro para
meristemos de la variedad de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) CENTA Costefio Il (Anexo
3).
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5. Discusion

El cultivo in vitro de Phaseolus vulgaris es considerado ineficiente y de baja reproducibilidad
(Zambre et al. 2001; Quinteros-Jiménez et al. 2010; Martinez et al. 2015); lo cual ha sido
evidenciado en esta investigacion. El interés de obtener sistemas de regeneracion in vitro de
variedades de frijol radica en el potencial uso de esta herramienta en programas de
mejoramiento genético de este cultivo (Delgado-Sanchez et al. 2006).

Las dos vias de regeneracion de plantas organogeénesis directa e indirecta fueron estudiadas
en esta investigacion mediante el uso de ejes embrionarios, nudos cotiledonales y meristemos

como explantes.
Organogénesis directa

La organogénesis directa es un método de regeneracion in vitro de tejidos vegetales que
permite la formacion de estructuras morfogénicas (brotes, hojas, raices, entre otros),
directamente del tejido vegetal utilizado como explante (George y Debergh 2008). En frijol
comun esta via de regeneracion ha sido evaluada principalmente mediante la utilizacion de
ejes embrionarios como explantes (Quinteros-Jiménez et al. 2010; Gatica et al. 2010; Yu et al.
2021). Aunque se han descrito varios protocolos en la literatura para la regeneracion directa
del frijol, el desarrollo de un sistema de cultivo in vitro 6ptimo persiste como un desafio
importante (Veltcheva et al. 2005). Esto es conocido como recalcitrancia al cultivo in vitro de
Phaseolus vulgaris (Martinez et al. 2015). En esta investigacion la recalcitrancia del frijol
comun ha sido evidenciada mediante la baja respuesta morfogénica de las variedades CENTA
Costefio Il Y CENTA Chaparrastique a partir de ejes embrionarios.

Se ha considerado que el desarrollo de nuevas estructuras a través de la organogénesis
directa estd en funcibn de muchos factores, pero se ha demostrado que la capacidad
regenerativa y la respuesta a las condiciones de crecimiento dependen de la especie, del
genotipo, del contenido y tipo de nutrientes en el medio y del tipo de explante. Aunque existen
muchos protocolos de regeneracion in vitro de Phaseolus vulgaris, un sistema eficiente y
reproducible de esta especie parece todavia eludir a la comprensiéon de la morfogénesis in
vitro de esta especie. Phaseolus vulgaris parece ser la especie mas dificil de regenerar in vitro
en comparacion con otras especies de Phaseolus tales como P. acutifolius, P.coccineus, P.
polyanthus, ya que en estas especies se ha logrado regenerar plantas enteras, en contraste
con P. vulgaris donde la mayor respuesta ha sido la produccién de brotes (Delgado-Sanchez

et al. 2006). Esto sugiere al menos un protocolo especifico de especie y en el caso de esta
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investigacion un protocolo especifico por variedad. Esto debido a que se obtuvo un promedio
de brotes por explante diferente en cada variedad (0.98 para la variedad CENTA
Chaparrastique y 0.28 para la variedad CENTA Costefio Il con 1mg/L de BAP). En el caso del
procedimiento establecido por Gatica et al. (2010), la investigacion se realizO en cinco
variedades costarricenses y el nimero de brotes y hojas difiri6 notablemente entre ellas, lo
gue nuevamente sugiere un protocolo especifico por genotipo.

De igual forma, la composicién del medio de induccion de brotes es importante en el proceso
de regeneracién por organogénesis, porque es el medio quien define en parte los resultados
(Santalla et al. 1998). En el caso de esta investigacion se evidencié que un medio compuesto
por las sales MS suplementado con diferentes concentraciones de BAP producen respuestas
morfogénicas diferentes. Esto es similar con los resultados obtenidos por Gatica et al. (2010)
gue sugiri6 que BAP combinado con Adenina Sulfato (AS), mejora el proceso de
organogénesis. Asi mismo, Martinez et al. (2015) obtuvieron con una variedad mexicana de
frijol (Bayomex) induccién de brotes en los ejes embrionarios con una concentracion de 2.1
mg/L de BAP y produjo en promedio ocho brotes por explante. De igual forma Quinteros-
Jiménez et al. (2010) evaluaron cuatro variedades de frijol en los medios Murashige y Skoog
y Gamborg. La regeneracién difirié significativamente entre los dos medios basicos; Gamborg
indujo una alta formacién de brotes organogénicos, mientras que los medios Murashige y
Skoog mostraron una formacion de brotes mas baja e inconsistente, evidencidandose asi la
influencia de la composicién del medio en la respuesta morfogénica del frijol (Hnatuszko-Konka
et al. 2019).

La eficiencia de regeneracion es un parametro muy utilizado en el cultivo in vitro para referirse
al porcentaje de formacion de brotes de novo a partir del explante. En esta investigacion se
establecié la eficiencia de regeneracion de cada tipo de explante utilizado en ambas
variedades y se encontrdé que la utilizacion de ejes embrionarios produce la menor de las
eficiencias (35% y 55% CENTA Costefio Il y CENTA Chaparrastique), mientras que los nudos
cotiledonales y los meristemos produjeron eficiencias de arriba del 93% para ambas
variedades. Estos resultados son comparables a los reportados por Gatica et al. (2010)
quienes reportaron para variedades costarricenses de frijol eficiencias en el rango del 7% hasta
un maximo de 96% mediante la utilizacion de ejes embrionarios como explantes. De igual
forma Quinteros-Jiménez et al. (2010) obtuvieron un amplio rango de eficiencias en el medio
Murashige y Skoog (15-73 %). Bajo estos pardmetros comparativos de eficiencias de

regeneracion en diferentes variedades de frijol, las eficiencias encontradas en las variedades

32



salvadorefias evaluadas en esta investigacion son similares y aceptables. La eficiencia de
regeneracion también permitié en esta investigacion establecer los protocolos especificos para
cada variedad mediante la utilizacion de explantes especificos.

En los tratamientos evaluados se observo formacion de hojas y raices. La variable formacién
de hojas no mostro diferencias estadisticamente significativas en ambas variedades (CENTA
Costefio Il y CENTA Chaparrastique). Esto podria ser explicado con base en que tampoco el
nuamero de brotes por explante resultod ser diferente entre los tratamientos. Estos resultados
son distintos a los obtenidos por Gatica y sus comparieros en el afio 2010 (en promedio 0.89
a 0.00 hojas por explante) independientemente del cultivar. Caso contrario con la variable
numero de raices por explante, donde observaron diferencias significativas en el nimero de
raices formadas entre los tratamientos evaluados (3.53 a 0.00 raices por explante). Lo antes
mencionado contrasta con esta investigacion, ya que el mayor niumero de raices por explante
se obtuvo en el medio de induccién sin reguladores de crecimiento y se observé que a medida
que aumentaban las concentraciones de BAP, el nimero de raices por explante disminuyo.
En este sentido, Delgado-Sanchez et al. (2006) informaron que la ausencia o bajas
concentraciones de BAP solo inducen a la formacién de raices y el alargamiento del tallo. En
presencia de BAP esto puede ser resuelto mediante un subcultivo en medio de enraizamiento,
lo cual ha sido reportado mediante la utilizacion de Acido Indol Butirico (IBA), Acido Indol
Acético (IAA) o Acido Indol Naftalenacético (NAA) (Kwapata et al. 2010). Puesto que el factor
mas limitante para la brotacién y enraizamiento de plantas de frijol comun in vitro es la alta
proliferacién de callos que bloquean la formacion de raices y generan compuestos fendlicos

gue provocan la muerte por oxidacion (Arnaldos et al. 2001).
Organogeénesis indirecta

La estrategia de la organogénesis indirecta es la formacion de callos a partir de un segmento
o tejido inicial para su posterior multiplicacion y formacion de brotes, que finalmente regeneren
en plantulas (George y Debergh 2008). En el género Phaseolus se han reportado
investigaciones con diferentes explantes mediante esta via de regeneracion (Ahmed et al.
2002; Collado et al. 2008; Arellano et al. 2009; Dang y Wei, 2009). Algunos autores de estas
investigaciones describieron la induccion de callo morfogénico a partir de explantes de nudos
cotiledonales (Garcia et al. 2008; Collado et al. 2013). También se ha reportado la obtencion
de callos y regeneracion de brotes a partir de meristemos apicales como explante (Arellano et
al. 2009).
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Esta estrategia fue evaluada en la presente investigacion donde se precultivaron nudos
cotiledonales y meristemos en Tidiazurén (TDZ) y Acido Indol Acético (AlA), para formacion y
proliferacion de callos. Collado et al. (2013), mencionan que el precultivo en TDZ y AlA de
nudos cotiledonales de diferentes variedades de frijol promueve la formacién de callos
nodulares verdes. Sin embargo, en esta investigacibn no se obtuvo en ninguna de las
variedades evaluadas (CENTA Costefio Il y CENTA Chaparrastique) formacion de estructuras
callogénicas a partir de nudos cotiledonales y meristemos. En contraste una multiple formacion
de brotes fue desarrollada en presencia de TDZ y AlA en un periodo de precultivo de 14 dias.
Estos resultados son similares con los reportados por Garcia et al. (2008), quienes evaluaron
como precultivo TDZ (1 mg/L) y BAP (1 mg/L). Es importante destacar que las yemas multiples
producidas por este grupo de investigadores fueron obtenidas en medios de cultivos que
contenian TDZ, por lo gue no fue necesaria la adicibn de mas citoquininas en los medios de
cultivo para lograr la regeneracion de plantas. Segun Malik y Saxena (1992) y De Carvalho et
al. (2000), la continua exposicién de los explantes en medios de cultivo con TDZ no siempre
es necesaria, debido a que los materiales vegetales pueden adquirir autosuficiencia después

de determinado tiempo en contacto con esta citoquinina.

Asi mismo, Dang y Wei en el afio 2009 mostraron que la adicién de BAP y TDZ al medio mejora
la induccién de brotes. En dicha investigacion el TDZ fue mas eficiente que el BAP. Sin
embargo, los resultados de las variedades CENTA Costefio || y CENTA Chaparrastique en
diferentes dosis de BAP posteriores al precultivo con TDZ, difieren con los obtenidos por todos
los investigadores antes mencionados. Puesto que para nudos cotiledonales y meristemos los
mayores numeros de brotes se obtuvieron en presencia de BAP, aun cuando todos los

explantes se precultivaron en medio que contenia TDZ y AlA.

De los brotes regenerados se obtuvo también formacién de hojas. A partir de nudos
cotiledonales de la variedad CENTA Chaparrastique, los mejores resultados se obtuvieron con
las dosis de 2.25 y 6.75 mg/L de BAP. Mientras que al utilizar meristemos como explante, la
variedad Costefio Il produjo los mejores resultados, exactamente en las mismas
concentraciones antes mencionadas. Esto coincide con la afirmacion de Hnatuszko-Konka et
al. (2019), en el indican que el tipo de explantes determina la tasa de induccion de callos y
formacion de brotes en ambas vias de organogénesis, lo cual podria explicar parcialmente la

diferencia en el nimero de hojas.

También se observo el efecto de la ausencia de BAP en la formacion de raices a partir de

meristemos con promedios de 0-4.21 raices por explante, obteniéndose los mejores resultados
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para la variedad Chaparrastique. En el caso de los nudos cotiledonales el promedio por
explante oscilé entre 0-6.30 raices por explante. De igual forma los mejores resultados se
obtuvieron en los tratamientos con ausencia de BAP, pero en la variedad Costefio Il. En esta
investigacion no se realizé un periodo de enraizamiento con ningun regulador de crecimiento.
Sin embargo, en otras investigaciones se han utilizado auxinas (como IBA) para inducir al
desarrollo de raices y esta ha demostrado tener un efecto positivo (Dang y Wey 2009).
Ademas, los compuestos fendlicos in vitro causan el ennegrecimiento y la muerte de las
células, lo que impide el enraizamiento (Kwapata et al. 2010). Con la finalidad de eliminar los
problemas fendlicos Yu et al. (2021) utilizaron 3,0 mg/L de carbdn activado al medio de
enraizamiento para superar la influencia de las sustancias fenélicas en el enraizamiento de los

brotes in vitro en presencia de citogquininas.
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6. Conclusiones

La recalcitrancia de Phaseolus vulgaris fue evidenciada en esta investigacion
mediante la organogénesis directa e indirecta en las variedades CENTA
Costefio Il y CENTA Chaparrastique.

La adicién de BAP al medio de cultivo mejora la regeneracién en cuanto al
namero de brotes en ambas vias de regeneracién, independientemente de la

variedad de frijol comun.

En el caso de los meristemos los mejores resultados se obtienen con la
variedad CENTA Costefio Il y en dosis de 2.25mg/L de BAP.

El precultivo con TDZ y AIA durante 14 dias en ambas variedades no genera

callos morfogénicos pero si la formacién de yemas multiples.

Se establecié un sistema de regeneracion in vitro como primera investigacion

en estas variedades salvadorefias de frijol comun.
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7 Recomendaciones

Utilizar preferentemente la via de organogénesis indirecta mediante nudos
cotiledonales o meristemos como explantes, debido a su eficiencia en la formacion de
brotes.

La utilizacibn de nudos cotiledonales como explantes mediante organogénesis
indirecta y una concentracion de 2.25mg/L de BAP para la morfogénesis y

regeneracion de las variedades CENTA Costefio Il y CENTA Chaparrastique.

Realizar subcultivos con intervalos maximos de 14 dias para lograr mejores resultados
tanto para nudos cotiledonales como para meristemos de las variedades CENTA

Costefio Il y CENTA Chaparrastique.
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9 Anexos

Figura A-1: Diseccién de ejes embrionarios (vista en estereoscopio). Las barras blancas
representan 1cm.

Meristemo

Figura A-2: Diseccion de explantes (nudos cotiledonales y meristemos). Las barras blancas
representan 1cm.

44



Figura A-3: Regeneracion in vitro de P. vulgaris L. Organogénesis directa variedades Costefio

Il'y Chaparrastique obtenidos de ejes embrionarios a los 42 dias de haber concluido el ensayo.
(A) Ejes embrionarios con presencia de oxidacion. (B) Explante muerto debido a la poca
eficiencia a la regeneracion in vitro. (C) y (D) Las dos variedades en estudio suplementadas
con Omg/L de BAP se observd una produccion de raices y hojas en cada explante, sin
embargo, no se logré regenerar ningun brote. (G) y (H) Var. Costefio Il y Chaparrastique
respectivamente suplementado con 1mg/L de BAP se evidencié respuesta favorable a la
regeneracion de brotes. (E) y (F) Var. Costefio Il y Chaparrastique suplementado con 5mg/L
de BAP se obtuvo respuesta favorable a la produccion de brotes. Las Barras blancas

representan 1cm.
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Figura A-4: Regeneracion in vitro de P. vulgaris L. Organogénesis indirecta variedades
Costefio Il y Chaparrastique. (A) y (B) Meristemo y nudo cotiledonal respectivamente, después
de haber transcurrido 14 dias en un precultivo con TDZ y AlA. Las barras blancas representan

lcm.
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Figura A-5: Regeneracion ih vitro de P. vulgaris L. Organogénesis indirecta variedades
Costefio Il y Chaparrastique obtenidos de nudos cotiledonales a los 28 dias de haber concluido
el ensayo. (A) y (B) Var. Costefio Il y Chaparrastique suplementadas con Omg/L de BAP con
produccion de raices y hojas, sin embargo, no se logré regenerar ningun brote. (C) y (D) Var.
Costefio Il y Chaparrastique suplementado con 2.25mg/L de BAP se evidencié respuesta
favorable a la regeneracion de brotes y hojas. (E) y (F) Var. Costefio Il y Chaparrastique
suplementado con 6.75mg/L de BAP con respuesta favorable a la produccion de brotes. Las

barras blancas representan 1cm.
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Figura A-6: Regeneracion in vitro de P. vulgaris L. Organogénesis indirecta variedades

Costefio Il y Chaparrastique obtenidos de meristemos a los 28 dias de haber concluido el
ensayo. (A) y (B) Var. Costefio Il y Chaparrastique suplementadas con Omg/L de BAP con
produccion de raices y hojas en cada explante, sin embargo, no se logré regenerar ningan
brote. (C) y (D) Var. Costefio Il y Chaparrastique respectivamente suplementado con 2.25mg/L
de BAP se evidenci6 respuesta favorable a la regeneracion de brotes y hojas. (E) y (F) Var.
Costefio Il y Chaparrastique suplementadas con 6.75mg/L de BAP con respuesta favorable a
la produccion de brotes y hojas. Las barras blancas representan 1cm.
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Figura A-7: Aclimatacion de Variedades Cenié Costefio Il y Centa[.Chaparrastique alos 35
dias. La barra blanca representa 1cm.
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Cuadro A-1. Efecto del genotipo y Bencilaminopurina (BAP) sobre el nimero promedio de
brotes, hojas, raices y eficiencia de regeneracion a partir de ejes embrionarios de frijol coman
(Phaseolus vulgaris L.).

Variables Genotipo de frijol  Dosis de BAP Promedio Error estandar
0.00 0.00 0.00 (b)!
CENTA
) 1.00 0.98 0.17 (a)
Chaparrastique
Numero de 5.00 0.91 0.21 (a)
brotes 0.00 0.00 0.00 (b)
CENTA Costefio Il 1.00 0.28 0.12 (ab)
5.00 0.58 0.22 (ab)
0.00 3.57 0.37 (a)
CENTA
) 1.00 4.17 0.48 (a)
Chaparrastique
Numero de 5.00 3.04 0.22 (a)
hojas 0.00 3.41 0.33(a)
CENTA Costefio Il 1.00 2.28 0.46 (a)
5.00 2.34 0.43 (a)
0.00 4.89 0.67 (a)
CENTA
) 1.00 0.00 0.00 (b)
Chaparrastique
Numero de 5.00 0.00 0.00 (b)
raices 0.00 6.06 0.70 (a)
CENTA Costefio Il 1.00 0.56 0.17 (b)
5.00 0.00 0.00 (b)
0.00 0
CENTA
o ) 1.00 55
Eficiencia ala Chaparrastique
_ 5.00 57
regeneracion
o 0.00 0
in vitro (%)
CENTA Costefio Il 1.00 43
5.00 35

lLas mismas letras dentro de cada variable denotan promedios iguales estadisticamente con la prueba de
comparacion de medias Tukey (P < 0.01).
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Cuadro A-2. Resumen de andlisis de varianza para la variable numero de brotes a partir de

ejes embrionarios.

Variable CME| CV | R? |Nivel de significancia para tratamientos (p-valor)
Namero de brotes| 0.31 |69.69 | 0.66 0.0673

CME: Coeficiente medio del error.

CV: Coeficiente de variacion.

R2: Coeficiente de determinacion.

Cuadro A-3. Resumen de andlisis de varianza para la variable nimero de hojas a partir de ejes

embrionarios.

CM
Variable E CV | R? | Nivel de significancia para tratamientos (p-valor)
Numero de 278 | 0.4
hojas 196 | 9 3 0.0975

CME: Coeficiente medio del error.
CV: Coeficiente de variacion.
R2: Coeficiente de determinacion.

Cuadro A-4. Resumen de andlisis de varianza para la variable nimero de raices a partir de

ejes embrionarios.

CM
Variable E CV | R? | Nivel de significancia para tratamientos (p-valor)
Numero de 47.4 | 0.9
raices 085| 8 1 0.3735

CME: Coeficiente medio del error.
CV: Coeficiente de variacion.

R2: Coeficiente de determinacion.
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Cuadro A-5. Efecto del genotipo y Bencilaminopurina (BAP) sobre el nimero promedio de

brotes, hojas, raices y eficiencia de regeneracién a partir de nudos cotiledonales de frijol comun

(Phaseolus vulgaris L.).

Variables Genotipo de frijol Dosis de BAP Promedio Error estandar
0.00 0.00 0.00 (b)*
CENTA Costefio Il 2.25 5.51 0.08 (a)
Numero de 6.75 5.10 0.08 (a)
brotes 0.00 0.00 0.00 (b)
CENTA
) 2.25 5.01 0.56 (a)
Chaparrastique
6.75 451 0.57 (a)
0.00 3.87 0.08 (bc)
CENTA Costefio Il 2.25 5.66 0.09 (ab)
NuUmero de 6.75 6.75 0.10 (ab)
hojas 0.00 1.37 0.23 (c)
CENTA
. 2.25 8.16 1.01 (a)
Chaparrastique
6.75 8.47 0.75 (a)
0.00 6.30 0.14 (a)
CENTA Costefio Il 2.25 0.00 0.00 (c)
Numero de 6.75 0.00 0.00 (c)
raices 0.00 1.72 0.37 (b)
CENTA
. 2.25 0.00 0.00 (c)
Chaparrastique
6.75 0.10 0.10 (c)
0.00 0
o CENTA Costefio Il 2.25 93
Eficiencia a la
_ 6.75 98
regeneracion
o 0.00 0
in vitro (%) CENTA
_ 2.25 96
Chaparrastique
6.75 89

lLas mismas letras dentro de cada variable denotan promedios iguales estadisticamente con la prueba de

comparacion de medias Tukey (P < 0.01).
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Cuadro A-6. Resumen de andlisis de varianza para la variable nimero de brotes a partir de

nudos cotiledonales.

CM
Variable E CV | R? | Nivel de significancia para tratamientos (p-valor)
Numero de 24.3 (0.9
brotes 0.25 |7 1 0.6890

CME: Coeficiente medio del error.

CV: Coeficiente de variacion.

R2: Coeficiente de determinacion.

Cuadro A-7. Resumen de andlisis de varianza para la variable nimero de hojas a partir de

nudos cotiledonales.

Variable CME | CV | R? | Nivel de significancia para tratamientos (p-valor)
Numero de 18.1 | 24.7 | 0.7
hojas 0 4 9 0.0012

CME: Coeficiente medio del error.

CV: Coeficiente de variacion.

R2: Coeficiente de determinacion.

Cuadro A-8. Resumen de andlisis de varianza para la variable nimero de raices a partir de

nudos cotiledonales.

Variable

CME

CVv

R2

Nivel de significancia para tratamientos (p-valor)

NUmero de raices

17.85

39.03

0.96

0.0001

CME: Coeficiente medio del error.

CV: Coeficiente de variacion.

R2: Coeficiente de determinacion.
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Cuadro A-9. Efecto del genotipo y Bencilaminopurina (BAP) sobre el nimero promedio de

brotes, hojas, raices y eficiencia de regeneracion a partir de meritemos de frijol comudn

(Phaseolus vulgaris L.).

Variables Genotipo de frijol Dosis de BAP Promedio Error estandar
0.00 0.00 0.00 (c)
CENTA Costefio I 2.25 5.46 0.49 (a)
Numero de 6.75 4.13 0.23 (ab)
brotes 0.00 0.00 0.00 (c)
CENTA Chaparrastique 2.25 2.65 0.10 (b)
6.75 2.43 0.08 (b)
0.00 5.60 0.28 (b)
CENTA Costefio Il 2.25 8.17 0.29 (a)
NuUmero de 6.75 7.09 0.35(a)
hojas 0.00 3.50 0.17 (¢)
CENTA Chaparrastique 2.25 5.15 0.38 (b)
6.75 2.87 0.16 (c)
0.00 1.70 0.33 (b)
CENTA Costefio Il 2.25 0.00 0.00 (b)
Numero de 6.75 0.00 0.00 (b)
raices 0.00 4.21 0.50 (a)
CENTA Chaparrastique 2.25 0.00 0.00 (b)
6.75 0.02 0.02 (b)
0.00 0
Eficiencia a la CENTA Costerio I 2.25 100
y 6.75 100
regeneracion
in vitro (%) 0.00 0
CENTA Chaparrastique 2.25 100
6.75 96

lLas mismas letras dentro de cada variable denotan promedios iguales estadisticamente con la prueba de

comparaciéon de medias Tukey (P < 0.01).
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Cuadro A-10. Resumen de andlisis de varianza para la variable nUmero de brotes a partir de

meristemos.
Variable CME| CV | R? |Nivel de significancia para tratamientos (p-valor)
Numero de brotes | 4.01 | 25.83|0.93 0.0012

CME: Coeficiente medio del error.
CV: Coeficiente de variacion.

R2: Coeficiente de determinacion.

Cuadro A-11. Resumen de andlisis de varianza para la variable nUmero de hojas a partir de

meristemos.
CM
Variable E | CV | R? | Nivel de significancia para tratamientos (p-valor)
Numero de 9.7 1 0.9
hojas 0.28 | 3 4 0.0030

CME: Coeficiente medio del error.
CV: Coeficiente de variacion.
R2: Coeficiente de determinacion.

Cuadro A-12. Resumen de analisis de varianza para la variable nimero de raices a partir de

meristemos.
Variable CME| CV | R? |Nivel de significancia para tratamientos (p-valor)
Numero de raices | 4.18 | 62.63|0.90 0.0008

CME: Coeficiente medio del error.
CV: Coeficiente de variacion.

R2: Coeficiente de determinacion.
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Anexo 1. Protocolo especifico de regeneracion in vitro para ejes embrionario de la variedad
de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) CENTA Chaparrastique.

PROTOCOLO DE REGENERACION IN VITRO VIA ORGANOGENESIS
DIRECTA PARA EJES EMBRIONARIOS DE FRIJOL COMUN (Phaseolus
vulgaris L.) Var. CENTA CHAPARRASTIQUE.

1. Desinfecciéon de semillas

Desinfecte las semillas con alcohol etilico al 70% durante 1 minuto en agitacion
constante.

Deseche el alcohol y continte la desinfeccion con una solucion de NACIO al 1%
adicionada con tres gotas de Tween 20 por cada 100 ml de agua.

Agite por 20 minutos.

Haga tres lavados con agua destilada estéril o hasta eliminar la solucién desinfectante.

2. Imbibicién de semillas

Cologue las semillas en un enlenmeyer con agua estéril y selle el frasco con plastic

grap.
Deje en imbibicion durante 16-18 horas (a 26 + 2°C).

3. Extraccion de ejes embrionarios

Retire la cubierta seminal y disecte los ejes embrionarios con la ayuda de pinzas y
bisturi estériles en camaras de flujo laminar.

Corte el meristemo radicular y hojas cotiledonales.

Coloque los ejes embrionarios en un frasco con agua destilada hasta terminar de

extraer todos los explantes para evitar deshidratacion.

4. Desinfeccién de ejes embrionarios

Desinfecte los ejes embrionarios con NACIO al 0.1% durante 10 minutos en agitacion

constante.

Haga tres lavados con agua destilada estéril.
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5. Cultivo de ejes embrionarios en condiciones de fotoperiodo

Coloque los ejes embrionarios en forma vertical en frascos con 25 ml de medio
semisélido MS (Murashige y Skoog 1962) con PH 5.7 suplementado con 100 mg/L de
mioinositol, 0.1 mg/L de tiamina, 0.5 mg/L de acido nicotinico, 0.5 mg/L de piridoxina,

2 mg/L de glicina, 30 gl/L de sacarosa, 8 gl/L de agar y 1 ml/L de BAP.

Mantenga durante 21 dias en condiciones de 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25+1°C
y 58 pmol/m2/s.

6. Subcultivo de ejes embrionarios

Al cabo 21 dias transfiera los explantes al mismo medio de cultivo y manténgalo en las
condiciones descritas anteriormente.

7. Evaluacién de laregeneracion

Transcurridos 42 dias de iniciado el ensayo evalle la respuesta a la regeneracién in
vitro mediante los siguientes indicadores: nimero de brotes, nimero de hojas y nimero

de raices.
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Anexo 2. Protocolo especifico de regeneracion in vitro para ejes embrionario de la variedad
de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) CENTA Costefio |I.

PROCOTOLO DE REGENERACION IN VITRO VIA ORGANOGENESIS
DIRECTA PARA EJES EMBRIONARIOS DE FRIJOL COMUN (Phaseolus
vulgaris L.) Var CENTA COSTENO 1I.

1. Desinfeccion de semilla

Desinfecte las semillas con alcohol etilico al 70% durante 1 minuto en agitacion
constante.

Deseche el alcohol y continte la desinfeccion con una solucién de NACIO al 1%
adicionada con tres gotas de Tween 20 por cada 100 ml de agua.

Agite por 20 minutos.

Haga tres lavados con agua destilada estéril o hasta eliminar la solucién desinfectante.

2. Imbibicién de semillas

Coloque las semillas en un enlenmeyer con agua estéril y selle el frasco con plastic

grap.
Deje en imbibicion durante 16-18 horas (a 26 + 2°C).

3. Extraccion de ejes embrionarios

Retire la cubierta seminal y disecte los ejes embrionarios con la ayuda de pinzas y bisturi
estériles en camaras de flujo laminar.

Corte el meristemo radicular y hojas cotiledonales.

Coloque los ejes embrionarios en un frasco con agua destilada hasta terminar de extraer

todos los explantes para evitar deshidratacion.

4. Desinfeccién de ejes embrionarios

Desinfecte los ejes embrionarios con NACIO al 0.1% durante 10 minutos en agitacion

constante.

Haga tres lavados con agua destilada estéril.
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5. Cultivo de ejes embrionarios en condiciones de fotoperiodo

Coloque los ejes embrionarios en forma vertical en frascos con 25 ml de medio
semisolido MS (Murashige y Skoog 1962) con PH 5.7 suplementado con 100 mg/L de
mioinositol, 0.1 mg/L de tiamina, 0.5 mg/L de acido nicotinico, 0.5 mg/L de piridoxina,
2 mg/L de glicina, 30 gl/L de sacarosa, 8 gl/L de agar y 1 ml/L de BAP.

Mantenga durante 21 dias en condiciones de 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25+1°C
y 58 pmol/m2/s.

6. Subcultivo de ejes embrionarios

Al cabo 21 dias transfiera los explantes al mismo medio de cultivo y manténgalo en las
condiciones descritas anteriormente.

7. Evaluacién de laregeneracion

Transcurridos 42 dias de iniciado el ensayo evalle la respuesta a la regeneracion in
vitro mediante los siguientes indicadores: nimero de brotes, nUmero de hojas y nimero

de raices.
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Anexo 3. Protocolo especifico de regeneracion in vitro para nudos cotiledonales de la
variedad de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) CENTA Costefio Il.

vulgaris L.) Var. CENTA COSTERNO II.

PROTOCOLO DE REGENERACION IN VITRO VIA ORGANOGENESIS
INDIRECTA PARA NUDOS COTILEDONALES DE FRIJOL COMUN (Phaseolus

1. Desinfeccién de semillas

Desinfecte las semillas con alcohol etilico al 70% durante 1 minuto en agitacion
constante.

Deseche el alcohol y continte la desinfeccién con una solucién de NACIO al 1%
adicionada con tres gotas de Tween 20 por cada 100 ml de agua.

Agite por 10 minutos.

Haga tres lavados con agua destilada estéril 0 hasta eliminar la solucion desinfectante.

2. Germinacion de semillas

Cologue las semillas en frascos con 25 ml de medio MS (Murashige y Skoog, 1962)
con PH 5.7 suplementado con 100 mgl-1 de mioinositol, 0.1 mgl-1 de tiamina, 0.5 mgl-
1 de acido nicotinico, 0.5 mgl-1 de piridoxina, 2 mgl-1 de glicina, 1 mgl-1 de BAP, 30
gL-1 sacarosay 3 gl-1 agar.

Déjelas germinar a 25 + 2 C°y en absoluta oscuridad durante siete dias.

3. Diseccién de nudos cotiledonales

Transcurridos los siete dias de germinacién con la ayuda de pinzas y bisturi estériles

en camaras de flujo laminar disecte los nudos cotiledonales.

Corte el meristemo radicular y cotiledonal.

4. Precultivo de nudos cotiledonales

Cologue los nudos cotiledonales en placas petri con 25 ml de medio MS con PH de 5.7
suplementado con 100 mgl-1 de mioinositol, 0.1 mgl-1 de tiamina, 0.5 mgl-1 de acido
nicotinico, 0.5 mgl-1 de piridoxina, 2 mgl-1 de glicina, 0.2mgl-1 de Tidiazurén (TDZ),
0.05 mgl-1 de Acido Indol acético (AlA), 30 gl-1 de sacarosa y 8 gl-1 de agar.
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Mantenga durante 14 dias (siete en oscuridad y siete en condiciones de fotoperiodo

16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25+1°C y 58 pmol/m2/s).

5. Transferencia de nudos cotiledonales al medio de induccién y regeneracion de

brotes (MIB)
Transfiera los explantes al MIB con PH 5.7 y compuesto por MS adicionado con 2.25

mg/L de BAP.

Mantenga en condiciones de fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25+1°C y 58

pumol/m2/s durante 14 dias.

6. Evaluacién de laregeneracion

Transcurridos 28 dias de iniciado el ensayo evalle la respuesta a la regeneracion in vitro

mediante los siguientes indicadores: nUmero de brotes, nUmero de hojas y nUmero de

raices.

61



Anexo 4. Protocolo especifico de regeneracion in vitro para meristemos de la variedad de
frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) CENTA Costefio Il

PROTOCOLO DE REGENERACION IN VITRO VIA ORGANOGENESIS
INDIRECTA PARA MERISTEMOS DE FRIJOL COMUN (Phaseolus vulgaris
L.) Var. CENTA COSTENO II.

1. Desinfeccién de semillas

Desinfecte las semillas con alcohol etilico al 70% durante 1 minuto en agitacion

constante.

Deseche el alcohol y continte la desinfeccion con una solucién de NACIO al 1%

adicionada con tres gotas de Tween 20 por cada 100 ml de agua.

Agite por 10 minutos.

Haga tres lavados con agua destilada estéril 0 hasta eliminar la solucién desinfectante.

2. Germinacion de semillas

Cologue las semillas en frascos con 25 ml de medio MS (Murashige y Skoog, 1962)
con PH 5.7 suplementado con 100 mgl-1 de mioinositol, 0.1 mgl-1 de tiamina, 0.5 mgl-
1 de acido nicotinico, 0.5 mgl-1 de piridoxina, 2 mgl-1 de glicina, 1 mgl-1 de BAP, 30

gL-1 sacarosay 3 gl-1 agar.

Déjelas germinar a 25 + 2 C°y en absoluta oscuridad durante siete dias.

3. Diseccién de meristemos

Transcurridos los siete dias de germinacién con la ayuda de pinzas y bisturi estériles

en camaras de flujo laminar disecte los meristemos.

Corte en la parte superior del nudo cotiledonal y las hojas cotiledonales.
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4. Precultivo de meristemos

Coloque los meristemos en frascos con 25 ml de medio MS con PH de 5.7
suplementado con 100 mgl-1 de mioinositol, 0.1 mgl-1 de tiamina, 0.5 mgl-1 de &acido
nicotinico, 0.5 mgl-1 de piridoxina, 2 mgl-1 de glicina, 0.2mgl-1 de Tidiazuron (TDZ),
0.05 mgl-1 de Acido Indol acético (AlA), 30 gl-1 de sacarosa y 8 gl-1 de agar.

Mantenga durante 14 dias en condiciones de fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas
oscuridad a 25+1°C y 58 pmol/m2/s.

5. Transferencia de meristemos al medio de induccién y regeneracion de brotes
(MIB)

Transfiera los explantes al MIB con PH 5.7 y compuesto por MS adicionado con 2.25
mg/L de BAP.

Mantenga en condiciones de fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25£1°C y

58 umol/m2/s durante 14 dias.

6. Evaluacién de laregeneracion

Transcurridos 28 dias de iniciado el ensayo evalle la respuesta a la regeneracion in
vitro mediante los siguientes indicadores: nimero de brotes, nimero de hojas y nimero

de raices.
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