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Resumen

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) constituye una importante fuente para la alimentacion
humana. Por ello, la busqueda de variedades con mayores potencialidades es un reto
eminente en esta especie. El cultivo de tejidos en Phaseolus vulgaris L. resulta muy dificil,
lo cual es causado entre otros factores por su condicién variedad dependiente y su
recalcitrancia. Por ello el objetivo de esta investigacion fue evaluar la regeneracion del
frijol comuan utilizando N6- bencilaminopurina (BAP) para la regeneracion in vitro de la
variedad CENTA Costefio Il mediante la utilizacion de explantes de maduras (12 meses
post cosecha, MPC) y explantes de semillas inmaduras (25 dias después de la floracion,
DDF). Se evaluaron los indicadores nimeros de brotes, nimero de hojas y nimero de
raices y la eficiencia de regeneracion. Se cosecharon vainas inmaduras de 25 dias
después de floracion y se diseccionaron ejes embrionarios para precultivarse en medios
de MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementados con 1 mg.I* de BAP y 1 mg.I*! de AIA
(Acido Indol Acético). Luego se obtuvieron nudos cotiledonales de las plantulas y fueron
transferidos a diferentes concentraciones de BAP (0, 2.25y 6.75 mg.I'). Se determiné que
los nudos cotiledonales de semillas maduras en dosis de 6.75 de BAP responden
aparentemente de manera mas eficiente que con semillas inmaduras de 25DDF a pesar
de que no hubo diferencia significativa en la utilizacion de los explantes de diferente edad.
Este informe describe una comparacion en la utilizacion tanto de semillas maduras como
inmaduras para un eficiente sistema de regeneracion in vitro de frijol comdn a través de
organogénesis directa, que puede servir de referencia para posteriores investigaciones de

transformacion genética para la variedad CENTA Costefio Il.

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

madurez de la semilla.
Introduccioén

El frijol comdn (Phaseolus vulgaris) es una de las especies de leguminosas mas
importantes y que estan distribuidas por todo el mundo. 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 (Aragdo y Campos 2007). Su produccion mundial anual supera los 30 millones de
toneladas métricas (Gepts et al. 2008; Ramirez y Rangel 2011). El frijol comun (Phaseolus
vulgaris) es un cultivo de gran importancia alimentaria. En El Salvador el consumo de
proteinas alcanza 52.4 gramos por persona por dia, de las cuales se estima que 4.2

gramos son provenientes del frijol (FAO 1989).

La produccién del frijol comun (Phaseolus vulgaris) en El Salvador ha experimentado un
aumento en su produccion (65.5% hasta el afio 2014) debido en parte al apoyo del
Ministerio de Agricultura 'y Ganaderia (MAG) con la entrega de insumos agricolas como la
semilla mejorada de frijol (MAG 2012; Zelada 2014; Superintendencia de Competencia
2015).

Sin embargo, el mayor obstaculo que limita el potencial de las herramientas
biotecnolégicas para el mejoramiento genético de frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) esta
relacionado a su baja respuesta tanto a la regeneracion in vitro como a la transformacion
genética, ya que las leguminosas son notoriamente recalcitrantes (Veltcheva y Svetleva,
2005; Estrada et al. 2007, Kwapata et al. 2010). Sin embargo, aun con las actuales
dificultades se ha logrado crear nuevas variedades de frijol mediante la utilizacion de

herramientas biotecnoldgicas (Lizana et al. 2006; Grajales et al. 2008; Blair et al. 2012).

Los objetivos de esta investigacion fue determinar la respuesta morfologica a la
regeneracion in vitro mediante organogénesis directa de semillas de diferentes edades de
la variedad de frijol comun CENTA Costefio Il. Ademas, se busca establecer un protocolo
eficiente de regeneracion in vitro de la variedad de frijol antes mencionada. El trabajo de
investigacion estd encaminado a la busqueda de nuevas metodologias y técnicas
biotecnolégicas que sirvan de instrumentos en investigaciones futuras de la variedad

CENTA Costefio Il y desarrollar protocolos de regeneracion y mejoramiento de esta.
Materiales y métodos
Descripcién del estudio

La investigacion se llevé a cabo en el area de cultivo de tejidos vegetales del Laboratorio
de Biotecnologia Agricola de la Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de El
Salvador en el periodo de abril 2022 a agosto del 2022. La ubicacién geogréfica del
laboratorio es 13°43'06" Norte y 89°12'11" Oeste. El estudio corresponde a una

investigacion del tipo experimental.


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

Adquisicion del material vegetal.

Las semillas de frijol maduro de la variedad CENTA Costefio Il fueron donadas por Centro
Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal "Enrique Alvarez Cérdova", en base a
una colaboracién con el proyecto financiado por la SIC-UES (Secretaria de
Investigaciones Cientificas de la Universidad de El Salvador) para el mejoramiento
genético del frijol comun, que se desarrolla actualmente en el area de Cultivo de Tejido
Vegetales en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agronémicas.
Las semillas fueron entregadas con su respectivo nimero de lote e identificacion de la

variedad.
Metodologia de campo

La fase de campo se llevo a cabo en el vivero de la Facultad de Ciencias Agronémicas de
la Universidad de El Salvador. Se llenaron 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
dias se aplicd fertilizante 18-46-0. Cada semana se realizd limpieza del area y la
observacion de hongos o plagas en el cultivo para su tratamiento respectivo. A los 25 dias
después de la floracion se realiz6 la cosecha de las vainas inmaduras y su introduccion en

el laboratorio.
Semillas inmaduras
Desinfecciéon de vainas y germinacion

Se utilizaron semillas de la variedad de frijol CENTA Costefio Il de 25 dias después de la
floracién. En una camara de flujo laminar se desinfectaron las vainas superficialmente con
alcohol etilico al 70% durante 1 minuto y posteriormente con hipoclorito de sodio (NaClO)
al 3% y Tween 20 (3 gotas/100ml) en agitacién constante durante 20 minutos.

Posteriormente, se realizaron 6 lavados con agua destilada estéril.

Se realizo la extraccion de las semillas de las vainas y se disectaron los embriones
cigoticos con un cotiledon. Estos explantes se colocaron en medios de cultivo de
germinacion que consisti6 en sales minerales MS (Murashige y Skoog 1962) con 100
mg.I* de mioinositol, 0.1 mg.l* de tiamina, 0.5 mg.I* de acido nicotinico, 0.5 mg.I* de
piridoxina, 2 mg.l* de glicina,1 mg.I"* de Bencilaminopurina (BAP), 0.05 mg.I'* de Acido
indol acético (AlA), 30 g.I'* sacarosa y 3 g.I"* agar. El pH del medio se ajusté a 5.7 con
NaOH o HCI 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 dias.
Diseccion de explantes, induccién y regeneracion de brotes

Se disectaron los explantes que consistieron en el nudo cotiledonal, a partir de los ejes
embrionarios inmaduros + un cotiledon, desarrollados en el medio. Todos los explantes se
cultivaron en placas Petri con 30 ml de medio de induccién de brotes con sales minerales
de MS adicionadas con carbén activado (3 g.I"!) y suplementados en diferentes dosis de
BAP: 0, 2.25y 6.75 mg.I*. El pH de los medios se ajusté a 5.7 con HCL o NaOH antes de
esterilizarlo en autoclave durante 21 mina 121°y 1.07 kg cm*.

Para la induccion y regeneracion de brotes se utilizaron tres frascos tipo Gerber con 25 ml
de medio, 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

pumol/m?/s.}
Semillas maduras
Desinfeccién de semillas y germinacion

Se utilizo semillas de la variedad de frijol (CENTA Costefio Il) de 12 meses postcosecha.
En una camara de flujo laminar se desinfectaron las semillas superficialmente con alcohol
etilico al 70% durante 30 segundos y posteriormente con hipoclorito de sodio (NaClO) al
3% y Tween 20 (3 gotas/100 ml) en agitacion constante durante 10 minutos.
Posteriormente, se realiz6 tres lavados con agua destilada estéril. Las semillas se
colocaron en medios de cultivo de germinacion que consistié en las sales minerales MS
(Murashige y Skoog 1962) suplementados con 100 mg.I* de mioinositol, 0.1. mg.I* de
tiamina, 0.5 mg.It de &cido nicotinico, 0.5 mg.It de piridoxina, 2 mg.I* de glicina, 1.13
mg.It de BAP, 30 g.I* sacarosa y 3 g.I"* agar. El pH del medio se ajusté a 5.7 con NaOH o
HCI 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 contenia 30-50 ml de
medio y 10 semillas. La temperatura de germinacién fue de 25°+ 2° y en absoluta

oscuridad durante tres dias.
Diseccion de explantes, induccién y regeneracion de brotes

La induccién y regeneracion de brotes y la evaluacion de la respuesta morfolGgica se

realizé con los mismos medios y métodos descritos con las semillas inmaduras.



Evaluacion de la respuesta morfogénica

La evaluacion de la respuesta a la regeneracion in vitro se evalu6 para cada edad de la
semilla de frijol mediante los siguientes indicadores: niumero de brotes, nimero de hojas y
namero de raices. Adicionalmente se calculé la eficiencia de regeneracion a través de la
formula descrita por Gatica et al. (2010): [(nudos con brotes de novo /total de nimero de
nudos) x 100]. La respuesta morfogénica fue evaluada a los 28 dias (maduras) y 21 dias

(inmaduras) de iniciado el ensayo con los nudos.
Anélisis Estadistico

A todas las variables se les aplicaron el Andlisis de Varianza (ANVA), especificamente un
arreglo factorial 2x3 con los diferentes factores: el factor A que fueron las semillas
maduras e inmaduras y el factor B que son las 3 diferentes dosis del medio de cultivo a
utilizarse para la regeneracion de brotes. Todo esto bajo el Disefio Completamente al Azar
(DCA). Se aplicé la prueba estadistica de comparacion de medias de Tukey con un nivel
de significancia estadistica (alfa) a del 1% = 0.05. Se utilizaron hojas de calculo de

Microsoft Excel® y el programa estadistico INFOSTAT 2022 para el analisis respectivo.
Resultados

Efecto de la edad de la semilla sobre el nUmero promedio de brotes, hojas y raices
de frijol comun (Phaseolus vulgaris) independientemente de la concentracién de
BAP.

La formacion de brotes comenz6 con la hinchazén de los nudos cotiledonales y el cambio
de color de blanco a verde. Las diferentes yemas axilares se multiplicaron cultivandolos
en el medio de induccion hasta que se desarrollaron los brotes (Figura 1). El Cuadro
1 muestra el efecto de la edad de la semilla sobre el nimero promedio de brotes, hojas y
raices inducidas a partir de nudos cotiledonales de frijol comun (Phaseolus vulgaris)
independientemente de la concentracion de BAP. El numero promedio de brotes no difirio
significativamente entre las edades de frijol comun evaluados pero si en el nimero de
hojas, raices y en la eficiencia de regeneracién. A pesar de no mostrar diferencia
significativa en brotes pero si en hojas raices y eficiencia, la mejor edad del explante para

la regeneracion in vitro fue las semillas maduras.



Figura 1. Regeneracion morfogénica a partir de nudos cotiledonales de semillas maduras

e inmaduras de frijol comun (Phaseolus vulgaris L) de Var CENTA Costefio Il

(A). Eje embrionario para germinacion en ambas edades de semillas de frijol. (B). Plantula
de frijol para extraccion de nudos cotiledonales respectivamente utilizados como
explantes en diferentes concentraciones de BAP. (C). Nudo cotiledonal extraido de la
plantula de frijol en ambas edades. (D). Regeneracion in vitro de semilla madura en O
BAP. (E). Regeneracion in vitro de semilla madura en 2.25 BAP. (F). Regeneracion in vitro
de semilla madura en 6.75 BAP. (G). Regeneracion in vitro de semilla inmadura en 0 BAP.
(H). Regeneracion in vitro de semilla inmadura en 2.25 BAP. (I). Regeneracion in vitro de

semilla inmadura en 6.75 BAP.



Cuadro 1. Efecto de la edad de la semilla sobre el nimero promedio de brotes, hojas y
raices inducidos a partir de nudos cotiledonales de frijol comun (Phaseolus

vulgaris L.) independientemente de la concentracion de BAP.

EDADES DE LA EFICIENCIA DE
BROTES® HOJAS! RAICES?
SEMILLA REGENERACION®
INMADURAS
3.23+0.29%a | 3.02+0.292a | 0.36 +0.072a |  68.5 + 4.00%
(25 DDF)
MADURAS (12
MPO) 3.4+0.36% | 5.13+0.24% | 2+0.412 91.3 +1.26%

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

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

El efecto de la dosis de BAP (0, 2.25 y 6.75 mg.l™") sobre el nimero promedio de
brotes, hojas y raices de frijol comun (Phaseolus vulgaris) independientemente de

la edad de la semillas

El efecto de la concentracion de BAP sobre el nimero medio de brotes, raices y hojas
inducidos a partir de nudos cotiledonales de frijol comdn (Phaseolus vulgaris)
Cuadro 2.

Independientemente de la edad de la semilla, no difirié estadisticamente en el nimero de

independientemente de la edad de la semilla se muestra en el
brotes, pero si se observaron diferencias significativas en el nUmero de hojas, raices y
eficiencia de regeneracion formadas entre los tratamientos evaluados. por explante se
obtuvo en el medio de induccion agotado de BAP. Se observd que a medida que

aumentaban las concentraciones de BAP, disminuia el nUmero de raices por explante.

Cuadro 2. Efecto de las dosis de BAP sobre el nimero promedio de brotes, hojas y raices
inducidos a partir de nudos cotiledonales de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

independientemente de la edad de la semilla.

sapmgly | BROTES' | HOMS' | RAICES' | prsriracion
0 3 +0.45%a 2.58 +0.17%a 3.54 £ 0.372a 64.4 + 2.65%
2.25 3.34 £ 0.30%a 3.34 + 0.24%a 0 + 0.00%b 75.5 + 3.88%a
6.75 3.61 +0.222a 6.31 £ 0.20%b 0 + 0.00%b 100 + 0.00%b

1Los valores representan la formacion promedio de brotes, hojas y raices por genotipo en tres frascos con
cuatro explantes cada uno y tres replicas.
2Media + EE. Las mismas letras dentro de las columnas denotan medias estadisticamente iguales con la
prueba de Tukey (P <0.01).




Efecto de la combinacién de la madurez de la semilla (factor A) y los medios de

cultivo con las diferentes dosis de BAP (factor B) sobre la regeneracion in vitro

El efecto de la combinacion de la edad de la semilla y la concentracion de BAP sobre el
namero medio de brotes, raices y hojas inducidos a partir de nudos cotiledonales de frijol
comun (Phaseolus vulgaris) se muestra en el cuadro 3. Puesto que, en los medios con
ausencia de BAP no se indujeron yemas organogénicas después de 21 dias (inmaduras)
y 28 dias (maduras) de cultivo. Mientras que la adicién de BAP al medio de cultivo mejoré
la formacion de brotes multiples en ambos tipos de explantes de ambas edades. Para
nudos cotiledonales de semillas madura mostro el mayor promedio de brotes, hojas y
raices con la concentracion de 6.75 mg.I* de BAP. Los porcentajes de eficiencia de los
medios suplementados con BAP fueron significativos en comparacion a los medios con

ausencia de BAP.

Cuadro 3. Efecto de la combinacion de la edad de las semillas (factor A) y los medios de
cultivo con las diferentes dosis de BAP (factor B) sobre el nimero promedio de
brotes, hojas y raices inducidos a partir de nudos cotiledonales de frijol comun

(Phaseolus vulgaris L.).

EDAD DE
LA DOSIS BROTES! HOJAS! RAICES! EFICIENCIA*
SEMILLAS
INMADURAS 0 6 +0.08%a 1.78 +0.14%c | 1.08+0.03%b | 47.22 +0.65%a
MADURAS 0 0+ 0% 3.37£ 0.14%bc | 6+0.08%a | 81.48 £0.872ab
INMADURAS | 2.25 1.44 £0.07?2b | 1.78 £0.11%c 0+0% 58.33 * 4.54%ab
MADURAS 2.25 5.24 £ 0.15%a | 4.91+0.042abc 0+ 0% 92.59 + 0.872ab
INMADURAS | 6.75 2.25+0.06%b | 5.51 +0.20%ab 0+ 0% 100 + 0%b
MADURAS 6.75 4.96 +0.13%2a | 7.11+0.15%a 0+ 0% 100 + 0%b

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

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

Discusion

La regeneracién 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
regeneracion in vitro de P. vulgaris L., considerada como recalcitrante, es todavia un
proceso dificil y de baja eficiencia debido a los mdltiples 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 o0 estado de especializacion 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 utilizacién de semillas inmaduras o tejidos juveniles presentan frecuentemente una
mayor aptitud para la organogénesis adventicia que los tejidos que provienen de érganos
adultos o senescentes (George 1993). En muchas especies los cotiledones expandidos
de plantulas producen mas brotes adventicios que todo el embridn, hipocdtilo, o cualquier
otro tejido de la plantula, convirtiéndolos en el mejor explante (Din et al. 2016).

Ozcan et al. (1996), utilizo semillas de Vicia pannonica de aproximadamente 15 dias
después de la polinizacién, Estos investigadores tomaron como explantes ejes
embrionarios y nudos cotiledonales inmaduros y encontraron que los ejes embrionarios
inmaduros mostraron mayor capacidad de regeneracion que los cotiledones inmaduros en
la mayoria de los medios probados con un promedio de 7.5 brotes por explante. Los
resultados de la presente investigacion son contrastantes con dicho reporte debido que la
utilizacion 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 regeneracion de brotes.

Kostukova (1997) menciona que la utilizacion de semillas inmaduras como explantes para
la regeneracion in vitro de leguminosas (Pisum sativum) mejora la formacion de
estructuras morfogénicas. Este investigador reporté que mediante el uso de embriones
inmaduros aislados de semillas P. sativum a los 15 dias después de la floracion se
obtienen hasta 1.8 brotes por explante. En la presente investigacion, los nudos
cotiledonales de plantulas 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
namero de brotes en ambos tipos de explante (semillas maduras e inmaduras), se
observa que la mejor regeneracion se obtuvo 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 regeneracion organogénica en frijol comdn
(Phaseolus vulgaris L.) utilizando ejes embrionarios derivados de semillas maduras de

cultivares (FIM) y (FMA), obtuvo como resultado 6 brotes por explante.



También Collado et al. (2011), emplearon cotiledones de semillas inmaduras de 13 a 20
dias después de la floracion con un resultado de 4.6 brotes por explante. Recientemente,
Aguirre y Melendez (2022) utilizando semillas maduras de phaseolus vulgaris L Var
CENTA Costeiio I, obtuvieron como resultado con un promedio de 0.98 brotes por
explante. En esta investigacion con la misma variedad CENTA Costefio |l 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 composicion del medio de cultivo para la induccion de brotes es
importante en el proceso de regeneracion a través de la organogénesis directa de
leguminosas como P. vulgaris L. (Bajaj and Dhanju. 1979; Anju and McHughen. 1986;
Saxena and King. 1987; Polanco et al. 1988; Malik and Saxena. 1992; Polanco et al.
1997; Hnatuszko-Konka, et al. 2019). En la investigacion realizada se evaluaron tres dosis
de BAP (0, 2.25 y 6.75 mg.I"}) y se encontrd que la dosis 6.75 mg.I* de BAP produjo el
mayor nimero promedio de brotes (3.6 por explante), hojas (6.1 por explante) y la mayor
eficiencia de regeneracion (100%). Gaticas-Arias et al. (2009) y Malik et al. (1991)
mencionan que el medio de induccién suplementado con 5 mgl? de BAP resulté en un

mayor nimero promedio de brotes en diferentes genotipos y explantes de frijol comun.

Singh et al. (2002), evaluaron la regeneracién mdltiple 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.I'), obteniendo su mejor
respuesta con la mayor dosis de 1 mg.I* con 7.6 brotes por explante. También Chandra et
al. (2015), lograron una regeneracion in vitro eficiente de Vigna radiata L. a través de
organogénesis directa utilizando explantes de nodulos cotiledonales (con cotiledones)
extraidos de plantulas de 5 dias cultivadas en medio MS que contenian 0,5 mg.I"* de BAP.
La regeneracion de brotes se logré en medio B5 suplementado con 1.0 mg.I"* de BAP con
un aproximado de numero de brotes entre 2 a 16 por explante. Los resultados de estos
reportes son comparables con los de la presente investigacion, en el sentido que la
regeneracion mejora en presenciay a medida aumenta la cantidad de BAP en los medios
de cultivo. Esta idea ha sido ya reportada anteriormente por Pradit et al (2015), quienes
mencionan que con el aumento de la concentracion de BAP la tasa de frecuencia de

regeneracion de brotes aumenta, pero el crecimiento de brotes es siempre es reducido.

La eficiencia de regeneracion es un pardmetro muy utilizado en el cultivo in vitro para

referirse al porcentaje de formacion de brotes de novo a partir del explante (Aguirre y



Melendez, 2022). Delgado-Sanchez. (2006), menciona que la eficiencia de regeneracion
de Phaseolus vulgaris L. varié considerablemente en los medios de cultivo suplementados
con diferentes dosis de BAP. La dosis de 10 mgl* de BAP mostré una mayor formacion de
brotes y regeneracion completa de la planta (83%), mientras que la dosis 5 mgl* mostro
un 50 % de regeneracion in vitro. Los resultados de esta investigacién en cuanto a la
eficiencia de regeneracion mostraron que el Factor A (madurez de las semillas) no causa
un efecto en la regeneracion de la variedad CENTA Costefio Il, mientras que el Factor B
(dosis de BAP 0, 2.25y 6.75 mgl?) si producen mejoras en la regeneracion con la dosis
de 6.75 mgl* de BAP como la mejor concentracion de este regulador para obtener un
100% de eficiencia. También se ha reportado que el aumento de mas de 4 mgl* de BAP
reduce la eficiencia de regeneracion in vitro en Vigna mungo L (Pradip et al. 2013). Pradip
et al. (2013) mencionan que la maxima frecuencia de regeneracion (68.3 %) se alcanzé
en medio MS suplementado con 2.0 mg.It de BAP y 1.5 mg.I* de NAA después de 8

semanas de cultivo.
Conclusiones

La recalcitrancia de Phaseolus vulgaris L. es principal factor que afecta la realizaciéon de
protocolos de regeneracion in vitro, lo cual ha sido manifestado en la presente
investigacion con la variedad CENTA Costefio Il. Ademas en la comparacion de los
estados de madurez de la semilla para la obtencion de los explantes, no se observé
diferencia significativa en cuanto a la regeneracion de brotes, hojas y raices, aunque se
observl mejores resultados la utilizacion de explantes de semillas maduras. Por otro lado,
en cuanto a la dosis adecuada en la regeneracion in vitro de Phaseolus vulgaris, los
mejores resultados se obtuvieron con 6.75 mg.l"* de BAP. Adicionalmente, la combinacién
ideal entre la edad de la semilla y la dosis de BAP es la de la semilla madura (12mpc) con
la aplicacion de 6.75 mg.|"t de BAP.

Los resultados de la utilizacion de semillas inmaduras también fueron afectados por el
manejo agrondmico que se le realizo durante su desarrollo hasta la cosecha de las vainas
inmaduras.

Recomendaciones

La utilizacion de explantes de semillas maduras de la variedad CENTA Costefio Il debido
a su facilidad de manejo y obtencién de explantes. También recomendar la adicion de

6.75 mg.I"* de BAP en medio MS, debido a la mejora en la regeneracion de brotes, hojas,



raices y eficiencia de la regeneracion de la Variedad CENTA Costefio Il. La utilizacion de
semillas maduras (12MPC) y la dosis de 6.75 mg.I* de BAP en la realizacion de
protocolos de regeneracion in vitro de la Variedad CENTA Costefio Il. La evaluacion de
diferentes etapas o estadios de madurez de la semilla de frijol para la obtencién de
explantes en futuros protocolos de regeneracion in vitro de la variedad CENTA Costefio II.
Al realizar siembra para la obtencion de semillas inmaduras se debe realizar en areas
controladas especificamente en invernaderos para la adquirir vainas sin dafios fisicos y

sin enfermedades para que no afecte en la regeneracion.
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