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1. RESUMEN

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola de la Facultad de
Ciencias Agrondmicas, Universidad de El Salvador, ubicada en la Ciudad Universitaria,

Departamento de San Salvador, en el periodo de julio a diciembre de 2022.

El cultivo de tejidos vegetales de Phaseolus vulgaris L. siempre se ha considerado dificil.
Su capacidad regenerativa y la respuesta a las condiciones de cultivo in vitro dependen en
gran medida del genotipo, grado de especializacion y tipo de explante, medio de cultivo,

entre otros.

La baja respuesta a la regeneracion in vitro se estudié mediante la induccién de estructuras
organogénicas a partir de epicotilos y nudos cotiledonales de frijol comun (Phaseolus
vulgaris L. Var. CENTA Costeiio IlI) en 4 diferentes concentraciones de nitrato de planta
(AgNO3) en medio basal MS (Murashige-Skoog) adicionado con 3 gl de carbén activado y
2.5 mgl! de BAP

Se aplico el Andlisis de Varianza (ANOVA), para un arreglo factorial de 2x4 bajo un Disefio
Completamente al Azar (DCA). El efecto significativo de las concentraciones de AgNO; se
evalu6é mediante polinomios ortogonales para determinar la probabilidad de una respuesta

lineal o cuadréatica.

Como resultado, los nudos cotiledonales de frijol comin mostraron una superioridad
indiscutible de regeneracion sobre los epicotilos. Ademas, se demostré que la adicién de
AgNOs al medio de cultivo mejora la formacion de estructuras organogénicas en frijol
comun. Por otro lado, se observé la influencia sinérgica positiva del carbon activado y el

nitrato de plata en la formacion de estructuras organogénicas.
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3. INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una especie de leguminosa la cual esta distribuida
por todo el mundo y es una de las de mayor importancia (Aragao y Campos 2007). 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 (Gepts et al. 2008). 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).

El Salvador, ain con su tradicion agricola en la produccion de frijol coman, no suple
completamente la demanda interna de este grano (MAG 2012; Zelada 2014;
Superintendencia de Competencia 2015). Esto se ve agravado con el panorama de que en
los ultimos afios a causa del cambio climatico (sequias, altas temperaturas e intensas
lluvias) se ha incrementado el déficit en la demanda interna. Por tanto, actualmente es
indispensable la creacidon de nuevas variedades de frijol que tengan un alto grado de
tolerancia a diversos 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 abidtico (Veltcheva et al. 2005).

El frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) muestra una variacion extremadamente alta con
respecto a la respuesta a las condiciones de cultivo de tejidos (Hnatuszko-Konka et al.
2014) . Esta respuesta es dependiente tanto del genotipo, asi como del tipo o estado de
especializacion del explante, célula o tejido y de las condiciones de cultivo (Svetleva et al.
2003). Por esto, la regeneracion in vitro de Phaseolus vulgaris L. plantea el mayor obstaculo
y desafio, lo que limita el potencial para un sistema eficiente de transformacién genética del

frijol coman (Kwapata et al. 2010).

Uno de los objetivos que se persiguio con esta investigacion es evaluar el efecto del nitrato
de plata (AgNO3s) en la regeneracion in vitro de nudos cotiledonales y epicotilos de frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.) Var. CENTA Costefio Il. Ademas, se buscé establecer un
protocolo eficiente de regeneracion in vitro de la variedad CENTA Costefio Il, por lo que
esta investigacion estuvo encaminada a la busqueda de nuevas metodologias
biotecnoldgicas que sirvan de instrumentos en investigaciones futuras para mejorar

genéticamente las variedades de interés nacional como el CENTA Costefio Il.



4. MARCO TEORICO
4.1 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). ElI género Phaseolus incluye cinco especies domesticadas: P.
vulgaris, P. lunatus, P. acutifolius, P. coccineus ssp. coccineus y P. dumosus (Freytag
2002).

4.2 Origen del frijol

Los primeros trabajos sobre el origen y evolucion 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).

4.3 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



4.4 Morfologia de la planta

Morfolégicamente su raiz principal puede alcanzar una profundidad de uno a dos metros.
Las raices laterales desarrollan una radicula cénica. Estas estructuras poseen ndédulos,
encontrandose en su interior bacterias simbiéticas que fijan el nitrégeno del aire (CIAT
1984). El tallo puede ser identificado como el eje central de la planta, esta formado por una
sucesion 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,
conforméandose de cinco sépalos, cinco pétalos, diez estambres y un pistilo (SAG 2004).
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 (Parsons 1999).

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 (CENTA 2015). Las semillas no poseen albumen, por lo tanto, las reservas nutritivas
se concentran en los cotiledones. Ademas, las semillas pueden tener varias formas tales
como cilindricas, de rifidn 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).
4.5 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 en 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
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de ser esta fase predominantemente reproductiva, durante ella las variedades
indeterminadas contindan, aunque con menor intensidad, la produccion de estructuras
vegetativas (CIAT 1984).

Segun la FAO (2018), la fenologia del desarrollo de las plantas de Phaseolus vulgaris L.
incluye varias etapas desde la siembra hasta la cosecha. Cada etapa de desarrollo esta
asociada con cambios fisiolégicos, como el tamafio, la morfologia, la composicién quimica
y la composicién hormonal. Presenta diez fases fenoldgicas 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); botdn floral o
prefloracion (R5), floracién (R6), formacion de vainas (R7), llenado de vainas (R8) y
maduracion (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 defoliacién.
Segun CENTA (2018), el frijol comun presenta los siguientes habitos de crecimiento

denominados como tipos y que van del uno al cuatro:

Tipo |: 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.
4.6 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 ElI Zamorano,
Honduras. Su origen proviene de las cruzas /S/B166/ PRF 9653-16B-1/S/B136/MC-1P-MQ,

gue experimentalmente fue denominada MDSX 14797-6-1. Con esta denominacion fue
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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 agronémicas, 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 Costefio Il (CENTA 2014).

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

2014):

Habito de crecimiento:

11-B Indeterminado arbustivo

Dias a floracion: 35-35
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
Reacciéon a mustia hilachosa: Susceptible
Altas temperaturas: Tolerante
Humedad limitada: Tolerante
Color del grano: Rojo claro
Numero de granos por vaina: 6-7
Numero de vainas por planta: 16-18

Color de la vaina: Crema
Peso seco de 100 granos: 26 gramos

Rendimiento potencial:

Adaptacion:

2,272 kg/ha (35 gqg/mz)

30-1200 msnm

En los afios 2007-2008 en ensayos conducidos en siembras de agosto y noviembre en

diferentes localidades, la nueva variedad mostr6é los mayores rendimientos promedio, en
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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.

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

color del grano, sabor del caldo y mejor rendimiento (CENTA 2014).
4.7 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro es una técnica biotecnolédgica que utiliza la totipotencia celular (Sirvent y
Belén 2016). El fundamento de este término describe que cualquier célula vegetal contiene
una copia integra del material genético de la planta a la que pertenece, independientemente
de su funcién (Hnatuszko-Konka et al. 2014). La respuesta de totipotencia celular de
regeneracion de plantas ocurre en presencia de niveles de citoquininas y auxinas

apropiados para el cultivo que se vaya a utilizar (Criollo et al. 2016).

El término genérico “cultivo de tejidos vegetales” involucra a diferentes técnicas de cultivo
de material vegetal diverso, lo que incluye a los protoplastos (células desprovistas de su
pared celular), células, tejidos, 6rganos y plantas completas(Cafial et al. 2001). También se
lo conoce como “cultivo in vitro de plantas” por realizarse en recipientes de vidrio (hoy

también de otros materiales) (Domenech 2011)
4.8 Micropropagacion

La micropropagacion es una de las aplicaciones del cultivo in vitro de plantas, con la que
se pretende la obtencién de clones, es decir de plantas genotipicamente idénticas a la
planta de partida (Sirvent y Belén 2016). Se inicia con el cultivo de tejidos in vitro, en el cual
el material vegetal que se utiliza es una célula, tejido u 6rgano de una planta. Estos
materiales pueden provenir de tejidos como tallos, raiz, meristemos, embriones, entre otros.
(Narvéez 2009).

4.8.1 Ventajas de latécnica de micropropagacion
Una de las grandes ventajas de la micropropagacion es la enorme capacidad de

multiplicacion a escala industrial, lo que permite 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). Ademas, se puede obtener
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una mayor tasa de multiplicacion para un mismo periodo de tiempo, permite el cultivo de
gran cantidad de plantas en un espacio reducido y el control del estado sanitario de los
clones y facilita una mejor planificacion y distribucion de los materiales propagados (Sirvent
y Belén 2016). Ahora bien, este tipo de propagacion requiere de instalaciones adecuadas,
mano de obra cualificada para llevar a cabo estos procesos y del desarrollo de protocolos
de micropropagacion especificos para cada especie con el fin que proporcionen las ventajas

anteriormente mencionadas.

4.9 Organogénesis

La organogénesis es una ruta de regeneracion de plantas completas mediante la técnica
de cultivo in vitro, la cual permite la formacion de tallos, yemas y raices a partir de diferentes
explantes (Garcia et al. 2008). La organogénesis puede clasificarse en indirecta y directa
(George y Debergh 2008). La organogénesis indirecta 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 ningan funcionamiento. seguidamente ocurre una fase intermedia de
formacion de callos. Por otro lado 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 (Perianez-Rodriguez et al. 2014). Generalmente la
organogénesis se induce artificialmente por medio de reguladores de crecimiento (Garcia
et al. 2008)

4.10 Recalcitrancia del frijol coman

La regeneracion del frijol comin se considera frecuentemente dificil, lo que dificulta
significativamente el avance en la transformacién genética de Phaseolus vulgaris L (Gatica-
Arias et al. 2010). Esta especie muestra una variaciébn extremadamente alta con respecto
a la respuesta a las condiciones de cultivo de tejidos (Hnatuszko-Konka et al. 2014) . Esta
respuesta es dependiente tanto del genotipo, asi como del tipo o estado de especializacion
del explante, célula o tejido y de las condiciones de cultivo (Svetleva et al. 2003). Por esto,
la regeneracion in vitro de Phaseolus vulgaris L. plantea el mayor obstaculo y desafio, lo
gue limita el potencial para un sistema eficiente de transformacion genética del frijol comin
(Kwapata et al. 2010).

Sin embargo, el frijol comun se ha regenerado via organogénica (Arellano et al. 2009) y via

embriogénica (Cabrera-Ponce et al. 2015) a partir de diferentes explantes de plantas:
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plantulas intactas, ejes embrionarios, cotiledones, nudos cotiledonales, peciolos de hojas,
entrenudos, brotes auxiliares, hipocétilos y hojas (Hnatuszko-Konka et al. 2014). Sin
embargo, la regeneracion de plantas completas que emplea los protocolos publicados

presentan dificultades para ser reproducidos (Veltcheva y Lilova Svetleva 2005).

Al parecer, la falta de un sistema relativamente eficiente para la produccion de brotes es
uno de los obstaculos mas importantes en la etapa de regeneracion in vitro (Hnatuszko-
Konka et al. 2019). Segun muchos autores, el fendbmeno de la recalcitrancia parece resultar
de la presencia de compuestos fendlicos secretados por los sitios lesionados (Dang y Wei
2009; Kwapata et al. 2010; Collado et al. 2016; Hnatuszko-Konka et al. 2019) . Su oxidacion
por polifenoloxidasas, peroxidasas o aire provoca un pardeamiento caracteristico del

explante y del medio de cultivo circundante (Gatica-Arias et al. 2010).

La formacién de callos marrones en la base de un explante de plantas dificulta la
regeneracion de los brotes (Kwapata et al. 2010; Barikissou y Baudoin, 2011; Thao et al.
2013). Tales limitantes en el establecimiento de cultivos de tejidos fueron reportadas para
muchas especies como Pinus silvestre (Laukkanen et al. 1999), musa spp. (Titov et al.
2006) o en papa (Solanum tuberosum) (Alva Ticona y Oropeza 2013). De acuerdo a Gatica-
Arias et al. (2010), la suplementacion con citoquinina deberia superar este obstaculo, sin
embargo, también se determiné que la presencia de algunos reguladores del crecimiento
vegetal como BAP, kinetina, TDZ (tidiazuron) o IAA (acido indol-3-acético) intensificaron la

extensién del pardeamiento (Gatica-Arias et al. 2010)

4.11 Uso de nitrato de plata en cultivo in vitro

Segun Beyer, (1976) los iones de plata (Ag+) aplicados foliarmente como AgNO; bloqueaba
de manera efectiva la capacidad del etileno para provocar la clasica respuesta triple del
etileno (elongacion, el incremento del desarrollo lateral y el cambio en la orientacién del
desarrollo) en guisantes; ademas de estimular la abscision de hojas, flores y frutos en

algodon; e inducir la senescencia de las orquideas.

Actualmente, la regeneracion de plantas in vitro suele mejorarse al agregar a los medios
de cultivo iones de plata como AgNO;s o tiosulfato de plata (Steinitz et al. 2010). Dado que
los iones Ag+ pueden prevenir una amplia variedad de respuestas de plantas inducidas por
etileno, incluida la inhibicién del crecimiento y la senescencia, Alva Ticona'y Oropeza (2013)

sugieren que el efecto esta mediado por la inhibicién de la accion fisiolégica del etileno.
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La mejora de la regeneracion in vitro al utilizar AQNOs ha sido reportada en diferentes
especies vegetales (Fuentes et al. 2000; Gutiérrez-Miceli et al. 2010; Alva Ticona y Oropeza
2013). Fuentes et al. (2000) estudiaron la respuesta de cinco genotipos de Coffea
canephora, y concluyeron que el ANOs actia como un inhibidor directo de la accion del
etileno, que a su vez regula la disponibilidad de etileno en el recipiente de cultivo durante
etapas especificas de la embriogénesis del café. Alva Ticona y Oropeza (2013) reportaron
su aplicacién en la micropropagacion de papa, al eliminar con su uso los sintomas de
epinastia o hiperhidricidad por etileno. Por su parte, Gutiérrez-Miceli et al. (2010) reportaron
su uso para estimular el crecimiento de callos en Dianthus caryophyllus L. Los resultados
mostraron que las concentraciones altas de AgNOs; junto con &cido naftaleneacético (ANA)

aumentaron la induccién de brotes y raices.

En frijol comun, la mejora de la eficiencia en la formacién de brotes al exponer los explantes
al nitrato de plata ha sido descrita por diferentes autores (Cruz de Carvahlo et al. 2000,
Dang y Wei 2009, Kwapata et al. 2010, Hnatuszko-Konka et al. 2019). Segun Kwapata et
al. (2010) el efecto beneficioso podria deberse a que el AgNOs reduce eficazmente los
efectos oxidativos de los compuestos fendlicos. Lo cual fue descrito previamente por Cruz
de Carvalho et al. (2000) quienes plantearon que su efecto beneficioso se debe a que actla
como inhibidor de la accion del etileno, aunque aclaran que su efecto beneficioso no es

significativo si no se utiliza reguladores de crecimiento como BAP.

Segln Dang y Wei 2009 el nitrato de plata en concentraciones mayores a 3 mgl? inhibe el
desarrollo de los brotes, ellos lo atribuyen al efecto negativo del ion de plata (Ag*). Por el
contrario, Hnatuszko-Konka et al. (2019) describieron que 1.69 mgl* en combinacién con 3
gl de carbdn activado y 2.5 mgl* BAP promueve la mayor cantidad de brotes en diferentes

genotipos de frijol coman.
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5. DESARROLLO DE LA PASANTIA

5.1 Ubicacion del laboratorio

La pasantia se llevd a cabo en el Area de Cultivo de Tejidos Vegetales del Laboratorio de
Biotecnologia Agricola de la Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de El
Salvador, ubicado en la ciudad de San Salvador, con las coordenadas geogréficas: latitud
13°4376™ N, longitud: 89°12711™ O. Las actividades se realizaron en un periodo de 6 meses

a partir de julio del 2022.

Esta investigacion se llevo a cabo bajo la estrategia experimental descrita en la Figura 1.

Efecto del nitrato de plata (AgNO3) en laregeneracion in vitro de nudos
cotiledonales y epicotilos de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) Var.
CENTA Costefio Il.

Desinfeccion de semillas y germinacion

3

Diseccion de explantes (nudos y epicotilos)

!

Induccién y regeneracion de
estructuras morfogénicas

!

Subcultivo de regenerantes

!

Evaluacion de la respuesta morfogénica

Figura 1. Estrategia experimental de la investigacion. El diagrama incluye los pasos criticos
planteados en los objetivos, asi como la evaluacion de los resultados de ambos tipos

de explantes en la regeneracion in vitro de frijol coman.
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5.2 Material vegetal

Se utilizé semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de la variedad CENTA Costefio Il, de no
mas de 2 afios de postcosecha. Inicialmente se realizé una prueba de germinacion en papel
hamedo, a 25+1°C y en completa oscuridad. Los resultados a los 3 dias fueron de 83% de
eficiencia y a los 5 dias de 90%. se realiz6 debido a que para este tipo de investigacion se
requiere un alto indice de germinacion y viabilidad de la semilla. Las semillas de frijol fueron
donadas por el Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal (CENTA) bajo una
colaboracion con el proyecto de investigacion 18.21 “Desarrollo de aplicaciones
biotecnoldgicas para el mejoramiento genético de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)” el
cual es financiado por la secretaria de Investigaciones Cientificas (SIC-UES) de la
Universidad de El Salvador. La variedad CENTA costefio Il forma parte de las 4 variedades

gue han sido contempladas y aprobadas en el proyecto de investigacion antes mencionado.

5.3 Desinfeccion de semillay diseccién de explante

En una camara de flujo laminar se desinfectaron las semillas superficialmente con alcohol
etilico al 70% durante 90 segundos y posteriormente con hipoclorito de sodio (NaClO) al 3%
en agitacion manual durante 10 minutos. Posteriormente se realizaron 3 lavados con agua
destilada estéril. Una vez desinfectadas, las semillas se sembraron en frascos de vidrio tipo
Gerber (15 semillas por frasco) con un medio nutritivo compuesto por las sales minerales
de Murashige y Skoog (MS) a mitad de fuerza (¥2 MS) + 30 gI* de sacarosa + 1 mgl* de
BAP (Bencilaminopurina) + 3 gl de carbén activado + 8 gl agar. Las semillas germinaron

en completa oscuridad a 25+1°C por un periodo de 7 dias.

Transcurrido el tiempo de germinacion de las semillas, se extrajeron las plantulas con la
ayuda de pinzas y bisturi estériles en camara de flujo laminar. Se utilizaron dos tipos de
explantes: nudos cotiledonales y epicétilo. Para ello, a las plantulas se les cortd el
meristemo apical y se realizé un corte arriba del nudo cotiledonal para seccionar el epicétilo,
posteriormente se realizO un corte por debajo del nudo cotiledonal para dejarlo

completamente separado del resto de la plantula.
5.4 Medios de cultivo

Se utilizaron medios de cultivo semisélidos compuestos por las sales minerales de
Murashige y Skoog (1962) (MS), adicionados con 30 gl! de sacarosa, 8 gt de agar, 2.5
mgl* de bencilaminopurina (BAP) y diferentes concentraciones de nitrato de plata (AgNO3).

El pH de todos los medios de cultivo se ajusté con HCI o NaOH a 5.7 antes de ser
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esterilizado en autoclave durante 20 minutos a 0.125 MPa y 121°C. Una vez esterilizado
se introdujo en una camara de flujo laminar para ser distribuido en placa Petri estéril, 25ml
de medio de cultivo por cada una. Una vez frio y gelificado se sellé con papel film para evitar

la contaminacion.

Los tratamientos consistieron en medios de cultivos con 2.5 mgl? de Bencilaminopurina
(BAP) y diferentes combinaciones de nitrato de plata (AgNO3) con las especificaciones

descritas en el Cuadro 1

Cuadro 1. Concentraciones de nitrato de planta (AgNOs) para la regeneracion de nudos
cotiledonales y epicotilos de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) Var. CENTA

Costefio .
Explante  AgNO; Referencia
Tratamiento (mgl?)

1 0

2 Epicotilo 0.42 Drisya, Siril y Nair. (2019)

3 1.69 Cruz de Carvalho et al. (2000);

Hnatuszko-Konka et al. (2019)

4 4.23 Alan y Anis (2019)

1 0

2 0.42 Drisya, Siril y Nair. (2019)

3 Nudo 1.69 Cruz de Carvalho et al. (2000);
cotiledonal Hnatuszko-Konka et al. (2019)

4 4.23 Alan y Anis (2019)

5.5 Induccién y regeneracion de estructuras morfogénicas

Los explantes (nudos cotiledonales y epicotilos) se sembraron en las cajas Petri con los
diferentes tratamientos, se colocaron cinco explantes por caja de Petri y se realizaron 9
cajas Petri por cada concentracion de nitrato de plata, una vez sembrados se sellaron con
papel film para evitar la contaminacion. Los explantes se cultivaron en los tratamientos
durante 35 dias en condiciones de fotoperiodo 16 horas luz/ 8 horas oscuridad a 25+1°Cy

58 umol/m?%/s. Se realizé un subcultivo a los 21 dias después de iniciado el ensayo, se
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colocé los regenerantes (anteriormente explantes) en cajas Petri que contenian medio de

cultivo con la misma concentracion de nitrato de plata.
5.6 Evaluacién de la respuesta morfogénica

Para la evaluacion de la respuesta a la regeneracion in vitro se tomo en consideracion lo
descrito por Hnatuszko-Konka et al. (2019) quienes recomiendan evaluar cualquier
formacion de estructuras organogénicas regeneradas por los explantes, esto incluyo callos,
yemas, raices y brotes. Adicionalmente se calculo la eficiencia de la regeneracion a través

de siguiente formula descrita también por Hnatuszko-Konka et al. (2019):

Y%regeneracion = [(numero de explantes con yemas inducidas /

el total de explantes probados) x 100].

Las evaluaciones se realizaron después de 35 dias de iniciado el ensayo. Ademas, se

realizé un registro fotogréfico.
Analisis estadistico

Para la organizacion, procesamiento y analisis de los datos sobre la regeneracion in vitro
via organogénesis directa de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) variedad CENTA Costefio
II, se utiliz6 estadistica simple como tablas de frecuencias, representaciones graficas,

medidas de tendencia central y medidas de dispersion, e intervalos de confianza.

Se aplicé el Andlisis de Varianza (ANOVA), especificamente un arreglo factorial
combinatorio de 2x4 bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA) debido a las condiciones
controladas del laboratorio (luz, temperatura y humedad) y caracteristicas del material
experimental (homogéneo). Previo a la aplicacion de la técnica del Analisis de Varianza
(ANOVA) se verificaron los supuestos de distribucién normal y homogeneidad de varianzas
mediante las pruebas de Kolmogoérov-Smirnov y Levene. El efecto significativo de las
concentraciones de AgNOs; se evalud utilizando polinomios ortogonales para determinar la
probabilidad de una respuesta lineal o cuadratica. El analisis por el método de las
tendencias polinomiales es una técnica que se utiliza para determinar la regresién cuando
la variable independiente (x) se encuentra espaciada a intervalos iguales o no de manera
creciente. Todo el andlisis se realiz6 con un nivel de significancia estadistica (alfa) a del 1%
= 0.01 y mediante la utilizacion de hojas de célculo de Microsoft Excel, asi como el software

libre R y su interfaz RStudio version 3.3.0.
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Las variables independientes fueron los medios de cultivo y los diferentes explantes de frijol
y la variable dependiente fue la respuesta a la morfogénesis in vitro. Cada tratamiento tuvo
tres repeticiones y cada repeticion consistié en tres placas Petri con cinco explantes cada

uno. Fueron 45 explantes por tratamientos y 450 en total.

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

arreglo factorial combinatorio bajo el Disefio Completamente al Azar (DCA) es el siguiente:

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

Donde:i=1, 2,..., r Con r, como el niumero de repeticiones.

j=1,2,...,aCon a, (como el numero de niveles del factor A. 2 niveles).
k=1,2,...,bConb, (como el nimero de niveles del factor B. 4 niveles).

Yijk = Variable aleatoria observada de la i-ésima repeticion del j-ésimo tratamiento del k-
ésimo factor B

M = Media general.

FAj= Efecto de los explantes (epicotilos y nudos cotiledonales).

FB= Efecto de las dosis de AgNOs.

(FA*FB)jk= Efecto de la interaccion de los explantes por las dosis de AgNOs.

Eijk = Efecto del error experimental independiente.

20



6. RESULTADOS

La regeneracion in vitro de diferentes explantes (nudos cotiledonales y epicotilos) se evalud
en diferentes concentraciones de nitrato de plata mediante la observacion de formacién de
estructuras organogénicas. Los explantes mostraron diferentes respuestas morfogénicas
en presencia del nitrato de plata tales como brotes, raices, hojas y callos (Figura 2).
Ademas, se determiné la eficiencia de regeneracion que se calculd como el nimero de

regenerantes inducidos entre el total de explantes probados.

El primer sintoma de regeneracién aparecié después de 10 a 12 dias de iniciado el
tratamiento en diferentes concentraciones de AgNOs, y la capacidad de respuesta a la
regeneracion in vitro estuvo fuertemente relacionado con el tipo de explante. Las diferentes
estructuras organogénicas formadas por los nudos cotiledonales se presentan en la Figura
2.

La organogénesis directa es la via de regeneracion dominante y el callo aparecié en algunos
casos solamente en los extremos de los explantes (Figura 2 E 4.23). Para ambos explantes
con la suplementacion de 1.69 mgl* de AgNOs se obtuvieron mayormente brotes, 90% en
nudos cotiledonales y 59% en los epicotilos (Cuadro A.1). Por otro lado, el mayor nUmero
de raices se obtuvo con 4.23 mgl' de AgNOs;, distribuido en 6% para los nudos
cotiledonales y 35% para los epicotilos (Figura A.1). EI mayor nimero de callos se
obtuvieron en ausencia de AgNOs Unicamente para los epicétilo (28%), mientras que en los

nudos cotiledonales no se obtuvo formacién de callos en ninguna dosis de AgNOs.

En esta investigacion, se logré una eficiencia de regeneracion de 0 a 62%, segun el tipo de
explante (Cuadro 2). Para el epicdtilo, se logré una eficiencia maxima de 46.66% (1.69 mgl
1 AgNOs3) y una minima de 4.44% (4.23 mgl* AgNOs), mientras que para el nudo cotiledonal
se alcanz6 una eficiencia maxima de 62.22% (1.69 mgl* AgNOs) y una minima de 35.55 (0
mgl* AgNQg) (Figura 3).
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Figura 2. Respuesta a la regeneracion in vitro de epicotilos y nudos cotiledonales de frijol
comun (Phaseolus Vulgaris L.) Var. CENTA Costefio Il en diferentes
concentraciones de nitrato de plata (AgNOs). E 0- epicétilo, 0 mglt de nitrato de
plata. E 0.42 - epico6tilo, 0.42 mgl* de nitrato de plata. E 1.63- epicétilo, 1.63 mgl?
de nitrato de plata. E 4.23- epicoétilo, 4.23 mgl! de nitrato de plata. N 0- nudo
cotiledonal, 0 mgl* de nitrato de plata. N 0.42- nudo cotiledonal, 0.42 mgl* de nitrato
de plata. N 1.63- nudo cotiledonal, 1.63 mgl! de nitrato de plata. N 4.23- nudo
cotiledonal, 4.23 mgl* de nitrato de plata.
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Figura 3. Eficiencia a la regeneraciéon in vitro de nudos cotiledonales y epicotilos en
diferentes dosis de AgNOs en la variedad de frijol comin Phaseolus vulgaris L. Var.

CENTA costefio Il.
Cuadro 2: Efecto de los explantes (epicétilo y nudo cotiledonal) y nitrato de plata (AgNOs)
en la eficiencia de la regeneracion in vitro de frijol comin (Phaseolus vulgaris L. Var.

CENTA Costefio Il) bajo un analisis de varianza (ANOVA) y un arreglo factorial 2x4

Variable Tipo de Dosis de AgNOs (mgl™) EEM Valores de p
explante
0 042 169 4.23 Explante  Dosis Interaccion
Exp. x Dosis
Eficiencia de Epicétilo 11.11 28.89 46.66 4.44 4.53 0.0058*  0.0003** 0.2984
regeneracion
(%) Nudo 35.55 46.66 62.22 48.89

Al comparar la eficiencia de regeneracion (%) en cada uno de los explantes se observa una
superioridad del nudo cotiledonal en todas las concentraciones probadas (Figura 4).
Estadisticamente mediante el andlisis de ANOVA (P-valor <0.01) existen diferencias
significativas en los explantes, lo que indica que la regeneracion in vitro de frijol comun

(Phaseolus vulgaris L.) esta fuertemente influenciada por el tipo de explante.

De igual forma, las diferentes concentraciones de nitrato de planta (AgNOs) probadas
presentaron diferencias estadisticamente significativas (P-valor<0.01) los mejores

resultados se presentaron en la concentracion 1.69 mglt (Cuadro 2).
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La interaccién de los explantes y las diferentes concentraciones de nitrato de plata (AgNOs)
no presentan diferencias estadisticamente significativas (P-valor= 0.29) lo que hace indicar

gue el efecto de las concentraciones es igual independientemente del explante.

60

50 48.33

40

30

22.77

20

10

Eficiencia de regeneracion (%)

epicotilo nudo

Explantes

Figura 4. Eficiencia a la regeneracion in vitro en nudos cotiledonales y epicotilos de la
variedad de frijol comin phaseolus vulgaris L. Var. CENTA costefio Il.

El uso de los polinomios ortogonales permiti6 evaluar la relacion cuadrdtica y de esta
manera encontrar la concentracion optima. Al resolver la segunda derivada de la ecuacion
de la curva y = -6.9309x? + 29.783x + 24.608 (planteada en la Figura 5), se obtuvo que el
valor 6ptimo de concentracion de AgNO; es de 2.14 mglt. Ademas, la eficiencia de
regeneracion in vitro independientemente del explante aumenta a medida que aumenta la

concentracion de AgNO; para llegar a un punto maximo (2.14 mgl?) y luego descender.

Debido que los valores de eficiencia a la regeneracion in vitro mas altos se obtuvieron en
los nudos cotiledonales (independientemente del analisis estadistico y de las
concentraciones de nitrato de plata), la eficiencia de regeneracion podria presentarse de la
siguiente manera: nudo cotiledonal con 1.69 mgl*>nudo cotiledonal con 4.23 mgl*> nudo
cotiledonal con 0.42 mgl*> epicétilo con 0.42 mgl™*> nudo cotiledonal con 0 mgl?. Se podria
afirmar que tanto para los nudos cotiledonales como para los epicotilos la concentracion de

nitrato de plata evaluada que presento mejor respuesta a la regeneracion fue 1.69 mgl™.
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Figura 5: Grafica de la tendencia polinomial cuadratica de la regeneracion in vitro de frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.) Var. CENTA Costefio Il para diferentes
concentraciones de nitrato de plata (AgNOs) independientemente del tipo de
explante. R? es el cuadrado del coeficiente de correlacion que es la relaciéon de
correspondencia entre la variable dependiente y la variable independiente. P-valor
de contraste con una significancia del 1%, P-valor de contraste lineal=0.46, P-valor

de contraste cuadratico=0.01*

Producto del ensayo mediante dos diferentes explantes y diferentes concentraciones de
AgNO; se pudo establecer un protocolo de regeneracion in vitro de la variedad de frijol
comun CENTA Costefio Il (cuadro A-2)

7. DISCUSION

El cultivo de tejidos de Phaseolus vulgaris L. ha sido considerado dificil desde los primeros
intentos de regeneracion in vitro (Solis-Ramos et al. 2019). De acuerdo con Svetleva et al.
(2003) su capacidad regenerativa y la respuesta a las condiciones de cultivo dependen en
gran medida del genotipo, también esta determinada por el tipo o estado de especializacion
del explante, célula o tejido y por las condiciones de cultivo. Esto hace que se dificulte la
aplicacion de la mejora genética en este cultivo. Por ello que existe la necesidad de un

enfoque que brinde una formacion eficiente de brotes y que logre una regeneracién de toda
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la planta, puesto que es un requisito crucial para la modificacion genética de esta
leguminosa (Diaz et al. 2012; Hnatuszko-Konka et al. 2019).

Debido que los explantes o estado de especializacion de los tejidos influyen en la
regeneracion in vitro de frijol, se ha evaluado la efectividad de diferentes tipos tales como
ejes embrionarios (Delgado-Sanchez et al. 2006, Gatica-Arias et al. 2010), eje embrionario
partido (Kwapata et al. 2010; Quintero-Jiménez et al. 2010; Collado et al. 2013), nudos
cotiledonales (Dang y Wei 2009; Hnatuszko-Konka et al. 2019), hipocétilos (Mohamed et al.
1993), epicotilos (Arellano et al. 2009; Hnatuszko-Konka et al. 2019) y meristemos apicales
(Garcia et al. 2008). En esta investigacion, los dos explantes elegidos (epicétilos y nudos
cotiledonales) mostraron un variado potencial de regeneracion, especialmente el nudo
cotiledonal que mostré una superioridad indiscutible sobre el epicétilo; contrario a lo
reportado por Cruz de Carvalho et al. (2000) quienes reportaron una mejor capacidad de
los epicotilos para convertirse en brotes. Los resultados obtenidos son comparables con los
obtenidos por Hnatuszko-Konka et al. (2019) y Dang y Wei (2009) quienes indican la
marcada superiodidad de los nudos cotiledonales para regenerar brotes,
independientemente de las concentraciones de reguladores y las concentraciones de
AgNO:3 utilizadas.

La mejora de la regeneracién in vitro al utilizar AQNOs ha sido reportada también en
diferentes especies vegetales (Fuentes et al. 2000; Drisya Ravi et al. 2019); Alam y Anis
2019). Fuentes et al. (2000) estudiaron la respuesta de cinco genotipos de Coffea
canephora, concluyeron que el AgNO; actiia como un inhibidor directo de la accién del
etileno y que a su vez regula la disponibilidad de etileno en el recipiente de cultivo durante
etapas especificas de la embriogénesis del café. Drisya Ravi et al. (2019) reportaron el uso
de 0.42 mgl* de AgNOs en la reproduccion in vitro de Moringa oleifera, la cual aumenté la
produccién de brotes, asi como disminuy6 la caida de las hojas en los brotes in vitro. Alam
y Anis (2019) estudiaron la adiciéon de 4.23 mgl* de AgNOs en la regeneracion in vitro de
Mucuna pruriens, lo que mejoro la calidad de los brotes, asi como la futura formacion de

raices.

En frijol comun, también se ha demostrado el efecto beneficioso del AgNO3 en la
regeneracion in vitro (Cruz de Carvahlo et al 2000, Dang y Wei 2009, Kwapata et al. 2010,
Hnatuszko-Konka et al. 2019). Por esto a pesar de la complejidad de la regeneracion de

frijol comun, se pudo notar en esta investigacion la mejora de la eficiencia en la formacién
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de estructuras organogénicas al exponer los explantes al nitrato de plata. Segun Kwapata
et al. (2010) el efecto beneficioso podria deberse a que el ANOs reduce eficazmente los
efectos oxidativos de los compuestos fendlicos, los cuales ya han sido previamente
descritos por (Gatica-Arias et al. 2010) como una de las razones de la baja respuesta a la

morfogénesis in vitro de esta especie.

Por otro lado, Hoyés (1995) y Zhang et al. (2006) consideran que la sintesis de etileno es
la responsable de la mala regeneracion in vitro del frijol comun, asi como de otras especies.
Por esto, Kumar et al. (2009) mencionan que el AgNOs3 actia como un potente inhibidor de
los efectos del etileno y dada su falta de fitotoxicidad a las concentraciones de trabajo y su
solubilidad en agua, parece justificada la aplicacion de nitrato de plata para modular la
accion del etileno en cultivos de tejidos. En este sentido, se encontré que 2.14mgl? de
AgNOs es el nivel 6ptimo para el desarrollo de brotes; lo cual es consistente con los
resultados obtenidos por Dang y Wei (2009), quienes encontraron que para nudos
cotiledonales una concentracién de 2.0 mgl?! de nitrato de plata fue la dosis 6ptima para
una alta eficiencia de regeneracién in vitro de frijol comdn y que en concentraciones

superiores a 3.0 mgl? se inhibe el desarrollo de brotes.

Por otra parte, Cruz de Carvalho etal. (2000) probaron 1.69 mglt de AgNOs; en la
regeneracion de cortes celulares delgados de frijol comin y obtuvieron resultados
favorables a la regeneracion con el uso de esa dosis. En ese sentido Hnatuszko-Konka
et al. (2019) probaron 1.69 mglt de AgNOs en 6 variedades y dos tipos de explantes de
frijol coman, lo cual aumento la regeneracion in vitro de todos los genotipos. Esto es
consistente con nuestros resultados, los cuales independientemente del explante, la

concentracion que mejor eficiencia a la regeneracion presento fue 1.69 mgl™.

Por otro lado, el nitrato de plata no ha sido el Unico suplemento utilizado para inhibir los
efectos adversos de la produccion de compuestos fendlicos. El carbdon activado
suplementado a concentraciones de 15 mgl! en el medio de cultivo parece reducir la
oxidacion de componentes fendlicos al obtener mejores resultados que al utilizar solamente
AgNO; de acuerdo con Kwapata et al. (2010). En este sentido, Hnatuszko-Konka et al.
(2019) utilizaron 4 gl de carbén activado para la regeneracion de diferentes genotipos de
frijol comdn y obtuvieron resultados positivos. Estos investigadores mostraron que la
regeneracion de frijol fue mejor al combinarlo con AgNOs. En especies como Eucalyptus

grandis, concentraciones de 3 gl también parecen disminuir la oxidacion de los explantes.
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Los reguladores de crecimiento son esenciales en todos los programas de regeneracion in
vitro y para el frijol comin no es diferente (Quintero-Jiménez etal. 2010). En esta
investigacion se utilizé BAP (bencilaminopurina) en una concentracion de 2.5 mgl? basado
en los resultados obtenidos por Hnatuszko-Konka et al. (2019) quienes reportaron una
mejora en la produccién de brotes al combinarlo con AgNOs y 4 gl de carbén activado. En
esta investigacién se encontré regeneracion en los explantes (tanto en epicétilo como en
nudo cotiledonal) con ausencia del AgNOs, lo cual podria ser explicado por la presencia de
2.5 mgl! de BAP en todos los tratamientos, asi como 3 gl de carbén activado. Este
resultado es comparable con Quintero-Jiménez et al. (2010), quienes reportaron eficiencias
mayores al 80% en cuatro variedades de frijol al agregarle al medio de cultivo 10 mgl? de
BAP. Ademas, Dang y Wei (2009) probaron la adicion de diferentes concentraciones de
BAP al medio de cultivo para regenerar nudos cotiledonales en frijol comin y reportaron

una mejora en produccion de brotes al utilizar 5 mgl™.

8. CONCLUSIONES

e La recalcitrancia de Phaseolus vulgaris L. quedo evidenciada en esta investigacion
mediante la baja respuesta a la morfogenesis y regeneracion in vitro a partir de
nudos cotiledonales y especialmente en epicotilos.

e Los explantes de nudos cotiledonales presentaron una mayor respuesta a la
regeneracion in vitro que los epicotilos.

e La adicibn de nitrato de plata al medio de cultivo mejora la eficiencia a la
regeneracion in vitro de Phaseolus vulgaris L. Var. CENTA Costefio Il
independientemente si los explantes son epicétilos o nudos cotiledonales.

e La concentracion de 1.69 mgl? de nitrato de plata (AgNOs) en medios de cultivo
Murashige y Skoog mejora la eficiencia de la regeneracion in vitro de Phaseolus
vulgaris L. Var. CENTA Costefio Il hasta un 62% en nudos cotiledonales.

e Matematicamente, en la concentracion de 2.14 mgl* de nitrato de plata (AgNOs3) en
medios de cultivo Murashige y Skoog presento la mejor respuesta a la regeneracion

in vitro de la variedad CENTA Costefio Il
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9. RECOMENDACIONES

Utilizar nitrato de plata (AgNO3) combinado con carbdén activado y bencilaminoputina
(BAP) en medios de cultivo de Murashige y Skoog para protocolos de regeneracion
de la variedad CENTA Costefio Il.

Evaluar la concentracion de 2.14 mgl* de AgNOs en la morfogénesis in vitro de la
variedad CENTA Costefio Il para el desarrollo de un protocolo mas eficiente de
regeneracion in vitro para esta variedad.

Utilizar nudos cotiledonales como explantes para la regeneracion in vitro mediante

organogénesis directa de la variedad CENTA Costefio Il.
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11. ANEXOS

Cuadro A-1. Porcentaje de las estructuras formadas por explante en las dosis de AgNO:s.

Concentraciones Porcentaje de regeneracion (%)
de AgNOs (mgl?) Epicétilo Nudo cotiledonal
Brote Callo Raiz Brote Callo Raiz
0 44 28 28 96 0 4
0.42 58 16 26 96 0 4
1.69 59 14 27 90 5 5
4.23 50 15 35 92 2 6
Cuadro A-2. Protocolo especifico de regeneracion in vitro para nudos cotiledonales de la

variedad de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) CENTA Costefio Il.

DIR

PROTOCOLO ESPECIFICO DE REGENERACION IN VITRO VIA ORGANOGENESIS

ECTA PARA NUDOS COTILEDONALES DE LA VARIEDAD DE FRIJOL COMUN

(phaseolus vulgaris L.) 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 desinfeccién con una solucién de NACIO al 3%.
Agite por 10 minutos.

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

2. Siembrade las semillas

Coloque 15 semillas por frascos con medio de germinacion.
Sellar los frascos con plastic grap

Dejar germinar las semillas en completa oscuridad por un periodo de 7 dias, a 25 + 1°C.
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3. Disecciény siembra de los explantes

Retire la cubierta del frasco y disecte los explantes con la ayuda de pinzas y bisturi

estériles en cAmaras de flujo laminar.

Corte por debajo de los cotiledones, luego con ayuda de las pinzas retire ambos
cotiledones, haga un corte por la parte superior de la insercion de los cotiledones para

obtener el nudo cotiledonal.

4. Cultivo de explantes en condiciones de fotoperiodo

Coloque los explantes en forma horizontal en placas petri con 25 ml de medio
semisoélido MS (Murashige y Skoog 1962) con PH 5.7 suplementado con 30 gl de
sacarosa, 8 gl* de agar, 2.5 mgl* de BAP y 1.69 mgl* de AgNQOs.

Mantenga durante 15 dias en condiciones de 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25+1°C
y 58 umol/m2/s.

5. Subcultivo de nudos cotiledonales y epicotilos

Al cabo 15 dias transfiera los explantes al mismo medio de cultivo y manténgalo en las

condiciones descritas anteriormente.

6. Evaluacién de laregeneracion

Transcurridos 30 dias de iniciado el ensayo evalle la respuesta a la regeneracion in

vitro mediante la formacién de cualquier estructura organogénica
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