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Resumen

Se establecié un protocolo para la regeneracion in vitro de frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.)
variedad CENTA EAC mediante organogénesis en medios de cultivos suplementados con tres
diferentes concentraciones de Benzilaminapurina (BAP). Se utilizaron ejes embrionarios, nudos
cotiledonales y meristemos como explantes. Para la organogénesis directa se cultivaron ejes
embrionarios en medio de cultivo semisdlido, el cual consisti6 de las sales minerales MS
(Murashige y Skook, 1962) y BAP (0,1 y 5 mg.L™) y para la organogénesis indirecta se
precultivaron nudos cotiledonales y meristemos de la variedad antes mencionada por 14 dias en
Tidiazurén (TZD) y Acido indolacético (AlA). Luego fueron transferidos al medio de induccion y
regeneracion de brotes el cual consistié de las sales MS adicionadas con BAP (0, 2.25y 6.75
mg.L™). Con el precultivo se obtuvo formacion de brotes multiples y se determiné que los nudos
cotiledonales responden de manera mas eficiente que los meristemos sin embargo, no se logré
regenerar estructuras callogénicas en ambos explantes. Esto proporciona evidencia sobre como
los medios de cultivo y los reguladores del crecimiento influyen en la regeneracion del frijol
comun. Se observé en la organogénesis directa que la dosis 5 mg.L™ de BAP presenta el mayor
namero de brotes por explante (0.86) y en la organogénesis indirecta el mayor resultado se
obtuvo en la dosis de 6.75 mg.L™ de BAP. Este informe establece el primer protocolo para la
variedad CENTA EAC de regeneracion de frijol comdn a través de organogénesis directa e
indirecta, que puede servir de referencia para su posterior investigacion de transformacion

genética.

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

organogénesis indirecta.
Abstract.

A protocol was established for the in vitro regeneration of common bean (Phaseolus vulgaris L.)
variety CENTA EAC by organogenesis in culture media supplemented with three different
concentrations of Benzilaminapurine (BAP). Embryonic axes, cotyledon nodes and meristems
were used as explants. For direct organogenesis, embryogenic axes were cultured in semi-solid
culture medium, which consisted of the mineral salts MS (Murashige and Skook, 1962) and BAP

(0.1 and 5 mg). L™) and for indirect organogenesis, cotyledon and meristems knots of the



aforementioned varieties were pre-cultivated for 14 days in Tidiazuron (TZD) and Indoleacetic
Acid (AlIA). They were then transferred to the sprout induction and regeneration medium (MIB),
which consisted of MS salts added with BAP (0, 2.25 and 6.75 mg. L™). With the preculture was
obtained formation of multiple shoots and it was determined that the cotyledon nodes respond
more efficiently than the meristems however, it was not possible to regenerate callogenic
structures in both explants. This provides evidence on how culture media and growth regulators
influence common bean regeneration. It was observed in direct organogenesis that the dose 5
mg. L™ of BAP presents the highest number of outbreaks per explant (0.86) and in indirect
organogenesis the highest result was obtained at the dose of 6.75 mg. L™ of BAP. This report
establishes the first protocol for the CENTA EAC variety of common bean regeneration through
direct and indirect organogenesis, which can serve as a reference for its subsequent genetic

transformation research.

Keywords: Common bean, in vitro culture, direct organogenesis, indirect organogenesis,

Bencilaminopurine.

1. Introduccion
El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una leguminosa de gran valor en la dieta alimenticia
humana, ya que posee un alto contenido de proteina vegetal de buena calidad (22.1%), grasas
(1.7%), carbohidratos (61.4%) y alto contenido de aminoacidos esenciales. La productividad del
cultivo es altamente afectada por factores bioldgicos, edéficos y climaticos, que podrian ser

superados con la obtencién de variedades mejoradas (Delgado-Sanchez et al., 2006).

Para el pais el cultivo del frijol es de mucha importancia, ya que forma parte de la dieta alimenticia
de los salvadorefios, genera fuentes de empleo y un sistema de subsistencia para las familias
del area rural. Su indice de produccion ha decrecido en los ultimos afios, ya que ha sido afectado
por irregularidades del ambiente. Debido a estos sucesos, en otros paises se han realizado
estudios de mejora genética en la busqueda de resistencia a sequia en muchos cultivos,

especialmente en maiz y trigo (Veltcheva et al., 2005).

La biotecnologia juntamente con los programas de mejoramiento genético convencional permite
facilitar el mejoramiento genético del frijol para resistencia o tolerancia a factores bibticos y
abidticos, asi como el incremento en la calidad de las semillas (Veltcheva et al., 2005; CIAT,
2008; Gatica et al., 2010).

La regeneracién de plantas de frijol comun a partir del cultivo de tejidos se ha descrito con cierto

grado de éxito en los Ultimos afios. No obstante, la regeneracién in vitro es todavia un proceso



dificil y de baja eficiencia (Gatica et al., 2010). Asimismo, los efectos del genotipo en la capacidad
regenerativa, asi como en la reproducibilidad han sido factores limitantes (Delgado-Sanchez et
al., 2006, Kwapata et al., 2010, Quintero-Jiménez et al., 2010). Los avances de la investigacion
en el cultivo in vitro en otras especies vegetales abren la posibilidad de que esta técnica se
incorpore a los programas convencionales de mejoramiento genético y permita mejorar la

produccién y la calidad del frijol.

Debido a que la regeneracion in vitro es un factor importante a incorporar en los programas de
mejoramiento asistidos por la biotecnologia, se hizo la evaluacion morfolgica en frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) var. CENTA EAC mediante la regeneracion in vitro a partir de dos
métodos diferentes. Ademas, se establecioé un protocolo de regeneracion in vitro de la variedad
de frijol comin CENTA EAC.

2. Materiales y métodos
2.1. Ubicacion del estudio
La investigacion se llevé a cabo en el area del Cultivo de Tejidos del Laboratorio de Biotecnologia

Agricola de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de El Salvador

2.2. Material vegetal
Se utilizaron semillas maduras de la variedad CENTA EAC de no mas de un afio de poscosecha.
Estas fueron donadas por el Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal “Enriquez
Alvarez Cordova” (CENTA)

2.3. Metodologia de laboratorio

2.3.1. Desinfeccion de semillas y diseccion de explantes

Las semillas se desinfectaron superficialmente con alcohol etilico al 70% durante 1 minuto en
una camara de flujo laminar y luego con hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% y Tween 20 (3
gotas/100 ml) durante 20 minutos en agitacion manual constante. Luego con agua destilada
estéril se realizaron 3 lavados. Durante 16-18 horas las semillas permanecieron en imbibicion
con agua destilada estéril (a 26 = 2°C) previo a la diseccion de los explantes. Posterior a la
imbibicion de las semillas, en camara de flujo laminar se extrajeron los embriones cigéticos con
pinzasy bisturi estériles. Se cortd el meristemo radicular y las hojas cotiledonales a los embriones
cigéticos para formar el eje embrionario. Cuando todos los ejes embrionarios fueron disectados,
se llevo a cabo una segunda desinfeccion con hipoclorito de sodio al 0.1% durante 10 minutos

en agitaciéon manual, luego con agua destilada estéril se realizaron 3 lavados



Para los nudos cotiledonales y meristemos, las semillas se colocaron en medios de cultivo de
germinacion que consistieron en sales minerales MS Murashige y Skoog 1962) suplementados
con 100 mgl™ de mioinositol, 0.1 mgl™ de tiamina, 0.5 mgl™ de acido nicotinico, 0.5 mgl™ de
piridoxina, 2 mgl™ de glicina, 1 mgl™ de BAP, 30 gI™ sacarosa y 8 gl phytagel. Antes de
esterilizar en autoclave a 120°C durante 20 minutos se ajusté el pH medio a 5.7 con NaOH o
HCI. En frascos de vidrio de 250 ml se cultivaron un total de 150 semillas de las cuales se
distribuyeron 10 semillas en cada recipiente con 25 ml de medio, a una temperatura de

germinacion de 25°C £ 2 C y durante 7 dias en oscuridad absoluta.

Después de la germinacion, los explantes fueron disectados con ayuda de pinzas y bisturi en
condiciones asépticas. Los nudos cotiledonales se cultivaron en placas Petri mientras que los
meristemos en frascos vidrios, ambos con 25 ml de medio de 17 induccién de callos (MIC)
compuesto de las sales minerales MS y suplementado con 100 mg. L™. de mioinositol, 0.1 mg.
L™ de tiamina, 0.5 mgl™ de acido nicotinico, 0.5 mgl™ de piridoxina, 2 mgl™ de glicina, 0.2 mg.
L™ de Tidiazurén (TDZ), 0.05 mg. L™ de Acido Indolacético (AlA), 30 gI™* de sacarosa y 8 gl™
phytagel. Antes de esterilizar en autoclave durante 20 min a 121°C y 1,070 g.cm-1, el pH del

medio de cultivo se ajust6 a 5.7 con HCI o NaOH.

En los primeros siete dias se colocaron los nudos cotiledonales en completa oscuridad y los otros
siete dias en condiciones de fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25 + 1 °C y 58

pmol/m2 /s. Los meristemos se cultivaron solamente en las condiciones de fotoperiodo.
2.3.2. Induccion y regeneracion de brotes

En los primeros siete dias se colocaron los nudos cotiledonales en completa oscuridad y los otros
siete dias en condiciones de fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25 + 1 °C y 58

pmol/m2 /s. Los meristemos se cultivaron solamente en las condiciones de fotoperiodo.

Los tratamientos consistieron en tres diferentes medios de cultivos con las siguientes dosis de
Bencilaminopurina (BAP): 0, 1y 5 mg. L™. Se ajusté a 5.7 el pH del medio de cultivo con HCl o
NaOH antes de esterilizarlo en autoclave durante 21 min a 121°C y 1.07 kg/cm. Durante 42 dias
se cultivaron los explantes en los tratamientos en condiciones de fotoperiodo de 2,000 — 2,500
lux, 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25+1°C. Se realizd un subcultivo a los 21 dias después

de haber iniciado el ensayo.

Para los nudos y meristemos después de haber transcurrido los 14 dias en los medios de

induccién de callo (MIC) los explantes fueron transferidos al medio de induccion de brotes (MIB),



compuesto de las sales MS adicionadas con diferentes concentraciones de BAP: 0, 2.25y 6.75
mg. L™. Antes de esterilizarlo en autoclave durante 20 min a 121°C y 1,070 g.cm-1 el pH del
medio MPC se ajusté a 5.7 con HCI o NaOH. Se realiz6 un subcultivo a los 14 dias en el mismo
medio por 14 dias mas. Las condiciones en las que se cultivaron estos tratamientos fue en

fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 25 + 1°C y 58 pmol/m2 /s.
2.3.3. Evaluacién de larespuesta morfogénica

Mediante los indicadores numero de brotes, nimero de hojas y nimero de raices se evalud la
respuesta a la regeneracion. Para calcular la eficiencia de regeneracion se utilizé la férmula
[(nimero de ejes embrionarios con brotes de novo / total de nimero de ejes embrionarios) x 100]
(Gatica et. al., 2010). Se llevé una toma de datos y un registro fotografico luego de 28 dias de

iniciado el ensayo con los nudos y meristemos y a los 42 dias en los ejes embrionarios.
2.3.4. Andlisis estadistico

A las variables se les aplico un analisis inferencial ANOVA con un Diseiio Completamente al Azar
(DCA) con tres tratamientos y cinco repeticiones, con el propdsito de demostrar cuél de los
medios de cultivo suplementados con BAP presentan mejor respuesta a la regeneracion in vitro,
se aplico la prueba estadistica de comparacién de medias de Tukey. Todo el analisis se realiz
con un nivel de significancia estadistica (alfa) a del 1% = 0.01 y mediante la utilizacién de hojas
de calculo de Microsoft Excel® y el programa estadistico INFOSTAT. La variable independiente

fue los medios de cultivo y la variable dependiente fue la respuesta morfogénica.

3. Resultados

Los medios de cultivo junto con la utilizacion de BAP permiten en los ejes embrionarios regenerar
estructuras morfolégicas como brotes y hojas (Figura 1). Al comparar los resultados, se
observaron diferencias altamente significativas en las concentraciones de BAP sobre las
variables morfolégicas evaluadas. En el caso de los brotes y las hojas la dosis con mejor
respuesta fue la de 5 mg.L™ de BAP, el mayor nimero de raices se obtuvo en el medio de

induccion con ausencia de BAP (Cuadro 1).



Figura 1. Regeneracion morfogénica a partir de ejes embrionarios, nudos cotiledonales y meristemos de
Phaseolus vulgaris L. (A) Ejes embrionarios, (B) Nudos cotiledonales (C) Meristemos
respectivamente utilizados como explantes en diferentes concentraciones de BAP. (D) y (E)
Precultivo con TDZ y AIA por 14 dias para meristemos y nudos cotiledonales. (F) y (G). Formacion
de hojas y tallos en meristemos y nudo cotiledonales después de 28 dias en medio de induccion.
(H), (D y (3) Planta de frijol desarrollada a partir de ejes embrionarios, nudos cotiledonales y
meristemos respectivamente.



Cuadro 1. Efecto de la concentracion de BAP sobre el nimero promedio de brotes, hojas y raices inducidas

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

Tratamientos Variables morfogénicas

BAP (mg.L™) Brotest Hojas? Raices?
0 0.00+0.00 (b) 1.4140.19 (b) 2.58+0.63 (a)
1 0.68+0.12 (a) 3.04+0.23 (a) 1.70+0.18(ab)
5 0.86+0.17 (a) 3.37+0.31 (a) 0.55+0.15 (b)

1Los valores representan la formacién promedio de brotes, hojas y raices en tres frascos con dos explantes cada uno y tres replicas.
2Media * EE. Letras distintas dentro de columnas denotan medias estadisticamente diferentes con la prueba de Tukey (P <0.01).

En los ejes embrionarios, el medio de induccién suplementado con 5 mg.L™ de BAP produjo el
mayor nimero promedio de brotes. A diferencia de la dosis con ausencia de BAP donde no se
observaron brotes en el medio de induccién. Es importante destacar que las hojas y raices
desarrolladas con 0 mg.L™ de BAP corresponden a los ejes embrionarios germinados y no brotes
desarrollados. ElI Cuadro 1 muestra el efecto del BAP sobre el nimero promedio de brotes
inducidos a partir de ejes embrionarios de la variedad CENTA EAC de Phaseolus vulgaris L en
medio de induccion suplementado con diferentes dosis de BAP. En la variedad evaluada no se
indujeron yemas organogénicas con la concentracion de 0 mg.L™ de BAP y la adicion de esta

citoquinina al medio de inducciéon mejor6 la formacion de brotes.

Cuadro 2. Efecto de la concentracién de BAP y el tipo de explante sobre el nimero promedio de brotes,
hojas y raices inducidas a partir de nudos cotiledonales y meristemos de frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) después de 28 dias de cultivo en medio de induccién suplementado con

diferentes concentraciones de BAP.

Explantes Tratamientos Variables morfogénicas
BAP (mg.L™) Brotest Hojas? Raices?

Nudos 0 0.00+0.00(b)* 1.02+0.06(b) 3.71+0.60(a)
cotiledonales 2.25 1.20+0.19(b) 1.29+0.15(b) 2.26+0.42(a)
6.75 2.45+0.18(a) 5.69+0.65(a) 0.58+0.02(b)
0 0.00+0.00(b)* 1.93+0.13(b) 0.69+0.27(a)
Meristemos 2.25 1.31+0.12(b) 2.07+0.19(b) 0.40+0.07(b)
6.75 2.33%0.20(a) 4.49+0.39(a) 0.00+0.00(b)

1L os valores representan la formacion promedio de brotes, hojas y raices en tres frascos con tres explantes cada uno y cinco replicas
(nudos cotiledonales) y en tres frascos con cuatro explantes cada uno y cuatro replicas (meristemos).
2Media * EE. Letras distintas dentro de columnas denotan medias estadisticamente diferentes con la prueba de Tukey (P <0.01).



A partir de nudos cotiledonales y meristemos, el mayor nimero promedio de raices por explante
se obtuvo en el medio de induccion sin BAP. La dosis de 6.75 mg.L™ de BAP en nudos

cotiledonales resulté con el mayor nimero de brotes (2.45) y hojas (5.69).

En meristemos la dosis con mejores resultados para numero de brotes fue la de 6.75 mg.L™ de

BAP al igual que en el nUmero de hojas (Cuadro 2).

Cuadro 3. Efecto de BAP sobre el nimero de brotes inducidos a partir de ejes embriogénicos de Phaseolus
vulgaris L. después de 42 dias de cultivo en medio de induccién suplementado con diferentes
concentraciones de BAP.

Brotes (Eficiencia %)
Concentracion de BAP (mg.L™)! Variedad CENTA EAC!
0 0.00+0.00 b (0)
1 0.68+0.06 a (50)
5 0.87+0.24 a (68)

1Los valores representan la formacién promedio de brotes, hojas y raices en tres frascos con dos explantes cada uno y tres replicas.
2Media * EE. Letras distintas dentro de columnas denotan medias estadisticamente diferentes con la prueba de Tukey (P <0.01).

La concentracion de 5mg.L™ de BAP obtuvo el mayor numero promedio de brotes y el mayor
porcentaje de eficiencia. Los brotes se regeneraron a partir de los grupos de yemas apicales y
se desarrollaron en plantas con hojas y raices aparentemente normales hasta el dia 30 de

aclimatacion.

Cuadro 4. Efecto de BAP sobre el nimero de brotes inducidos a partir de nudos cotiledonales y meristemos
de Phaseolus vulgaris L. después de 28 dias de cultivo en medio de induccién suplementado

con diferentes concentraciones de BAP.

Brotes (Eficiencia %)
Explantes Concentracion de Variedad CENTA EAC?
BAP (mg.L™)!
0 0.00+0.00 b? (0)
Nudos cotiledonales 2.25 1.20+0.21 b (55)
6.75 2.45+0.41 a (90)
0 0.00+0.00 b (0)
Meristemos 2.25 1.31+0.27 b (60)
6.75 2.33+0.45 a (85)

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

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



2Media * EE. Letras distintas dentro de columnas denotan medias estadisticamente diferentes con la prueba de Tukey (P <0.01).

El Cuadro 4 se muestra el efecto del BAP sobre el nimero de brotes inducidos a partir de nudos
cotiledonales y meristemos de Phaseolus vulgaris L. Estos resultados fueron bastante similares
en los explantes evaluados. Puesto que, en los medios con ausencia de BAP no se indujeron
yemas organogénicas después de 28 dias de cultivo. Mientras que al adicionar BAP al medio de
cultivo mejor6 la formacion de brotes multiples en ambos tipos de explantes. Para nudos
cotiledonales el mayor promedio de brotes se obtuvo con la concentracién de 6.75 mg.L™ de
BAP al igual que al utilizar meristemos como explantes los mejores resultados también se
obtuvieron con la concentracién de 6.75 mg.L™. Los porcentajes de eficiencia de los medios

suplementados con BAP fueron significativos en comparaciéon a los medios con ausencia de BAP.

4. Discusion
En esta investigacibn se evaluaron tres tipos de explantes (ejes embrionarios, nudos
cotiledonales y meristemos) y diferentes concentraciones de BAP mediante la via de

regeneracion de organogénesis directa e indirecta.

Aunque se han descrito varios protocolos en la literatura para la regeneracién directa de frijol, el
desarrollo de un sistema de cultivo in vitro 6ptimo persiste como un desafio importante (Veltcheva
et al.,, 2005). Esto es debido a la recalcitrancia al cultivo in vitro de Phaseolus vulgaris L.
(Delgado-Sanchez et al., 2006; Mohamed et al., 2006; Kwapata et al., 2010). Svetleva et al.
(2003) y Veltcheva (2005) mencionan que los cultivares de frijol domesticados son recalcitrantes
al tener menos potencial de regeneracién, en comparacion con los materiales silvestres. En esta
investigacion la recalcitrancia del frijol coman fue evidenciada mediante la baja respuesta

morfogénica a partir de ejes embrionarios.

El desarrollo de nuevas estructuras a través de la organogénesis directa esta en funcion de
muchos factores, pero se ha demostrado que la capacidad regenerativa y la respuesta a las
condiciones de crecimiento dependen de la especie (Delgado-Sanchez et al., 2006), del
contenido y tipo de nutrientes en el medio (Santalla et al., 1998) y del tipo de explante (Martinez
et al., 2015).

Por otra parte, la composicion del medio de cultivo es importante en el proceso de regeneracion
a través de organogénesis ya que este medio es el encargado de producir brotes (Santalla et al.,
1998). En su mayoria los protocolos de regeneracién de Phaseolus vulgaris L. consisten en
medios suplementados con las sales MS y diferentes concentraciones de citoquininas tales como

el BAP (Santalla et al. 1998). En el caso de esta investigacion se observd que un medio



compuesto por las sales MS suplementado con diferentes concentraciones de BAP juega un
papel muy importante para la formacion de estructuras organogénicas y producen respuestas
morfogénicas diferentes debido a que se obtuvo un 30 promedio de brotes mayor en la
concentracién de 5 mg. L™ de BAP. Segun Martinez et al. (2015) obtuvieron con una variedad
mexicana de frijol (Bayomex) induccion de brotes en los ejes embrionarios con una concentracion
de 2.1 mg. L™ de BAP y produjo en promedio ocho brotes por explante. De igual forma Gatica et
al. (2010), desarrollaron un protocolo de regeneracién in vitro en cinco variedades de Phaseolus
vulgaris L. de Costa Rica, en un medio MS con 100 mgl™ de myo-inositol, 1 mg. L™ de tiamina,
30 gl de sacarosa, BAP (0, 5y 10 mg. L™), 0, 20 y 40 mgl™ de sulfato de adenina (SA) y 8 g™
de agar. El medio de cultivo MS con 5 mgl™ BAP y la combinacién con 20 0 40 mg. L™ de sulfato

de adenina (SA) fue en donde se obtuvo el promedio mas alto de formacién de brotes.

En esta investigacién también se observo la formacién de hojas y raices. En ambas variables se
produjeron diferencias altamente significativas entre las diferentes concentraciones de BAP. Sin
embargo, la ausencia de BAP obtuvo los mejores resultados en cuanto a la formacion de raices
y se observo que a medida se agreg6 concentraciones de BAP, el nimero de raices por explante
disminuye. Delgado-Sanchez et al. (2006) informaron que la ausencia o bajas concentraciones
de BAP solo inducen a la formacion de raices y el alargamiento del tallo, lo cual explica que la

ausencia de BAP produjera un buen desarrollo de raices.

La eficiencia de regeneracion es un parametro muy utilizado en el cultivo in vitro para referirse al
porcentaje de formacién de brotes de novo a partir del explante. En esta investigacion la mejor
eficiencia de regeneracion fue mediante la utilizacion de 5 mg. L™ de BAP con 68%. Estos
resultados son comparables a los reportados por Gatica et al. (2010) quienes reportaron para
variedades costarricenses de frijol eficiencias en el rango del 7% hasta un maximo de 96%
mediante la utilizacién de ejes embrionarios como explantes. Asi mismo, Quintero Jiménez et al.,
(2010) regeneraron plantas de Phaseolus vulgaris a partir de ejes embrionarios cultivados en un
medio de Gamborg que contenia 10 mg. L™ BAP en los cultivares Apetito G13637 (98- 100%),
Flor de Mayo Anita (96-98%), ICA Palmar G4523 (88-97%) y Pinto Saltillo (83-84%),
demostrando que la eficiencia obtenida en el medio MS suplementado con diferentes

concentraciones de BAP fue buena, con un rango de 0-99%.

La estrategia de la organogénesis indirecta es la formacién de callos a partir de un segmento o
tejido inicial para su posterior multiplicacion y formacion de brotes, que finalmente regeneren en
plantulas (George y Debergh ,2008). En el género Phaseolus se ha reportado mediante esta via

de regeneracion la utilizacion de diferentes explantes tales como ejes embrionarios (Collado et



al. 2013), nudos cotiledonales (Aguirre y Meléndez, 2022), meristemos (Aguirre y Meléndez,
2022).

La estrategia de la organogénesis indirecta es la formacion de callos a partir de un segmento o
tejido inicial para su posterior multiplicacion y formacion de brotes, que finalmente regeneren en
plantulas (George y Debergh ,2008). En el género Phaseolus se ha reportado mediante esta via
de regeneracion la utilizacién de diferentes explantes tales como ejes embrionarios (Collado et
al. 2013), nudos cotiledonales (Aguirre y Meléndez, 2022), meristemos (Aguirre y Meléndez,
2022).

Por otro lado, Dang y Wei en el afio 2009 mostraron que la adicion de BAP y TDZ al medio de
cultivo mejora la induccion de brotes. En dicha investigacion el TDZ fue mas eficiente que el BAP.
Sin embargo, los resultados de la variedad CENTA EAC en diferente dosis de BAP posteriores
al precultivo con TDZ, difieren con los obtenidos antes mencionados ya que para nudos

cotiledonales y meristemos los mayores nameros de brotes se obtuvieron en presencia de BAP.

A partir de nudos cotiledonales se obtuvo la formacién de brotes y hojas en los cuales los mejores
resultados se obtuvieron en las concentraciones de 2.25 mg. L™y 6.75 mg. L™ de BAP. Tambien,
al utilizar meristemos como explantes se obtuvo resultados (0.00 a 2.33 brotes por explante)
(1.43 a 4.49 hojas por explante) exactamente en las mismas concentraciones que los nudos
cotiledonales. Esto difiere con la afirmacién de Hnatuszko-Konka et al. (2019), en el que indican
que el tipo de explantes determina la tasa de induccion de callos y formacion de brotes en esta

via de organogénesis.

Para la formacion de raices en nudos cotiledonales los promedios fueron de 0.58 a 3.71 por
explante y para los meristemos de 0.00 a 0.69. Obteniéndose los mejores resultados en ambos
tratamientos con ausencia de BAP. Sin embargo, Dang y Wei (2009) utilizaron auxinas (como
IBA) para inducir al desarrollo de raices y esta ha demostrado tener un efecto positivo. Este
resultado es diferente al de la investigacion puesto que no fue necesario incluir un tipo de auxina

para lograr la formacion de raices.

5. Conclusiones

La recalcitrancia de Phaseolus vulgaris se evidencio en esta investigacion mediante la

organogénesis directa e indirecta.



Ademds, la capacidad morfogenética se manifesté con la formacién de brotes y hojas en
explantes de Phaseolus vulgaris L. variedad CENTA EAC a partir de ejes embrionarios, nudos

cotiledonales y meristemos mediante la organogenésis directa e indirecta.

Por otro lado no se manifesto la formacion de callo en un precultivo de medios MS adicionado
con 0.2 mg. L™ de Tidiazurén (TDZ), 0.05 mg.L™ de Acido Indol acético (AIA) mediante la

organogénesis indirecta a partir de nudos cotiledonales y meristemos.

En relacion a esto se establecié un protocolo de regeneracion in vitro eficiente para la variedad
CENTA EAC.

6. Recomendaciones
Utilizar una concentraciéon de 6.75 mgl? para la obtencién de brotes para la variedad CENTA

EAC y nudos cotiledonales como explantes mediante organogénesis indirecta.

Utilizar los protocolos de regeneracion in vitro formulados en esta investigacion, para los

diferentes explantes de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) de la variedad CENTA EAC.
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