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RESUMEN 

La investigación se realizó en el Laboratorio de Biotecnología Agrícola de la Facultad de 

Ciencias Agronómicas, Universidad de El Salvador, ubicada en la zona noreste del 

Departamento de San Salvador, en el periodo de abril a octubre del año 2022. 

 

Se evaluaron dos estados de madurez de semillas sexuales de frijol común (Phaseolus 

vulgaris L) para la regeneración in vitro de la variedad CENTA Costeño II. Adicionalmente, 

se evaluaron diferentes concentraciones de bencilaminopurina para la regeneración de 

estructuras organogénicas a partir de nudos cotiledonales. Se evaluaron los indicadores 

números de brotes, número de hojas y número de raíces y la eficiencia de regeneración. 

Por medio de la organogénesis directa se realizó un cultivo de frijol de semillas de 12 meses 

postcosecha, luego se cosecharon las vainas inmaduras de 25 dias después de floración y 

se diseccionaron ejes embrionarios se precultivaron en medios de ms suplementados con 

1 mg.l-1  de BAP y AIA (Ácido Indol Acético). Luego se obtuvieron nudos cotiledonales de 

las plántulas y fueron transferidos al medio de inducción y regeneración de brotes (MIB), el 

cual consistió de las sales MS adicionadas con BAP (0, 2.25 y 6.75mg/L). Con el precultivo 

se obtuvo formación de brotes múltiples y se determinó que los nudos cotiledonales de 

semillas maduras en dosis de 6.75 mg.l-1 de BAP responden de manera más eficiente que 

con semillas inmaduras de 25DDF a pesar que no hubo diferencia significativa en los 

resultados estadístico. Este informe describe una comparación en la utilización tanto de 

semillas maduras como inmaduras para un eficiente sistema de regeneración in vitro de 

frijol común a través de organogénesis directa, que puede servir de referencia para 

posteriores investigaciones de transformación genética. 

Palabras clave:  Phaseolus vulgaris L, cultivo in vitro, BAP, organogénesis directa, 

madurez de la semilla. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El frijol común (Phaseolus vulgaris) es una de las especies de leguminosas más importantes 

y que están distribuidas por todo el mundo. Con el 22% de proteínas, el frijol representa 

una fuente relevante de nutrientes esenciales para la humanidad y constituye un 

componente esencial en la dieta de países en desarrollo de Latinoamérica, África y Asia 

(Aragão y Campos 2007).  Su producción mundial anual supera los 30 millones de toneladas 

métricas (Gepts et al., 2008; Ramírez y Rangel 2011). El frijol común (Phaseolus vulgaris) 

es un cultivo de gran importancia alimentaria. En El Salvador el consumo de proteínas 

alcanza 52.4 gramos por persona por día, de las cuales se estima que 4.2 gramos son 

provenientes del frijol (FAO 1989).  

 

La producción del frijol común (Phaseolus vulgaris) en El Salvador ha experimentado un 

aumento en su producción (65.5% hasta el año 2014) debido en parte al apoyo del 

Ministerio de Agricultura y Ganadería (MAG) con la entrega de insumos agrícolas como la 

semilla mejorada de frijol (MAG 2012; Zelada 2014; Superintendencia de Competencia 

2015).  

 

El mayor obstáculo que limita el potencial de las herramientas biotecnológicas para el 

mejoramiento genético de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) está relacionado a su baja 

respuesta tanto a la regeneración in vitro como a la transformación genética, ya que las 

legumbres son notoriamente recalcitrantes (Veltcheva y Svetleva, 2005; Estrada et al. 2007, 

Kwapata et al. 2010). Sin embargo, aún con las actuales dificultades se ha logrado crear 

nuevas variedades de frijol mediante la utilización de herramientas biotecnológicas (Lizana 

et al. 2006; Grajales et al. 2008; Blair et al. 2012).  

 

Los objetivos que persigue esta investigación es determinar la respuesta morfológica a la 

regeneración in vitro mediante organogénesis directa de semillas de diferentes edades de 

la variedad de frijol común CENTA Costeño II. Además, se busca establecer un protocolo 

eficiente de regeneración in vitro de la variedad de frijol antes mencionada. El trabajo de 

investigación está encaminado a la búsqueda de nuevas metodologías y técnicas 

biotecnológicas que sirvan de instrumentos en investigaciones futuras para agilizar las 

reproducciones de la variedad de interés nacional como es el CENTA Costeño II. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Generalidades del frijol común 

El frijol común (Phaseolus vulgaris) perteneciente a la familia de las leguminosas es una 

especie diploide con 22 cromosomas y un genoma de tamaño 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 distribución  

Los primeros trabajos sobre el origen y evolución del frijol se remontan a Miranda-Colín 

(1967) y Gentry (1969), quienes afirmaron que la forma silvestre de frijol se encuentra en 

Mesoamérica. Posteriormente, se han propuesto centros de origen y domesticación 

alternativos que trabajos sucesivos han ratificado (Kwak et al. 2009). El frijol común 

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 Taxonomía   

Según CIAT (1984) la clasificación taxonómica del frijol común es la siguiente: 

Orden: Rosales 

Familia: Leguminoseae  

Subfamilia: Papilionoidae  

Tribu: Phaseolae  

Subtribu: Phaseolinae  

Género: Phaseolus  

Especie: vulgaris 

Nombre Científico: Phaseolus vulgaris L.  

 

2.4 Morfología de la planta 

Raiz 

Morfológicamente su raíz principal puede alcanzar una profundidad de uno a dos metros.  

Las raíces laterales desarrollan una radícula cónica. Estas estructuras poseen nódulos, 

encontrándose en su interior bacterias simbióticas que fijan el nitrógeno del aire (CIAT 

1984). 
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Tallo 

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

sucesión de nudos y entrenudos; es herbáceo y con sección cilíndrica o levemente angular; 

puede ser erecto, semipostrado o postrado, según el hábito de crecimiento de la variedad 

(CENTA 2018).  

Hojas 

Las hojas según 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.  

Flores 

Las flores tienen formas y colores variados, conformándose de cinco sépalos, cinco pétalos, 

diez estambres y un pistilo. El estandarte es el pétalo más grande y se sitúa 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). 

Frutos 

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 pequeños; a veces la epidermis es 

cerosa (CIAT 1984).  

Semillas 

La semilla no posee albumen, por lo tanto, las reservas nutritivas se concentran en los 

cotiledones. Además, las semillas pueden tener varias formas tales como cilíndricas, de 

riñón y esféricas. Internamente la semilla está constituida solamente por el embrión el cual 

está formado por la plúmula, las dos hojas primarias, el hipocótilo, los dos cotiledones y la 

radícula. La semilla tiene una amplia variación de color (blanco, rojo, crema, negro, café 

entre otras), de forma y de brillo (CIAT 1984). 

 

2.5 Fenología y hábitos 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 reproducción (Miranda-Colín 1967). La fase reproductiva 
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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 continúan, aunque con menor intensidad, produciendo estructuras 

vegetativas (CIAT 1984). 

 

Según la FAO (2018), la fenología del desarrollo de las plantas de P. vulgaris incluye varias 

etapas desde la siembra hasta la cosecha. Cada etapa de desarrollo está asociada con 

cambios fisiológicos, como el tamaño, la morfología, la composición química y la 

composición hormonal. Presenta diez fases fenológicas durante su desarrollo, divididas en 

cinco etapas vegetativas y cinco reproductivas: germinación (V0), emergencia (V1), hojas 

primarias (V2), primera hoja trifoliada (V3), tercera hoja trifoliada (V4); botón floral o 

prefloración (R5), floración (R6), formación de vainas (R7), llenado de vainas (R8) y 

maduración (R9). En las variedades determinadas, el desarrollo vegetativo del tallo principal 

termina antes de la floración, mientras que en las indeterminadas generalmente acaba en 

la etapa R8, que es cuando inicia también la defoliación. 

 

Según CENTA (2018), el frijol común presenta los siguientes hábitos de crecimiento 

denominados como tipos y que van del uno al cuatro:  

Tipo l: Habito de crecimiento determinado arbustivo. El tallo y las ramas terminan en una 

inflorescencia desarrollada. Cuando esta inflorescencia está formada, el crecimiento del 

tallo y las ramas se detiene.   

Tipo ll A: Habito de crecimiento indeterminado arbustivo: tallo erecto sin aptitud para trepar, 

aunque termina en una guía corta. Las ramas no producen guías.  

Tipo ll B: Habito de crecimiento indeterminado arbustivo: tallo erecto, con aptitud para 

trepar, termina en una guía larga.   

Tipo lll: Habito de crecimiento indeterminado postrado: plantas postradas o semi-postradas 

con ramificación bien desarrolladas.   

Tipo lV: Habito de crecimiento indeterminado trepador. 

2.6 Requerimientos climáticos y edáficos  

La planta crece bien entre temperaturas promedios de 15 a 27ºC, 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 función para la 

fotosíntesis, en segunda instancia afecta la fenología y morfología de la planta por medio 
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de reacciones de fotoperiodo y elongación (CENTA 1996). 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 en el CENTA, existen genotipos que 

se adaptan a elevaciones muchos menores, por ejemplo, la variedad CENTA Costeño II 

que se puede sembrar desde 30 msnm en ciertas épocas del año (CENTA 2015).  

 

El agua es vital para el crecimiento y rendimiento. Ambas situaciones dependen de su 

disponibilidad. Existen líneas y variedades que muestran alguna tolerancia a deficiencias 

hídricas con rendimientos aceptables en esas condiciones, tolerancia que puede estar 

basada en la mayor capacidad de extracción de agua de capas profundas del suelo (CENTA 

1996). El frijol también requiere suelos con buena aireación y drenaje, de textura franco, 

francos arenosos y francos arcillosos (CENTA 2015). Además, es un cultivo que no tolera 

los suelos compactos.  El pH óptimo oscila entre 6.5 y 7.5 (CENTA 1996). 

En El Salvador, el cultivo de frijol está distribuido por zonas productoras, que se diferencian 

en cuatro regiones: Región I (departamentos de Ahuachapán, Santa Ana y Sonsonate); 

Región II (departamentos de Chalatenango, La Libertad, San Salvador y Cuscatlán); Región 

III (departamentos de La Paz, Cabañas y San Vicente); y Región IV (departamentos de 

Usulután, San Miguel, Morazán y La Unión) (CENTA 2015). 

 

2.7 Mejoramiento genético del cultivo 

Desde que se estableció la capacidad de modificar plantas mediante ingeniería genética, 

los investigadores han modificado un gran número de especies de plantas para satisfacer 

los requisitos agrícolas. Casi treinta años después de los primeros enfoques de la 

modificación genética de cultivos, es posible transformar muchas leguminosas de grano 

(Svetleva et al. 2003).  

 

Sin embargo, una de las especies más importantes para la nutrición humana es Phaseolus 

vulgaris, que aún carece de algunas herramientas prácticas para la investigación genómica, 

como la transformación genética de rutina. Las dificultades comprobadas hacia la 

regeneración in vitro obstaculizan significativamente las posibilidades de mejora del frijol 

común que presenta muchas limitaciones bióticas y abióticas. Aunque se ha logrado un 

progreso notable, la tasa de recuperación de las líneas transgénicas sigue siendo baja 

(Gepts et al. 2008). 
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Las plantas transgénicas de frijol que se han logrado obtener a la fecha, provienen del uso 

de diversos métodos de transformación genética. Entre ellos se tiene un método biológico 

indirecto y por lo tanto natural, basado en el empleo de una bacteria llamada Agrobacterium 

tumefaciens. Otra de las herramientas que existen para la introducción directa de ácidos 

nucleicos a células vegetales es la biobalística. Dicha técnica representa un método físico 

de transformación y consiste en el bombardeo de tejidos con micropartículas cubiertas con 

ADN o con cualquier otra biomolécula que se pretenda introducir a células vegetales 

(Bolívar Zapata, 2007). También existe la mutagénesis, que consiste en la aplicación de 

diferentes agentes mutagénicos: los compuestos químicos que actúan directa o 

indirectamente sobre el ADN y los mutagénicos físicos como las irradiaciones ionizantes y 

la luz ultravioleta (Moh 1972). Además, el Mejoramiento asistido por marcadores 

moleculares (MAS) se suma a estos métodos de transformación y los hay de tres tipos: 

morfológicos (rasgos); bioquímicos (proteínas de almacenamiento de semillas e 

isoenzimas) y polimorfismos moleculares o basados en ADN, que se pueden utilizar para 

establecer vínculos con rasgos de interés agrícola (Svetleva et al. 2003). Otro método más 

reciente es la edición génica, que es una técnica dirigida que permite producir cambios en 

secuencias específicas del ADN, con alta eficiencia y limitado número de mutaciones en 

regiones no blanco (Bortesi et al. 2014). 

 

2.8 Variedad de frijol en estudio 

2.8.1 CENTA Costeño II 

En el 2007 fueron introducidos en El Salvador los ensayos para sequía y baja fertilidad, 

PASEBAF-2007, procedentes de la Escuela Agrícola 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 denominación fue validada 

durante los años 2010/2011 en fincas de agricultores, ubicadas en zonas tradicionales y no 

tradicionales (altas temperaturas) para el cultivo, donde demostró buenas características 

agronómicas, adaptabilidad a estas condiciones (temperatura, humedad relativa, 

precipitación, etc), tolerancia a plagas y enfermedades, y alto potencial de rendimiento. Por 

estas características demostradas, la línea MDSX 14797-6-1 se liberó con el nombre de 

CENTA Costeño II (CENTA, 2014). 

 

 



7 
 

 
 

Entre las características agronómicas más sobresalientes de esta variedad están (CENTA, 

2014): 

Habito de crecimiento:                                          II-B Indeterminado arbustivo 

Días a floración:                                                  35-36 

Días a madurez fisiológica:                                  70-72 

Reacción a virus del mosaico dorado:                 Resistente 

Reacción a virus del mosaico común:                 Resistente 

Reacción a mancha angular:                                Tolerante 

Reacción a bacteriosis:                                        Tolerante 

Reacción a mustia hilachosa:                               Susceptible 

Altas temperaturas:                                              Tolerante 

Humedad limitada:                                                Tolerante 

Color del grano:                                                    Rojo claro 

Número de granos por vaina:                               6-7 

Número 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 qq/mz) 

Adaptación:                                                         30-1200 msnm 

  

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

diferentes localidades, la nueva variedad mostró los mayores rendimientos promedio, en 

comparación con otras líneas promisorias y variedades locales. Durante los años 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 validación establecidas, al final de cada ciclo de cultivo, se realizaron 

evaluaciones participativas con agricultores, donde los resultados de las pruebas de 

degustación indican que MDSX 14797-6-1 fue preferido por sus características tales como: 

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

 

2.9 Cultivo in vitro 

El cultivo in vitro es una técnica biotecnológica que utiliza el término de totipotencia celular, 

el fundamento de este concepto describe que cualquier célula vegetal contiene una copia 
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íntegra del material genético de la planta a la que pertenece, independientemente de su 

función. La respuesta de totipotencia celular de regeneración de plantas ocurre en 

presencia de niveles de citoquininas y auxinas apropiados para el cultivo que se esté 

utilizando (Criollo et al. 2016). 

2.10 Micropropagación  

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 órgano de 

una planta. Estos materiales pueden prevenir de tejidos como tallos, raíz, meristemos, 

embriones, etc. (Narváez 2009). 

2.11 Organogénesis y sus etapas 

La organogénesis es una técnica de la biotecnología vegetal, la cual permite la formación 

de tallos, yemas y raíces a partir de diferentes explantes como hojas, tallos, flores, callos, 

meristemos o células en suspensión. Esta técnica normalmente se da en dos etapas, la 

primera consta de la producción y el crecimiento de tallos a partir de callos, hojas, 

cotiledones, hipocótilos, etc.  En la segunda etapa se realiza el enraizamiento (Narváez 

2009). 

La organogénesis, uno de los principales métodos de regeneración 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 aglomeración de células en forma desordenada 

y sin ningún funcionamiento. Seguidamente ocurre una fase intermedia de formación 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 

regeneración de brotes, raíces o flores de una parte de la planta sin necesidad de fases 

intermedias de callo (George y Debergh 2008). Este proceso morfogénico se induce 

artificialmente por medio de reguladores de crecimiento (RC) (George y Debergh 2008). 

2.12 Utilización de explantes maduros e inmaduros de leguminosas 

La capacidad que posee una célula o grupo de células para convertirse en embriogénica 

también depende de su estado fisiológico y de diferenciación (Gueye et al. 2009). La edad 

fisiológica del explante interfiere en el uso continuo de un protocolo de regeneración y si 

factores como este no se mantienen constantes, la organogénesis se ve afectada (Thorpe 

and Biondi, 1981) 
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Virtualmente todas las partes de la planta se han utilizado como explantes para protocolos 

de regeneración in vitro (Flick et al. 1983; Murashige, 1974); no obstante, los tejidos 

juveniles poseen un alto grado de actividad meristemática y tienden a tener más plasticidad 

in vitro (Evans et al. 1981). 

El potencial organogenético de un explante es inversamente proporcional a su edad 

fisiológica, por lo que se debe tomar en cuenta la etapa o edad fisiológica del explante a 

utilizar en organogénesis de cultivos in vitro (Alleweldt et al. 1962). A partir de secciones de 

tallo cercanas a los ápices caulinares se puede producir mayor cantidad de meristemoides 

que a partir de la porción baja del tallo.  

En maní, plantas enteras pueden regenerarse por cultivo de tejidos vía organogénesis a 

partir de explantes obtenidos de cotiledones (maduros e inmaduros) hojas inmaduras y 

otros (McKently et al., 1990 y 1991; Cheng et al., 1992) 

En su trabajo con discos de hojas de Echeverría elegans, Raju et al. (1970) demostraron 

que los tejidos inmaduros, los parcialmente maduros y los maduros producían hojas, raíces, 

yemas respectivamente. Pierik et al. (1974) indujeron únicamente la regeneración in vitro a 

partir de tejidos inmaduros de Anthurium sp. 

 Al igual Polanco y Ruiz (1997) mencionan que se puede obtener resultados excelentes con 

la utilización de semillas inmaduras de un tamaño especifico y adecuado para la 

regeneración de brotes.  
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Descripción del estudio 

La investigación se llevó a cabo en el área de Cultivo de Tejidos del Laboratorio de 

Biotecnología Agrícola de la Facultad de Ciencias Agronómicas de la Universidad de El 

Salvador en el periodo de abril 2022 a agosto del 2022. La ubicación geográfica del 

laboratorio es 13°43′06″ Norte y 89°12′11″ Oeste. El estudio corresponde a una 

investigación del tipo experimental (Figura A-1). 

 

3.2 Adquisición de la semilla madura 

Las semillas de frijol maduro de la variedad CENTA Costeño II fueron donadas por Centro 

Nacional de Tecnología Agropecuaria y Forestal "Enrique Álvarez Córdova", en base a una 

colaboración con el proyecto financiado por la SIC-UES (La Secretaría de Investigaciones 

Científicas de la Universidad de El Salvador) para el mejoramiento genético del frijol común, 

que se desarrolla actualmente en el área de Cultivo de Tejido Vegetales en el Laboratorio 

de Biotecnología de la Facultad de Ciencias Agronómicas. Las semillas fueron entregadas 

con su respectivo número de lote e identificación de la variedad. 

 

3.3 Metodología de campo 

La fase de campo se llevó a cabo en el vivero de la Facultad de Ciencias Agronómicas de 

la Universidad de El Salvador. Se llenarán 15 bolsas con medidas de 9x12", con un 

distanciamiento de 10 cm entre bolsas, colocando 4 a 5 semillas por bolsa. A cabo de 15 

días se aplicará fertilizante 18-46-0. Cada semana se realizó limpieza del área y la 

observación de hongos o plagas en el cultivo para su tratamiento respectivo. A los 25 días 

después de la floración se realizó la cosecha de las vainas inmaduras y su introducción en 

el laboratorio (Figura A-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Universidad_de_El_Salvador&params=13.7183_N_-89.2031_E_type:edu
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3.4 Metodología de laboratorio 

La investigación se llevó a cabo con la estrategia experimental descrita en la Figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estrategia experimental de la investigación. El diagrama incluye los pasos críticos 

planteados en los objetivos, así como la evaluación de los resultados de ambas 

edades de las semillas de frijol común. 

 

 

 

 

 

Regeneración in vitro de frijol común (Phaseolus vulgaris) variedad CENTA 

Costeño II mediante organogénesis directa de semillas inmaduras y maduras 

Evaluación de la respuesta morfogénica  

Cosecha de las vainas a los 25 días 

(costeño) después de la floración 

Desinfección de vainas y semillas  

Disección de explantes (nudos 

cotiledonales) y siembra en BAP + AIA. 

Disección de ejes embrionarios con un 

cotiledón y siembra y cultivo en medios 

con BAP + AIA 

Regeneración de brotes (organogénesis 

indirecta) 

SEMILLAS INMADURAS SEMILLAS MADURAS 

Desinfección de semillas y siembra en 

medios con BAP 

Disección de nudo cotiledonal y siembra en 

BAP + AIA 

Regeneración de brotes (organogénesis 

indirecta) 

Evaluación de la respuesta morfogénica  

Germinación (3 días). 
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3.4.1 Semillas inmaduras 

• Desinfección de vainas y germinación 

Se utilizaron semillas de la variedad de frijol CENTA Costeño II de 25 días después de la 

floración (Figura A-2). En una cámara de flujo laminar se desinfectaron las vainas 

superficialmente con alcohol etílico al 70% durante 1 minuto y posteriormente con 

hipoclorito de sodio (NaClO) al 3% y Tween 20 (3 gotas/100) en agitación constante durante 

20 minutos. Posteriormente, se realizaron 6 lavados con agua destilada estéril (Figura A-

2).  

 

Se realizo la extracción de las semillas de las vainas y se disectaron los embriones cigóticos 

con un cotiledón (Figura A-2). Estos explantes se colocaron en medios de cultivo de 

germinación que consistió en sales minerales MS (Murashige y Skoog 1962) con 100 mg.l-

1 de mioinositol, 0.1 mg.l-1 de tiamina, 0.5 mg.l-1 de ácido nicotínico, 0.5 mg.l-1 de piridoxina, 

2 mg.l-1 de glicina,1 mg.l-1 de BAP,  0.05 mg.l-1 de Ácido indol acético (AIA), 30 g.l-1 sacarosa 

y 3 g.l-1 agar (Figura A-2). El pH del medio se ajustó a 5.7 con NaOH o HCl antes de 

esterilizarlo en autoclave a 120° durante 20 min. Se cultivaron un total de 300 explantes en 

cajas Petri con 30 ml de medio y 5 explantes por caja. La temperatura utilizada fue de 25° 

± 2° y en absoluta oscuridad durante siete días. 

 

• Disección de explantes (nudos cotiledonales), inducción y regeneración de 

brotes  

Se disectaron los explantes que consistieron en el nudo cotiledonal, de los ejes 

embrionarios inmaduros + un cotiledón desarrollado en el medio. Todos los explantes se 

cultivaron en placas Petri con 30 ml de medio de inducción de brotes (MIB) con sales 

minerales de MS adicionadas con carbón activado (3 g.l-1) y suplementados en diferentes 

dosis de BAP: 0, 2.25 y 6.75 mg.l-1 (Figura A-3).  El pH de los medios se ajustó a 5.7 con 

HCL o NaOH antes de esterilizarlo en autoclave durante 21 min a 121º y 1.07 kg cm -1.  

 

Para la inducción y regeneración de brotes se utilizaron tres frascos tipo Gerber con 25 ml 

de medio MIB, 4 explantes por frasco y 3 repeticiones. Los explantes se cultivaron en 

condiciones de condiciones de fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25±1° y 58 

µmol/m2/s. 
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• Evaluación de la respuesta morfogénica 

Se evaluó mediante lo indicadores números de brotes, número de hojas y número de raíces. 

Para la respuesta a la regeneración in vitro vía organogénesis indirecta de la variedad se 

utilizó la fórmula para calcular la eficiencia de regeneración [(número de callos con brotes / 

total de número de nudos cotiledonales) x 100]. A los 21 días de cultivo en los tratamientos 

de inducción de brotes y regeneración se realizó la toma de datos de los indicadores y se 

llevará un registro fotográfico (Cuadro 1).  

 

3.4.2 Semillas maduras 

• Desinfección de semillas y germinación 

Se utilizo semillas de la variedad de frijol (CENTA Costeño II) de 12 meses postcosecha 

(Figura A-2). En una cámara de flujo laminar se desinfectaron las semillas superficialmente 

con alcohol etílico al 70% durante 30 segundos y posteriormente con hipoclorito de sodio 

(NaClO) al 3% y Tween 20 (3 gotas/100 ml) en agitación constante durante 10 minutos. 

Posteriormente, se realizó tres lavados con agua destilada estéril. Las semillas se colocaron 

en medios de cultivo de germinación que consistió en las sales minerales MS (Murashige y 

Skoog 1962) suplementados con 100 mg.l-1 de mioinositol, 0.1. mg.l-1 de tiamina, 0.5 mg.l-1 

de ácido nicotínico, 0.5 mg.l-1 de piridoxina, 2 mg.l-1 de glicina, 1.13 mg.l-1 de BAP, 30 g.l-1 

sacarosa y 3 g.l-1 agar (Figura 11). El pH del medio se ajustó a 5.7 con NaOH o HCl antes 

de esterilizarlo en autoclave a 120° durante 20 minutos. Se cultivaron un total de 300 de 

semillas en frasco de vidrio de 250 ml. Cada recipiente contenía 30-50 ml de medio y 10 

semillas. La temperatura de germinación fue de 25°± 2° y en absoluta oscuridad durante 

tres días. 

 

• Disección de explantes (nudos cotiledonales), inducción y regeneración de 

brotes 

La inducción y regeneración de brotes y la evaluación de la respuesta morfológica se realizó 

con los mismos medios y métodos descritos con las semillas inmaduras (Figura A-3). 
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3.5 Metodologia estadistica 

Para la organización, procesamiento y análisis de los datos sobre la regeneración in vitro 

vía organogénesis directa de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) variedad CENTA Costeño 

II, se utilizaron métodos descriptivos univariados como tablas de frecuencias, 

representaciones gráficas, medidas de tendencia central y medidas de dispersión, e 

intervalos de confianza.  

 

A todas las variables cuantitativas se les aplicaron análisis bivariado correlación de 

Pearson. También, a todas las variables se les aplicaron el Análisis de Varianza (ANVA), 

específicamente un arreglo factorial 2x3 (Cuadro 1) con los diferentes factores: el factor A 

que serán las semillas maduras e inmaduras y el factor B que son las 3 diferentes dosis del 

medio de cultivo a utilizarse para la regeneración de brotes; todo esto bajo el Diseño 

Completamente al Azar (DCA). Esto por las condiciones controladas del laboratorio (luz, 

temperatura y humedad) y características del material experimental (homogéneo). Se 

establecerán seis tratamientos con tres repeticiones. Previo a la aplicación de la técnica del 

Análisis de Varianza (ANVA) se verificaron que los datos cumplan con los supuestos de 

homogeneidad de varianzas y distribución normal. Para verificar el supuesto de normalidad 

se aplicó la herramienta grafica Q-Q Plot y en el caso de la homogeneidad de varianzas se 

ejecutó el diagrama de dispersión.  

 

Las variables independientes fueron las diferentes dosis de los medios de cultivo, la edad 

de frijol y la variable dependiente es la respuesta a la morfogénesis. Los tratamientos 

consistieron en la aplicación de tres concentraciones de BAP: 0, 2.25 y 6.75 mg.l-1 (Cuadro 

2). Cada tratamiento tenía tres repeticiones y cada repetición consistió en tres placas Petri 

con ocho explantes cada uno. Fueron 24 explantes por tratamientos/ variedad y 144 

explantes por tratamiento/ variedad en total. 

 

Con el propósito de demostrar cuál de las dosis de medios (MS) suplementado con BAP: 

0, 2.25 y 6.75 mg.l-1 y la edad del frijol común presentará mejor respuesta a la regeneración 

in vitro, se aplicaron la prueba estadística de comparación de medias de Tukey. Todo el 

análisis se realizó con un nivel de significancia estadística (alfa) α del 1% = 0.01 y mediante 

la utilización de hojas de cálculo de Microsoft Excel y el programa estadístico infostat 2020. 
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Según Argüellas y Carvajal (2013), el modelo matemático lineal aditivo que define a un 

Diseño Completamente al Azar bajo un arreglo factorial es el siguiente:   

 

Yijk = 𝝁 + [FAj + FBk + (FAxFB)] + ƹijk  

Donde: 

i = 1, 2,…, r Con r como el número de repeticiones 

j = 1, 2,…, a Con a, (como el número de niveles o modalidad del factor A.  

k = 1, 2,…, b Con b, (como el número de niveles o modalidad del factor B 

Yijk = Variable aleatoria observada en la j-ésima repetición del i-ésimo tratamiento.  

μ = Media general.  

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

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

(FA*FB)jk= Efecto de la interacción de los factores A y B. 

Eijk = Efecto del error experimental independiente. 

 

Cuadro 1. Análisis de Varianza (ANVA) con Arreglo Factorial 2x3 a utilizar en los 

ensayos de Evaluación de la regeneración in vitro de frijol común (Phaseolus 

vulgaris L.) variedad CENTA Costeño II mediante la técnica de organogénesis 

indirecta con semillas maduras e inmaduras. 

 

Fuente de 

variación 

Grados de 

libertad 

(GL) 

Suma de 

cuadrados 

(SC) 

Cuadrados 

medios 

(CM) 

Fcal Ftab 

1% 

Factor A 2-1=1 SCFACT. A SCFACT. A

g. l. FACT. A
 

CMFACT. A

CM EE
 

 

Factor B 3-1=2 SCFACT. B SCFACT. B

g. l. FACT. B
 

CMFACT. B

CM EE
 

 

Interacción AxB 1 x 2=2 SCINT.AxB SCINT. AxB

g. l. INT. AxB
 

CMFACT. AxB

CM EE
 

 

Variación no 

controlada (Error 

Experimental) 

17-5=12 SCEE SC EE

g. l. EE
 

  

Total 18-1=17     

Fuente: Elaboración propio. 
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Cuadro 2. Medios de cultivo de MS con diferentes concentraciones de BAP, para 

evaluar la organogénesis directa en frijol común variedad CENTA Costeño II. 

           

 

     

V            v1 (CENTA Costeño II) 

                               MS + 0.0 mg.l-1 BAP  

M2                          MS + 2.25 mg.l-1 BAP 

                               MS + 6.75 mg.l-1 BAP      

Fuente: Elaboración propia.  

Simbología: V= Variedad de frijol      M= Medio de cultivos con diferentes dosis. 
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4. RESULTADOS 

Los resultados de la regeneración in vitro de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) variedad 

CENTA Costeño II mediante organogénesis directa a partir de semillas inmaduras (25 días 

después de la floración) y maduras (semillas no mayores de 12 meses después de la 

cosecha) y cultivados en medios suplementados con BAP (0, 2.25 y 6.75 mg.l-1) se 

presentan a continuación. 

 

4.1. Efecto de la madurez de la semilla (factor A) en la regeneración in vitro de frijol 

común (Phaseolus vulgaris L.) 

4.1.1. Número de brotes 

Al aplicar el análisis de varianza (ANOVA) se demostró estadísticamente (p-valor de 0.6116 

>(α) de 0.01) que la madurez de la semilla de frijol común (Phaseolus vulgaris L. Var. 

CENTA Costeño II) no generaron diferencias significativas en el número de brotes a través 

de la regeneración in vitro (Cuadro 3) de nudos cotiledonales de semillas maduras e 

inmaduras. Sin embargo, en las figuras A-4 y A-5, se observa que las semillas maduras 

mostraron mayor número de brotes con un valor medio de 3.40 y las semillas inmaduras 

generaron el menor número de brotes con una media de 3.23.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Efecto de la madurez de la semilla (factor A) en la regeneración in vitro de 

brotes de Phaseolus vulgaris L. Variedad CENTA Costeño II. Medias con una 

letra común no son significativamente diferentes (p > 0.01). Las barras 

corresponden al error estándar. 
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4.1.2. Número de hojas 

Al realizar el análisis de varianza (ANOVA) se encontró que con un valor de p =0.0009 < 

(α) de 0.01, la comparación del uso de semilla de Phaseolus vulgaris L. Var. CENTA 

Costeño II, en estado inmaduras (25 DDF) con respecto a las semillas maduras (12 MPC), 

generaron diferencias estadísticas significativas en el número de hojas (Cuadro 3). En las 

figuras A-4 y A-5, se observa que las semillas maduras mostraron mayor número de hojas 

con un valor medio de 5.13, y las semillas inmaduras generaron el menor número de hojas 

con una media de 3.02.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3. Número de raíces 

Mediante el análisis de varianza (ANOVA) (p-valor de 0.0001 < α de 0.01) se encontró que 

existen diferencias estadísticas significativas en el número de raíces regeneradas a partir 

de nudos cotiledonales aislados de semillas maduras e inmaduras de frijol común 

(Phaseolus vulgaris L. Var. CENTA Costeño II) (Cuadro 3). En las figuras A-4 y A-5, se 

observa que las semillas maduras mostraron mayor número de raíces con un valor medio 

de 2, y las semillas inmaduras generaron el menor número de raíces con una media de 

0.36.  
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Figura 3. Efecto de la madurez de la semilla (factor A) en la regeneración in vitro de hojas 

de Phaseolus vulgaris L. Variedad CENTA Costeño II. Medias con una letra 

común no son significativamente diferentes (p > 0.01). Las barras corresponden 

al error estándar. 
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4.1.4. Eficiencia a la generación (%) 

Se encontraron diferencias estadísticas significativas (p-valor de 0.0001 < α de 0.01) en 

cuanto a la influencia de la madurez de la semilla sobre la eficiencia de regeneración in vitro 

de frijol común (Phaseolus vulgaris L. Var. CENTA Costeño II (Cuadro 3). En las figuras A-

4 y A-5, se observa que las semillas maduras mostraron mayor eficiencia de regeneración 

con un valor medio de 91.36%, y las semillas inmaduras generaron la menor eficiencia de 

regeneración con una media de 68.52%. 
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Figura 4. Efecto de la madurez de la semilla (factor A) en la regeneración in vitro de raices 

de Phaseolus vulgaris L. Variedad CENTA Costeño II. Medias con una letra común 

no son significativamente diferentes (p > 0.01). Las barras corresponden al error 

estándar. 
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Figura 5. Efecto de la madurez de la semilla (factor A) en el porcentaje de la eficiencia de 

regeneración in vitro de Phaseolus vulgaris L. Variedad CENTA Costeño II. Medias 

con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.01). Las barras 

corresponden al error estándar. 
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Cuadro 3. Medidas resumen y análisis de varianza (ANOVA) del efecto de la madurez de 

la semilla (factor A) en la regeneración in vitro de frijol común (Phaseolus 

vulgaris) Var. CENTA Costeño II 

Madurez de la 

semilla (factor 

A) 

Variables 
Media 

aritmética 

Desviación 

estándar 

Coeficiente 

de variación 
p-valor 

Inmaduras 
Número de brotes 

3.23 2.15 66.62 
0.6116NDS 

Maduras 3.4 2.65 78.02 

Inmaduras 

Número de hojas 

3.02 2.11 69.86 

0.0009DS 

  

Maduras 5.13 1.8 35.06 

Inmaduras 

Número de raíces 

0.36 0.55 152.99 

0.0001DS 

  

Maduras 2 3.01 150.71 

Inmaduras Eficiencia a la 

generación (%) 

68.5 29.4 42.9 
0.0052DS 

Maduras 91.3 9.26 10.13 

Fuente: Elaboración propia.  

NDS: No diferencias significativas 
DS: Diferencias significativa 
 

a. Efecto de los medios de cultivo suplementados con sales minerales de MS 

(factor B) en la regeneración in vitro de frijol común (Phaseolus vulgaris) a partir 

de nudos cotiledonales. 

 

4.2.1. Número de brotes 

Al realizar el análisis de varianza (ANOVA) se llegó a la conclusión que p-valor 0.9143 >(α) 

de 0.01, que la comparación del uso de diferentes dosis de BAP en semillas de Phaseolus 

vulgaris L. Var. CENTA Costeño II, no generaron diferencias estadísticas significativas en 

el número de brotes a través de la regeneración in vitro (Cuadro 4). Sin embargo, en las 

figuras A-4 y A-5, se observa que la dosis 6.75 de BAP mostraron mayor número de brotes 

con un valor medio de 3.61, y la dosis 0 BAP generaron el menor número de brotes con 

una media de 3. 
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4.2.2. Número de hojas 

Al aplicar el análisis de varianza (ANOVA) se demostró estadísticamente (p-valor de 0.0017 

<(α) de 0.01) que la dosis de BAP aplicada a la semilla de frijol común (Phaseolus vulgaris 

L. Var. CENTA Costeño II), generaron diferencias significativas en el número de hojas a 

través de la regeneración in vitro (Cuadro 4) de nudos cotiledonales de semillas maduras e 

inmaduras. En las figuras A-4 y A-5, se observa que la dosis 6.75 de BAP mostraron mayor 

número de hojas con un valor medio de 6.31, y la dosis 0 BAP generaron el menor número 

de hojas con una media de 2.58. 
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Figura 6. Efecto de la dosis de BAP (factor B) en la regeneración in vitro de brotes de 

Phaseolus vulgaris L. Variedad CENTA Costeño II. Medias con una letra común no 

son significativamente diferentes (p > 0.01). Las barras corresponden al error 

estándar. 
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Figura 7. Efecto de la dosis de BAP (factor B) en la regeneración in vitro de hojas de 

Phaseolus vulgaris L. Variedad CENTA Costeño II. Medias con una letra común 

no son significativamente diferentes (p > 0.01). Las barras corresponden al error 

estándar. 
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4.2.3. Número de raíces 

Se encontraron diferencias estadísticas significativas (p-valor de 0.0017 < α de 0.01) en 

cuanto a la influencia de la dosis de BAP sobre la eficiencia de regeneración in vitro de 

raíces en semillas (Phaseolus vulgaris L. Var. CENTA Costeño II) (Cuadro 4). En las figuras 

A-4 y A-5, se observa que la dosis 6.75 de BAP mostraron mayor número de raíces con un 

valor medio de 3.54, y las dosis 0 y 2.25 BAP generaron el menor número de raíces con 

una media de 0.  

 

4.2.4. Eficiencia a la generación (%) 

Mediante el análisis de varianza (ANOVA) (p-valor de 0.0001 < α de 0.01) se encontró que 

existen diferencias estadísticas significativas en la eficiencia de regeneracion a partir de 

nudos cotiledonales aislados de semillas de frijol común (Phaseolus vulgaris L. Var. CENTA 

Costeño II) (Cuadro 4). En las Figuras A-4 y A-5 se observa que la dosis 6.75 de BAP 

mostro mayor eficiencia de regeneración con un valor medio de 100%, y la menor dosis 

genero la menor eficiencia de regeneración con una media de 64.35%.  
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Figura 8. Efecto de la dosis de BAP (factor B) en la regeneración in vitro de raíces de 

Phaseolus vulgaris L. Variedad CENTA Costeño II. Medias con una letra común 

no son significativamente diferentes (p > 0.01). Las barras corresponden al error 

estándar. 
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Cuadro 4. Medidas resumen y análisis de varianza (ANOVA) del efecto de las dosis de BAP 

(factor B) en la regeneración in vitro de frijol común (Phaseolus vulgaris) a partir 

de nudos cotiledonales 

Dosis de 

BAP 
Variables 

Media 

aritmética 

Desviación 

estándar 

Coeficiente de 

variación 
p-valor 

0 

Número de brotes 

3 3.31 110.23 

0.3463NDS 2.25 3.34 2.21 66.25 

6.75 3.61 1.63 45.08 

0 

Número de hojas 

2.58 1.28 49.63 

0.0001DS 2.25 3.34 1.79 53.69 

6.75 6.31 1.46 23.07 

0 

Número de raíces 

3.54 2.72 76.84 

0.0001DS 2.25 0 0 sd 

6.75 0 0 sd 

0 
Eficiencia a la 

generación (%) 

64.4 19.44 30.21 

0.0029DS 2.25 75.5 28.51 37.78 

6.75 100 0 0 

Fuente: Elaboración propia. 

NDS: No diferencias significativas 
DS: Diferencias significativa 
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Figura 9. Efecto de la Interacción del Factor A x Factor B en el porcentaje de la eficiencia de 

regeneración in vitro de Phaseolus vulgaris L. Variedad CENTA Costeño II. Medias 

con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.01). Las barras 

corresponden al error estándar 
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4.3. Efecto de la combinación de la madurez de la semilla (factor A) y los medios 

de cultivo suplementados con sales minerales de MS (factor B) en la 

regeneración in vitro de frijol común (Phaseolus vulgaris) a partir de nudos 

cotiledonales 

4.3.1. Número de brotes 

Mediante el análisis de varianza (ANOVA) (p-valor de 0.0001 < α de 0.01) se encontró que 

existen diferencias estadísticas significativas en la interacción de Factor A x Factor B en la 

regeneración de brotes a partir de nudos cotiledonales aislados de semillas de frijol común 

(Phaseolus vulgaris L. Var. CENTA Costeño II) (Cuadro 5). En la figura 21, se observa que 

la interacción semilla inmadura con la dosis de 0 de BAP mostraron mayor número de brotes 

con un valor medio de 6, y la interacción semilla madura con la dosis 0 BAP generaron el 

menor número de brotes con una media de 0.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.2. Número de hojas 

No se encontraron diferencias estadísticas significativas (p-valor de 0.3562 > α de 0.01) en 

cuanto en la interacción de Factor A x Factor B sobre la eficiencia de regeneración in vitro 

de hojas en semillas (Phaseolus vulgaris L. Var. CENTA Costeño II) (Cuadro 5). Sin 

embargo, en la figura 22, se observa que la interacción semilla madura con la dosis de 6.75 

de BAP mostraron mayor número de brotes con un valor medio de 7.11, y las Interacciones 

semillas inmaduras con la dosis 0 y 2.25 BAP generaron el menor número de brotes con 

una media de 1.78.  
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Figura 10. Efecto de la Interacción del Factor A x Factor B en la regeneración in vitro de 

brotes de Phaseolus vulgaris L. Variedad CENTA Costeño II. Medias con una 

letra común no son significativamente diferentes (p > 0.01). Las barras 

corresponden al error estándar. 
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4.3.3. Número de raíces 

Al aplicar el análisis de varianza (ANOVA) se demostró estadísticamente (p-valor de 0.0001 

< (α) de 0.01) que la interacción de Factor A x Factor B de la semilla de frijol común 

(Phaseolus vulgaris L. Var. CENTA Costeño II), generaron diferencias significativas en el 

número de raíces a través de la regeneración in vitro (Cuadro 5). En la figura 23, se observa 

que la interacción semilla madura con la dosis de 0 de BAP mostraron mayor número de 

raíces con un valor medio de 6, y las Interacciones semillas inmaduras y maduras con la 

dosis 2.25 y 6.75 BAP generaron el menor número de raíces con una media de 0.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

4.3.4. Eficiencia a la generación (%) 

Al realizar el análisis de varianza (ANOVA) se llegó a la conclusión que p-valor 0.0001 < (α) 

de 0.01, que la interacción de Factor A x Factor B de semilla de Phaseolus vulgaris L. Var. 
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Figura 12. Efecto de la Interacción del Factor A x Factor B en la regeneración in vitro de raíces 

de Phaseolus vulgaris L. Variedad CENTA Costeño II. Medias con una letra común 

no son significativamente diferentes (p > 0.01). Las barras corresponden al error 

estándar. 
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Figura 11. Efecto de la Interacción del Factor A x Factor B en la regeneración in vitro de 

hojas de Phaseolus vulgaris L. Variedad CENTA Costeño II. Medias con una 

letra común no son significativamente diferentes (p > 0.01). Las barras 

corresponden al error estándar. 
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CENTA Costeño II, generaron diferencias estadísticas significativas en el porcentaje de 

regeneración in vitro (Cuadro 5). En la figura 24, se observa que la interacción semilla 

madura e inmadura con la dosis de 6.75 de BAP mostraron mayor eficiencia de 

regeneración con un valor medio de 100%, y las Interacciones semillas inmaduras con 0 

BAP generaron la menor eficiencia de regeneración con una media de 47.22%. 
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Figura 13. Efecto de la Interacción del Factor A x Factor B en el porcentaje de la eficiencia de 

regeneración in vitro de Phaseolus vulgaris L. Variedad CENTA Costeño II. Medias 

con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0.01). Las barras 

corresponden al error estándar. 
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Cuadro 5. Medidas resumen y análisis de varianza (ANOVA) del efecto del factor A por el 

factor B en la regeneración in vitro de frijol común (Phaseolus vulgaris) a partir 

de nudos cotiledonales 

 

NDS: No diferencias significativas 

DS: Diferencias significativa 

 

 

 

 

FACTOR A, 

EDAD DE LA 

SEMILLA 

FACTOR B, 

DOSIS 
Variables 

Media 

aritmética 

Desviación 

estándar 

Coeficiente 

de variación 
p-valor 

1 0 BROTES 6 0.58 9.71 

0.0001DS 

2 0 BROTES 0 0 sd 

1 2.25 BROTES 1.44 0.51 35.3 

2 2.25 BROTES 5.24 1.09 20.76 

1 6.75 BROTES 2.25 0.44 19.57 

2 6.75 BROTES 4.96 0.95 19.05 

1 0 HOJAS 1.78 1.05 59.08 

0.3562NDS 

2 0 HOJAS 3.37 1.04 30.97 

1 2.25 HOJAS 1.78 0.79 44.48 

2 2.25 HOJAS 4.91 0.27 5.56 

1 6.75 HOJAS 5.51 1.49 26.98 

2 6.75 HOJAS 7.11 1.08 15.12 

1 0 RAIZ 1.08 0.22 20.06 

0.0001DS 

2 0 RAIZ 6 0.58 9.71 

1 2.25 RAIZ 0 0 sd 

2 2.25 RAIZ 0 0 sd 

1 6.75 RAIZ 0 0 sd 

2 6.75 RAIZ 0 0 sd 

1 0 % 47.22 4.81 10.19 

0.0942NDS 

2 0 % 81.48 6.41 7.87 

1 2.25 % 58.33 33.33 57.14 

2 2.25 % 92.59 6.41 6.93 

1 6.75 % 100 0 0 

2 6.75 % 100 0 0 
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5. DISCUSIÓN 

La regeneración de plantas de Phaseolus vulgaris L. mediante el cultivo de tejidos se ha 

descrito hasta la fecha con cierto grado de éxito (Somers et al. 2003). Adicionalmente, la 

regeneración in vitro de P. vulgaris L., considerada como recalcitrante, es todavía un 

proceso difícil y de baja eficiencia debido a los múltiples factores que intervienen en la 

respuesta a la morfogénesis como lo son el genotipo (Parrot et al. 1992), el medio de cultivo 

(Chandra y Pental, 2003), el tipo o estado de especialización del explante (Bohmer et al. 

1995) y por las condiciones de cultivo (Mroginski y Kartha 1984; Polanco et al. 1997; Bean 

et al. 1997; Hnatuszko-Konka et al. 2019). 

 

La utilización de semillas inmaduras o tejidos juveniles presentan frecuentemente una 

mayor aptitud para la organogénesis adventicia que los tejidos que provienen de órganos 

adultos o senescentes (George 1993). En muchas especies los cotiledones expandidos de 

plántulas producen más brotes adventicios que todo el embrión, hipocótilo, o cualquier otro 

tejido de la plántula, convirtiéndolos en el mejor explante (Din et al. 2016).  

Özcan et al. (1996), utilizo semillas de Vicia pannonica de aproximadamente 15 días 

después de la polinización, Estos investigadores tomaron como explantes ejes 

embrionarios y nudos cotiledonales inmaduros y encontraron que los ejes embrionarios 

inmaduros mostraron mayor capacidad de regeneración que los cotiledones inmaduros en 

la mayoría de los medios probados con un promedio de 7.5 brotes por explante. Los 

resultados de la presente investigación son contrastantes con dicho reporte debido que la 

utilización de explantes de semillas maduras o inmaduras no produjeron diferencias 

significativas, lo que indica que no hay un efecto de la madurez de la semilla en la mejora 

de la regeneración de brotes. 

Kostukova (1997) menciona que la utilización de semillas inmaduras como explantes para 

la regeneración in vitro de leguminosas (Pisum sativum) mejora la formación de estructuras 

morfogénicas. Este investigador reportó que mediante el uso de embriones inmaduros 

aislados de semillas P. sativum a los 15 días después de la floración se obtienen hasta 1.8 

brotes por explante. En la presente investigación, los nudos cotiledonales de plántulas 

regeneradas a partir de semillas inmaduras (25DDF) produjeron 3.23 brotes por explante, 

mientras que los explantes de maduras (12MPC) regeneraron 3.4 brotes por explante. 

Aunque no existieron diferencias significativas en el número de brotes en ambos tipos de 

explante (semillas maduras e inmaduras), se observa que la mejor regeneración se obtuvo 
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mediante los nudos cotiledonales de semillas maduras. Estos datos son contrastantes con 

los reportados por Kostukova (1997). Diferente fue el caso de Polanco et al. (1997), el utilizo 

los dos estados de madurez de semillas de lentejas (Lens culinaris Medik.) en medios de 

cultivos de BAP, sus resultados en ambos estados fueron similares (20 brotes por explante). 

Por su parte Delgado-Sanchez (2006), con un protocolo de regeneración organogénica en 

frijol común (Phaseolus vulgaris L.) utilizando ejes embrionarios derivados de semillas 

maduras de cultivares (FJM) y (FMA), obtuvo como resultado 6 brotes por explante. 

También Collado et al. (2011), emplearon cotiledones de semillas inmaduras de 13 a 20 

días después de la floración con un resultado de 4.6 brotes por explante. Recientemente, 

Alfaro y Hernández (2022) utilizando semillas maduras de phaseolus vulgaris L Var CENTA 

Costeño II, obtuvieron como resultado con un promedio de 0.98 brotes por explante. En 

esta investigación con la misma variedad CENTA Costeño II en estado maduro se 

obtuvieron 3.4 brotes por explante y en el caso de las inmaduras 3.2 brotes 

respectivamente. 

 

Por otro lado, la composición del medio de cultivo para la inducción de brotes es importante 

en el proceso de regeneración a través de la organogénesis directa de leguminosas como 

P. vulgaris L. (Bajaj and Dhanju. 1979; Williams and McHughen. 1986; Saxena and King. 

1987; Polanco et al. 1988; Sing and Raghuvanshi. 1989; Malik and Saxena. 1992; Polanco 

et al. 1997;  Santalla et al. 1998). En la investigación realizada se evaluaron tres dosis de 

BAP (0, 2.25 y 6.75 mg.l-1) y se encontró que la dosis 6.75 mg.l-1  de BAP produjo el mayor 

número promedio de brotes (3.6 por explante), hojas (6.1 por explante) y la mayor eficiencia 

de regeneración (100%). Gaticas-Arias et al. (2009) y Malik et al. (1991) mencionan que el 

medio de inducción suplementado con 5 mgl-1 de BAP resultó en un mayor número 

promedio de brotes en diferentes genotipos y explantes de frijol común.  

 

Singh et al. (2002), evaluaron la regeneración múltiple de brotes a partir de ejes 

embrionarios de garbanzo (Cicer arietinum L.) en medio de MS con diferentes 

concentraciones 6-bencilaminopurina (BAP) (0.5 y 1.0 mg.l-1), obteniendo su mejor 

respuesta con la mayor dosis de 1 mg.l-1 con 7.6 brotes por explante. También Chandra et 

al. (2015), lograron una regeneración in vitro eficiente de Vigna radiata L. a través de 

organogénesis directa utilizando explantes de nódulos cotiledonales (con cotiledones) 

extraídos de plántulas de 5 días cultivadas en medio MS que contenían 0,5 mg.l-1 de BAP. 

La regeneración de brotes se logró en medio B5 suplementado con 1.0 mg.l-1 de BAP con 

https://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-34582010000100006&script=sci_arttext#25
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un aproximado de numero de brotes entre 2 a 16 por explante. Los resultados de estos 

reportes son comparables con los de la presente investigación, en el sentido que la 

regeneración mejora en presencia y a medida aumenta la cantidad de BAP en los medios 

de cultivo. Esta idea ha sido ya reportada anteriormente por Pradip et al (2013), quienes 

mencionan que con el aumento de la concentración de BAP la tasa de frecuencia de 

regeneración de brotes aumenta, pero el crecimiento de brotes es siempre es reducido y 

en su investigación mencionan que la máxima formacion de brotes fue de 8.75 por explante  

en medio MS suplementado con 2.0 mg.l-1 de BAP y 1.5 mg.l-1 de NAA. 

 

La eficiencia de regeneración es un parámetro muy utilizado en el cultivo in vitro para 

referirse al porcentaje de formación de brotes de novo a partir del explante (Alfaro y 

Hernández, 2022). Delgado-Sanchez. (2006), menciona que la eficiencia de regeneración 

de Phaseolus vulgaris L. varió considerablemente en los medios de cultivo suplementados 

con diferentes dosis de BAP. La dosis de 10 mgl-1 de BAP mostró una mayor formación de 

brotes y regeneración completa de la planta (83%), mientras que la dosis 5 mgl-1 mostro un 

50 % de regeneración in vitro. Los resultados de esta investigación en cuanto a la eficiencia 

de regeneración mostraron que el Factor A (madurez de las semillas) no causa un efecto 

en la regeneración de la variedad CENTA Costeño II, mientras que el Factor B (dosis de 

BAP 0, 2.25 y 6.75 mgl-1) si producen mejoras en la regeneración con la dosis de 6.75 mgl-

1 de BAP como la mejor concentración de este regulador para obtener un 100% de 

eficiencia. También se ha reportado que el aumento de más de 4 mgl-1 de BAP reduce la 

eficiencia de regeneración in vitro en Vigna mungo L (Pradip et al. 2013). Pradip et al. (2013) 

mencionan que la máxima frecuencia de regeneración (72.4%) se alcanzó en medio MS 

suplementado con 2.0 mg.l-1 de BAP y 1.5 mg.l-1 de NAA después de 8 semanas de cultivo. 
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6. CONCLUSIONES 

• La recalcitrancia de Phaseolus vulgaris L. es principal factor que afecta la realización 

de protocolos de regeneración in vitro, lo cual ha sido manifestado en la presente 

investigación con la variedad CENTA Costeño II.  

 

• En la comparación de los estados de madurez de la semilla para la obtención de los 

explantes, no se observó diferencia significativa en cuanto a la regeneración de 

brotes, hojas y raíces, aunque se observó mejores resultados la utilización de 

explantes de semillas maduras. 

 

• En cuanto a la dosis adecuada en la regeneración in vitro de Phaseolus vulgaris, los 

mejores resultados se obtuvieron con 6.75 mg.l-1 de BAP. 

 

• Adicionalmente, la combinación ideal entre la edad de la semilla y la dosis de BAP 

es la de la semilla madura (12mpc) con la aplicación de 6.75 mg.l-1 de BAP. 

 

• Los resultados de la utilización de semillas inmaduras también fueron afectados por 

el manejo agronómico que se le realizo durante su desarrollo hasta la cosecha de 

las vainas inmaduras.  
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7. RECOMENDACIONES 

• La utilización de explantes de semillas maduras de la variedad CENTA Costeño II 

debido a su facilidad de manejo y obtención de explantes. 

 

• La adición de 6.75 mg.l-1 de BAP en medio MS,  debido a la mejora en la 

regeneración de brotes, hojas, raíces y eficiencia de la regeneración de la Variedad 

CENTA Costeño II. 

 

• La utilización de semillas maduras (12MPC) y la dosis de 6.75 mg.l-1  de BAP en la 

realización de protocolos de regeneración  in vitro  de la Variedad CENTA Costeño 

II. 

 

• La evaluación de diferentes etapas o estadios de madurez de la semilla de frijol para 

la obtención de explantes en futuros protocolos de regeneración in vitro de la 

variedad CENTA Costeño II. 

 

• Al realizar siembra para la obtención de semillas inmaduras se debe realizar en 

áreas controladas específicamente en invernaderos para la adquirir vainas sin 

daños físicos y sin enfermedades para que no afecte en la regeneración. 
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9. ANEXOS 
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Figura A-1. Ubicación y Metodología de campo para la obtención de vainas inmaduras de 

frijol Var. CENTA Costeño II: F1: Ubicación del vivero. F2: Preparación del sustrato 

para siembra del frijol. F3: Siembra del frijol. F4: Cultivo del frijol. 

 

Figura A-2. Desinfección de semillas maduras y vainas de frijol CENTA Costeño II: F5: 

Materiales para la desinfección. F6: Semillas maduras de frijol. F7: Preparación 

de la solución de hipoclorito de sodio. F8: Desinfección de semillas y vainas. 
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Figura A-3. Disección de vainas y semillas de frijol Var. CENTA Costeño II: F9: Vainas de 

frijol con semillas inmaduras. F10: Disección de vainas y semillas de frijol. F11: 

Obtención de semillas inmaduras. F12: Semillas inmaduras disectada. F13: Eje 

embrionario de semillas maduras e inmaduras. F14: Medios de germinación. 

 

NC-0 

NC-2.25 NC-0 

NC-2.25 NC-6.75 

NC-6.75 

Figura A-4. Regeneración in vitro de semillas maduras Var. CENTA Costeño II: NC-0: Nudo 

cotiledonal con 0 mg.l-1  de BAP. NC-2.25: Nudo cotiledonal con 2.25 mg.l-1  de BAP. 

NC-6.75: Nudo cotiledonal con 6.75 mg.l-1 de BAP. 
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Figura A-5. Regeneración in vitro de semillas inmaduras Var. CENTA Costeño II: NC-0: 

Nudo cotiledonal con 0 mg.l-1  de BAP. NC-2.25: Nudo cotiledonal con 2.25 mg.l-1  

de BAP. NC-6.75: Nudo cotiledonal con 6.75 mg.l-1 de BAP. 

 


