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Organogénesis directa de dos cultivares de frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) a partir de
ejes embrionarios, nudos cotiledonales y meristemos.

Aguirre-Alfaro, JA'; Meléndez-Hernandez, JAY; Ortiz-Pavén, JC?; Rodriguez-Gracias, OAZ.

2 Docentes directores. Universidad de El Salvador, Departamento de Fitotecnia.

Resumen

Se establecieron protocolos para la regeneracion del frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) de
importancia comercial mediante la organogénesis directa con ejes embrionarios, nudos
cotiledonales y meristemos de las variedades CENTA Costefio Il y CENTA Chaparrastique
con diferentes concentraciones de Bencilaminopurina (BAP). Se evaluaron los indicadores
nameros de brotes, nimero de hojas y nimero de raices y la eficiencia de regeneracion. Los
ejes embriogénicos se cultivaron en medio de cultivo semisoélido, el cual consistié de las
sales minerales MS y BAP (0,1 y 5mg/L). La combinacién variedad Costefio Chaparrastique
y dosis 1 mg/L de BAP present6 el mayor nimero de brotes por explante (0.98). Los nudos
cotiledonales y meristemos de las variedades antes mencionadas se precultivaron durante
14 dias en TZD y AIA. Luego fueron transferidos al medio de induccién y regeneracion de
brotes (MIB), el cual consisti6 de las sales MS adicionadas con BAP (0, 2.25 y 6.75mg/L).
Con el precultivo se obtuvo formacién de brotes mdltiples y se determindé que los nudos
cotiledonales responden de manera mas eficiente que los meristemos de las mismas
variedades. En todos los explantes se observd formacion de hojas y raices. Este informe
describe protocolos eficientes de regeneracion de frijol coman a través de organogénesis
directa, que puede servir de referencia para su posterior investigacion de transformacion

genética.
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Introduccién

Phaseolus vulgaris L. es un cultivo de gran importancia alimentaria. Debido a su aporte
nutricional en proteinas (22%) y representa una fuente relevante de nutrientes esenciales
para la humanidad y constituye un componente principal en la dieta de paises en desarrollo
de Latinoamérica, Africa y Asia. El consumo mundial de esta leguminosa es
aproximadamente de 3,570g per capita. 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). A pesar de su importancia, las tasas de crecimiento de la produccion
estan limitadas por patégenos virales, fungicos y bacterianos, insectos, falta de tolerancia a
la sequia y deficiencias nutricionales (Aragédo et al. 1996).

Por lo tanto, existe un interés considerable en el desarrollo de nuevos cultivares de frijol con
caracteristicas agronomicas Utiles (Aragdo et al. 1996; Lizana et al. 2006; Blair et al. 2012).
Debido a mudltiples factores que afectan la produccion del cultivo frijol a nivel mundial es
indispensable la creacién de nuevas variedades de frijol que tengan un alto grado de
tolerancia a dichos factores (Lizana et al. 2006; Grajales et al. 2008). 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 abidtico (Veltcheva et al. 2005). Sin embargo, el mayor
obstaculo que limita el potencial de las herramientas biotecnolégicas para el mejoramiento
genético de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) esta relacionado a su baja respuesta a la
regeneracion in vitro (fendmeno conocido como recalcitrancia al cultivo in vitro) (Estrada et
al. 2007, Kwapata et al. 2010). También, se ha considerado que el desarrollo de nuevas
estructuras a través de la organogénesis directa esta en funcién 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. Ademas, el tipo de explantes no solo determina el numero de brotes producidos por
cada explante durante la organogénesis directa, sino que también afecta la tasa de induccién

de callos en la organogénesis indirecta (Hnatuszko-Konka et al. 2019).

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 estdn basados en
organogénesis directa (Delgado-Sanchez et al. 2006; Garcia et al. 2008, Gatica et al. 2010) o
desarrollo de brotes desde células meristematicas y solo existen unos pocos protocolos
basados en la regeneracibn mediante organogeénesis indirecta (Mohamed et al. 1993;
Arellano et al. 2009; Collado et al. 2013).

Por tanto el objetivo del presente estudio fue determinar la respuesta morfogénica a la
regeneracion in vitro mediante organogénesis directa con diferentes tipos de explantes de las

variedades de frijol comin CENTA Costefio Il y CENTA Chaparrastique para establecer



protocolos eficientes de regeneracion in vitro de las variedades de frijol antes mencionadas.

Materiales y métodos

La investigacion se llevd a cabo en el area de Cultivo de Tejidos del Laboratorio de
Biotecnologia Agricola de la Facultad de Ciencias Agrondémicas de la Universidad de El

Salvador.

Material vegetal

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

Desinfeccion de semillas y diseccion de explantes

En camara de flujo laminar se desinfectaron las semillas superficialmente con alcohol etilico
al 70% durante 1 minuto y posteriormente con hipoclorito de sodio 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 imbibiciébn con agua
destilada estéril durante 16-18 horas (a 25+1°C) previo a la diseccion de los ejes
embrionarios. Transcurrido el periodo de imbibicion, a los embriones cigoéticos se les corto el
meristemo radicular y las hojas cotiledonales para formar el eje embrionario. Después de la
diseccion de los ejes embrionarios, se realizé una segunda desinfeccién con hipoclorito de
sodio al 0.1% durante 10 minutos en agitacion manual, seguido de tres lavados con agua
destilada estéril.

Para nudos cotiledonales y los meristemos, las semillas previamente desinfectadas fueron
germinadas en medios suplementados con las sales minerales y vitaminas descritas por
Murashige y Skoog (1962) adicionado con 1mg/L de BAP y 30g/L de sacarosa. El periodo de
germinacion consistié de 7 dias en completa oscuridad y en 25+1°C. Transcurridos los siete
dias de germinacion de las semillas, se disectaron los explantes que consistieron en el nudo

cotiledonal de los embriones cigéticos germinados y los meristemos.

Induccion y regeneracién de brotes

Los ejes embrionarios fueron cultivados en frascos con 25ml de medio de cultivo semisalido,



el cual consisti6 de las sales minerales MS (Murashige y Skoog 1962) suplementados con
100mg/L de mioinositol, 0.1mg/L de tiamina, 0.5mgl/L de &cido 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, 1
y 5mg/L (Gatica et al. 2010). El pH del medio de cultivo se ajusté a 5.7 con HCI o NaOH
antes de esterilizarlo en autoclave durante 21 minutos a 121°C y 1.07kg/cm.

Los nudos cotiledonales y los meristemos se precultivaron en placas Petri y en frascos,
respectivamente, ambos con 25mL de medio compuesto de las sales minerales y vitaminas
MS y suplementado con 0.2mg/L de Tidiazurén (TDZ), 0.05mg/L de Acido Indol acético
(AIA), 30g/L de sacarosa y 8g/L de phytagel. El pH se ajustd a 5.7 y se esterilizaron en las
mismas condiciones antes descritas. Este periodo de precultivo para los nudos cotiledonales
comprendié siete dias en completa oscuridad y posteriormente siete dias en condiciones de
fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25+1°C y 58umol/m?/s. Mientras que los
meristemos fueron precultivados Unicamente en las condiciones de fotoperiodo antes
mencionadas durante 14 dias.

Transcurrido los 14 dias de precultivo, los nudos y meristemos fueron transferidos al medio
de induccién y regeneracion de brotes, el cual consistié de las sales minerales y vitaminas
MS adicionadas con diferentes concentraciones de BAP: 0, 2.25 y 6.75mg/L (Collado et al.
2013).

Los ejes embrionarios fueron cultivados durante 42 dias con un subcultivo o refrescamiento
en el mismo a los 21 dias, mientras que los nudos y meristemos se cultivaron durante 28
dias y se realizdé un subcultivo a los 14 dias. Las condiciones de cultivo para todos los
explantes consisti6 en un fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25+1°C y
58umol/m?/s.

El ensayo con ejes embrionarios consistié de 3 repeticiones por tratamiento y cada repeticion
estuvo compuesta de 3 frascos con tres explantes cada uno. Los nudos y meristemos fueron
cultivados en tratamientos con 5 repeticiones de 3 frascos cada uno y 3 explantes por frasco.

Todos los frascos contenian aproximadamente 25mL del medio de regeneracion respectivo.

Evaluacién 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 numero de raices.
Adicionalmente se calculd la eficiencia de regeneracion a través de la formula descrita por

Gatica et al. (2010): [(nimero de ejes embrionarios, nudos 0 meristemos con brotes de novo



/total de numero de ejes embrionarios, nudos o meristemos) x 100]. La respuesta
morfogénica fue evaluada a los 28 dias de iniciado el ensayo con los nudos y meristemos,

mientras que los ejes embrionarios se evaluaron a los 42 dias.

Analisis estadistico

A las variables se les aplicd el Andlisis de Varianza (ANVA), especificamente un arreglo
factorial 2x3 bajo el Disefio Completamente al Azar (DCA). Las variables independientes
fueron los medios de cultivo y las variedades de frijol y la variable dependiente fue la
respuesta a la morfogénesis. Se aplico la prueba estadistica de comparacién de medias de
Tukey con un nivel de significancia estadistica (alfa) a del 1% = 0.05. Se utilizaron hojas de

calculo de Microsoft Excel® y el programa estadistico SPSS® 25 para el analisis respectivo.

Resultados

Efecto del genotipo sobre el numero promedio de brotes, hojas y raices de frijol
comun (Phaseolus vulgaris) independientemente de la concentracion de BAP.

La formacion de brotes comenzé con un cambio en la morfologia de los ejes embrionarios,
tales como el aumento del didmetro y longitud (Figura 1A) y la aparicion de yemas apicales.
Para nudos cotiledonales y meristemos la respuesta morfogénica a la regeneracion in vitro o
la formacion de yemas multiples comenz6 con cambios en la morfologia de los explantes
precultivados en TDZ y AIA, como aumento en los tamafios y cambios de coloracion (de
blanco a verde) (Figura 1B y C). Inicialmente en ambos explantes el precultivo se desarrolld
para inducir a la formacion de estructuras callogénicas. Sin embargo, ambas variedades no
desarrollaron formacion de estas estructuras (Figura 1F y G). En contraste una mdltiple
formacion de aparentes yemas multiples se obtuvo durante el periodo de 14 dias de
precultivo de ambos explantes. Los explantes con las yemas regeneradas se cultivaron en el
medio de induccidn hasta que se desarrollaron los brotes. El Cuadro 1 muestra el efecto del
genotipo sobre el nimero promedio de brotes, hojas y raices inducidos a partir de ejes
embriogénicos de frijol comun (Phaseolus vulgaris) independientemente de la concentracion
de BAP. El promedio de brotes, hojas y raices no difirio significativamente entre los cultivares
evaluados. La mayor formacion de brotes se obtuvo mediante la variedad CENTA
Chaparrastique > CENTA Costefio Il. De igual forma no se observaron diferencias
significativas en el nimero de raices formadas a partir de ejes embrionarios cultivados en el

medio de induccion suplementado con las diferentes concentraciones de BAP.



Cuadro 1. Efecto del genotipo sobre el nimero promedio de brotes, hojas y raices inducidos
a partir de ejes embrionarios de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) independientemente de
la concentracion de BAP. Los datos se registraron después de 42 dias de cultivo en medio
de induccién suplementado con diferentes concentraciones de BAP.

Raices?
6.060.70 (a)
4.89+0.67 (a)

Hojas?
3.41+0.33 (a)
4.17+0.48 (a)

Genotipo Brotes?
CENTA Costefio Il 0.58+0.222 (b)
CENTA Chaparrastique | 0.98+0.17 (a)

1Los valores representan la formacién promedio de brotes, hojas y raices por genotipo en tres frascos con dos
explantes cada uno y tres replicas.

’Media + EE. Las mismas letras dentro de las columnas denotan medias estadisticamente iguales con la prueba
de Tukey (P <0.01).

El cuadro 2 muestra el efecto del genotipo sobre el nimero promedio de brotes, hojas y
raices inducidos a partir de nudos cotiledonales y meristemos de ambas variedades de frijol
comun (Phaseolus vulgaris) independientemente de la concentracién de BAP. El nimero
promedio de brotes no difiri6 para nudos cotiledonales, pero difirid significativamente para
meristemos entre las variedades evaluadas. Independientemente de la significancia y del tipo
de explante la mayor formacion de brotes multiples se obtuvo mediante la variedad CENTA
Costefio || > CENTA Chaparrastique. Por otro lado, se observaron diferencias significativas
en el nimero de hojas y raices formadas a partir de nudos cotiledonales y meristemos
cultivados en el medio de induccion suplementado con las diferentes concentraciones de
BAP.

Cuadro 2. Efecto del genotipo y del tipo de explante (nudos cotiledonales y meristemos)
sobre el numero promedio de brotes, hojas y raices de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
independientemente de la concentracion de BAP. Los datos se registraron después de 28

dias de cultivo en medio de induccion suplementado con diferentes concentraciones de BAP.

Genotipo Explante Brotes! Hojas! Raices?
CENTA Costefio Il | Nudos cotiledonales | 5.51+0.082 (a) | 6.75+0.10 (ab) | 6.30+0.14 (a)
Meristemos 5.46%0.49 (a) 8.17+0.29 (a) 1.70+0.33 (b)
CENTA Nudos cotiledonales | 5.01+0.56 (a) 8.47+0.75 (a) 1.72+0.37 (b)
Chaparrastique Meristemos 2.6520.10 (b) 5.15+0.38 (b) | 4.21+0.50 (a)

1Los valores representan la formacién promedio de brotes, hojas y raices por genotipo en tres frascos con tres

explantes cada uno y cinco replicas (nudos cotiledonales) y en tres frascos con cuatro explantes cada uno y




cuatro replicas (meristemos).
’Media = EE. Las mismas letras dentro de las columnas denotan medias estadisticamente iguales para cada tipo

de explante con la prueba de Tukey (P <0.01).

El efecto de la concentracion de BAP y el tipo de explante sobre el numero promedio
de brotes, raices y hojas inducidos a partir de ejes embriogénicos, nudos
cotiledonales y meristemos de frijol comun (Phaseolus vulgaris) independientemente
el genotipo.

Para ejes embrionarios al comparar los resultados independientemente el cultivar, no se
observaron diferencias significativas para el nimero de hojas pero si para el nimero de
brotes y raices (Cuadro 3). EI mayor nimero de raices se obtuvo en el medio de induccién
sin citoquinina (BAP). Se observé que a medida que aumentaban las concentraciones de

BAP, el numero de raices por explante disminuia.

Cuadro 3. Efecto de la concentracion de BAP sobre el nimero promedio de brotes, hojas y
raices inducidas a partir de ejes embrionarios de frijol comin (Phaseolus vulgaris L.)
independientemente del genotipo. Los datos se registraron después de 42 dias de cultivo en

medio de induccion suplementado con diferentes concentraciones de BAP.

TRATAMIENTOS VARIABLES MORFOGENICAS
BAP (mg/L) Brotes?! Hojas? Raices?
0 0.00+0.002 (b) 3.49+0.35 (a) 5.47+0.68 (a)
1 0.63:0.14 (a) 3.22:0.47 (a) 0.28+0.08 (b)
5 0.74:0.21 (a) 2.69:0.32 (a) 0.00+0.00 (b)

1Los valores representan la formacion promedio de brotes, hojas y raices por genotipo en tres frascos con dos
explantes cada uno y tres replicas.

’Media + EE. Las mismas letras dentro de las columnas denotan medias estadisticamente iguales con la prueba
de Tukey (P <0.01).

De igual forma, el efecto de la concentracion de BAP y sobre el nimero promedio de brotes,
raices y hojas inducidos a partir de nudos cotiledonales y meristemos de frijol comudn
(Phaseolus vulgaris) independientemente del genotipo y del explante se muestra en el
Cuadro 4. ElI mayor niumero promedio de raices por explante se obtuvo en el medio de
induccion sin BAP y se determind que la concentracion de BAP es inversamente

proporcional al numero de raices por explante.



Figura 1. Regeneracion morfogénica a partir de ejes embrionarios, nudos
cotiledonales y meristemos de Phaseolus vulgaris L.

(A), (B) y (C). Ejes embrionarios, nudos cotiledonales y meristemos respectivamente
utilizados como explantes en diferentes concentraciones de BAP. (D). Explantes con
oxidacion fendlica observada en la investigacion. (E). Explante sin respuesta morfogénica
debido a la poca eficiencia a la regeneracion in vitro. (F) y (G). Precultivo con TDZ y 1Al por
14 dias para nudos cotiledonales y meristemos. (H). Grupo de hojas formadas en nudo
cotiledonal después de 28 dias en medio de induccién. (I). Propagacion de racimos de
yemas formados en meristemos después de 28 dias en medio de induccién. (J), (K) y (L).
Planta de frijol desarrollada a partir de ejes embrionarios, nudos cotiledonales y meristemos

respectivamente.

Ademas, independientemente la variedad y el tipo de explante, el medio de induccién
suplementado con 2.25mg/L de BAP produjo un mayor numero promedio de brotes. Por otro
lado, no se observaron brotes en los medios con ausencia de BAP. Es de relevancia



mencionar que las hojas y raices formadas en estos medios corresponden a los nudos

cotiledonales y meristemos germinados y no a brotes regenerados.

Cuadro 4. Efecto de la concentracion de BAP y el tipo de explante sobre el nimero promedio
de brotes, hojas y raices inducidas a partir de nudos cotiledonales y meristemos de frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.) independientemente del genotipo. Los datos se registraron
después de 28 dias de cultivo en medio de induccidon suplementado con diferentes

concentraciones de BAP.

EXPLANTE TRATAMIENTOS VARIABLES MORFOGENICAS
BAP (mg/L) Brotes! Hojas? Raices!

Nudos 0 0.00+0.002(c) | 2.62+0.15 (c) 4.01+0.25 (a)
Cotiledonales 2.25 5.26+0.32 (a) 6.91+0.55 (a) 0.00+0.00 (c)
6.75 4.80+0.32 (a) 7.61+0.42 (a) 0.05+0.05 (c)
Meristemos 0 0.00+0.00 (c) 4.55+0.22 (b) 2.95+0.41 (b)
2.25 4.05+0.29 (b) 6.66+0.33 (a) 0.00+0.00 (c)
6.75 3.28+0.15 (ab) | 4.98+0.25 (b) 0.01+0.01 (c)

1Los valores representan la formacién promedio de brotes, hojas y raices por genotipo en tres frascos con tres
explantes cada uno y cinco replicas (nudos cotiledonales) y en tres frascos con cuatro explantes cada uno y
cuatro replicas (meristemos).

’Media = EE. Las mismas letras dentro de las columnas denotan medias estadisticamente iguales para cada tipo
de explante con la prueba de Tukey (P <0.01).

Para ejes embrionarios, independientemente el cultivar, el medio de induccion suplementado
con 5mg/L de BAP produjo el mayor nimero promedio de brotes. Por otro lado, no se
observaron brotes en el medio de induccion con ausencia de BAP. Es importante destacar
gue las hojas y raices desarrolladas con Omg/L de BAP corresponden a los ejes
embrionarios germinados y no brotes desarrollados. El Cuadro 5 muestra el efecto del BAP
sobre el nimero promedio de brotes inducidos a partir de ejes embrionarios de ambas
variedades de Phaseolus vulgaris en medio de induccion suplementado con diferentes dosis
de BAP, las cuales resultaron en una respuesta diferencial. En las variedades evaluadas no
se indujeron yemas organogénicas con la concentracion de Omg/L de BAP. Pero la adicion

de esta citoquinina al medio de induccion mejoro la formacién de brotes.



Cuadro 5. Efecto de BAP sobre el numero de brotes inducidos a partir de ejes embriogénicos
de Phaseolus vulgaris L. después de 42 dias de cultivo en medio de induccion suplementado
con diferentes concentraciones de BAP.

Brotes (Eficiencia %)

Concentracion de BAP (mg/L) | CENTA Chaparrastique* | CENTA Costefio II*
0 0+0.002 b (0) 0+0.00 ¢ (0)
1 0.98+0.17 a (55) 0.28+0.12 b (43)
5 0.91+0.21 a (57) 0.58+0.22 a (35)

1Los valores representan la formacién promedio de brotes, hojas y raices por genotipo en tres frascos con dos
explantes cada uno y tres replicas.

’Media + EE. Las mismas letras dentro de las columnas denotan medias estadisticamente iguales con la prueba
de Tukey (P <0.01).

En la variedad CENTA Chaparrastique el mayor nUmero promedio de brotes y el mayor
porcentaje de eficiencia se obtuvo con la concentracion de 1mg/L de BAP. Para la variedad
CENTA Costefio Il los mejores resultados se obtuvieron con la concentraciéon de 5mg/L de
BAP. Los brotes se regeneraron a partir de los grupos de yemas apicales y se desarrollaron
en plantas con hojas y raices apartemente normales hasta el dia 35 de aclimatacion.

El Cuadro 6 muestra el efecto del BAP sobre el numero e brotes inducidos a partir de nudos
cotiledonales y meristemos de Phaseolus vulgaris de las variedades CENTA Costefio Il y
CENTA Chaparrastique en medio de induccién suplementado con diferentes dosis de BAP.
Estos resultados fueron bastante similares en las variedades y explantes evaluados. Puesto
que, en los medios con ausencia de BAP no se indujeron yemas organogénicas después de
28 dias de cultivo. Mientras que la adicién de BAP al medio de cultivo mejor6 la formacién de
brotes multiples en ambos tipos de explantes de ambas variedades. Para nudos
cotiledonales de las variedades CENTA Costefio Il y CENTA Chaparrastigue el mayor
promedio de brotes se obtuvo con la concentracion de 2.25mg/L de BAP. La misma
tendencia se repitié6 cuando se usé meristemos de ambas variedades como explantes. Los
porcentajes de eficiencia de los medios suplementados con BAP fueron significativos en
comparacion a los medios con ausencia de BAP. Sin embargo los meristemos mostraron
mayor eficiencia en comparacion a los nudos cotiledonales, con la diferencia que los

primeros parecieron tener un desarrollo mas lento en comparacion a los nudos cotiledonales.



Cuadro 6. Efecto de BAP sobre el numero de brotes inducidos a partir de nudos
cotiledonales y meristemos de Phaseolus vulgaris L. después de 28 dias de cultivo en medio
de induccién suplementado con diferentes concentraciones de BAP.

Brotes (Eficiencia %)

Tipo de Concentracién de BAP CENTA Costerio II* CENTA

explante (mg/L)! Chaparrastique!

Nudos 0.00 0+0.002 b (0) 0+0.00 b (0)
cotiledonales 2.2¢5 5.51+0.08 a (93) 5.01+0.56 a (96)
6.75 5.10+0.08 a (98) 4.51+0.57 a (89)

Meristemos 0.00 0+0.00 c (0) 0+0.00 c (0)
2.25 5.46+0.49 a (100) 2.65+0.10 b (100)
6.75 4.13+0.23 b (100) 2.43+0.08 b (96)

1Los valores representan la formacién promedio de brotes, hojas y raices por genotipo en tres frascos con tres
explantes cada uno y cinco replicas (nudos cotiledonales) y en tres frascos con cuatro explantes cada uno y
cuatro replicas (meristemos).

2Media = EE. Las mismas letras dentro de las columnas denotan medias estadisticamente iguales para cada tipo
de explante con la prueba de Tukey (P <0.01).

Discusion

En el género Phaseolus se han reportado investigaciones con diferentes explantes mediante
esta via de regeneracion (Collado et al. 2008; Arellano et al. 2009; Gatica et al. 2010).
Algunos autores de estas investigaciones describieron la induccién y regeneracién de brotes
a partir de explantes de nudos cotiledonales (Garcia et al. 2008; Collado et al. 2013) y a
partir de meristemos apicales como explante (Arellano et al. 2009). De igual forma mediante

el uso de ejes embrionarios de diferentes variedades de frijol comin (Gatica et al. 2010).

Aungue se han descrito varios protocolos en la literatura para la regeneracion directa de frijol
a partir de ejes embrionarios, nudos cotiledonales y meristemos 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 comin ha sido evidenciada mediante la baja
respuesta morfogénica de las variedades CENTA Costefio Il Y CENTA Chaparrastique a

partir de ejes embrionarios.

Phaseolus vulgaris parece ser la especie mas dificil de regenerar in vitro en comparacién 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 produccion de brotes (Delgado-Sanchez et al. 2006). Esto
sugiere al menos un protocolo especifico de especie y en el caso de esta investigacion un
protocolo especifico por variedad. Esto debido a que se obtuvo un promedio de brotes por
explante diferente en cada variedad con las mismas dosis de BAP aplicadas. En el caso del
procedimiento establecido por Gatica et al. (2010), la investigacion se realiz6 en cinco
variedades costarricenses y el nimero de brotes y hojas difiri6 notablemente entre ellas, lo

gue nuevamente sugiere un protocolo especifico por genotipo.

Inicialmente se precultivaron nudos cotiledonales y meristemos en medio MS adicionado con
Tidiazuron (TDZ) y Acido Indol Acético (AlA), para formacion y proliferacion de callos.
Collado et al. (2013), mencionan que el precultivo en TDZ y AIA de nudos cotiledonales de
diferentes variedades de frijol promueve la formaciéon de callos nodulares verdes. Sin
embargo, en esta investigacion no se obtuvo en ninguna de las variedades evaluadas
(CENTA Costefio Il y CENTA Chaparrastique) formacién de estructuras callogénicas a partir
de nudos cotiledonales y meristemos. En contraste una mdultiple formacién de brotes fue
desarrollada en presencia de TDZ y AIA 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 (1mg/L) y BAP (1mg/L). Es importante destacar que las yemas mdultiples
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 regeneracién de plantas. Segun Malik y Saxena (1992) y Cruz 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.

De igual forma, la composicién del medio de induccién 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 evidencid que un medio compuesto
por las sales MS suplementado con diferentes concentraciones de BAP producen respuestas
morfogénicas diferentes. Obteniéndose formacion de brotes en presencia de BAP, mientras
qgue en ausencia de este, no se encontr6 desarrollo de brotes en los diferentes explantes
evaluados de ambas variedades de P. angularis. Esto es similar con los resultados obtenidos
por Gatica et al. (2010) que sugiri6 que BAP combinado con Adenina Sulfato (AS), mejora el
proceso de organogénesis. Malik y Saxena (1991) informaron que 5uM de BAP tuvieron un

efecto favorable sobre la formacion de brotes de explantes de hojas cultivadas de P. vulgaris



en comparacion con los explantes cultivados en medio MS sin BAP. Asi mismo, Martinez et
al. (2015) obtuvieron que una variedad mexicana de frijol (Bayomex) mostré induccion de
brotes en los ejes embrionarios con una concentracion de 2.1mg/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 & Skoog y Gamborg. La
eficiencia de regeneracion difirio significativamente entre los dos medios basicos; Gamborg
indujo una alta formacién de brotes organogénicos (98-100 %), mientras que los medios
Murashige y Skoog mostraron una formacién de brotes mas baja e inconsistente (15-73 %).
Evidenciandose la influencia de la composicion del medio, la eficiencia obtenida en esta
investigacion en el medio MS suplementado con las diferentes concentraciones de BAP fue
baja para ejes embrionarios y oscil6 entre el 0-57% para CENTA Chaparrastique y 0-43%
para CENTA Costefio Il (Cuadro 5).

Asi mismo, Dang y Wei en el afio 2009 mostraron que la adicion 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 Il y CENTA Chaparrastique
para nudos cotiledonales y meristemaos 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 nimeros de brotes se obtuvieron en
presencia de BAP, aun cuando todos los explantes se precultivaron en medio que contenia
TDZ y AlIA (Cuadro 6).

De igual forma el genotipo y tipo de explante ejercen efecto sobre la respuesta morfogénica,
esto debido a que las variedades y explantes evaluados presentaron diferentes repuestas
morfogénicas al analizar el nimero de brotes por explante (Cuadro 1 y 2). Esto es
respaldado por Deglene et al. (1997), quienes consideran que el desarrollo de nuevas
estructuras a través de la organogénesis esta en funcién 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. Mientras que al adicionar BAP al medio de induccién los meristemos
demostraron tener una mayor tasa de eficiencia en comparacién a los nudos cotiledonales
(Cuadro 6). Sin embrago, los brotes regenerados a partir de meristemos parecieron tener un

desarrollo menor en comparacion a los desarrollados por nudos cotiledonales.

De los brotes regenerados se observo formacion de hojas en los tres explantes evaluados

(Figura 1H e 1). La variable formacion de hojas para ejes embrionarios no mostro diferencias



estadisticamente significativas en ambas variedades (CENTA Costefio Il y CENTA
Chaparrastique) (Cuadro 3). Esto podria ser explicado con base en que tampoco el nimero
de brotes por explante resulté 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. A partir de nudos cotiledonales de
la variedad CENTA Chaparrastique, los mejores resultados se obtuvieron con la dosis de
2.25mg/L de BAP. Mientras que al utilizar meristemos como explante, la variedad Costefio I
produjo los mejores resultados, exactamente en la misma concentracién antes mencionadas
(Cuadro 4). Esto coincide con la afirmaciéon de Hnatuszko-Konka et al. (2019), en el indican
que el tipo de explante determina la tasa de induccién de callos y formacién de brotes en
ambas vias de organogénesis, lo cual podria explicar parcialmente la diferencia en el nimero
de hojas desarrolladas por cada tipo de explante cultivados en las mismas concentraciones
de BAP.

También se observo el efecto de la ausencia de BAP en la formacién de raices a partir de
ejes embrionarios, meristemos y nudos cotiledonales (Cuadro 3 y 4). El mayor nimero de
raices por explante se obtuvo en los medios de induccion sin reguladores de crecimiento y
se observo que a medida que aumentaban las concentraciones de BAP, el nimero de raices
por explante disminuyé. Esto se debe a que concentraciones altas de citoquininas retrasan la
formacion de raices (Van Staden et al. 2008). En este sentido, Delgado-Sanchez et al.
(2006) informaron que la ausencia o bajas concentraciones de BAP solo inducen a la
formacion de raices y el alargamiento del tallo. En esta investigacion no se realizé un periodo
de enraizamiento con ningun regulador de crecimiento. Sin embargo, en presencia de BAP
esto puede ser resuelto mediante un subcultivo en medio de enraizamiento, lo cual ha sido
reportado mediante la utilizacién de Acido Indol Butirico (IBA), Acido Indol Acético (IAA) o
Acido Indol Naftalenacético (NAA) (Kwapata et al. 2010) para inducir al desarrollo de raices y
esta ha demostrado tener un efecto positivo (Dang y Wey 2009). Puesto que el factor mas
limitante para la brotacion y enraizamiento de plantas de frijol comdn in vitro es la alta
proliferacién de callos que bloguean la formacién de raices y generan compuestos fendlicos
que provocan la muerte por oxidacion (Figura 1D) (Arnaldos et al. 2001). Con la misma
finalidad de eliminar los problemas fendlicos Yu et al. (2021) utilizaron 3mg/L de carbén
activado al medio de enraizamiento para superar la influencia de las sustancias fendlicas en

el enraizamiento de los brotes in vitro en presencia de citoquininas.



Conclusiones

La recalcitrancia de Phaseolus vulgaris fue evidenciada en esta investigacion
mediante la organogénesis directa con los tres tipos de explantes de las variedades
CENTA Costefio Il y CENTA Chaparrastique. La adicién de BAP al medio de cultivo
mostr6 mejora en la regeneracibn en cuanto al numero de brotes,

independientemente de la variedad de frijol comun.

Recomendaciones

Utilizar preferentemente nudos cotiledonales o meristemos como explantes, debido a
su eficiencia en la formacién de brotes y 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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