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REGENERACION POR ORGANOGENESIS DIRECTA Y TRANSFORMACION
GENETICA DE FRIJOL (Phaseolus vulgaris L.) MEDIANTE BOMBARDEO
DE MICROPARTICULAS

DIRECT ORGANOGENESIS REGENERATION OF GENETICALLY
TRANSFORMED BEAN PLANTS (Phaseolus vulgaris L.) THROUGH
MICROPARTICLE BOMBARDMENT

RESUMEN GENERAL

La transformacion genética de frijol
requiere de un protocolo de cultivo de
tejidos para regenerar plantas
completas, asi como de un método
eficiente de transferencia de genes.
Esta especie ha sido considerada
recalcitrante a ambos métodos, por lo
tanto, los objetivos de este estudio
fueron: establecer un protocolo de
regeneracion in vitro eficiente para
diferentes variedades de frijol por
medio de organogénesis directa y un
método de transformacion genética
mediante bombardeo de
microparticulas para frijol. Respecto al

primer objetivo, a partir de cinco

xii

GENERAL ABSTRACT

The genetic transformation of bean
requires a tissue culture protocol to
regenerate whole plants, as well as an
efficient method of gene transfer. This
been considered

species have

recalcitrant to  both  methods;
therefore, the objectives of this study
were to establish an efficient in vitro
regeneration protocol for several bean
direct

varieties through

organogenesis, and an efficient
method for genetic transformation by
microparticle bombardment.
Regarding the first objective, from five
commercial varieties grown for four

weeks in medium with 10 uM



variedades comerciales sembradas
por cuatro semanas en medio con 10
MM benzilaminopurina (BAP) se
eligieron a 'Flor de mayo' (FM-199) y
'Rojo rayado' (RR) con base en la
induccién de brotes mdltiples, cuyo
porcentaje fue de 78 y 84 %

(explantes con brotes),

respectivamente. Ademas, respecto al
namero de brotes por explante la
mejor fue 'Bayomex' (BAY) con 3.2;
BAY tuvo respuestas adecuadas con

0.6 y 1.0 mg-litro™* de BAP (el callo es

casi nulo y los primordios de raiz

presentes). La regeneraciéon de

plantas por organogénesis directa con
ejes embrionales fue promovida en

medios de cultivo con sales

inorganicas MS 100 %, vitaminas
Gamborg B5 (MSB5) y diferentes

concentraciones de 6-

benzilaminopurina  (BAP) de

y

tidiazuron (TDZ), en BAY y FM el TDZ

Xiii

benzylaminopurine (BAP), based on
the induction of multiple shoots, 'Flor

de Mayo' (FM-199), and 'Rojo

Rayado' (RR) bean varieties were

selected, with a total of 78 and 84 %

shoots per explant, respectively.
However, 'Bayomex' (BAY) variety
produced the highest number of

shoots from explant (3.2). Bay had

adequate responses at 0.6 and 1.0

mg-I* BAP (presence of root
primordial with rarely callus
formation). Plant regeneration by

direct organogenesis on embryonic
axis was promoted in culture media
with inorganic salts MS 100 %,
Gamborg B5 vitamins (MSB5) and
of  6-

different concentrations

benzylaminopurine (BAP) and
thidiazuron (TDZ), in BAY and FM
TDZ induced 2.9 and 2.5, and 1.8
BAP and 2.2 shoots per explant,

respectively. The length of the apical



indujo 29 y 25, y BAP 18 y 2.2
brotes por explante, respectivamente.
La longitud de los nudos de la parte
apical se redujo significativamente
cuando aumento la concentracion de
ambas citocininas. En la zona del
hipocotilo, la raiz se indujo con
concentraciones de TDZ entre 0.41 y
1.73 uM, y entre 0.44 y 1.68 pM de
BAP; y el callo se indujo entre 2.72 y
4.54 yM de TDZ y entre 2.66 y 4.44
MM de BAP. Cuando los brotes
obtenidos en MSB5 con 2.72 y 4.54
MM de TDZ en FM fueron cultivados
posteriormente en medio MSB5 con
2.72 pyM de TDZ, éste promovio el
desarrollo y la regeneracion de
plantas; en BAY los brotes obtenidos
en medios con TDZ cultivados
posteriormente en MSB5 con 0.44 uM
de BAP produjeron 4.4 brotes por
explante. La formacion de raiz en los
brotes se promovié en medio MSB5

con 0.44 uM de BAP o en medio con

Xiv

nodes was significantly reduced when
concentration of both cytokinins were
increased. At the hypocotyl area the
root was induced with TDZ
concentrations between 0.41 and 1.73
mM, and from 0.44 to 1.68 uM BAP,
while calli production was induced
with 2.72 and 4.54 mM TDZ and
between 2.66 and 4.44 uM of BAP.
When shoots obtained in MSB5 with
2.72 and 4.54 uM of TDZ using FM
was subsequently cultured in MSB5
media with 2.72 TDZ, regeneration
and plant development was promoted.
However, for BAY bean variety, the
highest number of shoots (4.4 per
explant) was obtained using MSB5 at
0.44 uM. Shoots toot formation was
promoted both using MSB5 media at
0.44 uM or without hormones (MSO0).
Acclimatized plants produced flowers

and seeds. Embryonic axis cultured at

MSB5 with 10 uM of BAP had the



ausencia de reguladores (MSO0).

Plantas aclimatadas en suelo,

produjeron flores y semillas. Los ejes
embrionarios cultivados en medio
MSB5 con 10 uM de BAP tuvieron la
mayor apertura meristematica entre
48 y 72 h; posteriormente, fueron
bombardeados con microparticulas

cubiertas con DNA plasmidico

(pP35SGUSINT). La expresion

transitoria (ET) del gen reportero GUS
fue evaluada y se obtuvo 87.5 % de
los explantes con ET a 900 psi, 6 cm
de distancia del blanco y un disparo;
por cada explante en promedio se

presentaron 6.97 unidades de

expresion transitoria (UET) por

epicotilo, 63.7 por hipocétilo y solo
0.38 en el meristemo, lo que mostro

una eficiencia muy Dbaja. La

regeneracion se presentd con un
de  68.2%.

promedio Plantas

completas (RO) fueron transferidas

XV

highest meristematic opening

between 48 and 72 h; afterwards, they
were bombarded with microparticles

coated with plasmid DNA

(p35SGUSINT). Transient expression
(TE) of GUS

reporter gene was

detected at 87.5 % of explants, with
one shot of 900 psi at 6 ¢ from the

target was performed. Units of

transient expression (UTE) recoded
63.7 for

were 6.97 at epicotyl,

hypocotyl and only 0.38 in the
meristem zone, therefore showing the
lowest The

efficacy. average

percentage of plant regeneration
obtained at this experiment was 68.2.
Complete plants (RO) were transferred
to greenhouse for acclimatization. The
seeds were germinated "in vitro" and
cultured into complete plants (R1/TO0).
Positive TE of GUS gene was
detected in 73.3 % of the regenerated
plants.

However, when genetically

transformed plants were subjected



al invernadero para su aclimatacion.

Las semillas fueron germinadas “in

vitro” y desarrolladas a plantas
completas (R1/T0), la ET del gen
GUS fue evaluada en hoja y peciolo,
la respuesta positiva fue 73.3 %.
Finalmente, mediante PCR con un

inserto del gen nptll, indicé que de 19

plantas adultas sélo cuatro
presentaron amplificacion del
fragmento correspondiente, lo que

demostré un bajo porcentaje de

transformantes.

Palabras claves: Cultivo de tejidos,
brotes mudltiples, ejes embrionales,

transferencia de genes, biobalistica.

XVi

to PCR analyses using the NPTII
gene insert, only four out of 19 adult
bean plants showed amplification,
thus demonstrating a low percentage

of transformants.

Keywords: Tissue culture, multiple

shoots, embryonic axes, gene

transfer, biobalistics.



1 INTRODUCCION

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es una de las especies mas
importantes de la familia de las leguminosas, fue domesticado desde hace 7000
aflos en dos centros de origen mesoamericano, uno en México y América
Central, y otro en la region Andina. Ha sido considerada la legumbre mas
importante como alimento para Africa y América Latina, siendo una fuente

importante de proteinas en los paises de estas regiones (Gepts et al., 2008).

Los métodos de mejoramiento genético tradicional han logrado avances
importantes en el desarrollo de caracteres agrondmicos de interés, sin embargo
ademas de consumir mucho tiempo y de tener una gran labor de campo, se
conjugan con una amplia gama de problemas como es la susceptibilidad a la
sequia, las plagas y enfermedades, la calidad nutricional, asi como la baja

supervivencia de hibridos interespecificos (Acosta-Gallegos et al., 2007).

Los métodos biotecnologicos ofrecen estrategias complementarias al
mejoramiento clasico para mejorar la propagacion, la produccion y la calidad de
la semilla de frijol. Sin embargo, con ciertas excepciones, se ha visto que las
leguminosas y particularmente el caso del frijol, se consideran muy

recalcitrantes para regenerar in vitro, ya que los métodos desarrollados no son

1



facilmente reproducibles (Santalla et al., 1998; Lopez, 1999). Adicionalmente,
para que algunas de las técnicas de transformacion genética (Agrobacterium
tumefaciens y bombardeo de microparticulas) sean altamente eficientes es
necesario contar con un método de regeneracion que resulte en una buena
diferenciacion, un buen desarrollo del brote y un desarrollo completo de la

planta, lo cual es un requerimiento esencial.

Dentro del cultivo de tejidos, la regeneracion de frijol se ha obtenido via
organogénesis directa (McClean et al., 1989; Franklin et al., 1991; Malik y
Saxena, 1991; Mohamed et al., 1993; Santalla et al., 1998; Zambre et al., 1998),
asi como por medio de organogénesis indirecta (Arellano et al., 2009) y algunos
reportes sobre embriogénesis somatica han sido a nivel de desarrollo de
embrioides (Martin y Sondahl, 1984; Malik y Saxena, 1991; Loépez, 1999;
Jacobsen, 1999). Adicionalmente, los métodos de regeneracion desarrollados
para otras especies del genero Phaseolus, por ejemplo: P. acutifolius, P.
coccineus y P. polyanthus, produjeron resultados diferentes cuando estos
métodos fueron aplicados al frijol, en ciertos casos formando sélo brotes en

lugar de plantas completas.

El uso de ejes embrionales con capas delgadas transversas de células
derivadas de plantulas de 14 dias de edad (Cruz de Carballo et al., 2000) y de
ejes embrionales derivados de semillas maduras (Delgado-Sanchez et al.,
2006; Kwapata et al., 2010; Quintero-Jiménez et al., 2010) han sido reportados,

donde la eficiencia de regeneracion ha sido mayor en el primer caso.
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Adicionalmente se han usado cotiledones con una porcion del eje embrionario
como explante (Dang y Wei, 2009). En la mayoria de los protocolos, la principal

citocinina usada ha sido el BAP, por su capacidad de inducir brotes multiples.

Las propiedades del TDZ, como un regulador con efecto tipo citocinina
fueron establecidas al inducir callos en la regeneracion de P. acutifolius
(Zambre et al., 1998a; Cruz de Carvalho et al., 2000; Zambre et al., 2001).
También se han empleado combinaciones de TDZ y AlA para la obtencion de
plantas a partir de callos en cv. “Xan159” y “GN-Tara”, ambos genotipos
obtenidos de cruzamientos interespecificos entre P. vulgaris con P. acutifolius;
al parecer un factor genético de la segunda especie favorece esta regeneracion

(Mohamed et al., 1993; Zambre et al., 1998b).

El tipo y concentracion de reguladores del crecimiento son elementos
claves en determinar la via morfolégica de la regeneracion in vitro de P.
vulgaris. Sobre todo la organogénesis promovida por BAP y la embriogénesis
por TDZ (Kwapata et al., 2010). El TDZ ha demostrado ser una citocinina muy
activa con bajas concentraciones, y ha sido utilizado especificamente en frijol
para promover organogénesis indirecta a partir de peciolos foliares (Veltcheva y
Svetleva, 2005), organogénesis directa a partir de nudos cotiledonares (Dang y
Wei, 2009) e inducir procesos morfogénicos y regeneracion a partir de ejes

embrionales (Kwapata et al., 2010).



Los niveles moderados de citocininas favorecen el incremento del
namero de brotes mdltiples en la parte apical (Kwapata et al., 2010). Sin
embargo, la induccién de callo en el sitio de la herida (hipocotilo) por la
presencia de citocininas, bloquea la formacién de raiz y aumenta la produccién
de compuestos fendlicos, lo cual causa la muerte del tejido debido a la
oxidacion (Arnaldos et al., 2001). Por lo tanto, la presencia de callo y
compuestos fendlicos son factores limitantes en la viabilidad y el enraizamiento
de los brotes bajo regeneracion in vitro en P. vulgaris, y posiblemente esta

directamente relacionado a la recalcitrancia de esta especie y de otras.

Mientras en la década de los 80’s estaban siendo desarrollados los
protocolos de transformacién genética para algunas de las especies
comercialmente importantes (jitomate, papa, etc.), dentro de la familia de las
leguminosas, dichos protocolos se restringian a leguminosas forrajeras (Dale,
1984), mientras que las legumbres de grano probaron ser muy recalcitrantes a
la manipulacion in vitro (Allavena, 1984) asi como a la transformacion genética,

como ha sido el caso para el frijol.

Una metodologia fue desarrollada y se denominé “bombardeo de
microparticulas”, probandose particularmente en ejes embrionales y apices de
P. coccineus y P. vulgaris, los cuales expresaron la actividad del gen reportero
uidA de E. coli que codifica para la enzima B-glucuronidasa (GUS, por su
abreviacion en inglés), y denota la introduccion/expresion de dicho gen (Genga

et al., 1991a; Aragao et al., 1992). En esta primera etapa de la transformacién
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de frijol se obtuvo expresién transitoria de genes reporteros (Bustos et al., 1991;
Genga et al., 1991a; Ledn et al., 1991). La técnica de bombardeo mediante la
aceleracion de microparticulas por descarga eléctrica, también demostrd cierto
grado de eficiencia para introducir genes en especies de Phaseolus (Aragédo et

al., 1993; Russell et al., 1993).

El mejoramiento genético de frijol a través de ingenieria genética fue una
realidad de manera efectiva a través del sistema de transformacion basado en
el bombardeo de microparticulas (Russell et al., 1993; Aragéo et al., 1996, 1998
y 1999). Debido a las dificultades de regeneracion de esta planta a través de
organogénesis indirecta y a la imposibilidad mediante embriogénesis somatica,
el bombardeo de microparticulas en meristemos apicales y su regeneracion
(organogénesis directa) ha sido la manera para transformar y regenerar plantas

transgénicas fértiles, aunque con baja eficiencia (Aragéao et al., 2008).

El bombardeo de los ejes embrionarios fue usado para establecer ciertas
condiciones de transformacion, como criterio se usé el gen reportero uidA al
gue llamaremos en lo sucesivo como GUS para evaluar la expresion transitoria
y el gen nptll que confiere resistencia al antibiético kanamicina y la resistencia a
glufosinato como genes marcadores o de seleccion. Considerando la
susceptibilidad de los tejidos de frijol a los antibidticos, en particular a la
kanamicina, se ha evitado su presencia en medios para la seleccion de

explantes y plantulas (Russell et al., 1993).



Algunos trabajos recientes sobre transformacion reportaron entre 0.2 a
0.9 % en eficiencia de acuerdo con el tipo de cultivar. El uso del gen “ahas”
(sistema de seleccion basado en el uso del herbicida, Imazapir, que selecciona
de forma especifica las células meristematicas transformadas), como un gen
marcador de seleccion, resulté en el incremento significativo de recuperacion de
plantas de frijol transgénicas fértiles a razon de tres veces mas que con el uso

de otros genes marcadores o de seleccion (Aragao et al., 1996, 1998 y 1999).

Por lo tanto, las leguminosas siendo una familia de gran interés
comercial han sido sujetas a una serie de intentos por establecer un eficiente
protocolo de regeneracion y de transformacion genética en ciertas variedades.
Las legumbres en general y P. vulgaris en particular, han presentado
dificultades con la organogénesis y la embriogénesis somética. Sin embargo, el
mayor problema es la modificacion genética, la cual presenta serias dificultades
debido a la ausencia de un eficiente protocolo de seleccion. Por lo anterior se

establecio el presente trabajo con los siguientes objetivos:

OBJETIVOS:

Establecer un protocolo eficiente de regeneracion in vitro en diferentes

variedades de frijol mediante organogénesis directa.



Establecer un protocolo eficiente de transformacion genética mediante

bombardeo de microparticulas en frijol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Establecer pruebas de induccién de brotes multiples en ejes embrionales de

cinco variedades de frijol.

Obtener un protocolo de regeneracion eficiente mediante organogénesis directa

en dos variedades de frijol.

Establecer pruebas de bombardeo de microparticulas para determinar
condiciones adecuadas para la transformacion con el uso del gen GUS como

reportero y nptll como marcador de seleccion.

JUSTIFICACION
Debido a que el frijol de forma particular es recalcitrante a regeneracion y
transformacion genética; lo cual se refleja en la baja eficiencia lograda por
diferentes investigadores, se requiere continuar con este tipo de investigaciones
para generar protocolos de mayor eficiencia que faciliten el uso cotidiano de
estas técnicas en ambitos como el mejoramiento genético e investigacion
basica. Es necesario considerar que estos protocolos deberan ser particulares

de acuerdo con los genotipos empleados. Asi, el presente trabajo debera
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plantear, adicionalmente, la propuesta de una ruta critica que facilite la

investigaciéon en diferentes genotipos de frijol.

HIPOTESIS
La recalcitrancia de las leguminosas en la regeneracion in vitro es dependiente
del genotipo, y la induccién de callo y la sintesis de compuestos fendlicos a
altas concentraciones de citocininas en los tejidos heridos son mecanismos que
limitan la regeneracion. Por lo que si la respuesta varia dependiendo del
genotipo es necesario seleccionar el genotipo adecuado. Asi mismo, si se
inducen brotes con TDZ y se desarrollan hasta plantulas con BAP a bajas

concentraciones, se aumentara el nimero de brotes sin dafiar los explantes.

La transformacion mediante bombardeo requiere de promover el mayor numero
de impactos en la zona meristematica para aumentar la probabilidad de éxito,
por lo que el contar con una variedad con alto nivel de regeneracion y area
meristematica expuesta mejoraria el método de transformacién. Asi mismo, al
ajustar la presion de gas helio (psi) para la aceleracion de particulas, la cantidad
de particulas, la cantidad de ADN plasmidico, la distancia al objetivo y el

namero de disparos se podra incrementar el nimero de transformantes.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 El cultivo de tejidos in vitro

El cultivo de tejidos vegetales es una herramienta util para promover la
induccion de variabilidad genética y la produccion de hibridos interespecificos
mejorados con tolerancia a patdgenos y algunas condiciones edaficas.
Unicamente las legumbres forrajeras han sido consistentemente propagadas
sucesivamente por medio de organogénesis directa o indirecta y embriogénesis.
Sin embargo, las legumbres de grano llegan a ser recalcitrantes cuando éstas

estan bajo proliferacion a través de estas técnicas (Chandra y Pental, 2003).

Adicionalmente se requieren trabajos de investigacion para desarrollar
cultivo de tejidos mediante organogénesis directa e indirecta, embriogénesis
somatica, cultivo en suspension, cultivo de protoplastos, cultivo de anteras,
rescate de embriones, con la finalidad de proveer protocolos de regeneracion y
multiplicacion masiva de plantas, estudios bioquimicos y fisioldgicos, produccion
de metabolitos y particularmente la transformacioén genética de plantas, para la

obtencion de caracteristicas agrondémicas favorables.



2.2 Regeneracion in vitro

La regeneracion in vitro de frijol se ha documentado como un proceso de
baja eficiencia y pobre repetibilidad. Hammatt et al. (1986) sugirieron que la
recalcitrancia de las leguminosas de semilla grande en la regeneracion in vitro
pudo haber resultado de su larga historia de mejoramiento y seleccién de
genotipos de alto rendimiento, que llevé a la reduccién de la variabilidad

genética y a la pérdida de totipotencia por vias que no sean la meristematica.

La regeneracion en especies de Phaseolus ha tenido dificultades desde
los primeros intentos realizados por Hildebrandt en 1963 (Nagl et al., 1997).
Desde entonces, las referencias sobre la regeneracion de plantas a partir de
callos en especies de Phaseolus son limitadas. La composicion y concentracion
de los reguladores del crecimiento en el medio de cultivo, son factores
determinantes para el normal crecimiento y desarrollo de las plantas en los
sistemas de cultivo in vitro. Las auxinas y citocininas, han sido los reguladores

del crecimiento mas utilizados (Frank y Schmilling, 1999).

2.2.1 Regeneracion via organogénesis directa

El cultivo de meristemos es una herramienta util para la propagacion en
masa de plantas, la eliminacién de patogenos virales (incluidas las infecciones

virales originadas en las semillas de las leguminosas) y la preservacion de
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germoplasma (Kartha, 1982). Resultados preliminares sobre la regeneracion de
cultivo de meristemos en frijol fueron reportados por Kueneman (1976),
Herselman y Mienie (1995), y Grum et al. (1998), quienes desarrollaron
procedimientos para la produccién de semillas libres de patégenos. La
combinacion de tratamiento seco de semillas, termoterapia de plantulas y

cultivo de meristemos llevo a la eliminacion exitosa de bacterias patdégenas.

Peralta et al. (1978) regeneraron plantas completas a través del cultivo
de meristemos apicales en un medio de cultivo suplementado con agua de coco
(o agua miel) sin ningun tipo de reguladores del crecimiento, y adicionalmente
determinaron el papel crucial de la luz en el proceso de regeneracion. Crocomo
et al. (1979) reportaron que la variacion en la proporcion de kinetina/auxina
puede controlar el desarrollo in vitro de los ejes embrionarios. Kartha et al.
(1981) investigaron el proceso de regeneracion de plantas a partir de cultivo in
vitro de meristemos de algunas de las mas importantes leguminosas de grano,
como requisito previo para la criopreservacion del germoplasma. Ellos lograron
la regeneracion con éxito en un medio suplementado con diferentes

concentraciones de BAP.

Allavena y Rossetti (1983) suponen que el nivel de hormonas
sintetizadas por un meristemo que produce brotes multiples es proporcional al
namero de brotes regenerados. El papel de algunos aminoacidos en el proceso
de regeneracion de las plantas fue determinado con la adicion de metionina y

cisteina por separado al medio de cultivo, lo que disminuyé el porcentaje de
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plantas alargadas. Rubluo y Kartha (1985) evaluaron la respuesta
morfogenética in vitro mediante temperatura, combinaciones hormonales y
tratamientos osmaticos. La regeneraciéon de plantas se obtuvo cuando fue

utilizado BAP y la temperatura Optima se estimé en 26-28°C.

Moda-Cirino et al. (1995) también regeneraron plantas mediante
organogénesis meristematica. Benedicic et al. (1997) encontraron que la
induccion de yemas depende de las concentraciones de BAP, 2iP y AGs. La
fuerte dependencia a las citocinina se vié implicada en el proceso de iniciacion
del brote y el alargamiento de brotes. La regeneracion de frijol via
organogénesis de meristemos apicales transformados por el método
biobalistico fue obtenida por Aragdo y Rech (1997). Ellos encontraron que un
pre-requisito para la transferencia eficiente del transgen dentro de las células
regeneradas es que los meristemos de los brotes estén completamente abiertos
para que sean accesibles al bombardeo con particulas recubiertas con el gen

GUS.

La induccion de brotes en los meristemos apicales de frijol finalmente
pudo lograrse mediante el cultivo de embriones maduros en presencia de las
citocininas como: kinetina, zeatina y BAP (Martin y Sondahl, 1984; McClean y
Grafton, 1989; Franklin et al., 1991; Malik y Saxena, 1992b; Mohamed et al.,
1992b, 1993; Aragdo y Rech 1997). Brotes multiples fueron formados en las

regiones periféricas del meristemo apical (Aragédo y Rech, 1997).
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2.2.2 Factores que afectan la regeneracion a través de organogénesis

directa

El frijol comin ha sido considerado recalcitrante en su capacidad de
regeneracion in vitro, por lo que fue necesario estudiar diferentes factores, por
ejemplo efecto dependiente del genotipo, el tipo de explante, edad de la planta,

tipo y concentracion de reguladores.

La dependencia de los protocolos al genotipo es importante, Malmberg
(1979) sugirio la deteccion o rastreo de un gran niumero de lineas genéticas
como primer paso hacia el desarrollo de un sistema de regeneracion en frijol.
Acorde con esto, Rubluo y Kartha (1985) observaron una dependencia del
genotipo de los explantes de frijol en diferentes medios de regeneracion. La
habilidad en la regeneracion depende tanto del genotipo o estado fisiol6gico del
explante, tejido y especializacion celular del cultivo como de las condiciones de
cultivacion (Jacobsen, 1991; Mohamed y Coyne, 1996; Zhang et al., 1997).
Existen reportes de regeneracién en el frijol comin por organogénesis directa,
los cuales han desarrollado plantas a partir de meristemos apicales o axilares,
con el inconveniente en que estos protocolos son dependientes del genotipo por
lo que su uso debe ser adaptado a diferentes variedades para lograr una

eficiente regeneracion (Delgado-Sanchez et al., 2006).

Un explante especifico es un requisito importante para la regeneracion

con éxito de cualquier variedad o especie vegetal (Genga y Allavena, 1991).
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Crocomo et al. (1976) cultivaron secciones de hojas de frijol, mientras que Malik
y Saxena (1991) regeneraron plantas a través de organogénesis del brote a
partir de explantes de hoja juvenil y peciolo. La importancia del tratamiento
subsecuente con BAP de las plantulas donantes y los explantes fue
determinada, por Klu (1997), el cual regeneré plantas de frijol a través de
organogénesis directa a partir del tejido nodal cotiledonal. Los estudios
histol6gicos revelaron que los brotes fueron desarrollados a partir de células
sub-epidérmicas del nddulo y confirmaron la naturaleza adventicia de estas

estructuras.

Se ha obtenido el desarrollo de plantas a partir de meristemos apicales
del brote de P. vulgaris (Kartha et al., 1981; Martins y Sondahl, 1984b; Rubluo y
Kartha, 1985). Asi mismo, la regeneracion de plantas ha sido descrita en P.
vulgaris y P. coccineus a partir de nudos cotiledonares y puntas del brote (Ruiz
et al., 1986; Vaquero et al., 1993; Fernandez-Caso et al., 1996), a partir de
nudos cotiledonares (McClean y Grafton, 1989; Mohamed et al., 1992a), el
cotiledén con eje embrionario “Split” (Franklin et al., 1991; Santalla et al., 1998),
el eje embrionario (Mohamed et al., 1992b) y a partir de peciolos con lamina
foliar (Malik y Saxena, 1991). La organogénesis directa e induccion prolifica de
brotes fue observada en plantulas intactas de P. vulgaris, P. coccineus y P.

acutifolius (Malik y Saxena, 1992 a, b).

La edad y estado fisiologicos de la planta madre pueden contribuir al

éxito de la organogénesis in vitro. Un gran nimero de investigaciones fueron
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llevadas a cabo con el cultivo de nddulos primarios y con tejido cotiledonar
derivados de las plantulas germinadas in vitro (Martins y Sondahl, 1984;
McClean y Grafton, 1989, Franklin et al., 1991.; Kalantidis y Griga, 1993; Ebida,
1996; Klu, 1997, Ahmed et al., 1998; Santalla et al., 1998; Zambre et al., 1998a;
Yancheva et al., 1999). Geerts et al. (2000) obtuvieron la regeneracién de

plantas a partir de embriones muy inmaduros de P. vulgaris.

El uso de suplementos al medio ha favorecido la regeneracién. Cruz de
Carvalho et al. (2000) desarrollaron un protocolo reproducible y eficiente con la
técnica de la capa delgada de células (CDC) para la regeneracion de frijol via
organogénesis directa, y propusieron cuatro factores importantes que mejoran
la eficacia del protocolo: pre-cultivo del explante inicial en medio con TDZ, el
uso de explantes derivados de CDC, la aplicacion de BAP y el uso de AgNO3

para el desarrollo de los brotes.

Por otra parte, se ha investigado la influencia del tipo de reguladores del
crecimiento, su concentracion y la interaccion entre ellos en el proceso de
regeneracion. Saam et al. (1987) investigaron la influencia de algunas
citocininas y auxinas en la regeneracion de frijol. Un amplio rango de
concentraciones de BAP ha sido capaz de inducir organogénesis. Dorneles et
al. (1994) reportaron una correlacion entre la capacidad de regeneracion, el
tiempo de cultivo y la concentracion de BAP. Tamas et al. (1989) establecieron
factores para la regeneracion de brotes como: la correlacion entre la yema

axilar, el crecimiento y la orientacion basal-apical de los explantes en los
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medios, el crecimiento de las plantas con la aplicacibn exdgena de los
reguladores y la direccion de la polaridad del transporte de Acido Indolacético

(AIA).

La capacidad de regeneracién de seis diferentes variedades de P.
vulgaris cultivadas en medios con diferentes hormonas (2,4-D, ANA, Kin, y
BAP) fue estudiada y la regeneracién de brotes se observo en los medios de
induccion que contiene BAP (Ruiz et al.,, 1986). Ravnikar et al. (1990) y
Benedicic et al. (1991) reportaron un efecto estimulante del acido jasmoénico
sobre la capacidad de induccién de brotes. Franklin et al. (1991) desarrollaron
un sistema de organogénesis recurrente en grano verde con glutamina como
fuente de nitrégeno. En la mayoria de los casos, la regeneracion fue baja aun

con el uso de algunos aditivos como extracto de semilla (Crocomo et al., 1976).

Por su parte Siranut et al. (1992) desarrollaron tres métodos diferentes
para la formacién de brotes multiples. El efecto estimulante de BAP y acido 1-
naftaleno-acético (NAA) fue determinado en la regeneracion de frijoles rojos.
Fernandez Caso et al. (1996) optimizaron el sistema de regeneracion de brotes
con precision en términos de la resolucion del BAP y GA3 en la induccion de

brotes.

Modificar el estado fisiolégico inicial de las plantas fue uno de los
enfoques que pudo alterar la capacidad regenerativa in vitro (Malik y Saxena,

1991; Mohamed et al., 1992 a, b; 1996; Zhang-Zhang et al., 1997; Santalla et
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al., 1998; Cruz de Carvalho et al., 2000). Las investigaciones se centraron en el
papel crucial de BAP, TDZ, y CPPU en pre-cultivo in vitro para la induccion de
la embriogénesis o0 la organogénesis indirecta de frijol. Sin embargo, aun se
desconoce el mecanismo fisiolégico y molecular de las citocininas en la

regeneracion cuando se aplican en pre-cultivo.

Se ha propuesto que se requiere un estado fisioldégico especifico para
que las células sean competentes para la regeneracion en un esquema
“ventana-tiempo” (Jacobsen, 1991). La organogénesis ha sido limitada a las
regiones circundantes de tejidos embrionarios y de los pedicelos de las yemas
de floracion (Mohamed et al., 1996), cotiledones (Mohamed et al., 1992 a, b;
Yancheva et al., 1999), eje embrionario (Mohamed et al., 1992 a, b), y los
embriones inmaduros (Geerts et al., 2000). Es de suponer que el cultivo en
BAP, TDZ o CPPU active y/o induce la proliferacién de las células competentes
ya existentes en el tejido. La capacidad de regeneracién de plantas se redujo
drasticamente después de la germinacion de semillas y el posterior desarrollo

de las plantas.

La concentracion especifica de los reguladores es crucial. En relacion a
esto Kartha et al. (1981) promovieron el desarrollo de yemas a partir de
explantes con meristemos con 10 uM BAP (2.25 mg:-litro™), mientras que la
regeneracion de plantas ocurri6 a una frecuencia de 73 % cuando los
meristemos fueron cultivados en 1 pM NAA (0.2 mg:-litro™). De manera similar,

McClean y Grafton (1989) obtuvieron induccion de brotes multiples en explantes
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de nudo cotiledonar en medio MS suplementado con 5 uM BAP (1.125 mg-litro
1. Mohamed et al. (1992a) regeneraron plantas de yemas adventicias
desarrolladas a partir de ejes embriogénicos cigéticos en presencia de 5 uM
(1.125 mg-litro™) de BAP vy luego transferidas a medio sin reguladores del
crecimiento. Estas plantas tuvieron una sobrevivencia del 100%. M&s adelante,
los mismos investigadores iniciando a partir de nudos cotiledonares sin yemas
laterales, incrementaron de 2 a 5 veces el nUmero de brotes cuando el explante
fue cultivado a concentraciones de 0.25 o 1 uM CPPU o TDZ, que cuando

crecieron en 5 uM BAP (Mohamed et al., 1992b).

Mohamed et al. (1992a) indujeron brotes multiples y regeneraron plantas
fértiles a partir de ejes embrionales en frijol “Tepary” y frijol comun. Estos
resultados fueron obtenidos por cultivo de ejes embrionales en medio B5 de
Gamborg suplementado con 5 o 10 pM BAP (1.12 and 2.25 mg:litro™,
respectivamente). El enraizamiento fue inducido en medio sin reguladores del
crecimiento. De forma similar, Santalla et al. (1998) ensayaron un procedimiento
para lineas mejoradas de P. vulgaris y razas de P. coccineus, a partir de
explantes de plantulas conteniendo un cotiledén y una pequefia porcion del eje
embrional. Los explantes fueron cultivados en medio MS suplementado con 15
UM BAP (3.4 mg-litro™) y 2 uM GA; (0.7 mg-litro™). La morfologia de las yemas
y brotes desarrollados fue mejor en P. coccineus que en P. vulgaris y 63 % de

los brotes en ambas especies produjeron raiz.
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Similares resultados fueron obtenidos por Malik y Saxena (1992b),
guienes encontraron que una concentracién menor de TDZ que la de BAP (10 y
80 uM, respectivamente) se requiere para obtener formacion de brotes a partir
de yemas de P. vulgaris. A bajas concentraciones, el TDZ induce la formacion
de brotes en el frijol comin, y ha demostrado ser una citocinina muy activa
(Huetteman y Preece, 1993). La proliferacion y posterior desarrollo de yemas
fueron inducidas cultivando estos explantes en medio suplementado con BAP y
AgNO;3 (Cruz de Carvalho et al., 2000). Los efectos positivos en la produccién y
elongacion de brotes por BAP y AgNO; fueron también encontrados en
organogénesis indirecta inducida a partir de explantes de cotiledon (Guidolin,

2003).

La modificacién del estado fisiologico inicial de la planta es una de las
habilidades de aplicacion para alterar la respuesta in vitro (Mohamed, 1990).
Diferentes sistemas de regeneracion para frijol han sido publicados usando el
precultivo de los explantes, pero dichos protocolos han tenido una repetibilidad
baja debido a la especificidad del genotipo individual (Mohamed y Coyne,
1995). La expectativa tedrica del precultivo de las plantas parentales en medio
con fitoreguladores se basa en la modificacion de la respuesta in vitro, como un
resultado de la ruptura de la tasa hormonal enddgena, de la induccion de
cambios fisiolégicos o metabdlicos del material vegetal. Zang et al. (1999)
también usaron precultivo con BAP para el desarrollo de sistemas eficientes de

regeneracion.
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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). Kwapata et al. (2010)
reportaron que el cultivo in vitro de un solo primordio de meristemo apical del
brote podria producir hasta 20 brotes multiples, que es un namero relativamente
mayor en comparacion con el trabajo presentado anteriormente. Sin embargo,

la eficiencia de regeneracion in vitro es aun muy baja.

2.3. Transformacién genética

La eficiencia de transformacion genética en P. vulgaris es muy baja
también, por lo que se considera una especie recalcitrante. Sin embargo, varios
autores han reportado la transformacion genética transitoria y estable de
diferentes explantes de frijol (Genga et al., 1990; McClean et al., 1991; Franklin
et al., 1993; Lewis y Bliss, 1994). Hasta este momento, la falta de un sistema de
regeneracion confiable ha sido obstaculo importante para obtener plantas

transformadas de manera eficiente.

La transformacion mediada por Agrobacterium y el método de
bombardeo con microparticulas o pistola de genes se han utilizado para la
transformacion genética de P. vulgaris. Sin embargo, ninguno de estos sistemas
ha demostrado ser tan alto en eficiencia como los que se observan en la

transformacion genética de los cereales (Sticklen y Oraby, 2005).
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2.3.1 Bombardeo de microparticulas

Debido a problemas de reinfeccién de los cultivos con Agrobacterium
tumefaciens y otros obstaculos relacionados con la adquisicién de competencia
celular, se prefiri6 a menudo la transformacion ya sea por bombardeo de
particulas, electroporacion, o captacion de ADN desnudo por PEG (Genga et
al., 1990; Leon et al., 1991; Aragao et al., 1993; Russell et al., 1993; Dillen et
al., 1995; Kim y Minamikawa, 1996; Aragdo y Rech, 1997; Kim et al., 1997;
Saker y Kuhn, 1998). Haciendo uso de bombardeo de particulas, se obtuvo
transformacion estable hasta por cinco generaciones para el gen bar, GUS, vy el
gen de la proteina de la cubierta del geminivirus del mosaico dorado del grano
(Russell et al.,, 1993). La eficiencia de la transformacion con bombardeo de
microparticulas se ha incrementado utilizando el recubrimiento de las particulas
con calcio-espermidina, una baja cantidad de particulas de oro, la concentraciéon
de ADN, la distancia entre la descarga de la cAmara y la pantalla de contencién

y el vacio (Aragao et al., 1993).

Estos investigadores transformaron con éxito P. vulgaris por bombardeo
de particulas de embriones maduros con los genes GUS, neo (neomicin
fosfotransferasa), y la albumina 2S de la nuez de Brasil, tratando de compensar
la deficiencia de metionina en las leguminosas. Dos afios mas tarde, obtuvieron
frijol transgénico que expresaba el ARN viral en antisentido lo cual provoca un
retraso en la infeccion viral y atenda los sintomas del geminivirus del mosaico

dorado del frijol (BGMV).
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Con el bombardeo de una construccion que contiene el gen bar, Aragao
et al. (1996) desarrollaron P. vulgaris transgénico que confiere resistencia al
glufosinato de amonio, el ingrediente activo del herbicida Liberty (Aventis,
Estrasburgo, Francia), el cual se utiliza a concentraciones de 500 g.ha™ en
invernaderos y 400 g-ha™ en el campo. P. vulgaris también fue transformado
genéticamente por Bonfim et al. (2007) utilizando horquilla de RNAI construido
para silenciar la region CA; del genoma viral del geminivirus mosaico dorado
del grano (VLB). Sin embargo de 2,706 plantas, s6lo se obtuvieron 18 lineas
transgénicas putativas. De las 18 supuestas plantas transgénicas, so6lo una
planta exhibio resistencia al virus. Los ensayos de campo de las progenies de la
Unica planta transgénica mostraron resistencia a este virus (Aragao y Faria,
2009; Pinheiro et al., 2009). Vianna et al. (2004) desarrollaron un enfoque para
transferir el conjunto de transgenes como piezas de fragmentos de ADN, en

lugar de todo el plasmido en P. vulgaris.

Tollefson (2011) acaba de anunciar el uso comercial de P. vulgaris
transgénico resistente a virus del mosaico dorado desarrollado a través del ARN
de interferencia mediante el bloqueo de la replicacion del gen del virus (Bonfim
et al., 2007). Este es sin duda un paso importante en la aceptacion de la
bioseguridad de los transgénicos de P. vulgaris. Ademas, investigadores de
Dinamarca informaron recientemente la clonacion de genes del virus del
mosaico comun del frijol (BCMV) y su aplicacion para el desarrollo de la

resistencia a BCMV (Naderpour y Johansen, 2011).
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Recientemente, cinco variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
'Condor', 'Matterhorn', 'Sedona’, 'Olathe', y 'Montcalm' se transformaron
genéticamente a través del bombardeo de los meristemos en los brotes
apicales. Los transgenes incluyeron marcador GUS que confirmé visualmente el
evento transgénico, el marcador de seleccion bar (resistencia a herbicida)
utilizado para la seleccion in vitro de cultivos transgénicos y que confirmé la
resistencia de las plantas a los herbicidas Liberty, y la proteina abundante de
embriogénesis tardia (HVA1l) de la cebada (Hordeum vulgare), que confiere
tolerancia a la sequia con un aumento correspondiente en la longitud de la raiz

de las plantas transgénicas (Kwapata et al., 2012).
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ARTICULO 1

ORGANOGENESIS in vitro EN EJES EMBRIONALES DE FRIJOL

RESUMEN
El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es considerado recalcitrante a la regeneracion in
vitro, aun asi, se han desarrollado protocolos para la obtencion de plantas
mediante la organogénesis directa cultivando los meristemos apicales. Para
evaluar las respuestas organogénicas en variedades, fueron considerados tanto
los explantes, como el tipo y la concentracion de reguladores del crecimiento,
identificando los tratamientos que permitieran la regeneracion de plantas y su
multiplicacion, en cada una de las etapas que determinan un protocolo in vitro.
Se evaluaron cinco variedades de frijol dentro de las cuales 'Flor de mayo 199'
(FM199) y 'Rojo rayado (RR)' tuvieron el mayor nimero de explantes (78 y 84
%, respectivamente); ademas la variedad 'Bayomex' (BAY) present6 el mayor
namero de brotes por explante (3.6) con 10 uM BAP. En BAY las mejores
concentraciones de reguladores fueron entre 0.6 a 1.0 mg-litro™, donde la
presencia de callo es nula y la formacion de raiz es activa. Lo anterior permite
contar con un protocolo de regeneracion de plantas in vitro lo que pudiera
dirigirse a la multiplicacién de plantas de este género o bien para variedades

comerciales de frijol mediante la organogénesis directa.

Palabras claves: Cultivo de tejidos, regeneracion, embrién, callo, diferenciacion.
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ORGANOGENESIS in vitro IN EMBRYONIC AXES OF BEAN

ABSTRACT
Bean (Phaseolus vulgaris L.) is considered recalcitrant to in vitro regeneration;
even so, protocols for the production of plants by direct organogenesis by
culturing apical meristems have been developed. To evaluate the organogenic
responses, number of explants, and plant growth regulators types and
concentrations were scored to identify treatments which allowed regeneration of
plants and their propagation, for each of the stages of the in vitro protocol. Five
bean varieties were evaluated, from those 'Flor de Mayo 199' (FM199) and 'Rojo
Rayado' (RR) showed high number of explants exhibiting shoots (78 and 84 %,
respectively). However, 'Bayomex' (BAY) variety had the highest number of
shoots per explant (3.6) when cultured at 10 uM BAP. BAY variety, optimal
regulator concentrations varied from 0.6 to 1.0 mg:I*, where the presence of
callus was almost inexistent and root formation was active. These results
provide a suitable protocol for in vitro regeneration of bean plants that can be
used for multiplication of plants of this genus or with commercial bean varieties

by direct organogenesis.

Keywords: Tissue culture, regeneration, embryo, callus, differentiation.
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INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una de las especies mas
importantes de la familia de las leguminosas como alimento para Africa y
América Latina, siendo una fuente importante de proteinas, carbohidratos,

minerales como el hierro y zinc, y algunas vitaminas (Gepts et al., 2008).

Los principales protocolos de regeneracion in vitro reportados para esta
especie han sido obtenidos via organogénesis directa (Santalla et al., 1998;
Zambre et al., 1998;). La organogénesis directa es considerada como el
desarrollo de meristemos apicales o axilares hasta plantulas. Se ha reportado
un procedimiento eficiente de regeneracion para dos cultivares de P. vulgaris a
partir de ejes embrionales derivados de semillas maduras (Delgado-Sanchez et
al., 2006). Sin embargo, el frijol ha sido considerado recalcitrante para
regenerarlo in vitro, debido a que los protocolos desarrollados para las otras
especies de Phaseolus no son facilmente reproducibles (Santalla et al., 1998;

Lépez, 1999).

La habilidad en la regeneracion depende del genotipo o estado fisiologico
del explante, tejido y especializacion celular del cultivo y las condiciones de

cultivacion (Mohamed y Coyne, 1995; Zhang et al., 1997). Los efectos del
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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). Por lo que es necesario ajustar condiciones de
induccién de brotes para cada variedad o elegir la mejor de acuerdo a ciertos

caracteres y obtener su protocolo particular.

Otro factor importante es la eleccion del medio de cultivo o la
manipulacion de los componentes. La organogénesis directa fue obtenida
usando cultivo de capa delgada de células con explantes de epicotilo, asi como
la proliferacion y posterior desarrollo de yemas fueron inducidos cultivando
estos explantes en medio suplementado con BAP y AgNO; (Carvalho et al.,
2000). Los principales medios que han sido usados son el MS (Murashige and
Skoog, 1962) y B5 (Gamborg et al., 1968), entre otros. La induccion de brotes
multiples via organogénesis directa es afectada por la concentracion del
regulador. Mohamed et al. (1992a) regeneraron plantas de yemas adventicias
desarrollados a partir de ejes embriogénicos cigo6ticos en presencia de 5 uM
(1.125 mg-litro™) de BAP y luego transferidas a medio sin reguladores del

crecimiento. Estas plantas tuvieron una tasa de sobrevivencia alta.

La modificacion del estado fisiologico inicial de la planta es una de las
habilidades de aplicacion para alterar la respuesta in vitro (Mohamed, 1990). La
expectativa tedrica del precultivo de las plantas parentales en medio con
fitoreguladores se basa en la modificacion de la respuesta in vitro, como un

resultado de la ruptura de la tasa hormonal enddgena y de la induccion de
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cambios fisioldgicos 0 metabdlicos del material vegetal. Zang et al., (1999)
también usaron precultivo con BAP para el desarrollo de sistemas eficientes de

regeneracion.

Los ejes embrionales bajo cultivo de tejidos y sujetos a heridas
realizadas por cortes en los mismos, provocan la induccion de callo a altas
concentraciones de citocininas. Asi mismo se ha encontrado que dichos tejidos
inducidos producen compuestos fendlicos para evitar la infeccion en los sitios
de heridas. Sin embargo ambos aspectos actian promoviendo un
necrosamiento de la zona de herida y éste puede generalizarse al resto del
tejido por lo que impide el desarrollo de tejido en division, crecimiento y
diferenciacion (Kwapata et al., 2010). Lo anterior puede afectar el desarrollo de

las etapas posteriores.

Por lo que los objetivos de este trabajo fueron definir la (s) variedad (es)
de frijol 6ptimas para realizar las pruebas de regeneracion, las concentraciones
y el tipo de regulador, el rango de tratamientos en el cual la presencia de raiz y
ausencia de callo permita mejorar la ruta del protocolo de regeneracién, asi

como definir las diferentes etapas de dicho protocolo.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron cinco variedades de frijol: Flor de Mayo 199 y 38,
Bayomex, Pinto y Rayado Rojo, proporcionadas por el Dr. Luis Manuel Serrano

Covarrubias, Universidad Autbnoma Chapingo.

Las semillas fueron desinfectadas con etanol al 70 % por 1 min, después
fueron colocadas en NaClO 5 % (Cloralex, 6 % 1.A.) por 20 min, y fueron
lavadas 5 veces con agua destilada estéril. Adicionalmente, las semillas
desinfectadas fueron embebidas en agua destilada estéril por 24 h y después
fueron transferidas a la campana de flujo laminar para disectar los ejes
embrionales con la eliminacién de la testa, los cotiledones, las pliumulas y una

parte de la radicula.

Induccién de brotes multiples en Etapa |

Las semillas de la variedad 'Bayomex' (BAY), 'Flor de Mayo 199'
(FM199), 'Flor de Mayo 38' (FM38), 'Pinto', 'Rayado Rojo' (RR) fueron
desinfectadas y embebidas por 24 h en medio MSB5 liquido complementado
con 1 uM de BAP. Posteriormente fueron disectados los ejes embrionales.
Estos fueron transferidos a cajas Petri con medio MSB5 con BAP 10 uM e

incubados bajo condiciones de fotoperiodo 16/8 h de luz obscuridad a 26 + 2 °C
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durante cuatro semanas para determinar porcentaje de explantes que
presentan brotacion en cada variedad, asi como determinar brotes por explante

gue se formaron en la parte apical.

Induccién de yema o brote multiple, callo o raiz

Para establecer la concentracién de regulador que marca el limite entre
la formacién de raiz y la ausencia de callo en el sitio de la herida. Las semillas
de BAY fueron desinfectadas y los ejes embrionales disectados. Estos fueron
colocados en cajas de Petri con medio MSB5 suplementado con sacarosa 30
g-litro™, a un pH 5.8 + 0.1 solidificado con agar 7 g-litro™ (MIB = medio inductor
de brotes) y diferentes concentraciones de BAP entre 0.06 y 79.84 uM (0.01
hasta 17.98 mg-litro™) para la Etapa | (induccién de brotes), periodo
comprendido entre el embrion disectado y la induccion de los brotes (Cuadro 1).
Las cajas fueron incubadas en el cuarto de crecimiento por espacio de 4
semanas con un fotoperiodo de 16/8 horas luz/obscuridad a 24 + 2°C, para

inducir la brotacion multiple.

La evaluacion del material se realizd considerando los siguientes
parametros: nimero de brotes por explante, longitud del explante y aparicién de
raiz o callo en la zona de corte del hipocétilo, obteniendo solo los promedios de

rangos dentro de los tratamientos.

30



Cuadro 1. Concentraciones de BAP en diferentes medios de cultivo
para la Etapa | (Medio inductor de brotes) y Il (Medio del desarrollo de

brotes).
Benzilaminopurina (BAP)
MIB Etapa | MDB Etapa |l
Tratamiento  pM mg-litro’  Tratamiento pM  mg-litro™
AO 0 0 A2 0.06 0.01
A2 0.06 0.01 A3 0.09 0.02
A3 0.09 0.02 A4 0.15 0.03
A4 0.15 0.03 A5 0.26 0.05
A5 0.26 0.05 A6 0.40 0.09
A6 0.40 0.09 A7 0.65 0.14
A7 0.65 0.14 A8 1.08 0.23
A8 1.08 0.23 A9 1.69 0.38
A9 1.69 0.38 Bl 2.74 0.61
Bl 2.74 0.61 B2 4.43 1.00
B2 4.43 1.00
B3 7.18 1.61
B4 11.61 2.61
B5 18.80 4.23
B6 30.41 6.85
B7 49.22 11.08
B8 79.84 17.94

Los explantes evaluados fueron transferidos a medios MDB (medio de
desarrollo de brotes) en Etapa Il, que comprende el periodo en donde los
entrenudos se alargan y las hojas crecen, con MSB5 Yy diferentes
concentraciones de BAP (Cuadro 1) con la finalidad de evitar el efecto de altas
concentraciones de citocininas y permitir el desarrollo de los brotes pequefios,
asi mismo determinar su efecto sobre el proceso de regeneracion.
Adicionalmente se determind su capacidad de enraizamiento con el mismo
medio u otro de forma adicional en la etapa Il. Finalmente, los brotes

desarrollados se colocaron para aclimatacién en vasos de unicel con turba y
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posteriormente en macetas con suelo esterilizado hasta la formacién de

semillas.

Anélisis Estadisticos

Los diferentes rangos de tratamientos de la Etapa | o de induccion de
brotes primarios y la longitud de los explantes, asi como los rangos de
tratamientos de la Etapa Il o de desarrollo de brotes e induccién de brotes
secundarios fueron evaluados mediante un analisis de varianza para determinar
si se presentaron diferencias significativas en al menos dos rangos de
tratamientos. Asi mismo se usé la Prueba de separacion de medias de Tukey

entre promedios de brotacion y longitud de explantes en las Etapa | y .

RESULTADOS Y DISCUSION

Organogénesis directa

Induccidn de brotes multiples en Etapa |

La respuesta promedio de los ejes embrionales en cuatro variedades de

frijol fue de 84, 78, 72 y 66 % de explantes con brotes, en RR, FM 199, 'Pinto' y
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FM38, respectivamente. Por otra parte, el mejor promedio de brotes por
explante fue en 'Bayomex' con 3.6, superior al resto de las variedades con
valores de 2.2, 2.36, 257 y 2.61 en FM38, 'Pinto', RR y FM199,

respectivamente.

En ciertos trabajos, las variedades del grupo de los frijoles pintos como
la var. 'Olathe' han sido seleccionados como modelo de trabajo en
transformacion genética (Aragdo et al.,, 2008), y a pesar del interés en este
grupo en el presente trabajo su promedio fue menor que RR y FM. Por lo que
se considerd continuar con la variedad FM 199 por ser la que dio una de las
mejores respuestas en porcentaje de explantes con brotes. Estos resultados
coinciden con otros trabajos que también seleccionaron dos variedades tipo Flor
de Mayo ('Anita’) y Flor de Junio (‘Marcela') para desarrollar un protocolo de
regeneracion (Delgado-Sanchez et al., 2006). En el presente estudio se incluy6
también la variedad BAY debido a que produjo el mayor niumero de brotes por

explante.

Los resultados en la inducciéon de brotes multiples para BAY con
diferentes concentraciones, indicaron que entre 1.61 - 4.23 mg-litro™ se obtuvo
el mayor niumero de brotes por explante con 8.03 £ 0.65, en el resto de los
rangos de tratamientos el numero fue 3.87 + 0.25 brotes o menor. La mayor
longitud del epicotilo se obtuvo entre las concentracién 0.00 - 0.02 mg:litro™ con

1.76 £ 0.10 cm. En contraste, las longitudes menores ocurrieron dentro de las
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mayores concentraciones de BAP (6.85 - 17.94 mg:litro®) con 0.18 + 0.03

(Cuadro 2).

Cuadro 2. Induccion de brotes multiple via organogénesis directa, longitud del
epicotilo y desarrollo de raiz (morfogénesis) o callo (desdiferenciacion) en
hipocotilo de ejes embrionales de frijol coman, P. vulgaris var. BAY, con
diferentes rangos de concentraciones de BAP (6-benzilaminopurina) a las
cuatro semanas de incubacion.

Observacion

Etapa | . . . ,
MS?BS T Brotes/ Tt Longitud del  (Hipocétilo con raiz o
(mg_"tro-l) explante Epicétilo (cm) callo)
0.00 - 0.02 1.63+0.32 1.76 £0.10 2 Raiz
0.03 - 0.09 1.78 +0.16 * 0.99 + 0.60 & Raiz
0.14 - 0.38 1.32 +0.50 ¢ 0.53+0.38° Raiz y/o Callo
0.60 - 1.00 2.82+0.83" 0.37 £0.045° Raiz y/o Callo
1.61 - 4.23 8.03+0.65° 0.31+0.13° Callo
6.85-17.94 3.87+0.25° 0.18 + 0.03° Callo

ANAVA 1 (F =73.69 s F 901 = 5.06) DS** vy tt (F = 11.86 ,s F o1 = 5.06) DS**.Prueba de
Tukey

A medida que la cantidad de brotes aumento, la longitud del entrenudo
se redujo. Esta respuesta se asocié con la concentracién de las citocininas, las
cuales promueven la formacion de yemas que se desarrollan en brotes en el
explante, sin embargo actian antagonicamente con las auxinas enddgenas las
cuales no promueven el alargamiento de la parte apical. Entonces se vuelve
necesario revertir la inhibicibn de alargamiento promovida por la alta
concentracién de citocininas para que el desarrollo de los brotes se promueva y

permita su posterior enraizamiento.

La respuesta de induccion de raiz en la zona del corte del hipocétilo fue
entre 0 a 0.6 mg-litro™, y se presenté poca raiz entre 0.14 y 0.6. Asi mismo,
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entre 1.0 y 17.94 mg-litro™ se present6 la formacién de callo, siendo mayor
conforme la concentracion de citocinina aumentd, sélo en un tratamiento se
presentaron ambos procesos de induccién de raiz y formacion de callo (Cuadro

2).

Los resultados anteriores muestran cuando empieza a declinar la
formacion de raiz (morfogénesis) y a crecer el callo (desdiferenciacion),
producto del aumento de la concentracién de citocininas exdgenas y Ssu
interaccidén con las concentraciones de auxinas y citocininas enddgenas. Se
observo el limite donde ya no se promueve callo y se present6 la formacion de
primordios de raiz, lo anterior permitié establecer una prueba que pueda hacer
mas eficiente el protocolo de regeneracién. Este tipo de efectos no han sido
explicados por lo que es necesario seguir realizando pruebas con el fin de
determinar con precision los factores que promuevan una eficiencia en el
protocolo de regeneracion y evitar aquéllos que impiden un buen desarrollo de
los explantes, lo cual reduce la eficiencia en la regeneracién (Kwapata et al.,

2010)

Desarrollo de los brotes (Etapa Il)

Los explantes con mayor niumero de brotes presentaron reduccion en la
longitud de entrenudos mientras que en los explantes con menor nimero de

brotes la longitud fue mayor, por lo que fue necesario buscar disminuir el
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alargamiento de los explantes con el fin de aumentar el nUmero de brotes por
explantes y posteriormente aumentar el tamafio de los mismos. Asi mismo, fue
necesario establecer un experimento donde se redujo la concentracién de BAP

en los medios de desarrollo del brote (Etapa Il).

Los resultados obtenidos en medios con alta concentracion de BAP
(17.942 mg-litro™') mostraron que era necesario reducir la concentracion hasta
1.8 mg-litro™ lo que promovié un aumento de 3 a 4 brotes por explante en esta
segunda etapa, sin embargo, el cultivo en medios con concentraciones de BAP
(0.618 mg-litro™") transferidos a medios con concentraciones bajas de BAP
(0.0901 mg-litro”") aumenté hasta en 5 brotes mas y se mantuvo el desarrollo de
los explantes. Aun asi de acuerdo al analisis estadistico no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos. Un trabajo anterior se encontré6 que de
forma general con concentraciones altas de citocininas en la segunda etapa se
llegan a desarrollar hasta 10-12 brotes por explante, sin embargo la eficiencia

de regeneracion siguio siendo baja (Mohamed et al., 1992).

Cuadro 3. Induccién secundaria de brotes multiples en ejes embrionales de frijol
comun var. 'Bayomex', transferidos de Etapa | a Etapa Il.

ETAPA | ETAPA II Brotes / Explant
BAP (mg.litro-1) BAP (mg.litro-1) rotes /=xplantes
0.15 0.016 257+1.1N
0.61 0.09 3.63+1.42N°
2.57 0.24 3.07+0.55NS
6.62 0.65 2.1+0.66"N°
17.94 1.8 3.00+0.71 NS

ANAVA (F calc.=3.10 vs Fgo5 = 3.48: NS). Prueba de Tukey (W = 6.99).
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Por lo tanto, fue considerado probar en el siguiente experimento los
tratamientos entre 0.01 a 1.0 mg:litro™* con el fin de inducir brotacién y mantener
el proceso morfogenético en el explante, y con la ausencia de callo se reducen
los riesgos de dafio en el desarrollo de los brotes. Adicionalmente, era
importante incluir el TDZ en los medios de la primera etapa, ya que tiene un
efecto tipo citocinina con la induccién de procesos morfogenéticos y ha sido
recomendado ya que formo6 2 o 3 veces mas brotes que el BAP (Mohamed et
al., 1992), lo que permitiria aumentar el nimero de brotes que promueve BAP
en la etapa I. Ademas fue factible manejar la etapa Il con la reduccién en la
concentraciéon de citocininas (BAP), con el fin de aumentar el niumero de brotes

y la frecuencia de regeneracion.

Enraizamiento (Etapa Ill)

Brotes desarrollados en Etapa Il fueron disectados y colocados en
diferentes medios, sin reguladores o con la adicién de auxina (ANA), la cual ha
sido recomendada para el enraizamiento en frijol. Los resultados obtenidos
mostraron que la induccién de raiz en los brotes fue independiente del genotipo
y de la concentracién inicial de BAP en el medio inductor de brotes (MIB). Se
aplicaron a los medios bajas concentraciones de BAP en Etapa | y Il, en la
tercera etapa Il (enraizamiento) a los medios se les adicionaron bajas

concentraciones de ANA y se observé un buen desarrollo de raiz (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Resultados obtenidos en la prueba de enraizamiento de brotes
inducidos en medio MSB5 suplementado con diferentes concentraciones de
BAP o ANA sobre tres variedades de frijol.

Variedad Etapa | (MIB) Etapa Il (MDB) Etapa lll Respuesta~
BAP (uM) BAP (uM) ANA (uM)
BAY 0.1 1.0 0.03 +++
BAY 0.1 1.0 0.0 ++
BAY 0.24 1.0 0.0 --

«Enraizamiento: (--) nulo, (+) pobre, (++) regular y (+++) bueno.

Los resultados obtenidos muestran la importancia de las auxinas en el
enraizamiento de frijol, cuando se inicia un protocolo con BAP 10 uM en Etapa
Il'y se redujo a 5 uM en la etapa Il para el desarrollo del explante se requirio el
uso de GA3z; o ANA junto con una baja concentracion de BAP (1 pM) para
promover su alargamiento, ya en la etapa Ill (enraizamiento) se us6 un medio
con auxinas (ANA) y fue mejor el desarrollo de la raiz que con el medio sin

reguladores (Mohamed et al., 1992a).

Aclimatacion

Las plantas desarrolladas y enraizadas en medio sin reguladores MSO0 o

con muy baja concentracion de BAP en Etapa lll, fueron trasplantadas para su
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aclimatacion y se mantuvieron en el invernadero hasta la obtencién de semilla.

Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 5.

Solo tres rutas con diferentes tratamientos con BAP permitieron obtener
plantas que produjeron vainas y semilla fértil: 17.94-2.62-0; 0.03-0.03-0.01 y
0.01-0.01-0.01 (Cuadro 5). Etapas del protocolo de regeneracion a partir de ejes
embrionales de frijol (P. vulgaris L.) (Figura 1). Es posible que sea necesario
establecer pruebas de manejo adecuado en invernadero con la finalidad de que
las plantulas lleguen a ser fértiles, ya que puede haber un efecto negativo al
usar diferentes rutas de regeneracion o diferentes tipos o concentraciones de

los reguladores.

Cuadro 5. Diferentes tratamientos de BAP por etapas para obtener plantas con
semillas

Etapa | Etapa Il Etapa lll
T Morfogénesis Observacion
BAP'. BAP BAP
(mg:-litro™) (mg-litro)  (mg-litro™)
17.94 2.6 0 Raiz Semilla *
1.24 a 11.08 1 0 Raiz Sin semilla
0.03 0.03 0.01 Raiz Semilla *
0.02 0.15 0.01 Raiz Sin semilla
0.01 0.01 0.01 Raiz Semilla *

'6-benzilaminopurina

CONCLUSIONES
De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se

seleccionaron las variedades de frijol 'Flor de Mayo' 199 y 'Bayomex' por
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Figura 1. Etapas del protocolo de regeneracion a partir de ejes embrionales de frijol (P.
vulgaris L.) a) Etapa |, ejes embrionales (EE) en etapa de induccion de brotes mdltiples, b)
Etapa I, EE con las partes apical y axilar en nudo cotiledonar con yemas o brotes
desarrollados, c) brotes desarrollados en la parte apical y callo en la base (hipocdtilo) del
EE, d) Etapa Il, EE en la etapa de elongacién, e) Etapa Ill alargamiento de brotes y
desarrollo de raiz simultdneamente, f) Etapa IV, Aclimatacién en suelo. g) planta
regenerada.

presentar un buen porcentaje de respuesta y buen desarrollo de brotes por
explantes, respectivamente. Se encontré una relacion directa entre la
concentracion de BAP y el niumero de brotes por explante, al aumentar la

concentracion de citocininas disminuye la longitud de los explantes y
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particularmente de los entrenudos. Es factible revertir los efectos de las
citocininas en la etapa de induccion (Etapa |) disminuyendo su concentracion en
la etapa de desarrollo (Etapa Il). El enraizamiento fue mejor con el uso de ANA
a bajas concentraciones aunque también es recomendable el uso de medios sin

reguladores.
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ARTICULO 2
OBTENCION DE PLANTAS in vitro DE FRIJOL POR ORGANOGENESIS

DIRECTA DE EJES EMBRIONALES MADUROS

RESUMEN

La regeneraciéon de plantas de frijol por organogénesis directa con ejes
embrionales, en variedades 'Flor de Mayo' (FM) y 'Bayomex' (BAY), fue
promovida en medios de cultivo con sales inorganicas MS 100 %, vitaminas
Gamborg B5 (MSB5), seis concentraciones de 6-benzilaminopurina (BAP) y
seis de tidiazur6n (TDZ) entre 0 a 5 pM. El TDZ indujo 2.9 y 2.5 brotes por
explante, mientras que BAP indujo 1.8 y 2.2 brotes en BAY y FM,
respectivamente. La longitud de los nudos de la parte apical se redujo
significativamente cuando la concentracion de ambas citocininas aumentd. En
explantes provenientes de la zona del hipocotilo, la raiz se indujo con
concentraciones de TDZ entre 0.41y 1.73 pM, y entre 0.44 y 1.68 pM de BAP;
mientras que el callo se indujo entre 2.72 'y 4.54 uM de TDZ y entre 2.66 y 4.44
UM de BAP. En los brotes obtenidos en MSB5 con 2.72 y 4.54 uM de TDZ en
FM y cultivados posteriormente en medios MSB5 con 2.72 uM de TDZ, se
promovié el desarrollo y la regeneracion de plantas; mientras que en BAY los
brotes obtenidos en medios con TDZ cultivados posteriormente en MSB5 con
0.44 uM de BAP se aumento a 4.4 brotes por explante. La formacion de raiz en

los brotes se promovié en Medio MSB5 con 0.44 uM de BAP asi como en
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medio en ausencia de reguladores (MSO0). Plantas completas fueron

aclimatadas en suelo, las cuales posteriormente produjeron flores y semillas.

Palabras Claves: Cultivo de tejidos, regeneracion, citocininas, brotes multiples.

OBTENTION OF in vitro BEAN PLANTS THROUGH DIRECT

ORGANOGENESIS FROM MATURE EMBRIONIC AXES

ABSTRACT

Regeneration of bean plants through direct organogenesis from embryonic axes,
on two varieties, 'Flor de Mayo' (FM) and '‘Bayomex' (BAY), was promoted when
cultured in media with 100 % MS inorganic salts, B5 Gamborg vitamins (MSB5),
six concentrations of benzylaminopurine (BAP), and six of thidiazuron (TDZ),
from 0 to 5 pM. TDZ induced 2.9 and 2.5 shoots per explant, while 1.8 and 2.2
BAP induced shoots in BAY and FM, respectively. Apical nodes length was
significantly reduced when concentration of both cytokinins increased. In
explants from hypocotyl area, root was induced with concentrations 0.41 and
1.73 uM TDZ or 0.44 to 1.68 uM of BAP; while callus formation was promoted
when cultured at 2.72 and 4.54 uM of TDZ or 2.66 a 4.44 uM of BAP. In the
shoots MSB5 obtained in with 2.72 and 4.54 uM TDZ in FM and then cultured in
media with 2.72 uM MSB5 TDZ, promoted the development and regeneration of

plants; while when BAY shoots obtained in media with TDZ were subsequently
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cultured at MSB5 with 0.44 uM of BAP, an increase of 4.4 shoots per explant
was obtained. Shoot rooting was promoted both using MSB5 medium with 0.44
UM of BAP, and also culturing at medium without regulators (MS0). Regenerant

plants were acclimatized in soil, which in turn produced flowers and seeds.

Key words: Tissue culture, regeneration, cytokinins, multiple shoots.
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INTRODUCCION

El frijol es una de las principales leguminosas de grano para consumo
humano en América Latina, Africa y Asia. Representa una fuente importante de
proteinas y minerales, tales como hierro y zinc, y de ciertas vitaminas (Gepts et
al., 2008). Sin embargo, el desarrollo de la planta y la produccién de semillas
son limitados por patégenos (virales, fungicos o bacterianos), insectos, sequia y
deficiencias nutricionales. En este contexto, el uso de cultivo de tejidos para la
regeneracion de plantas y la ingenieria genética para la introduccién de genes
que confieran caracteristicas sobresalientes, los cuales no siempre es posible
incorporarlos con métodos de mejoramiento convencional, representan una

buena opcion para el mejoramiento del frijol.

Dentro del cultivo de tejidos, existen reportes de regeneracion en el frijol
comun por esta via, los cuales han desarrollado plantas a partir de meristemos
apicales o axilares, con el inconveniente de que estos protocolos son
dependientes del genotipo y su uso debe ser adaptado a diferentes variedades

para lograr una eficiente regeneracion (Delgado-Sanchez et al., 2006).

El uso de ejes embrionales con capas delgadas transversas de células

derivadas de plantulas de 14 dias de edad (Cruz de Carballo et al., 2000) y de
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ejes embrionales derivados de semillas maduras (Delgado-Sanchez et al.,
2006; Kwapata et al., 2010; Quintero-Jiménez et al., 2010) han sido reportados,
aunque la eficiencia de regeneraciéon ha sido mayor en el primero caso.
Adicionalmente se han usado cotiledones con una porcion del eje embrionario
como explante (Dang y Wei, 2009). En la mayoria de los protocolos, la principal
citocinina usada ha sido el BAP, por su capacidad de inducir brotes mdltiples

con concentraciones entre 22.2 y 88.8 uM.

Las propiedades del tidiazuron (TDZ), como un regulador con efecto tipo
citocinina fueron establecidas al inducir callos en la regeneraciéon de P.
acutifolius (Zambre et al., 1998; Cruz de Carvalho et al., 2000; Zambre et al.,
2001). También se han empleado combinaciones de TDZ y Acido indolacético
(AlA) para la obtencién de plantas a partir de callos en cv. Xan 159" y 'GN-
Tara', ambos genotipos obtenidos de cruzamientos interespecificos entre P.
vulgaris con P. acutifolius; al parecer un factor genético de la segunda especie
favorece este proceso de regeneracion (Mohamed et al., 1993; Zambre et al.,

1998).

El tipo y concentracion de reguladores del crecimiento son elementos
claves en determinar la via morfolégica de la regeneracion in vitro de P.
vulgaris. Sobre todo la organogénesis promovida por BAP y la embriogénesis
por TDZ (Kwapata et al., 2010). El TDZ ha demostrado ser una citocinina muy
activa a bajas concentraciones, y ha sido utilizada especificamente en frijol para

promover organogénesis indirecta a partir de peciolos foliares (Veltcheva y
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Svetleva, 2005), organogénesis directa a partir de nudos cotiledonares (Dang y
Wei, 2009) e inducir procesos morfogenéticos y regeneracion a partir de ejes

embrionales (Kwapata et al., 2010).

Niveles moderados de citocininas entre 8.88 y 22.2 uM, favorecen la
obtencion de brotes mdultiples en la parte apical (Kwapata et al., 2010). Sin
embargo, la induccion de altas cantidades de callo en el sitio de la herida
(hipocatilo) por la presencia de citocininas (entre 4.44 y 88.8 puM), bloquea la
formacién de raiz y aumenta la produccién de compuestos fendlicos, lo cual
causa la muerte del tejido debido a la oxidacién (Arnaldos et al., 2001). Por lo
tanto, la presencia de callo y compuestos fendlicos son factores limitantes en P.
vulgaris para la viabilidad y el enraizamiento de los brotes bajo regeneracion in

vitro.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del BAP y TDZ en
ejes embrionales de dos variedades comerciales de frijol, con la finalidad de
desarrollar un sistema eficiente y reproducible de regeneracién in vitro que

permita la posterior transformacion genética de estas variedades.

MATERIALES Y METODOS

Semillas de frijol de las variedades 'Flor de Mayo' (FM) y 'Bayomex'

(BAY) fueron sumergidas en solucion de detergente comercial por 2 min,
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después se introdujeron a etanol al 70 % por un min, se adicioné hipoclorito de
sodio (NaCIlO) 5 % de cloro comercial (6 % ingrediente activo) por 15 min, se
lavaron tres veces con agua destilada esterilizada y se mantuvieron en agua
durante 24 h. Posteriormente, en la campana de flujo laminar, las semillas
fueron desprovistas de la testa y los ejes embrionarios fueron disectados, las

plumulas y la radicula también fueron eliminadas (Figura 1 a).

Etapa l. Induccién de primordios de tallo y brotes

Los ejes embrionarios o explantes (Figura 1 b) fueron cultivados en sales
minerales del medio MS (Murashige y Skoog, 1962), con vitaminas B5
(Gamborg et. al., 1968) (Medio de cultivo MSB5) adicionado con sacarosa (3
%), agar (0.7 %) con pH 5.8. El medio fue esterilizado con 121 °C (1.1 kg-cm?)
por 15 min. Los tratamientos de la Etapa | consistieron en seis concentraciones
de BAP (0.40, 0.66, 1.00, 1.68, 2.66 y 4.44 puM) y seis de N—fenil-N- 0, 1, 2, 3,-

tiadiazol-5-il-urea (TDZ) (0.41, 0.68, 1.02, 1.73, 2.72 y 4.54 uM).

Los ejes embrionarios se colocaron en cajas Petri (Figura 2 Etapa I) y se
incubaron a 26 + 2 °C bajo iluminacién artificial (40 uM-m™s™) con fotoperiodo
de 16/8 h luz/oscuridad, durante cinco semanas (35 dias), para inducir la
formacion de yemas o primordios de tallo y brotes. Las unidades

experimentales fueron 10 ejes embrionarios en cada concentracion de BAP y de

50



TDZ, se empledé un disefio experimental completamente al azar con tres

repeticiones.

Fueron evaluados los numeros de: brotes por apice, brotes por nudo del
cotileddén y brotes totales por explante; asi mismo, la presencia de raiz o callo
en el area de corte del hipocétilo del explante y la longitud de la zona apical,
desde el nudo del cotiledén al meristemo apical (Figura 1 a y b), no se

contabilizaron las yemas ni los agrupamiento de yemas.

Etapa Il. Desarrollo de los brotes a partir de yemas

Para promover el desarrollo de los brotes a partir de las yemas o
primordios de tallo obtenidos en la Etapa | (Figura 1 c, d, e y f), se eliminé el
callo o la raiz de los explantes antes de ser subcultivados. Para la variedad FM,
los explantes provenientes de la etapa de induccién de brotes, los tratamientos
con TDZ fueron subcultivados a medios MSB5 tanto con TDZ como con BAP a
las mismas seis concentraciones de la Etapa I, para probar el efecto del TDZ
sobre los explantes en dos Etapas sobre la regeneracion. Para los tratamientos
con BAP, los explantes fueron transferidos Unicamente a medios MSB5 con
BAP de manera correspondiente por un periodo adicional de cuatro semanas.
Para la variedad BAY, tanto los tratamientos con TDZ como BAP fueron

transferidos so6lo a medios MSB5 con BAP (Figura 3, Etapa I1).
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Etapa Ill. Enraizamiento

Para promover el enraizamiento, los brotes bien desarrollados en la
etapa Il se disectaron del explante y se subcultivaron en medios sin reguladores
de crecimiento (MS0), en MSB5 con 0.4 uM de BAP y en MSB5 con 0.62 uM de

Acido naftalenacético (ANA) como auxina (Figura 3, Etapa Ill).

Etapa IV. Aclimatacion

Las plantas jovenes completas enraizadas (plantulas) fueron aclimatadas
en una mezcla comercial de turba (“Peat-moss”) y cubiertas con bolsas de
plastico (Figura 3, Etapa IV a), fueron regadas con una solucion de ¥2 MS (sales
MS diluidas al 50 %) por un periodo de dos semanas. Posteriormente, las
plantas fueron transferidas a macetas con una mezcla de suelo con agrolita
regadas con sales MS al 50 %, y se altern6 con riegos de agua, por un periodo

similar (Figura 3, Etapa IV b).

Analisis estadistico

Para determinar si se presentaron diferencias significativas en al menos

dos de los tratamientos de BAP y TDZ en ejes embrionarios de dos variedades
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se aplicé la prueba de Kruskal y Wallis o pruebas de comparacion de rangos
para las variables: nimeros de brotes por explante, nimero de brotes por apice
y por nudo cotiledonar. Mientras que el andlisis de la longitud de los apices se
realiz6 mediante un analisis de varianza y prueba de separacién de medias de
Tukey. Para el caso de frecuencia de explantes con raiz o callo se realizaron

pruebas de hipétesis para comparar proporciones binomiales (p = 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Etapal (El). Induccion de primordios de tallo y brotes

Los tratamientos probados indujeron la formacion de un gran namero de
primordios de tallo (“Shoot meristems”) (Kwapata et al., 2010) o grupos de
yemas (“bud clusters”) (Delgado-Sanchez et al., 2006) (Figura 1 c, f), asi como
brotes multiples (Figura 1 d, e). La frecuencia de induccion de yemas y brotes
multiples en la variedad FM fue de 73 y 63 % con 4.44 de BAP y 4.54 uM de

TDZ, obteniéndose 4 y 6 brotes por explante, respectivamente.

En el Cuadro 1 se presentan los numeros de brotes por explante, por
apice y por nudo cotiledonar de los tratamientos estudiados. Al considerar la
variedad FM cuando el medio fue adicionado con 4.44 uM de BAP se obtuvo el
mayor numero de brotes por explante (2.2) y brotes por apice (2.0) (a = 0.05).

En cuanto a numero de brotes por nudo cotiledonar, no hubo diferencias
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estadisticas entre tratamientos, so6lo con respecto al testigo (p=0.05). Al revisar
la respuesta con la adicion de TDZ en FM, la mayor concentracion (4.54 uM)

genero la mayor expresion del numero de brotes por explante (2.5).

Eje Embrionario

Meristemo
Zona Apical
Entrenudo 6
coliln \
Ep COtIN0 J\ )

Nudo Cotiledonar ﬁ*

» Hipocotilo

'

>
e

-

Sitio de Corte

Brotes Mltiples

Grupo de Brotes Brote desarrollado

Figura 1. a) Eje embrionario utilizado como explante, b) Explantes con brotes alargado y
herida necrosada, c) Explantes con callo formado en el sitio de la herida y primordios
de tallo y brotes, d) Explantes con raices formadas en el sitio de la herida, e) Explantes
con grupo de brotes o yemas, y raiz o callo inducida en herida, y f) Explantes con brote
desarrollado.
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Cuadro 1. Comparacion de rangos para determinar las diferencias entre los
tratamientos de BAP y TDZ en ejes embrionarios de frijol P. vulgaris vars. 'Flor
de mayo 199'y 'Bayomex’.

BAY FM
(uM)  Brotes/ Brotes/  Brotes Brotes / Brotes/ Brotes/
explante ¥ apice Y /Nudo Y explante Y apice’ Nudo”
TDZ 454 295°° 1.62 ¢ 1.33°2 2552 2.052 0.502
272 4.15° 2.852 1.30 2 1.85° 1.45% 040
1.73 2091° 2.00% 091" 1.33° 1.23%  0.10"
1.02 3.44°% 2.15% 1292 1.39 P 1.04°¢  0.35%
068 3.25% 205%* 120" 1.15°¢ 1.00 ¢ 0.15 "
041 2.41° 1.81° 0.60° 1.19"¢ 1.04°  0.15"
0.00 1.00° 0.83¢ 0.17¢ 1.23 % 0.88¢ 0.35%
BAP 4.44 170% 0.96° 0.74 2 2.27 2 2.00 2 0.27 %
266 1.85° 1.27 2 0.58°2 1.70° 1.35° 0.35 %
168 1.78° 1.192 0.59 2 1.50 "¢ 1.04°¢ 0.46 2
1.00 181° 1.00%* 081° 1.33 Ped 1.00 ¢ 0.33 3>
066 1722 1.242 0.48 2 1.20 Ped 1.10°© 0.10 ®°
0.44 1.40° 1.03%* 0.37° 1.20 Ped 1.03°¢ 0.17 @°
0.00 150%® 1.00%* 0.50° 1.00 ¢ 1.00 ¢ 0.00 ™

¥ Prueba de rangos de Kruskal y Wallis para varias muestras independientes (disefio
completamente al azar) y comparaciones de medias de rangos (p = 0.05).
“Rangos con la misma letra no son diferentes significativamente.

Al considerar a la variedad BAY cuando el medio fue adicionado con BAP
o TDZ, la frecuencia de induccion de brotes multiples fue de 67 y 90 %,
respectivamente (Cuadro 1). La respuesta de adicién de TDZ en BAY, con la
concentracién de 2.72 uM se obtuvo la mayor expresion de niumero de brotes
por explante y por apice los cuales fueron 4.15 y 2.85, respectivamente,
superiores al testigo (a = 0.05). Particularmente, la mayor cantidad de yemas o

grupos se observaron con esta variedad y el regulador TDZ.

Los resultados coinciden con la idea de que el TDZ promueve mejores

respuestas morfogenéticas que el BAP y ejerce influencia modificando el
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metabolismo de las citocininas enddgenas (Dang y Wei, 2009). En el frijol de
manera particular, el TDZ ha inducido mas brotes a una concentracion de 10
UM que el BAP a 80 uM, pero la viabilidad de los brotes es baja ya que se forma
mayor namero de grupos de yemas en las zonas meristematicas y callo en las
zonas de corte. Asi mismo, el TDZ promovié mejor respuesta en ambas

variedades en comparacion con la obtenida con el BAP.

Al comparar ambos reguladores, la respuesta en la induccion de brotes
fue menor en bajas concentraciones. El valor promedio més alto de induccion
de brotes en este trabajo fue de 4.15 brotes por explante al aplicar 2.72 uM de
TDZ a la variedad Bayomex (Cuadro 1). A pesar de que en promedio se han
reportado entre 10 y 20 brotes, la respuesta depende del cultivar, ya que las
variedades 'Olathe' y 'Sedona’ formaron 12 brotes al ser cultivadas con 2.5
mg:-litro-1 (10uM) de BAP y 0.1 mg-litro-1 de AIA (Kwapata et al., 2010). Si se
hubiera aumentado la concentracién, se alcanzarian los promedios reportados
para esta variedad, sin embargo existen efectos en la zona de heridas que

reducen la viabilidad de los brotes.

Adicionalmente, ejes embrionarios de semillas maduras de los cultivares
'Flor de Mayo Anita' y 'Flor de Junio Marcela' mostraron una eficiencia de
regeneracion de 88 % con 44.4 uM de BAP (Delgado-Sanchez et al., 2006). Lo
anterior confirma que las respuestas son dependientes tanto del genotipo como
del tipo de citocininas y de la concentracion usada. Sin embargo, es importante

observar que a mayor concentracion de regulador (BAP o TDZ), el explante se
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necrosa y los sitios de herida forman mayor cantidad de callo; aun asi se
inducen los grupos de yemas inicialmente en BAP con baja concentracion
complementado con auxinas para desarrollar los brotes a partir de éstas, lo cual

vuelve el proceso mas largo y laborioso.

Las diferencias significativas obtenidas en el presente estudio en algunos
casos son similares con lo planteado en otras investigaciones, donde se
presentaron 2 a 5 veces mas brotes en explantes cultivados en medio con 0.25
o 1.0 uM de forclorfenuron (CPPU) o TDZ que en medio con 5 pM de BAP
(Mohamed et al., 1992). Por lo tanto, los resultados mostraron que con bajas
concentraciones de BAP el nimero de brotes es de 2 a 4, pero la eficiencia de
induccion de brotes o yemas por explante fue 95 % y esto permitié un aumento
en la regeneracion, sobre todo con la exposicion de los explantes a BAP en la
etapa Il (desarrollo de yemas o brotes). Lo cual pudo ser debido a una
reduccion en la induccion de callo y a una menor sintesis de compuestos
fendlicos, sustituyendo esta respuesta con la induccibn de una respuesta
morfogenética (raiz inicial), reduccion en la necrosis del sitio y por consiguiente

la poca formacién de callo y compuestos fendlicos (Kwapata et al., 2010).

La induccion de primordios de tallos (yemas) y brotes en los nudos
cotiledonares fue de 1.3 brotes a 4.54 (Cuadro 1) de TDZ en BAY, posiblemente
por un efecto de competencia entre la zona del nudo cotiledonar con la zona
apical. En este trabajo el TDZ a igual concentracion que el BAP, produjo mas

brotes. Este resultado es similar al obtenido en un trabajo donde se encontré
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que BAP y TDZ dentro del medio de germinacién realzan la induccion de
yemas, sin embargo, la mayor frecuencia de aparicion de brotes fue con TDZ

(Dang y Wei, 2009).

Etapal (El). Induccién de raiz y callo

Los tratamientos inicialmente establecidos presentaron dos tendencias
en la zona del hipocétilo, por un lado la formacion de raiz cuando la
concentracién de citocininas en el medio se redujo o hubo ausencia de
reguladores, y por el otro, la formacion de callo cuando la concentracién de
citocininas aument6. La formacion de raiz impide la formacién de callo y
favorece el desarrollo de los brotes, posiblemente por la produccién de
metabolitos en dicho 6rgano. Por el contrario, la formacion de callo y la
produccion de fenoles producto de la muerte celular en este tejido limita
considerablemente el desarrollo del explante, de brotes y/o primordios de tallo

(Kwapata et al., 2010).

La frecuencia de induccion de raiz en FM presentd un maximo de
respuesta del 94 % con 0.41 uM de TDZ, Sin embargo no fue estadisticamente
distinto al testigo (Medio MS con ausencia de reguladores). La respuesta del
resto de los tratamientos presentd una tendencia de disminucién en la
formacion de raiz conforme se aumento la concentracion de TDZ, hasta 47.5 %

con 2.72 uM. En la Figura 2 a, se observa claramente una pendiente con un
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valor de R2 = 0.84. De forma similar pero con una frecuencia de induccién de
raiz menor se presenté en BAY cuyo maximo alcanz6 un 44 % con 0.41 de
TDZ, y el efecto de los demas tratamientos fue decreciendo hasta 10 % con
4.54 uM, con una pendiente cuyo valor fue de R* = 0.86. Estos resultados
sugieren que la formacion de raiz se reduce por cada unidad de regulador

(Figura 2 a).

La frecuencia de induccién de raiz en FM presentd una respuesta
maxima de 95 % a 2.66 puM con BAP, sin embargo, nuevamente no fue
estadisticamente diferente al testigo; se redujo la respuesta a 75 % con 1.68 uM
y gener6 una pendiente con una R? de 0.0004. Estos resultados corroboran que
en el rango de tratamientos utilizado en el presente estudio no hubo
disminucién en la induccion de raiz, ya que incluso el testigo la mantuvo. De la
misma forma, la induccién de raiz en la variedad BAY fue sélo de 54.5 %, para
el testigo. Sin embargo, en los demas tratamientos la frecuencia de induccién
aumento de 70 a 100 %, los datos formaron una pendiente con un valor de R? =
0.0328. No hubo respuesta a la aplicacion del BAP, ya que incluso el testigo

pudo formar raiz (Figura 2 b).

La frecuencia de induccion de callos en FM fue de 85 % con 4.54 uM de
TDZ. La respuesta fue de incremento conforme aumentd la concentracion de
regulador, ya que formé una pendiente con un valor de R? = 0.85. El testigo en
ausencia de regulador presentd un minimo en la frecuencia de induccién de

callo. La frecuencia de induccion de callo para BAY fue igual a FM presento la
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misma respuesta, ya que también forma una pendiente con un valor de R? =
0.91, mayor que en FM, pero en ambos casos la respuesta fue conforme
aumento en una unidad el regulador, la tendencia fue a incrementar la induccién

de callo (Figura 2 c).
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Figura 2. Respuesta de induccion de raiz (ay b) y callo (c y d) en Etapa | a diferentes
concentraciones de TDZ y BAP en ejes embrionarias de dos variedades de frijol.

La frecuencia de induccion de callo en FM tuvo un maximo de 48 % con
4.54 uM de BAP, la respuesta fue también de incremento conforme aumenté la
concentracién del regulador, aunque la pendiente tuvo un valor de R? = 0.76, lo
gue sugiere que la respuesta obtenida con BAP no fue tan alta como con TDZ.
Para el caso de BAY tuvo un maximo de 39 %, se incrementé la formacion de

callo conforme aumenté la concentracion de BAP, pero la pendiente sélo
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presentd un valor de R? = 0.58. La tendencia de induccién de callo con BAP no
fue tan marcada como con el TDZ, que promueve mayor frecuencia de

induccién (Figura 2 d).

Los resultados obtenidos de este estudio fueron similares a los
encontrados en un trabajo donde los apices de brotes fueron sembrados en
medio B5 adicionado con BAP 0.5 uM, y formé callos como una respuesta al
genotipo (Martin y Sondahl, 1984). Adicionalmente, concentraciones de TDZ
entre 2.5 y 5 uM estimularon la produccion de callo (Mohamed et al., 1992). La
mejor respuesta de induccién de callo fue a 4.54 uM (1 mg-litro™). Sin embargo
la induccién de callo con TDZ inicia desde 1 uM en la var BAY. Esto debe
tomarse en cuenta ya que a mayor concentracion de TDZ la induccién de brotes
es directamente proporcional a la induccién de callo, por lo que podria limitar o

reducir el desarrollo de los brotes en las siguientes etapas.

Etapa | (El). Alargamiento del brote

La longitud de la parte apical de los ejes embrionarios para la variedad
FM sembrados en el medio sin reguladores (MS0, como testigo) fue de 3.71 cm,
se presentaron diferencias significativas a las respuestas de los tratamientos
con BAP y TDZ. En la longitud de la parte apical de FM con BAP se present6
una tendencia de reduccién de 1.86 cm con 0.40 uM a 1.0 cm con 4.44 uM y la
tendencia fue similar con TDZ al promediar 1.85 cm de longitud con 0.41 pM y

0.83 cm con 1.73 uM (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Efecto de diferentes tratamientos de BAP y TDZ en el alargamiento
promedio del brote de los ejes embrionarios en dos variedades de frijol.

FM BAY
Medias (cm) Medias (cm) Y
(UM) /
0.0 3.71 27 2.14 ™
BAP 0.40 1.86 ¢ 252
0.66 1.70 Pcd 2.06 ¢
1.00 1.39 bed 1.55 Ped
1.68 1.49 bcd 1.28 bed
2.66 1.95°"° 1.17 ™
4.44 1.00 0.48 ¢
TDZ 0.41 1.85° 0.72 %
9.68 1.45 ¢ 0.63 %
1.02 1.16 0.74 %
1.73 0.83 °de 0.48 ¢
2.72 0.85 0.48 ©
4.54 0.93 cde 0.36 ¢

¥ Comparacion de Medias de Tukey (P = 0.05).
?Medias con la misma letra no son diferentes
significativamente.

La longitud de la parte apical de los ejes embrionarios para la variedad
BAY sembrados en el medio sin reguladores (MSO, como testigo) fue de 2.14
cm, pero con 0.40 uM de BAP fue de 2.52 cm, aunque no se presentd
diferencia significativa con el testigo (MSO0). Adicionalmente, para los demas
tratamientos se presentd la misma tendencia de reduccion de 2.06 cm con 0.66
UM a 0.48 cm con 4.44 uM. De la misma forma, la longitud de la parte apical
con TDZ se present6 con un valor de 0.7 cm con 0.41 uM a 0.36 cm con 4.54
UM, tampoco se observaron diferencias significativas entre tratamientos, pero
fueron los valores mas bajos. El efecto de las citocininas como el BAP y el TDZ
presentd una tendencia a reducir la longitud conforme la concentracion del

regulador aumento.
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La tendencia encontrada en el efecto de los reguladores sobre la longitud
de la parte apical de los ejes embrionales en la variedad 'Flor de Mayo'
concuerda con lo reportado por Mohamed et al. (1992), dicha respuesta lleg6 a
ser similar para ambos reguladores. Sin embargo, el efecto encontrado fue una
reduccion significativa para la variedad BAY con 4.44 uM de BAP vy los
tratamientos con TDZ 1.73, 2.72 y 4.54 uM, para los cuales se mostré6 que
también existi6 una respuesta diferencial entre genotipos. De tal forma que
cuando se aumenté la concentracion de citocininas se redujo la longitud de la
zona apical, en general es conocido que el alargamiento se da por efecto del
acido giberélico, y el efecto observado en este trabajo pudo ser debido a la
interferencia de BAP y TDZ sobre la giberelina endégena u otro factor que

reduzca el alargamiento y la viabilidad de los brotes en las etapas posteriores.

Los resultados anteriores son importantes para etapas posteriores, ya
gue se requieren medios que promuevan alargamiento del brote, disminuyendo
la concentracién de citocininas, con la adicion de auxinas 0 GAs. Los medios sin
reguladores del crecimiento o medios con bajas concentraciones de BAP (2 puM)
solo o con adicibn de GA3; (2 a 4 UM GA3) promueven alargamiento de
entrenudos (Mohamed et al., 1993). Adicionalmente, el alargamiento de los
brotes fue reportado en medios con las sales inorganicas MS a los cuales se les
adicionaron BAP 22.2 uM y AIA 0.057 uM. La recuperacion de plantas fue
establecida en medio MS con BAP 4.44 uM y GA; 0.58 uM (Veltcheva y

Svetleva, 2005).
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También el GA;z juega un papel importante en el alargamiento, mas que
en la formacién del brote (Dang y Wei, 2009). En este trabajo no fue necesaria
la incorporacion de auxinas o giberelinas para el alargamiento de los
entrenudos en los brotes. Por lo tanto, cuando el efecto de las altas
concentraciones de citocininas reduce significativamente la longitud del apice,
este efecto debe ser revertido con la disminucién en la concentracion de la
citocinina en la siguiente etapa del desarrollo o como en otros trabajos donde se
suplementé con auxinas (ANA o AlA) o giberelina (GA3) en los medios para el

desarrollo de los brotes.

Etapa Il (Ell). Desarrollo de los brotes

En los brotes provenientes de la Etapa |, se promovio de manera general
una reduccién en la longitud de la zona apical cuando se aumenté la
concentracion del TDZ; sin embargo cuando los brotes de la Etapa | (inducidos
con 0.41y 2.72 uM de TDZ) fueron transferidos a medio con 2.72 uM de TDZ
solo 20 % de los brotes sobrevivieron. Por otro lado, cuando los brotes fueron
inducidos con 0.41 uM de TDZ y fueron transferidos a medios con BAP, la
respuesta de desarrollo de los brotes fue mayor con una sobrevivencia de 60 %
en los tratamientos con 1.02 y 1.73 uM, el resto de los tratamientos no redujo el
desarrollo de los brotes, pero la sobrevivencia disminuyd. Adicionalmente no se
habia tenido evidencia directa y sistematizada del efecto del TDZ en la
induccién de brotes a bajas concentraciones y su posterior desarrollo, ni si

afecta la regeneracion de las plantulas obtenidas en etapas posteriores.
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La respuesta de regeneracion de las plantas in vitro fue mejor cuando se
usaron las combinaciones TDZ(EI)-TDZ(EIl) a bajas concentraciones, TDZ(EI)-
BAP(EIl) y BAP(EDN-BAP(Il), con ésta ultima combinacién el porcentaje de

sobrevivencia es de 90 % (Figura 1, Etapa II).

Estos resultados han sido observados previamente, donde el efecto del
TDZ fue mayor en la etapa inicial (germinacién y Etapa I), por lo que se ha
recomendado el uso de BAP en las etapas Ell o Elll (Dang y Wei, 2009).
También es posible que la presencia continua de TDZ no resulte necesaria para
el desarrollo de los brotes, ademas pudiera tener efecto negativo en el

desarrollo de los brotes después de 7 dias de tratamiento con TDZ.

Etapa Il (Elll). Enraizamiento

Los brotes obtenidos en las etapas | y Il se transfirieron al medio de
enraizamiento. El medio MSB5 con 0.62 uM de ANA fue el que mejor resultado
dio en la induccion de raiz; sin embargo el medio MSB5 BAP 0.40 uM vy el
medio MSO (MSB5 sin la adicion de reguladores) también promovieron
enraizamiento (Figura 3, Etapa lll). La induccion de raiz una vez que estan
desarrollados los brotes ayuda en forma significativa al proceso de
regeneracion, sin embargo, es necesario eliminar la raiz o el callo formados en
la Etapa | para inducir nuevas raices conectadas al sistema vascular de los

brotes. Esto concuerda con un trabajo preliminar donde brotes individuales
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fueron transferidos a medio sin reguladores, en los cuales formaron nuevas
raices y éstas fueron mas eficientes. La proliferacion de brotes y el
alargamiento simultdneo se observaron en medio con 2 uM de BAP vy los brotes
obtenidos en este medio formaron raices facilmente después de 7 a 10 dias en
medio sin reguladores de crecimiento. Medios con BAP y GA; también
promueven alargamiento de los entrenudos, pero la formacién posterior de raiz
fue escasa sobre todo para aquellos brotes sembrados por mas de dos

semanas (Mohamed et al., 1993).

Por otro lado, de los factores que limitan en mayor medida el
enraizamiento de brotes regenerados in vitro de P. vulgaris es la alta capacidad
de producir callo que bloquea la formacion de raiz y genera compuestos
fendlicos que causan la muerte del tejido debido a la oxidacion (Arnaldos et al.,
2001). Esto ha sido un reto en algunos estudios ya que la base de los brotes
desarrollé6 compuestos fendlicos in vitro que causan ennegrecimiento y muerte
celular, y evitd el enraizamiento (Santalla et al.,, 1998; Zambre et al., 1998;
Kwapata et al., 2010). Por lo anterior es muy importante para el caso de frijol,
usar medios con reguladores principalmente auxinas con bajas
concentraciones, por ejemplo, medio con 0.1 mg-litro? de ANA o AIA
promueven el enraizamiento a las 5 semanas, pero fue mas efectivo sumergir el
explante por 30 segundos en una solucién de 1 mg:litro™ de Acido indolbutirico
(AIB) previo a la transferencia a medio en ausencia de reguladores (Kwapata et
al, 2010). Otro medio inductor de raiz fue con la mitad del contenido de MS con

0.75 mg:-litro™* de AIB y 0.02 mg:litro™* de BAP, la frecuencia de enraizamiento
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promedio fue de 84.3 % al reducirse significativamente la produccion de callo y

compuestos fendlicos (Dang y Wei, 2009).

Etapa IV (EIV). Aclimatacion

Las plantas joévenes (plantulas) fueron colocadas en vasos cubiertos por
bolsas de plastico (Figura 3, Etapa V), por un periodo de 15 dias, hubo 60 % de
sobrevivencia de todo el material obtenido. Posteriormente, las plantas
aclimatadas de 3-5 cm de altura con hojas desarrolladas fueron transferidas a
macetas, con una mezcla de turba y agrolita, después de cuatro semanas de
haber sido transferidas al invernadero se observo la floracion y formacion de
semillas (Figura 3, Etapa IV b). Las plantas obtenidas en el medio con 0.40 uM
de BAP en la etapa Il de ambas variedades fueron las que presentaron mejor

respuesta de aclimatacion.

CONCLUSIONES
La induccion de brotes en ejes embrionales es dependiente del genotipo,
ya que la variedad 'Bayomex' presentd mayor regeneracion que la variedad
'Flor de Mayo'. ElI TDZ fue mas efectivo que BAP al promover un mayor numero

de brotes por explante en la zona apical donde se observo dicha respuesta.
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En la Etapa |, la induccién de raiz en la zona del hipocétilo de ejes
embrionales cuando se presentd estuvo acompafiada por ausencia de callo, lo
cual marca un limite para el desarrollo posterior de los brotes que fueron
inducidos en medios con alta concentracion de citocininas. La longitud de la
zona apical se redujo tanto en TDZ como BAP conforme aumenté la

concentraciéon de las citocininas para ambas variedades.

En la Etapa Il o desarrollo de los brotes, la mejor respuesta se obtuvo
cuando se transfirieron los brotes a MSB5 suplementado con BAP y no con
TDZ. En la Etapa lll o enraizamiento de brotes la respuesta fue mejor en MS sin
reguladores de crecimiento (MS0O) y MSB5 con 0.40 uM de BAP. Las plantas

regeneradas adultas lograron formar flores, frutos y semillas.
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Etapa I. Inducciéon de yemas y brotes
(2.66 y 4.44 yM BAP 6 2.72 y 4.52 TDZ en BAY y FM, respectivamente)

35 dias

Etapa Il. Desarrollo de brotes
[BAP(EI)-BAP(IN]

28 dias

Etapa lll. Enraizamiento de brotes
(MSBS5 sin reguladores y MSB5 BAP 0.40 uM)

15 dias

Etapa IV “a”
Adaptacion ex vitro
Turba (“Peat-moss”)

l 15 dias

Etapa IV “b”
Desarrollo en macetas
(Turba con agrolita)

Jl; 4 semanas

Cosecha de semillas

Figura 3. Etapas en la propagacidn in vitro de frijol por organogénesis directa a partir de
ejes embrionales de semillas maduras. El proceso completo lleva al menos 120 dias para
las variedades Flor de Mayo y Bayomex.
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ARTICULO 3
ENSAYOS DE TRANSFORMACION GENETICA DE FRIJOL (Phaseolus

vulgaris L.) POR BIOBALISTICA

RESUMEN
El bombardeo de particulas ha sido propuesto para desarrollar una tecnologia
de transformacion genética de plantas de frijol. Sin embargo, la eficiencia y las
posibilidades de regenerar plantas transformadas son reducidas. El objetivo del
presente trabajo fue realizar una serie de ensayos para obtener un método de
transformacion mediante bombardeo de microparticulas sobre ejes
embrionarios y regeneracion de plantas transformadas. Los ejes embrionarios
cultivados en medio MSB5 con 10 puM de BAP tuvieron su mayor apertura
meristemética entre 48 y 72 h, después fueron bombardeados con
microparticulas cubiertas con DNA plasmidico (p35S GUS INT). La expresion
transitoria (ET) del gen reportero GUS fue evaluada y se obtuvo 87.5 % de los
explantes con ET a 900 psi, 6 cm de distancia del blanco y un disparo; también
se presentaron 6.97 unidades de expresion transitoria (UET) por epicotilo, 63.7
por hipocotilo y sélo 0.38 UET en el meristemo; se presentd una eficiencia baja.
Posteriormente, explantes bombardeados fueron regenerados a una tasa de
68.2 %. Plantas completas (RO) fueron transferidas al invernadero para su
aclimatacion. Las semillas fueron germinadas in vitro y desarrolladas a plantas
completas (R1/T0), la ET del gen GUS fue evaluada en hoja y peciolo, y se
obtuvo una respuesta positiva de ET del 73.3 %. Finalmente, ADN de 19

plantas adultas fue extraido y evaluado mediante PCR con un inserto del gen
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NPTII, se encontr6 que cuatro plantas presentaron amplificacién del fragmento
correspondiente, lo que demostrd un porcentaje del 21 % de transformacién en

TO.

Palabras claves: Transferencia de genes, organogénesis directa, expresion

transitoria, bombardeo de microparticulas.

GENETIC TRANSFORMATION OF COMMON BEAN (Phaseolus vulgaris L.)

BY BIOBALISTIC

ABSTRACT
Particle bombardment transformation method has been developed for genetic
transformation of bean plants. However, its efficiency and the possibility of
regenerating transformed plants are still low. The aim of this study was to
conduct series of tests to obtain a more effective method of transformation
through microparticle bombardment of embryonic axes, and a suitable
regeneration protocol of transformed plants. When embryonic axes were grown
in MSB5 medium with 10 uM of BAP they showed meristematic opening at 48 to
72 h. Afterwards, they were bombarded with microparticles coated with plasmid
DNA (p35S GUS INT). Transient expression (TE) of GUS reporter gene was
detected in 87.5 % of the explants when one shoot of 900 psi, at 6 cm from the
target was shooted. Average transient expression units (ATEU) were assessed,

6.97 appered on epicotyl, 63.7 at hypocotyl, and only 0.38 in the meristem,
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therefore showing the lowest efficiency. Subsequently, 68.2 % of bombarded
explants were fully regenerated. Complete plants (RO) were transferred to the
greenhouse. Obtained seeds from transgenic plants were germinated in vitro
and afterwards grown to adulthood (R1/T0). At this stage, expression of the
GUS gene was evaluated in leaf and petiole, with an average ET of 73.3 %.
Finally, DNA was extracted from 19 adult transgenic plants for PCR with the
NPTII gene. Amplification of the insert was only found in four plants, therefore

showing a final transformation efficiency of 21 %.

Keywords: Gene Transfer, direct organogenesis, transient expression,

microparticle bombardment.
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INTRODUCCION

El frijol es considerado una de las legumbres de grano mas importantes
para la dieta en Latinoamérica. Aun cuando la productividad ha declinado en los
ultimos afos es considerado una fuente importante de proteinas y calorias para

la poblacion (Aragéo et al., 2008).

El mejoramiento genético de frijol a través de ingenieria genética fue una
realidad de manera efectiva a traves de sistemas de transformacion basados en
bombardeo de microparticulas en la década de los 90°s (Russell et al., 1993;
Aragéo et al., 1996, 1998 y 1999). Debido a las dificultades de regeneraciéon de
esta planta via organogénesis indirecta y a la imposibilidad mediante
embriogénesis somatica, el bombardeo de microparticulas en meristemos
apicales y su factible regeneracion (organogénesis directa) ha sido la manera
para transformar y regenerar plantas transgénicas fértiles, aunque con baja

eficiencia (Aragao et al., 2008).

El bombardeo de los ejes embrionarios se ha usado para establecer
ciertas condiciones de transformacion. Como criterio de transformacion se uso
el gen reportero GUS para evaluar la expresion transitoria y la presencia del

gen nptll (neomicin fosfotransferasa Il) mediante pruebas de PCR. Russell et al.
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(1993) encontraron que la presencia de kanamicina en el medio dafia los tejidos
de explantes y plantulas de frijol reduciendo la induccién de brotes, por lo que
en el presente estudio no se utilizd este antibiético como marcador de

seleccion.

Aragdo et al. (1996) transformaron con éxito P. vulgaris por bombardeo
de particulas de embriones maduros incorporando los genes GUS, neo
(neomicin fosfotransferasa), y el de la albumina 2S de la nuez de Brasil para
compensar la deficiencia de metionina en esta leguminosa. Posteriormente,
Aragéo et al. (1996) desarrollaron frijol transgénico con una construccién que
contiene el gen bar que confiere resistencia al glufosinato de amonio. Dos afios
mas tarde, Aragao et al. (1998) obtuvieron frijol transgénico que expresaba el
ARN viral en antisentido del geminivirus del mosaico dorado del frijol (BGMV), lo
cual provoca un retraso en la infeccion viral y atenta los sintomas de esta

enfermedad viral.

Otro estudio de transformacion por bombardeo de frijol us6é el método
RNAI (RNA de interferencia) construido para silenciar la region CA; del genoma
viral de geminivirus del mosaico dorado del grano (VLB). De un total de 2,706
plantas evaluadas soOlo detectaron 18 lineas transgénicas putativas, sin
embargo solo una de ellas exhibi6 resistencia al virus (Bonfim et al., 2007). Los
ensayos de campo de las progenies obtenidas a partir de la planta transgénica
mostraron resistencia a este virus (Aragdo y Faria, 2009; Pinheiro et al., 2009).

Por su parte Vianna et al. (2004) transfirieron al frijol el conjunto de transgenes
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como piezas de fragmentos de ADN, en lugar de todo el plasmido, lo que

mejora el sistema de recombinacion de transgenes.

Recientemente cinco variedades de frijol fueron transformadas a través
del bombardeo de meristemos de los brotes apicales. Los transgenes
incluyeron el gen reportero GUS que confirm6 visualmente el evento
transgénico, el marcador de seleccidén bar (resistencia a herbicida) utilizado
para la seleccion in vitro de cultivos transgénicos y la proteina abundante de
embriogénesis tardia (HVA1l) de la cebada (Hordeum vulgare), que confiere
tolerancia a la sequia con un aumento significativo en la longitud de la raiz de

las plantas transgénicas (Kwapata et al., 2010).

El objetivo del presente trabajo fue realizar una serie de ensayos para
desarrollar un protocolo de transformacion genética de frijol, bajo diferentes
condiciones de bombardeo como: presion del helio, distancia de la membrana
acarreadora a la muestra, numero de disparos, concentracion de ADN, para

obtener plantas transformadas.

MATERIALES Y METODOS

Las semillas de dos variedades de frijol '‘Bayomex' (BAY) y 'Flor de Mayo
199" (FM) se colocaron en etanol 70 % durante un minuto y en NaClO 5 %

(Cloro comercial 6 % 1.A.) 15 minutos para descontaminar, después fueron
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lavadas 3 veces en agua destilada esterilizada y se embebieron por 24 h en un

volumen de agua al doble de las semillas.

Las semillas fueron desprovistas de la testa y los ejes embrionarios
disectados; los cotiledones, parte de la radicula y las pliumulas hasta la base de
los peciolos se eliminaron. Los ejes embrionarios fueron incubados en MS
(Murashige y Skoog, 1962), complementado con vitaminas B5 (Gamborg et al.,
1965) (MSB5) adicionado con 10 pM 6-benzilaminopurina (BAP), y se colocaron
en un cuarto de incubacién a 28 °C con un fotoperiodo de 16/8 h de
luz/obscuridad. La parte apical de los explantes fueron fotografiadas a 24, 48 y
120 h posteriores a la siembra para observar el desarrollo de los meristemos
previo al bombardeo, y se determiné el tiempo éptimo para observar la maxima

exposicion del meristemo antes de ser cubierto con los primordios foliares.

Los nuevos ejes embrionales fueron incubacion por 24 h antes del
bombardeo, fueron colocados con el meristemo apical dirigido hacia arriba. Las
microparticulas de oro (Au) fueron mezcladas con 30 ng de ADN del plasmido
p35SGUSint (Figura 1), CaCl, 2.5 M y espermidina 0.1 M (Aragéo et al., 2008).
Los explantes fueron bombardeados con las microparticulas a 1100 psi por
disparo a 6 cm de distancia con equipo de biobalistica PDS-1000/He (Bio-Rad).
Los explantes se colocaron en X-gluc (acido 5-bromo-4-cloro-1H-indol-3-il 3-D-
glucopiranosaiduronico) por 24 h posterior al bombardeo; la reaccion se detuvo

24 h después, al colocarlos en una mezcla de metanol: acetona (3:1). Para
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evaluar la expresion transitoria del gen GUS se cuantificoO la presencia de

unidades de expresion transitoria (puntos azules).

ST-LS1 | [ ] H BN N ]

(sTYD . —— 189bp  ————
GTTGTTTCT ACATGGTGATGTTTAG

AGG

GGA

Mutagénesis de sitio dirigido ¢

AGTTTCT ATTTGTTGA

Sna B1 \ /,////P/vuu
|

35SpA GUS
p358GUS (pBIN 19 derivativo)

V% GUS

o
PIV2 " p358 GUS INT

35S

Figura 1. p35S GUS INT. Clonacion del intron portatil en el gen fl-glucuronidasa (GUS). El
dibujo superior muestra esquematicamente una parte de la estructura del gen ST-LS1.
Cajas representan exones y las lineas continuas intrones; ademas parte de la secuencia
de nucleétidos de la segunda intron (IV2) se muestra. Las secuencias en las cajas
confinadas por las lineas de puntos representan el intron de tipo salvaje (IV2) y el mutado
intron portétil (PIV2). El dibujo inferior muestra p35S GUS y su intron derivado de p35S
GUS INT (Vancanneyt et al., 1990).

Los ejes embrionales adicionales fueron preincubados por 48 h en MSB5
BAP 10 pM y fueron bombardeados bajo las condiciones descritas en el Cuadro
1, donde se incrementé la concentracién del plasmido p35SGUSint a 120 ng-pl™
(Russell et al., 1992). Asi mismo fueron usadas particulas de oro y se evalué la
ET 24 h después del bombardeo. Los explantes no evaluados para ET, fueron
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transferidos a medio de induccion de brotes en MSB5 BAP 10 uM durante 30
dias. Después fueron transferidos a medio MSB5 BAP 5uM durante 15 dias
para desarrollar los brotes. Posteriormente se pasaron a medio de induccion de
raiz MSB5 ANA (0.03 mg:litro™) por 30 dias; en todos los medios anteriores no
se utilizé el antibidtico kanamicina como agente de seleccién. Las plantas
completas bombardeadas y regeneradas (R0O/TO) fueron colocadas en vasos de
unicel con turba (esterilizada) durante 30 dias y transferidas a macetas con

suelo durante 90 dias para obtener plantas con semillas.

Cuadro 1. Diferentes condiciones de bombardeo sobre los ejes embrionarios de
frijol.

Condiciones de bombardeo

Tratamiento  Vars. Disparo (Psi)@ Nivel ° # de Disparos
A FM199 650 2do 3X
I B FM199 650 2do 1x
C FM199 900 3ro 1x
D FM199 900 3ro 2X
I E FM199 1350 3ro 1x
F FM199 1550 3ro 1x
G BAY 1550 2do 1x
i H BAY 1350 4to 1x
I BAY 1350 3ro 1x
J BAY 1350 2do 1x
K Test. 0 0 0

a Nivel de presién de salida del gas helio; ° distancia de la malla de retencién de
membrana acarreadora a los explantes de la pistola de microparticulas: 2% nivel
(3cm); 3° (6.cm)y 4° (9 cm).
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Las semillas de plantas RO/TO se colocaron en macetas para desarrollar
plantas adultas T1, de las cuales se tomaron muestras de hoja y peciolos, para
evaluar nuevamente su ET. Adicionalmente, a partir de las plantas que
mostraban expresion del gen GUS, se extrajo ADN y se realizd un analisis
molecular mediante PCR del gen NPTIIl, mediante la amplificacion con parte de

este gen.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo de la parte apical

En la Figura 2 se muestra el desarrollo del meristemo apical de las
variedades FM y BAY durante 24 y 122 h. Los meristemos en ambas
variedades presentaron poco desarrollo de los primordios foliares a las 120 h,
asi mismo se presentd el area meristematicas libre durante 12, 24 y 48 h,
siendo factible trabajar el bombardeo con estas variedades durante este
periodo. Uno de los aspectos importantes que fueron evaluados y que
ejercieron influencia para la obtencion de plantas de frijol transgénico, fue la
morfologia de los apices del brote, donde dependiendo de la variedad, la region
del meristemo apical puede ser cubierta parcialmente por primordios foliares.
Observaciones similares se realizaron en 17 cultivares de frijol, entre ellos los
tipo 'Carioca’ y 'Jalo’, para determinar que los meristemos estan libres de
primordios foliares al momento del bombardeo y permitir que las particulas

puedan impactar las células meristematicas (Aragao y Rech, 1997).
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Ensayos de expresion transitoria

La expresion transitoria del gen GUS después de 48 h del bombardeo se
muestra en el Cuadro 2; se presento en promedio 87.5 % UET por explante. En
general hubo mayor UET en la variedad 'Flor de Mayo' que en 'Bayomex’, sin
embargo, en la zona apical sélo se observo un promedio de 15 UET (Figura 3).
Genga y Ceriotti (1991) obtuvieron un maximo de 50 puntos azules por embrién
por bombardeo. En el presente trabajo se obtuvieron hasta 87.5 puntos por
embrién. Sin embargo dependiendo del lugar de impacto y de acuerdo a la

posicion de los ejes embrionarios se observaron hasta 4,522 UET en el

hipocatilo de FM.

Figura 2. Desarrollo de meristemos de ejes embrionarios de frijol variedad 'Flor de Mayo'
(A-D) y 'Bayomex' (E-H) entre 12 a 120 horas después de la diseccion.
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Cuadro 2. Unidades de expresién transitoria en apice, epicotilo e hipocétilo por ejes
embrionarios para dos variedades de frijol bombardeados con microparticulas de oro
(Au) cubiertas con p35SGUS/INT, evaluados después de 48 h de incubacion.

UET (promedios)

Eficiencia Zona apical
(UET®
VARIEDAD /Explantes) Meristemo Epicotilo Hipocétilo
FM 86 25 (0.5) 344 (6.88) 4522 (90.4)
BAY 89 5 (0.26) 134 (7.05) 703 (37)
PROMEDIO 87.5 15 (0.38) 239 (6.97) 2812 (63.7)

* UET total / # de explantes (+ 25).

Figura 3. Diferentes explantes con expresion transitoria del gen GUS bombardeados con
1100 psi presion helio, un disparo y a 6 cm de distancia entre la malla de retenciéon y los

explantes.

Cuando la concentracion de ADN se incrementd cuatro veces (120 pg-pl

Y no fue posible evaluar las UET debido a que se presentaron areas azules

continuas a lo largo del explante (Figura 7, |, k, I). El tratamiento D (900 psi, 3er
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nivel, 2 disparos) presenté un 90% de los explantes con ET; los tratamientos A,
B y H mostraron arriba del 60 % mientras que para el resto de los tratamientos
fue menor, siendo el mas bajo para el tratamiento F (1550 psi, 3er nivel, 1
disparo). El tratamiento que presentd mayor porcentaje de explantes con ET en
la zona apical y meristematica (75 %) fue el E (1330 psi, 3er nivel, 1 disparo), e
igual que los resultados anteriores el tratamiento que tuvo menor expresion en

esta zona fue F (1550 psi, 3er nivel, 1disparo).

K test (BAY/0/0/0)

Il J (BAY/1350/20/1x)
1111 (BAY/1350/30/1x)
Il H (BAY/1350/40/1x)
Il G (BAY/1550/20/1x)
Il F (FM/1550/30/1x)
Il E (FM/1350/30/1x)
Il D (FM/900/30/1x)

| C (FM/900/30/2x)

| B (FM/650/20/1x)

| A (FM/650/20/3x)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

W E.T. 4pice H % de expl E.T.

% de Explantes y apices con ET por nimero de explantes totales

Figura 4. Explantes completos y apices con expresion transitoria, evaluados alas 72 h de
incubacion.

La expresién transitoria puede ser afectada por la cantidad de particulas
y la concentracion del DNA, sin embargo no se observéd ninguna influencia del
tamafio del plasmido en la expresiéon del gen GUS (La Corte et al., 1997). Por

otro lado, cuando la concentraciéon del ADN fue aumentada cuatro veces la
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expresion transitoria del gen GUS mejor6 considerablemente, mostrando areas
azules y no unidades (puntos). Esto concuerda con lo observado por Genga et
al. (1991) donde un incremento en la relacion DNA/particulas, incrementé el
namero de UET del gen GUS por zonas amplias de color azul (areas azules).
Las cantidades muy altas de particulas causan agregacion y consecuentemente

dafio a los tejidos.

Allavena y Bernacchia (1991), cuando intentaron transformar
genéticamente frijol con microproyectiles a alta velocidad, encontraron en 60 %
de los meristemos apicales expresion transitoria del gen GUS. En contraste, en
el presente trabajo se encontré un promedio de 90 % de los explantes cuando

se us6 900 Psi con dos disparos a 90 mm de distancia.

Estos resultados también contrastan con la sugerencia de que la
distancia de 65 mm entre la placa de detencién y el blanco es 6ptima, ya que
las distancias mas cortas incrementan el dafio en el tejido, mientras que
distancias mas largas reducen la eficiencia de transformacion; lo cual va de
acuerdo con la idea de que el incremento en la relacion DNA/particulas de 1-2 a

4 ng-mg™* aumenta el nimero de UET-GUS por area (Genga y Ceriotti, 1991).

Regeneracion de los ejes embrionales bombardeados

En la Figura 5 se muestran los diferentes niveles de regeneracion y

fertilidad. EI porcentaje de regeneracion fue de 81 %. En cuanto a la fertilidad,
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de 110 plantas so6lo 22 produjeron semillas a partir de las cuales se obtuvieron
16 plantas adultas. Sin embargo de éstas so6lo 11 mostraron ET del gen GUS en
peciolo y hoja, por lo que se obtuvo un porcentaje final de fertilidad del 16 % en

plantas T1.

1.20 -
1.00 -
0.80 -
0.60 -
040 | &~

0.20 - AU R RN

0.00 +——— A

—e— % de regeneracion — & = % de plantas fertiles

Figura 5. Porcentaje de plantas regeneradas y de plantas RO/TO que produjeron semillas.

Por otro lado, al realizar la prueba de PCR con el ADN de las plantas
adultas solo cuatro de ellas mostraron amplificacién del gen introducido, lo cual
representd una eficiencia de transformacion del 4 % (Figura 6), y contrasta con
los resultados obtenidos por Russell et al. (1993) quienes con el uso de un
aparato eléctrico de aceleracion de particulas, obtuvieron una frecuencia de
transformacion muy baja (0.03 %). En este trabajo, el protocolo de regeneracion
consumié mucho tiempo, involucrando tratamientos con temperatura y
transferencia de los embriones bombardeados a diferentes medios antes de la
recuperacion de brotes transgénicos. Por otro lado, Aragao et al. (2002) quienes
utilizaron el método de bombardeo para la obtencion de plantas tolerantes a

herbicida so6lo consiguieron obtener 0.5 % de plantas transgeénicas.
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Cuadro 3. Expresidon GUS en hojas de plantas de frijol obtenidas de semillas de plantas
bombardeadas con ADN plasmidico y regeneradas de las variedades de frijol 'Flor de

Mayo'y '‘Bayomex'.

LINEA T1 ET en Hoja  ET en Peciolo Observaciones
A2 (+)
A4 (+)
B5 ()

B10 (1)

C2

D2 +) (+)
D7 (1) (+)

D7 (2) (*+)
E1l(2)

E9 (1) ) (+)
E9 (2) (+)
E9 (2)

F4

F5 +) (+)
H3 (+) (+)
17 (+) (+)

Ry
Expresion estable de Gen GUS (11/15) = 68.75%.

(+) respuesta positiva de ET.

m G+ G-

6 9

8 16 14 15 7

Figura 6. Plantas RO fértiles que produjeron semilla, obtenidas de explantes
bombardeados y regenerados. Analisis PCR de siete lineas de frijol T1. (6) FM-F4.3, (9)
BAY-I7, (8) FM-F5, (16) BAY-H3, (14) FM-A2, (15) FM-D7.1, (7) FM-EL1.
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En la Figura 6 se muestran los resultados obtenidos en la PCR para el
gen nptll realizada a siete lineas de frijol T1. En ella se aprecian resultados
positivos en las lineas 6, 9, 8 y 16 lo que sirve como evidencia de la integraciéon

del transgen al genoma de estas plantas.

Por su parte el equipo de Aragéo et al. (2008) report6 2.6 % de eficiencia
de transformacién en frijol usando como sistema de seleccién el gen mutado
AHAS de Arabidopsis y un protocolo de regeneracion simple y rapido. Aun
cuando este protocolo de regeneracion parece eficiente, seria conveniente
contrastarlo con protocolos que usen como agentes selectores la resistencia a

kanamicina o al glufosinato de amonio.

Aparentemente la eficiencia de transformacion obtenida en el presente
trabajo ha sido la mas alta reportada hasta la fecha, sin embargo es necesario
corroborar la estabilidad de la transformacion mediante estudios moleculares

(Southern blot) y de heredabilidad.

CONCLUSIONES

La transformacion genética del frijol es factible aunque con baja
eficiencia. Las mejores condiciones encontradas en este trabajo fueron realizar
un solo disparo de 900 psi a 6 cm de distancia, a pesar de que estudios previos
recomiendan 1100 y 1350 psi. Es necesario realizar estudios posteriores para

evaluar la estabilidad de la transformacion ya que las evidencias apuntan a que
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la mayoria de las plantas regeneradas fueron quiméricas. El uso de un gen
marcador de seleccidn aseguraria mayor confiabilidad en la transformacion. El
protocolo de regeneracion desarrollado fue efectivo pues permitié obtener
plantas maduras y fértiles, sin embargo seria conveniente realizar trabajos

futuros tendientes a simplificarlo.

Figura 7. Explantes disectados (A). Para el bombardeo y evaluacidon de la expresién
transitoria GUS en ejes embrionarios (B). Bajo diferentes condiciones de bombardeo (C-
D). Explantes desarrollados (E-F). Regenerados y aclimatados de la primera generacién
(G-H). Evaluacidon de la expresion transitoria GUS en peciolo y hoja de RO/TO (I-J).
Obtencion de vainas y semillas a partir de plantas RO/TO (K-L).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

La regeneracion de frijol via organogénesis directa ha presentado
problemas por lo que es necesario que cada laboratorio desarrolle su protocolo.
En el presente trabajo se confirmdé que la induccion de brotes en ejes
embrionales fue dependiente del genotipo, ya que en la variedad '‘Bayomex’ se
presentd mejor respuesta de induccion de brotes que en 'Flor de Mayo'. Lo
anterior, ha sido establecido por varios autores (Delgado Sanchez et al., 2006;
Kwapata et al.,, 2010). Ademas existen otros factores que deben ser
considerados para hacer mas eficiente el protocolo de regeneracion, por
ejemplo: el tipo de regulador y la concentracion 6ptima, el tipo de explante, el
medio de cultivo, reducir las etapas de regeneracion y las condiciones de

incubacion.

Con respecto al tipo y concentracion de reguladores, se encontrd que el
TDZ promovié mayor numero de brotes por explante que BAP en la zona apical
donde se observd dicha respuesta, como ha sido establecido previamente
(Mohamed et al., 1992 b; Veltcheva y Svetleva, 2005). Lo cual indica que el
TDZ es una citocinina muy activa por lo que ha sido usada para inducir callos
embriogénicos usando medios suplementados con este regulador para incubar

semillas (preincubacion) como fuente de explantes (Mohamed et al., 1992 a).
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En la Etapa |, la induccién de raiz en la zona del hipocétilo de ejes
embrionales cuando ésta se presenta existe ausencia de callo, lo cual marca un
limite para el desarrollo posterior de los brotes que fueron inducidos en medios
con alta concentraciéon de citocininas. Esto debido a que altas concentraciones
(10-80 uM) de citocininas promueven la formacién de callo en la zona de la
herida y reducen el tamafio de los brotes, mientras que a bajas concentraciones
(2-5 puM) promueven la formacion de raiz. La longitud de la zona apical se
redujo tanto en TDZ como BAP conforme aument6 la concentracion de la
citocinina en las dos variedades. Lo anterior también fue establecido por
Kwapata et al. (2010), usando altas concentraciones de citocininas. Por lo que
uno de los objetivos de este trabajo fue reducir la concentraciéon a un rango que
permitiera obtener una presencia reducida de callo y consecuentemente
favorecer la formacion de primordios de raiz para evitar la formacion de

compuestos fendlicos que dafien las yemas o brotes en desarrollo.

En la etapa Il o desarrollo de los brotes, la mejor respuesta fue cuando
se transfirieron los brotes a MSB5 suplementado con BAP y no con TDZ. Sin
embargo se ha encontrado que por un periodo de tiempo corto
(aproximadamente 10 dias) el TDZ promueve una respuesta de induccion de
brotes Optima, lo cual concuerda con los resultados donde al transferir los
explantes a medios con la misma o mas baja concentracion de TDZ, los
explantes sufrieron dafio y no pudieron regenerar plantas. Lo cual indica que el
BAP fue mejor que el TDZ en el desarrollo, alargamiento y formacion de

estructuras.
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Més adelante en la Etapa Il o enraizamiento de brotes fue mejor inducir
raiz en MS sin reguladores de crecimiento (MS0). Algunos autores prefieren
suplementar los medios de enraizamiento con auxinas, de preferencia ANA o
AlA, asi como es recomendado embeber los explantes en AIB (Kwapata et al.,
2010). Sin embargo, se sabe que raices formadas en la primera etapa deben
ser eliminadas y permitir la formacion de nuevas que estén conectadas con el
sistema vascular para mejorar la supervivencia en la aclimatacién. Finalmente,
las plantas completas lograron formar flores y semillas, con un buen manejo

agronémico en el invernadero.

Las variedades elegidas para el trabajo fueron FM199 y BAY por
presentar buen porcentaje de respuesta y buen desarrollo de brotes por
explantes. Se encontrd una relacion directa entre la concentracion de BAP vy el
namero de brotes por explante, a medida que aumenta la concentracion
aumenta los brotes inducidos, esto ha sido observado casi en todos los trabajos
donde los tratamientos van de baja a alta concentracion (McClean et al., 1989;
Franklin et al., 1991; Malik y Saxena, 1991; Mohamed et al., 1993; Zambre et
al., 1998; Santalla et al., 1998). Pero la relacion es diferente cuando el factor a
evaluar es la longitud del entrenudo, el cual a medida que aumenta la
concentracion de citocininas disminuye la longitud de los explantes. También
fue notoria la reversion de los efectos de las citocininas en las primeras etapas
cuando la concentracion es alta el nUumero de brotes es alto pero el tamafio es
pequeiio por lo que es importante revertir este efecto disminuyendo la

citocininas en algunos genotipos adicionando una auxina a bajas
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concentraciones para promover el desarrollo de los brotes. Por otro lado,
cuando la concentracion es baja hay posibilidades de que en una segunda
etapa se induzcan mayor nimero de brotes, pero sin promover su alargamiento
para no afectar su posterior desarrollo. Esto ultimo, no ha sido mencionado en
los trabajos previos realizados en organogénesis directa, asi mismo los
explantes a mayor niumero de brotes promovido por altas concentraciones de
citocininas el tamafno de los mismos es pequeiio, por lo que se hace necesario

revertir este efecto, separar los brotes y alargarlos.

La transformacion genética del frijol fue factible y present6 una eficiencia
baja. Las mejores condiciones encontradas en este trabajo fueron 900 psi a 6
cm de distancia con un disparo, sin embargo se recomienda 1100 y 1350 psi
para realizar los disparos. Es necesario mejorar la seleccién de explantes ya
que aunque se presentaron eventos de transformacioén, las evidencias apuntan
a que la mayoria de las plantas fueron quiméricas, por lo que el uso del gen bar
para la seleccién del material aseguraria un nivel 6ptimo de transformacién. Por
lo que mientras no se tengan genes de seleccion eficientes, lo recomendable es
no usar seleccion. La regeneracion fue exitosa ya que plantas maduras y fértiles
fueron obtenidas. Es necesario seguir ajustando los parametros para el
bombardeo de microparticulas, pero se hace imperioso incluir agente de
seleccion y simplificar a pocos pasos el protocolo de regeneracion para

optimizar el protocolo de transformacidon genética del frijol comuan.
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Seria conveniente continuar con al menos tres a cinco generaciones para
evaluar en primera instancia mediante técnicas moleculares la integracion
estable del transgen, en segunda instancia integrar en el futuro un
procedimiento de cruza con una variedad mejorada adaptada a las condiciones
de campo, donde se puedan realizar las pruebas correspondientes a la

caracteristica integrada.

En conclusién es factible usar las condiciones establecidas para un
programa de regeneracion de plantas y de plantas bombardeadas, sin embargo
sigue estando presente el problema de la eficiencia en la obtencion de brotes
transformados y no quiméricos, ya que si el bombardeo no impacta sobre los
tejidos que dan origen a las flores poca probabilidad existe de obtener semilla
transgénica de plantas transformadas regeneradas, por lo que es necesario
seguir buscando condiciones Optimas en todos los factores tanto de
regeneracion como de transformacion ya que esto constituye un reto en el

laboratorio.
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ANEXO |

COMPOSICION Y PREPARACION DEL MEDIO MURASHIGE Y SKOOG

Constituyente  Solucion madre (g/L)  Volumen de S.S por litro de

medio

Macros

NH4NO3 16,5
KNO3 19
CaCl2.2H20 4.4
MgS04.7H20 3,7
KH2PO4 1,7 100 ml
Micros

MnS0O4.H20 1,69
ZnS04.7H20 0,86
H3BO3 0,62
Kl 0.083
Na2Mo04.2H20 0.025
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CuS04.5H20

10 ml de solucién 25 mg/100mi

CoCl2.6H20

10 ml de solucion 25 mg/100ml

Fuente de hierro

FeS04.7H20 0.00556
Na2EDTA.2H20 0.00746
Vitaminas

Inositol 10
Nicotinico 0,05
HCI-Piridoxina 0,05
Glicina 0,2
HCI-Tiamina 0,01

10 ml

10 ml

10 ml

Adicionar al medio 3 % de sacarosay 0.7 % de agar.
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ANEXO 2

VITAMINAS DEL MEDIO GAMBORG B5

Componente mg:-litro™ Peso Molecular Molaridad (mM)
Myo-inositol 100.00000 180.2 0.55
Niacina 1.00000 123.1 0.00812
Piridoxina HCI 1.00000 205.6 0.0024
Tiamina HCI 10.00000 337.3 0.0296
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ANEXO 3

MEZCLA DE REACTIVO PARA REACCION X-GLUC

SOLUCIONES [1FINAL MEZCLA (uL-mi™Y)
NaPO4 (buffer)  pH7.01.0 M 0.1 M 100
EDTA pH7.00.25 M 10 mM 40
K-ferricianuro pH 7.0 0.005 M 0.5 mM 100
K-ferrocianuro pH 7.0 0.005 M 0.5 mM 100
X-Gluc 0.02 M 1.0 mM 50
Triton X-100 (opcional) 0.1% 10
SUBTOTAL 400
H20 DESTILADA 600
TOTAL 1000
SOLUCION DE X-Gluc

0.02 M = MW 521.8

521.8¢g/L=1M=10.436 g/L =0.02 M

10.436 g ---- 1000 ml 0.5218 g = 52.18 mg/5 ml =0.02 M

X 2.5 ml
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BUFFER FOSFATO PH 7.0 Na2HPO4 Na2H2PO4
S57.7 42.3 1000 ml
5.7 4.23 100 mi
0.577 0.423 10 mi
0.1444425 0.10575 2.5 ml
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