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INDUCCION DE ORGANOGENESIS DIRECTA in vitro EN Phaseolus vulgaris L.

In vitro DIRECT ORGANOGENESIS INDUCTION IN Phaseolus vulgaris L.

Sandra Anabella Tello Coutifio', Maria Cristina Guadalupe Lépez Peralta', Porfirio Rami-
rez Vallejo' y Elizabeth Cardenas Soriano?

RESUMEN

El cultivo de tejidos vegetales in vitro constituye
una alternativa para complementar al mejoramiento
genético convencional; sin embargo, algunas espe-
cies, como Phaseolus vulgaris L., presentan limita-
ciones en la capacidad de respuesta organogénica, lo
que hace necesario desarrollar protocolos de regene-
racion especificos e identificar genotipos con alta
capacidad de regeneracion in vitro. Los objetivos de
esla investigacion fueron establecer las condiciones i
vitro para la induccion de organogénesis directa y
caracterizar la capacidad de respuesta al cultivo in
vitra de cinco cultivares de frijol P-48, P-20, P-31, P-
4 y Jamapa. La mejor respuesta a la induccion de
brotes adventicios se tuvo a partir del cotiledén culti-
vado en las sales inorganicas del medio bésico de
Gamborg et al. (1976, BS); el suplemento organico
del medio basico de Murashige y Skoog (1962, MS);
sacarosa (azicar comercial) (3% p/v); BAP (79.90
uM) y agar (0.6 % p/v). Sc observaron efectos signi-
ficativos entre cultivares; P-48 tuvo la mayor res-
puesta organogénica, con 77.1% de explantes con
brotes y 3.4 brotes por explante de 5.68 mm de lon-
gitud; mientras que Jamapa exhibié la menor eficien-
cia de regeneracién in vitro, con 35% de cxplantes
con brotes y 0.75 brotes por explante de 5.75 mm de
longitud. Los cultivares restantes mostraron una
respuesta intermedia. El andlisis histologico mostré
gue los brotes fueron adventicios, ya que se origina-
ron directamente de dreas meristemdticas, formadas
de novo, en tejido subepidermal de la parte baja de la
yema axilar,
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SUMMARY

In vitro plant tissue culture represents a comple-
mentary method for conventional plant breeding:
however, some species, such as Phaseolus vulgaris
L., have limited organogenic ability. Thesce obstacles
lead to development of specific protocols, and to
identify genotypes with high in vitro regeneration
capability. This study was carried out to develop
appropriated protocols for maximum induction of
direct organogenesis, and to characterize in vitro
regeneration capability in the dry bean varieties P-48,
P-4, P-20, P-31, and Jamapa. As result, the highest
response in induction of adventitious shoots was
obtained by cotyledons grown in a medium contain-
ing, inorganic salts of Gamborg (1976, BS) basal
medium, supplemented with organic compounds of
the Murashige and Skoog (1962, MS) basal medium;
sucrose (commercial sugar) (3% w/v); BAP (79.9
uM); and agar (0.6%, w/v). Significant statistical
differences in regeneration related traits were found
among varieties. P-48 showed the highest response in
both rate of explants with shoots (77.1%) and number
of shoots per explant (3.4), with shoots 5.68 mm long;
in contrast, Jamapa had the lowest response in both
rate of explants with shoots (35%) and number of
shoots per explant (0.75), with shoots 5.75 mm long.
The other three varieties showed an intermediate
performance. Besides, histological studies showed
that the shoots were adventitious, since they were
directly originated from recently developed meris-
tematic arcas in subepidermal tissue, at the lowest
area of the cotiledonary axilar bud.
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INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es una
leguminosa de gran valor en la dieta alimen-
licia humana en Mexico, Centro y Sur Amé-
rica, cuya productividad es altamente afecta-
da por factores bioldgicos, edaficos y clima-
ticos (Beebe y Pastor Corrales, 1991), que
podrian ser superados con la obtencidén de
variedades mejoradas.

En esta especie el mejoramiento genético
se hace fundamentalmente mediante técnicas
convencionales. No obstante, cl proceso de
mejoramiento se dificulta por la escasa va-
riabilidad genética dentro de la especie, so-
bre todo para algunas caracteristicas de im-
portancia agrondémica como plagas y enfer-
medades (Beebe y Pastor-Corrales, 1991), y
las barreras para la hibridacion interespecifi-
ca (Singh, 1991).

Para superar estas limitaciones, la aplica-
cion de algunas técnicas no convencionales
como la variaciéon somaclonal (seleccion in
vitro), cruzas interespecificas in vitro; hibri-
dacién somadtica; produccién in vitro de ha-
ploides, entre otras, podrian ayudar a incre-
mentar la varabilidad genética, comple-
mentando los programas de mejoramiento
convencional (Tabares et al, 1991). Sin
embargo, la aplicacién de estas técnicas es
dependiente de protocolos adecuados y re-
producibles para la regeneracidn in vitro de
plantas; asi como de la identificacién de ge-
notipos aptos para la regeneracién y trans-
formacion genética, con el objelo de asegu-
rar la reproduccion masiva de los genotipos
superiores.
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El frijol es considerado como una especie
recalcitrante (Malik y Saxena, 1991). El
primer informe sobre regeneracion de frijol
fue hecho en 1976 por Crocomo y colabora-
dores (Malik y Saxena, 1991), quienes reco-
braron dos plantas de frijol a partir de un
cultivo de callo, en un medio complementa-
do con fitohormonas y extracto de semillas
de frijol de composicién indefinida. Poste-
riormente, estos autores observaron estados
tempranos de embriogénesis somatica en
callos cultivados en un medio complementa-
do con 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D);
mientras que, cuando cultivaron explantes de
peciolo con una porcién de la lamina en un
medio complementado con bencilaminopu-
rina (BAP) (10 puM) obtuvieron brotes en el
60% de los explantes, con un promedio de
cuatro brotes por explante.

Diversos tipos de explantes han sido efec-
tivos para la organogenesis directa: cotiledén
con una porcién del eje embrionario (Fran-
klin er al., 1991); plantulas completas de 10
dias de edad (Malik y Saxena, 1992); la sec-
ciéon comprendida entre el hipocétilo y las
hojas primarias (Moda-Cirino et al., 1995); y
ejes embrionarios inmaduros (Mohamed et
al., 1992). Para la organogénesis indirecta
ha sido efectivo el explante de pedicelo
(Mohamed et al., 1993).

En lo que se refiere al germoplasma em-
pleado en este tipo de estudios, se han utili-.
zado diversos genotipos, en su mayoria li-
neas puras de baja variabilidad genética, que
han mostrado respuestas variables. En este
sentido, las evidencias experimentales han
mostrado una estrecha relacion entre la ha-
bilidad de regeneracién in vitro de las plan-
tas y el genotipo (Moda-Cirino et al., 1995).
Lo que indica la necesidad de establecer
protocolos especificos para genotipos parti-
culares de alto valor genético y comercial,
asi como conocer el grado de variacion ge-
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nética existente en poblaciones de frijol co-
mun con diferentes niveles de variabilidad
genética y fenotipica.

La presente investigacion se condujo con
los objetivos de establecer las condiciones in
vitro para la inducciéon de organogénesis
directa y, al mismo tiempo, caracterizar la
capacidad de respuesta (totipotencia) al cul-
tivo in vitro de cinco cultivares de frijol.

MATERIALES Y METODOS
Material biologico

Se utilizaron cuatro diferentes poblaciones
nativas sobresalientes, que presentan varia-
bilidad genética para diferentes caracteres,
que se denominan P-48, P-20, P-4 y P-31, y
la variedad comercial Jamapa. Los cuatro
primeros cultivarcs forman parte del germo-
plasma parental del Programa de Mejora-
miento Genético de Frijol, del Instituto de
Recursos Genéticos y Productividad (IRE-
GEP), del Colegio de Postgraduados. Mon-
tecillo, México.

Establecimiento del cultivo aséptico

Para la obtencion de plantulas donadoras
de explantes libres de contaminacion se en-
sayaron tres tratamientos de desinfeccion.
El proceso se inicid con ¢l lavado de las se-
millas en agua jabonosa, después se expusie-
ron a una corriente de agua durante cinco
minutos y a conlinuacion s¢ sumergieron en
las soluciones desinfectantes evaluadas: 1)
NaClO (3% v/v) + Tween-20 (5 gotas) (20
minutos) + bactericida (sales de plata en
estado coloidal estable al 0.48%) (20 minu-
tos); 2) NaClO (3% v/v) + Triton X-100 (5
gotas) (30 minutos) + bactericida (sales de
plata en estado coloidal estable al 0.48%)
(30 minutos), y 3) NaClO (1.8 % v/v) +
Tritén X-100 (5 gotas) (20 minutos) + bacte-
ricida (5 gotas) (20 minutos). En seguida,
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las semillas se enjuagaron cinco veces con
agua destilada estéril y se sumergieron en
una solucion de perdxido de hidrégeno
(H20,) (1% v/v) durante 20 horas, para ace-
lerar la imbibicidn de la semilla y facilitar la
remocion de la testa. Las semillas sin testa
s¢ colocaron en cajas magenta (Magenta
Corp., Chicago, Ill., USA) que contenian 35
ml del medio basico Murashige y Skoog
(1962, MS) complementado con sacarosa
(azicar comercial) (3 % p/v), BAP (4.44
uM) y agar (Merck) (0.6% p/v). Adicional-
mente, se evaluaron dos condiciones de in-
cubacion: 1) oscuridad total durante cuatro
dias y luego fotoperiodo de 16 horas, y 2)
fotoperiodo de 16 horas. Las variables eva-
luadas a los 10 dias después de la siembra
fueron: contaminacién, oxidacion (pigmen-
tacion), germinacidn y plantas normales y
anormales. Los resultados se expresaron
como porcentajes.

Una vez establecida la metodologia para
obtener plantulas sanas, se ensayaron dife-
rentes tipos de explantes: cotiledon con una
porcion del eje embrionario (Franklin et al.,
1991), epicotilo, hipocétilo y peciolo con
una porcién de la lamina de la hoja primaria.
Los cotiledones ¢ hipocétilos sc obtuvieron
de plantulas en la fases de desarrollo V1 y
V2 (CIAT, 1984), mientras que los epicoli-
los y peciolos se obtuvieron de plantulas en
la fase de desarrollo V2. Los explantes sc
cultivaron en 10 ml de medio modificado
M1, constituido por las sales inorganicas del
medio basico de Gamborg et al. (1970, BS),
la solucién orgénica (vitaminas) del medio
basico de Murashige y Skoog (1962, MS)
complementado con sacarosa (3 % p/v), las
[itohormonas  bencilaminopurina  (BAP)
(8.88 uM) vy acido indolacético (ATA) (11.42
uM) y agar (Merck) (0.6% p/v), contenido
en [rascos de vidrio de 45 mL de capacidad.
Veinte dias después de la siembra, se evalud
el desarrollo de callo por explante, explantes
con brotes (ambos expresados en porcenta-
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je), numero de brotes por explante y longitud
de los brotes (mm).

Para determinar el mejor complemento de
fitohormonas se cultivaron cotiledones como
explante, en frascos de 45 ml, con 10 ml del
medio de cultivo modilicado M1 suplemen-
tado Unicamente con sacarosa (3% p/v) y
agar (Merck) (0.6% p/v) y como tratamien-
tos de fitohormonas, la combinacion de BAP
+ AIA (8.88 + 11.42 uM) y seis diferentes
concentraciones de BAP (8.88, 26.64, 44.40,
62.15, 7990 y 97.66 pM). A los 20 dias
después de la siembra se evaluo la formacion
de callo por explante, explantes con brotes
(ambos expresados en porcentaje), numero

de brotes por explante y la longitud de brotes
(mm).

Estudio histolégico

Se fijaron en FAA (alcohol etilico absolu-
to, acido acético glacial, formaldehido al
40%, en la proporcion 10/1/2 mas 7 partes
de agua por volumen) (Curtis, 1986) ex-
plantes con brotes de cada cultivar durante
72 horas. Después el material vegetal se
deshidratd en alcohol y se infiltrd en para-
plast. Con un micrétomo rotatorio se corta-
ron secciones de 12 pm de grosor y se mon-
taron en portaobjetos. Los cortes se tifieron
con la tincién diferencial safranina-verde
rapido (Johansen, 1940). Las preparaciones
se observaron en microscopio de luz blanca.

Analisis estadistico

En cada experimento la unidad experi-
mental estuvo constituida por un frasco de
45 mL con un explante. Los 16 tratamientos
resultado de la combinacion de los factores
desinfeccion (3), explantes (6) y fitohormo-
nas (7) se distribuyeron bajo un disefio com-
pletamente al azar en un arreglo factorial,
con 8 repeticiones. Los datos de los dife-

296

TELLO et al.

rentes andlisis de varianza se realizaron bajo
el modelo sefialado, el analisis estadistico se
hizo mediante analisis de varianza (p < 0.01
6 0.05) y las diferencias entre tratamientos se
establecieron mediante la prueba de rango
multiple de Duncan (p < 0.01 ¢ 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

La contaminacién entre tratamientos de
desinfeccion varié de 0 a 20%. EIl valor mas
bajo correspondid a los dos tratamientos con
hipoclorito de sodio al 3.0%. La pigmenta-
cion de las semillas fue de 0 y 8.33%, co-
mrespondiendo el porcentaje mas alto al tra-
tamiento con NaClO al 3.0% + bactericida 1
Tritén X-100, y el mis bajo al tratamiento
con NaClO al 3.0% + bactericida + Tween-
20. La germinacion de las semillas vario
entre tratamientos de asepsia y cultivares.
En el primer caso, los valores fluctuaron de
76 a 82%, lo que indica que los tratamientos
no afectaron drasticamente la germinacién
de la semilla (Cuadrol). Entre cultivares la
diferencia fue altamente significativa, ya que
P-31 presento la mayor germinacion (90%) y
P-4 la menor germinacién (65%).

Cuando las semillas fueron colocadas bajo
fotoperiodo de 16 horas se produjeron plan-
tulas normales con un solo eje, que alcanza-
ron una longitud promedio de 7 cm a los 8
dias después de la siembra. En contraste,
cuando las semillas germinaron en condicio-
nes de oscuridad durante 4 dias, desarrolla-
ron plantulas en las que las yemas axilares
de los cotiledones formaron brotes adventi-
cios miiltiples y mostraron crecimiento redu-
cido.

Este tipo de desarrollo de las plantulas
coincide, parcialmente, con lo observado por
Malik y Saxena (1992), quienes encontraron
que cuando las semillas germinan en medio
MS complementado con TDZ (tidiazuron)
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Cuadro 1. Efecto de tres tratamientos de desinfeccién de semilla de cinco cultivares de frijol in
virro sobre contaminacion (%), oxidacién (%) y germinacion (%).

Tratamiento Contaminacion Oxidacion Germinacion
(%) (%) (%)
1 0.00b 0.00b 82.50
2 20.00a 3.33ba 79.16
3 0.00b 8.33a 76.66

T R . . n TS - » T
Medias con la misma letra en sentido vertical son estadisticamente iguales, segun la prueba de Duncan (p <0.01).

(10 uM) o BAP (80 uM), y bajo condicio-
nes de oscuridad, se desarrollan plantulas
con brotes surgidos a partir de las yemas
axilarcs de los cotiledones, aunque, los re-
querimientos de [ilohormonas en sus expe-
rimentos fueron mayores a los observados en
esta investigacion (4.4 pM). El desarrollo
anormal de las plantulas crecidas en la oscu-
ridad, dificulté la obtencion de explantes,
principalmente epicdtilo y peciolo de hoja
primaria, por lo que sc optéd por la incuba-
cién bajo fotoperiodo de 16 h para el desa-
rrollo de plantulas donadoras de explantes.

Cuando la germinacién de las semillas
ocurrié bajo condiciones de luz no existio
variacién significativa entre cultivares en la
altura de plantula a los 8 dias después de
siembra, ya que los promedios estuvicron
entre 6.9 y 7.3 cm. Sin cmbargo, se observa-
ron diferencias en el desarrollo de las plan-
tulas de 8 dias de edad de P-48, P-4 y P-20,
en la etapa de desarrollo V2 (CIAT, 1984),
con las hojas primarias completamente des-
plegadas, mientras que las plantulas del cul-
tivar P-31 y la variedad Jamapa ain no ini-
ciaban el despliegue del primer par de hojas.
Estas variaciones se consideran como el re-
sultado de diferencias genolipicas entre los
cultivares de P. vulgaris.

Se observaron marcadas diferencias en la
respuesta morfogénica entre explantes pro-
venientes de plantulas en diferentes etapas
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de desarrollo. Asi, el cotileddn y el hipoco-
tilo obtenidos de plantulas en la etapa de
desarrollo V1 solamente produjeron callo.
Los explantes disecados de plantulas en la
ctapa de desarrollo V2 cultivados in vitro,
unicamente el hipocédtilo desarrolld callo y
raices en los dos extremos. Mientras que, el
cotiledon, el epicotilo y el peciolo, ademas
de callo, desarrollaron brotes adventicios.
En el caso del cotileddn, a los 10 dias des-
pués de la siembra, en uno o ambos lados del
extremo inferior de la yema axilar se obser-
vo la formacién de pequefias y suaves protu-
berancias de color verde claro, que poste-
riormente se desarrollaron como pequerios
brotes, sin previa formacién de callo en esta
zona. La alta respuesta del cotiledén prove-
niente de pldntulas en la etapa de desarrollo
V2 se atribuy6 a que la base de la yema co-
tiledonar, lugar donde se originaron los bro-
tes, es un tejido fisioldgicamente més joven
y probablemente posee un alto grado de ac-
tividad meristematica y, por lo tanto, posee
mayor plasticidad para la rediferenciacién,
en relacién con los tejidos de otros explan-
tes. Ademas, debe considerarse, que en frijol
los cotiledones son organos de almacena-
miento de nutrimentos necesarios para la
germinacién de la semilla y ¢l desarrollo
inicial de la plantula y, posiblemente, dispo-
nen de mayor cantidad de sustancias organi-
cas, principalmente fitohormonas, que son
necesarias para los procesos de induccidn de
brotes adventicios. Este resultado coincide
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con lo informado por Franklin ef al. (1991),
quienes observaron el desarrollo de un anillo
meristematico alrededor de la base de la ye-
ma axilar, que dio origen a brotes adventi-
cios en el cultivar Dark Red Kindney, y con
el reporte de Mohamed et al. (1992) quienes
observaron la formacién de miltiples yemas
de brotes en ambos lados del explante, cuan-
do éste estuvo constituido por la porcion del
nudo cotiledonar de plantulas de 3 dias de
edad, en los cultivares Great Northern y Ha-
rris y en las lineas PC 50 y Xan 159.

Los explantes de epicdtilo, inicialimente
incrementaron su tamafio en longitud y an-
chura, posteriormente, en los extremos, en el
area que no quedé en contacto con ¢l medio
de cultivo, se formo una masa de callo fria-
ble y oxidada, y los brotes se formaron en
uno o ambos extremos del explante, en el
lado opuesto a la masa de callo, aunque en la
mayoria de los casos se desarrollé un solo
brote. En el caso de los explantes de pecio-
lo, estos incrementaron su longitud inicial
1.5 veces v la porcidn de la hoja aumentd 2
veces su area; ademas, en la base del corte
del peciolo y en las porciones de la hoja que
quedaron en contacto con el medio de culti-
vo se formé callo de consistencia friable y
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oxidada; en los pocos explantes que forma-
ron brotes, ¢éstos se desarrollaron en el ex-
tremo del peciolo opuesto a la ldmina de la
hoja.

Las diferencias en el porcentaje de ex-
plantes con brotes y brotes por explante en-
tre los tipos de explantes fueron altamente
significativas (p < 0.01). El cotiledén obte-
nido de plantulas de 8 dias, fue el tipo de
explante con la mejor respuesta en términos
de explantes con brotes y brotes por explan-
te, seguido de epicétilo y peciolo; mientras
que, el hipocoétilo fue incapaz de responder a
la induccion de brotes (Cuadro 2).

En lo que respecta al comportamiento de
los explantes por cultivar de frijol, el cotile-
don mantuvo un alto nivel de respuesta en
todos los cultivares: 100% de explantes con
brotes en P-20 y P-31; 71% en P-4 y P-48; y
57% en Jamapa. En el explante de epicétilo
hubo mayor variacién, ya que los porcenta-
jes variaron entre 85% de explantes con
brotes en P-48 y 14% en P-4. Los explantes
de peciolo que respondieron a la induccién
de brotes fueron relativamente pocos y so-
lamente en los cultivares P-31 (28%), P-48
(14%) y Jamapa (28%).

Cuadro 2. Respuesta organogénica en diferentes tipos de explante, en cinco cultivares de P. vul-

garis L.
Explante Explantes con brotes Brotes por explante Longitud de brotes
(tipo) (%) (mm)
Cotiledén" 80.00a 1.00a 1.76
Epicétilo" ‘ 45.71b 0.54b 3.87
Peciolo" 14.28¢ 0.14c 2.83
Cotiledén” 5.71c 0.05¢ 3.00
Hipocétilo"” 0.0 ¢ 0.0 ¢ -
Hipocétilo” 0.0 c 0.0 ¢ s

" planta donadora en la etapa V2 del desarrollo.
¥ planta donadora en la etapa V1 del desarrollo.

" Medias con la misma letra en sentido vertical son estadisticamente iguales, con base en la prueba de Duncan (p <

0.01).
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En relacién a los brotes por explante, los
cultivares P-48, P-20 y P-31 presentaron
igual promedio, 1.14; seguidos por P-4 con
0.85; y la variedad Jamapa con 0.71. En la
longitud de los brotes, no se presentaron
diferencias significativas (p < 0.05); sin em-
bargo, los explantes de epicétilo produjeron
los brotes de mayor longitud (Cuadro 2);
mieniras que, entre los cultivares los brotes
de mayor longitud los produjo la variedad
Jamapa (3.7 mm) y los de menor longitud el
cultivar P-20 (1.8 mm).

La mejor respuesta a la induccién de brotes
s¢ obtuvo con cotileddn proveniente de
plantulas de 8 dias de edad. Los resultados
coinciden parcialmente con los de Franklin
et al. (1991), quienes utilizaron el cotiledén,
obtenido de plantulas de 3 dias de edad, del
cultivar Dark Red Kidney, y contrastan con
lo observado por Malik y Saxena (1991),
quienes obtuvieron mejor respuesta organo-
genica cuando utilizaron peciolo con una
porcion de la hoja primaria en el cultivar
Kinghorn.

Se ha reportado que las leguminosas en
general, y las especies de Phaseolus en par-
ticular, son recalcitrantes y dificiles de rege-
nerar in vitro (Malik y Saxena, 1992; Santa-
lla et al., 1998); sin embargo, en esta inves-
tigacion se presenta una metodologia para la
induccion de brotes en cinco cultivares de
frijol que son progenitores scleccionados a
partir de un lote de 55 materiales nativos los
cuales son muy heterogéneos y con una am-
plia variabilidad genética, y que forman
parte del programa de mejoramicnto a resis-
tencia horizontal para las enfermedades mas
importantes en la Mixteca de Puebla en Mé-
XIco.

Con respecto a las fitohormonas, se obser-
varon diferencias altamente significativas en
la respuesta a la induccion de organogénesis
(p < 0.01). Asi, el tratamiento testigo (8.88
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uM BAP + 11.42 uM AIA) produjo menor
porcentaje de explantes con brotes y menor
nimero de brotes por explante (Cuadro 3),
ademas, este tratamicnto presentd el incon-
veniente de mayor produccion de callo, el
cual cubrid la zona de formacion de yemas
y, en algunos casos, provoco la muerte de los
pequeiios brotes. El crecimiento excesivo de
callo sc atribuyé a la presencia del acido
indolacético (AIA), ya que los tratamientos
en los que no se incluyd, la cantidad de callo
fue significativamente menor (Cuadro 3). Al
respecto, Litz y Jarret (1991) han sefialado
que en algunas especies la combinacion de
auxinas y citocininas induce la formacion de
brotes, mientras que, en otras, esta combina-
cién hormonal estimula el crecimiento y la
proliferacidén de callo. Con base en estas
evidencias experimentales fue posible inferir
que la concentracion endogena de AIA u
otra auxina del explante debid ser alta, lo
que ocasiond la proliferacion de callo; de tal
manera que cuando se alcanzé un balance
favorable a las citocininas, la proporcion de
callo disminuyé notablemente y hubo mayor
formacién de yemas de brotes. Los resulta-
dos estan acordes con Krikorian (1995), en
el sentido de que las citocininas inducen
organogénesis en cultivo de tejidos en pre-
sencia de auxina y en los casos en que no es
necesario el complemento exogeno de auxi-
na para la division celular, se asume que el
sistema la esta sintetizando.

El porcentaje de explantes con brotes vario
entre 48 y 56% en los tratamientos que con-
tenian unicamente BAP en el medio. El nu-
mero de brotes por explante aumentd al in-
crementarse la concentracion de BAP hasta
un maximo de 79.90 uM. Cuando la con-
centracion de BAP se elevo a 97.66 uM hu-
bo una reduccion en el nimero de brotes por
explante (Cuadro 3). La tendencia observa-
da podria atnibuirse a la toxicidad, producida
por un exceso de citocinina en el medio de
cultivo.
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Como resultado de esta investigacién, fue
posible establecer que los mejores trata-
mientos con fitohormonas para la induccién
de brotes adventicios incluyeron 62.15 y
79.90 uM de BAP, lo que concuerda con las
observaciones de Malik y Saxena (1992) y
Moda-Cirino (1995), quienes obtuvieron
brotes a partir de plantulas completas y nu-
dos cotiledonares y del primer par de hojas
como explantes, respectivamente, en medios
complementados con 80 pM de BAP, y
contrasta con los informes de Franklin et al.
(1991) y Mohamed et al. (1992) quienes
obtuvieron regeneracién de frijol, via orga-
nogénesis, en explantes de cotiledén y eje
embrionario, cultivados en medios comple-
mentados con 15 pM de BAP y 5 uM de
AIA + 20 uM de BAP, respectivamente. Es
posible que las diferencias cn las respuestas
a la organogenesis encontradas en la literatu-
ra y en esta investigacion pudiera ser debidas
al tipo de germoplasma empleado en los
diferentes estudios, lo que puede ser apoya-
do por el hecho de la significancia de la inte-
raccion cultivar por tratamiento hormonal.

En la respuesta de los cultivares a los tra-
tamientos con fitohormonas se presentaron
diferencias altamente significativas (p <
0.01). P-48, P-20 y P-31 produjeron los ma-
yores porcentajes de explantes con brotes y
el mayor nimero dc brotes por explante;
mientras que, P-4 y la variedad Jamapa pre-
sentaron proporciones menores. Ademds, la
significancia en la interaccién cultivar por
tratamiento con fitohormonas, indicé que la
capacidad de respuesta a la induccién de
organogénesis depende de la constitucion
genética del explante y que su expresion
puede ser modulada a través de la manipula-
cion de los niveles fitohormonales (Cuadro
4).

Los coeficientes de correlacién lineal entre
niveles de fitohormonas y el porcentaje de
explantes con brotes y numero de brotes por
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explante fueron bajos (0.29 y 0.25) y no sig-
nificativos estadisticamente. Conforme se
incrementé la concentracién de BAP, hubo
incremento en ¢l nimero de brotes por ex-
plante, pero este incremento no fue lineal; en
la concentracion de 79.90 uM de BAP, se
presento la mejor respuesta en cuatro de los
cultivares. En cambio, el cultivar P-31 pro-
dujo mayor cantidad de brotes cuando se
cultivdo en medio complementado con 62.15
uM de BAP (Figura 1). Estos resultados
muestran diferencias en la respuesta organo-
génica entre cultivares, y, que las cinco po-
blaciones de P. vulgaris responden mejor a
las altas concentraciones de BAP, cuando sc
utilizan cotiledones como explante. Fue
posible separar dos grupos de genotipos, uno
integrado por P-48, P-20 y P-31, que mostra-
ron la mayor cantidad de brotes por explante,
y otro grupo, conformado por P-4 y Jamapa,
con un minimo numero de brotes.

Para establecer las relaciones anatémicas
entre el explante v los brotes desarrollados,
se hizo un estudio histolégico que mostrd
que los brotes se originaron directamente de
areas meristemalicas formadas de novo, en la
parte inferior de la yema axilar del cotiledén,
a partir de tejido subepidermal sin la forma-
cidn de callo (Figura 2). Estas dreas estuvie-
ron conformadas por cé€lulas pequefias, con
citoplasma denso y nticleos grandes, como
han sido descritos los meristemoides por
Thorpe (1981) y Litz y Jarret (1991). En los
brotes recién formados, se desarrollaron
brotes secundarios a partir de centros de cé-
lulas con divisién activa. Estas observacio-
nes mostraron el caracter exégeno dec los
brotes, como lo llama Esau (1982), porque la
diferenciacion de yemas adventicias ocurre a
partir de capas de células periféricas.

En la Figura 3 se presentan estados de
desarrollo de los brotes adventicios de [rijol.
A. Etapa inicial y B. Primordios foliares y
apices a los 20 dias.
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Cuadro 3. Efecto de siete tratamientos BAP y AIA sobre la induccién de organogénesis in vitro,
en cinco cultivares de Phaseolus vulgaris L.

BAP y AIA Callo Explantes con Brotes por ex- Longitud

(uM) (%)" brotes plante (mm) "
(%)

8.88 96.50 a 48.00 a 1.10¢ 5.51 be
26.64 88.01b 5643 a 1.13 be 7.83 a
44.40 60.10 ¢ 56.56 a 1.77 abc 5.52 bc
62.15 47.75d 53.00 a 1.99 ab 4.51 be
79.90 46.25d 56.00 a 224a 5.31be
97.66 46.75 d 50.00 a 1.50 abc 4.18¢

888+ 11.42 100.0 a 22.00 b 0.34d 6.25 ab

+ . . . - 3 - - -
Medias con la misma letra en sentido vertical son estadisticamente iguales, segin prueba de Duncan (p=0.01).

Cuadro 4. Respuesta a la induccién de organogénesis in vitro, en cinco cultivares de Phaseolus.
vulgaris L.

Cultivar Callo Explantes con brotes Brotes por explante Longitud
(%)’ (%) (mm)"
P-48 72.50 a 77.14 a 34l a 5.68 ab
P-20 72.85a 75.71 ab 240a 5.41 ab
P-31 (9.64 a 80.00 a 3.05a 4.58b
P-4 69.82 a 45.00 b 0.85b 6.66 a
Jamapa  62.50b 35.00b 0.75b 5.75 ab -

* Medias con la misma letra en sentido vertical son estadisticamente iguales, prueba de Duncan (alpha < 0.01).

CONCLUSIONES dio de Gamborg er al. (1976) suplementado
con los compuestos organicos del medio de
Los resultados de esta investigacion per- Murashige y Skoog (1962) y adicionado con
miten concluir que fue posible definir un sacarosa (azucar comercial) (3 %), bencila-
método de desinfeccion para el estableci- minopurina (79.90 uM) y agar (6.6 %).
miento del cultivo aséptico apropiado para
reducir al minimo la contaminacién (20 %). Se determiné que el cotiledén fue el mejor
explante para la formacién de brotes adven-
Fue posible desarrollar un medio de culti- ticios in vitro, via organogénesis directa,
vo basico para la induccién de brotes en fri- también, que las diferencias entre genotipos

jol constituido por sales inorgénicas del me-
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Brotes explantes
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——P-48
—&—P-20
—d—Jam
—e—r.a
——p31 |

88+11.4

8.8 26.6 44,4

62.1 79.9

Concentraciones de fitohormonas (uM)

Figura 1. Numero de brotes por explante por cullivar de [rijol cultivado in vitro, en diferentes
concentraciones de BAP (8.8-97.6 uM) de BAP + AIA (8.8+11.4 uM).

en la habilidad de la induccién de brotes
adventicios via organogenesis directa [ueron
altamente significativas (p < 0.01), lo que
muestra la existencia de variabilidad genéti-
ca para esta caracteristica.

Los brotes obtenidos en esta investigacion
fueron formaciones de novo y se desarrolla-
ron a partir de areas meristematicas genera-
das en la base de la yema axilar del cotile-
dén.
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Figura 2. Origen de los brotes regenerados a partir de cotiledones cultivados in vitro de frijol. A.
Fotomicrografia de corte transversal; notese la iniciacion de la yema del brote (b) a
partir de tejido subepidérmico y la ausencia de conexion con el tejido vascular (ty). B.
Fotomicrografia de region transversal notese la iniciacion de yemas de brotes.
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Figura 3. Diferentes estados de desarrollo de los brotes adventicios de frijol in vitro. a. Etapa
inicial y b. Primordios foliares y dpices a los 20 dias.
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