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Evaluacién de medios de cultivo para

la induccién de callo y regeneracién de plantas en

frijol P aseolus vul aris L.), variedad Quinack Che.

Culture media evaluation for callus induction and plant

regeneration in common bean haseolus vul aris L.) cv. Quinack Che.

RESUMEN

En este documento se presenta la evaluacién de diferentes medios de
cultivo para la induccién de~ callo y regeneracién plantas en frijol
Phaseolus vul aris L.) variedad Quinack Che; el comportamiento de 1los
explantes de embrién, rafz e hipocotilo a la induccién de callo y la
respuesta de los callos en la regeneracién de plantas. Los medios de
induccién de callo empleados en la investigacién estuvieron constituidos
por los medios basales Murashige Skoog (MS) suplementado con seis
combinaciones de 4cido naftalenacético (ANA) y N6furfuril aminopurina
(KIN) vy el medio basal Gamborg et al (B5) mis seis combinaciones de los
regualadores del crecimiento é4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) vy
N6 furfuril aminopurina (KIN). Los explantes de embrién se extrajeron a
partir de granos de frijol remojados durante 24 horas, mientras que los
tejidos de raiz e hipocotilo se obtuvieron de pléntulas de tres dias en
proceso de germinaciédn.

Los callos obtenidos en 1los dos medios basales MS y B5 fueron
evaluados cada cual en cinco diferentes medios de regeneracién. Luego
los callos que presentaron centros de regeneracién se transfirieron a
medios constituidos por el medio basal MS més siete combinaciones de ANA

v bencil aminopurina (BAP). Por vltimo se transfirieron sélo los puntos



xiv
verdes en el medio basal MS sin reguladores de crecimiento.

El efecto de la induccién de callo en el medio basal MS, indica que
el mayor rendimiento de callos se alcanzé con el medio de induccién de
callo suplementado con 5.0 mg/l de ANA y 0.5 mg/l de KIN, utilizando al
hipocotilo como explante. El mayor peso fresco se obtuvo de callos a
partir de explantes de embrién en el medio que contenfia 5.0 mg/l de de
ANA y 3.0 mg/l de KIN. El 99 ¥ de los callos producidos en el medio
basal MS fueron de consistencia compacta.

En el medio basal B5, la mayor respuesta en la induccién de callos se
observé en explantes de rafz en concentraciones de 0.1 mg/l y 0.5 mg/l de
2,4-D y 0.5 mg/l de KIN., El mayor peso fresco en los callos se observd a
partir de explantes de rafces, en el medio constituido por 0.1 mg/l de
2,4-D y 0.5 mg/1l de KIN. Todos los callos obtenidos en el medio basal B5
fueron de consistencia friable.

Dentro de los medios de regeneracién evaluados, dnicamente el medio
basal MS con una concentracién de 1.0 mg/l de ANA y 0.5 mg/l de BAP
indujo puntos verdes, en los callos derivados de embrién obtenidos en los
medios de induccién de callo que contenfia el medio basal MS. Los callos
que contenian los centros de regeneracién, presentaron coloracidén verde
claro en todas las concentraciones evaluadas de ANA y BAP. Mientras que
los puntos verdes, no mostraron desarrollo adicional en el medio basal MS
sin reguladores del crecimiento. En este estudio no fue posible la

regeneracién de plantas de frijol.



1. INTRODUCCION

El frijol P aseol s vul ar 8 L.) es uno de los granos mas
importantes en 1la dieta alimenticia de 1la poblacién guatemalteca,
especialmente la de escasos recursos.

No obstante lo trascendental del cultivo, ain no se cuentan con
variedades que satisfagan las exigencias de 1los agricultores. Los
promisorios avances del cultivo de tejidos en otras especies vegetales
confiere la posibilidad de que el cultivo in vitro sea utilizado en los
programas convencionales de mejoramiento del frijol en nuestro medio.
Para la aplicacién con éxito del cultivo de tejidos, se hace
imprescindible evaluar diferentes medios de cultivo para la induccién de
callo y regeneracién de plantas; estudiar la respuesta de los explantes a
la induccidn de'callo vy el comportamiento de los callos en cuanto a la
regeneracién de plantas.

La investigacidén se realizé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales de 1la Faéultad de Agronomfa, Universidad de San Carlos de
Guatemala. Esta investigacién comprendié las fases de induccién de callo
y regeneracién de plantas. En la primera fase se evaluaron las
respuestas de explantes de embrién, raiz ¢ hipocotilo de frijol

Phasenlus vul aris L.) variedad Quinack Ché a la induccién de callo en
diferentes medios de cultivo. Los medios de induccién evaluados fueron
el medio basal Murashige y Skoog (MS) suplementado con seis combinaciones
de Acido naftalenacético (ANA) y N6 furfuril aminopurina (KIN) y el medio
basal Gamborg et al (B5) mds seis combinaciones de los reguladores del
crecimiento 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y KIN.

La segunda fase comprendié la evaluacién de cinco medios de
regeneracién a partir de los callos obtenidos en cada medio basal, MS vy
B5 de la primera fase.

Los resultados en cuanto a la induccién de callo en los medios que
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contenian el medio basal MS, indican que la mayor eficiencia se obtuvo de

explantes de hipocotilo en un medio que contenia 5.0 mg/l de ANA y 0.5
mg/l de KIN; en tanto que los callos con mayor peso fresco se alcanzaron
en los medios que contenia 5.0 mg/l de ANA y 3.0 mg/1 de KIN, el embridn
como explante indujo los callos con mayores pesos fresco. Los callos
desarrollados en el medio basal MS fueron generalmente compactos. Por
otro lado la mayor induccién de callo se obtuvo cuando se utilizé la raiz
como explante en los medios que contenfa el medio basal B5 y los
reguladores en las concentraciones siguientes: 0.1 y 0.5 mg/l de 2,4-D y
0.5 mg/l de KIN. El mayor peso fresco se obtuvo de explantes de rafces
en el medio basal B5 con 0.1 mg/l de 2,4-D y 0.5 mg/l de KIN. Los callos
desarrollados en el medio basal B5 fueron friables.

En la fase de regeneracién de "plantas, no fue posibie regenerar
plantas a partir de callo, s8in embargo 8se observaron centros de
regeneracién en el medio que contenfa 1.0 mg/l de ANA y 0.5 mg/l de
bencil aminopurina (BAP) estos callos se originaron de explantes de

embrién, desarrollados en el medio basal MS de la primera fase.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La induccién de callo y luego la regeneracién de plantas en aseolus
vul ar s L. sigue siendo la principal preocupacién de los investigadores
del mundo, mientras no se tenga resuelto este problema no se podré
aplicar la técnica del cultivo in v't o en el mejoramiento del frijol.

Los logros obtenidos en esta especie atin son limitados. Crocomo et
al (11,28) regeneraron dos plantas de nueve cultivares evaluados, pero el
medio no fue universal para otras variedades. Mufioz (22) regeneré
plantas, pero en relativos silvestres de aseo us; Rufiz y Peldez, Ramos
y Saunders et al (26,23,29) lograron regenerar brotes y raices; mientras
que Allavena y Rossetti (3), Schieren y Jacobsen (30), Breuer (7),
Saunder et al (29) y Martins y Sondahl (18) observaron embriones
somdticos, estructuras gemejantes a embrioides en estado de torpedo,
estructuras globulares y células embriogénicas. Desarrollados en
diferentes medios de cultivo; explantes y cultivares. La respuesta a la
induccién de <callo y regeneracién de plantas dependen del medio de
cultivo, del tipo de explante, de la especie Y del cultivar utilizado.

A pesar de la importancia que el frijol representa para la dieta de
la poblacién, atdn no se han realizado trabajos sobre el comportamiento de
nuestras variedades en cuanto a la induc«ién de callo y regeneracién de
plantas. Por todo lo anterior existe la necesidad de evaluar tipos de
explantes dJde frijol en diferentes medios de induccién de callo y
regeneracién de plantas. La presente investigacién pretende encontrar
los explantes y los medios de cultivo que induzcan callo y que regeneren
plantas. Para la realizacién de 1la investigacién se ha tomado la
variedad Quinack Che por ser ésta una de las més cultivadas por los

agricultores del altiplano de Guatemala, gracias a su moderada precosidad

Yy a su tolerancia a las enfermedades Urom ces haseo A coch ta sp. y
Col etotric um lindemut iana las cuales son 1las wméds importantes.
BE (A UNIYERMUAD BE SAR LARLES

Bibltoteca Ceontral



3. MARCO TEORICO
3.1 La biotecnologfia. Antecedentes, desarrollo y perspectivas.

El comienzo de la ingenierfa biolégica a finales del siglo XX (6),
llega a ser la mads grande revolucién en la historia de la humanidad. Los
avances en la dltima década han sido notables, tales como la produccién
de insulina, hormonas del crecimiento, interferén, ‘vacunas, enzimas,
trabajos en 1la cirugia genética y empalme genético, estudios en
lixiviacién de minerales cupriferos. En la agricultura, la biotecnologia
esta desarrollando una promisoria actividad en el campo de los
biofertilizantes, bioinsecticidas, en algas microscépicas y en las
especies susperiores se han producido plantas de algodén o8s ium
hirsutum L.) sin semillas mediante manipulacién genética; se han creado
plantas hibridas, por ejemplo el cruce entre papa S um uberos m por
tomate c Mill.) obteniéndose el pamate. En el
futuro serd posible mejorar los cultivos proporcionando a las plantas la
resistencia necesaria para hacer frente a los herbicidas, a los insectos,
las enfermedades, la deficiencia de agua, las bajas temperaturas y otros

problemas ambientales.

3.2 Desarrollo del embrién,_raiz e hipocotilo

Bidwel (5) indica que el =zigote es capaz de originar un nuevo

organismo completo. Pero después de una divisién cada célula hija tiene
una predisposicién morfogénica. Si se separan las dos células hijas,
cada una recobra la capacidad de dar un organismo completo. Esta

capacidad de crecer o predisposicién morfogénica no es tan solo una
caracteristica de las células aisladas.
Poco después que se forma el =zigote empieza a crecer mas o menos

rdpidamente y se desarrolla formando un embrién, y como tal descansa



hasta la germinacién de la semilla.

El desarrollo del endospermo precede al crecimiento del embrién, el
endospermo nutre al embrién durante el desarrollo. Mas tarde, por lo
general, se forma las paredes celulares y el endospermo se vuelve sélido.
Después de esto normalmente empieza el desarrollo del embridn.

La divisidén celular inicial del zigote forma dos células, una de las
cuales formard al embrién y la otra al suspensor. El suspensor sirve
para mantener el anclaje u orientacién del embrién y para que se
introduzca en la masa del endospermo del que deriva su nutricién.

El embridon pasa a través de los estadios globoso, de corazén y de
torpedo. Los dos 16bulos del estadio de corazén forman los cotiledones
v en el estado cotiledonar el embrién ya ha desarrollado una radicula o
meristemo radical y un meristemo del tallo.

Durante los inicios del crecimiento el nivel de organizacién celular
del embrién se incrementa desde el zigote hasta un nivel muy alto en el
embrién maduro. En este periodo el embrién se desarrolla de una sola
célula totalmente heterdtrofa a wuna unidad autétrofa capaz de
desarrollarse posteriormente por si sola.

Bidwel (5) manifiesta que la raiz crecimiento, primaria,
secundaria o adventicia, puede dividirse, en general en tres regiones:
la regién meristemdtica, donde tiene lugar la multiplicacién celular, la
regién de alargamiento y diferenciacién donde prosigue en menor grado 1la
divisién celular y 1la regién de alargamiento y diferenciacién donde
prosigue en menor grado la divisién celular y la regién de maduracién.
El extremo de la raiz esta protegido por 1la caliptra. El centro
quiescente del meristemo contiene frecuentemente una reserva de células
embrionarias que se dividen con lentitud. Columnas de células de la
regién embrionaria se extienden longitudinalmente para producir la

estructura caracteristica de la raiz. Algunas células se alargan mucho
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mds que otras las que, por lo tanto, deben crecer por divisiones

adicionales. Las regiones de divisién, alargamiento y maduracién tienden
a superponerse.

En las dicotiledéneas, el floema primario se emplaza entre los
extremos de la estrella de xilema. Fuera del floema hay una capa de
células, el periciclo, que tiene su actividad meristemdtica, el periciclo
d4 origen a rafces laterales. La divisién celular en el periciclo forma
un nuevo primordio radical que crece a través de la corteza, ya sea
mecAnicamente, abriéndose paso por la fuerza ya sea enzimdticamente, por
digestién de las células corticales frente a 1. Los tejidos en la base
de la raiz lateral forman conexiones vasculares con la estela de la raiz
principal.

Bidwel (5) indica también que la parte del embrién y la pléntula
situada entre los cotiledones y la radicula se denomina hipocotilo.

La mayorfa de los meristemos apicales contienen dos zonas
principales: la tinica, con una o varias capas de células organizadas en
hileras normales en la superficie del meristemo, y el cuerpo, una masa de
células, dispuestas con menos orden, por abajo de la tdnica. Las células
de la tinica se dividen usualmente en planos perpendiculares a la
superficie del meristemo, mientras que las células del cuerpo lo hacen en
muchos planos diferentes. La tdnica por lo regular da origen al tejido
epidérmico y el cuerpo, a la masa de tejido interno de tallos y hojas.

Las zonas de divisién celular, alargamiento y maduracién se
encuentran en la punta del tallo, pero no estdn claramente separadas.
Ello se debe a que el meristemo produce no sélo el tallo, sino también
hojas y ramas de véAstagos mediante excrecencias de tejido del margen del
meristemo apical. Los tallos de dicotiledéneas son mds complejas y son

capaces de crecimiento secundario. El crecimiento secundario tiene lugar
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a causa del cambium mediante divisiones tangenciales a la circunferencia

del tallo, dando origen a células nuevas de floema hacia el exterior y

células xilematicas nuevas hacia el interior.

3.3 Inoculacién e iniciacién del callo

Mufioz (22) indica que el explante proveniente de una porcién
vegetal, se esteriliza y se introduce en los frascos que contienen el
medio de cultivo en donde se inciardn los callos. La proliferacién del
callo se puede iniciar casi de cualquier porcién vegetal.

Hurtado, Ramos y Thorpe (12, 23, 33) indican que los reguladores del
crecimiento mds usados en la iniciacién y mantenimiento del cultivo del
callo son: Acido indol-3-acético (AIA), Acido naftalen acético (ANA) y el
dcido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), en concentraciones desde 0.1 a
10.0 mg/1, éara cada especie € incluso para cada cultivar existen
fitohormonas y una concentracién balanceada para la induccidén y
mantenimiento del cultivo. El maximo tamafio del callo se alcanza a las 3
u 8 semanas de cultivo, a esta edad se debe efectuar los subcultivos, y a
cada 2 o 6 semanas se transfieren a medio fresco para evitar su
debilitamiqnto el crecimiento y lograr su supervivencia. La
multipl-cacién y crecimiento celular son acelérados, provocando gasto de
nutrientes del medio, as{ mismo el agua se evapora dejando al medio
deshidratado.

El balance de auxinas y citoquininas en el medio determinaria la
formacién de brotes, rafces, embriones o la continua proliferacién del
callo. Cuando la concentracién de citoquininas es mayor que la auxina
entonces se iniciardn las yemas de brotes, pero si la auxina es la de
mayor concentracién entonces se desarrollardn los primordios radiculares

¥y la concentracién equilibrada de ambos induciréd el incremento del callo.



3.4 Cambios en el cultivo del callo

Hurtado (12) indica que los cambios que ocurren a nivel celular se
dividen en cuatro periodos: induccién, proliferacién celular, induccién
de la diferenciacién y envejecimiento. Durante la induccién las células
del indéculo comienzan su crecimiento tanto en nimero como en tamafio; en
la etapa de proliferacién celular el tejido calloso aumenta su masa
celular al méximo; durante la fase de induccién de la diferenciacién se
obtienen meristemos apicales y radiculares, embrioides y tejido vascular;
la etapa de senescencia se caracteriza por la pérdida de capacidad del

crecimiento en el callo.

3.5 Morfologia y citologfa del callo

Hurtado, Ramos y Thorpe (12, 23; 33) concluyen que el callo proviene
de explantep de 6rganos y tejidos diferenciados que posteriormente son
desdiferenciados, 1las células presentan una proliferacién continua,
acelerada y de apariencia desorganizada, que da origen a una masa amorfa
de tejidos. Esta masa celular puede presentar diferentes tipos
morfolégicos, los cuales varfan segin la apariencia exter;a, textura y
composicién celular. Algunos callos son masas celulares compactas y
duras, con células intimamente unidas, mientras otras forman tejidos
esponjosos con una gran cantidad de espacios intercelulares llamados
friables.

La pigmentacién del callo esta determinada por factores
nutricionales y ambientales, y se manifiesta por 1la presencia de
clorofila, carotenos y antocianinas, entre otros, se pueden presentar
callos que carecen de pigmentacién, mientras otros son de diferentes
tonos de verde, amarillo, café o rojo.

Las células de las plantas tienen el potencial para diferenciarse,



dividirse y desarrollar o46rganos y plantas completas, siempre que se
suministra un balance adecuado de los reguladores del crecimiento y un
buen manejo del cultivo ya que morfolégicamente la caracteristica méas

importante del callo es la totipotencialidad de sus células,

3.6 Medios de cultivo

Hurtado y Thorpe (12, 33 ) dicen que el punto de partida para que la
técnica del cultivo de tejidos pueda ser aplicada con éxito es el uso del
medio nutritivo adecuado, wuso de sustancias quimicas necesarias,
combinaciones apropiados de los nutrientes y el empleo de tejidos viables
en condiciones de cultivo adecuados. Un medio de cultivo esta compuesto
por los siguientes ingredientes: sales inorgédnicas, fitohormonas, fuentes
de energfia y carbono, fuentes de nitrégeno, vitaminas y materiales

inertes de soporte.

3.6.1 Sales inorgénicas

Hurtado (12) indica que los requerimientos de sales inorgénicas de
una célula en el cultivo de tejidos son los mismos que los necesitados
por una planta normal. El medio Murashige y Skoog es el méAs adecuado
para e’ cultivo de muchas especies, debido a las cantidades de
macronutrientes indispensables para el crecimiento y desarrollo celular.
Los macronutrientes nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, azufre vy

magnesio son requeridos en cantidades milimolares.

3.6.2 Reguladores del crecimiento

Hurtado (12) indica que 1las citoquininas y las auxinas son los
prinicipales reguladores del crecimiento en el cultivo de tejidos, los
cuales pueden ser naturales o sintéticos. La concentracién de
citoquinina usada va de 0.03 a 30 mg/l y las auxinas de 0.1 a 10 mg/1,

variando segin la especie y de los fines que se persiguen. Las
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citoquininas méds usadas son: N8bencil aminopurina (BA), Nf6dimetil alil

aminopurina (2iP), N€ furfuril aminopurina (KIN o cinetina), N8 (4-hidroxi,
3-metil, 2 butenil) adenina (zeatina) y las aixinas utilizadas son: Acido
3-indolacético (AIA), Acido 3-indolbutirico (AIB), dcido naftalenacético
(ANA), Acido 4-diclorofenoxiacético (CPA), dcido 2,4-diclorofenoxiacético

(2,4-D), &cido 4-amino-3,5-tricloropicolinico.

3.6.3 Nitrogeno orgénico
Thorpe (33) dice que la fuente comin del nitrégeno orgénico en los
medios incluye aminodcidos, glutamina, asparagina y adenina. ° Una

cantidad de 0.02 a 0.1 ¥ de caseina hidrolizada o vitamina libre es

adicionado también.

3.6.4 Vitaminas
Hurtado (12) asegura que las plantas sintetizan sus propias vitaminas
para su crecimiento y desarrollo; la tiamina es la de mayor importancia,

pero otras pueden estimular procesos de crecimiento especfficos.

3.6.5 Materiales inertes o de soporte
Hurtado y Thorpe (12, 33) indican que los materiales inertes o de
soporte constituyen los substratos en el cultivo de tejidos. El agar es

el més usado por proveer un gel hidmedo, los demés como la poliacrilamida

vy la siflica gel son menos usados. El papel filtro se utiliza como
soporte en los medios liquidos. Las substancias de desecho en los
medios de cultivo son eliminados carbén activado en bajas

concentraciones.

Hurtado (12) indica que ademds de los ingredientes mencionados,
existen otros compuestos orgidnicos como los hexitoles, la adenina o el
sulfato - de adenina, las bases nitrogenadas (Acido citidilico ¥

guanilico), Acido citrico, ascérbico y &cido médlico evitan la oxidacidn.



W

11
Los complejos naturales han sido empleados para enriquecer los medios de

cultivo, entre los cuales estan: pulpa de pldtano, endospermo y agua de
coco, emulsién de pescado, extracto de malta, jugo de naranja,
‘hidrolizado proteico (caseina, lactoalbimina, peptona y triptona) jugo

de toﬁaté vy extracto de levadura.

3.7 ,Algunas investigaciones realizadas sobre el cultivo de tejidos

en frijol.
Induccién de callo. Veliky y'Martins, citados por Sharp (28) realizaron
estudios para la induccién de callo sobre diferentes medios de cultivo,
utilizendo bajas y altas concentraciones de sales basales,

Liau y Boll (16, 23) establecieron un medio sélido para el cultivo
de callos derivados de explantes de rafces, hipocotilos y cotiledones,
ellos definieron que dichos tejidos ‘tenfian un comportamiento similar en
su aparienc;a morfolégicas y la misma respuesta frente a diferentes
medios. La méxima tasa de crecimiento ocurris entre 8, 12, y 17 dfas, en
el medio sélido fue més tardio, no obstante que las divisiones celulares
comienzan 24 horas después de la inoculacién, otros autores aseveran que
la formacién del callo vy diferenciacién radical varfan con la
concentrac én de sales. En el trabajo de Kerns et al (15), cuando
hicieron cultivo de células en suspensién de explantes provenientes de
hipocotilo y cotiledén se indujeron callos, pero hubo marcada diferencia
morfolégica entre algunas variedades.

El tejido del epicotilo de soya fue usado por Jacobsen et al y Kerns
et al (13, 15) para el cultivo de células en suspensién, todos los
cultivares fueron mantenidos sobre medio Gamborg et al (B5) més 1 mg/1 de
2,4-diclorofenoxiacético, a 25 grados C en un lugar obscuro vy sobre un
agitador. Jacobsen et al y Kerns et al (13, 15), tuvieron éxito en la

induccién de callo en el cultivo de células en suspensién utilizando



12
hipocotilo de soya, ellos notaron diferencias morfolégicas entre las

variedades empleadas como ocurrié en el epicotilo.

Chatfield, Liau y Sharp (8, 16, 28) reportaron el uso del hipocotilo
para la induccién de callo, los explantes se inocularon en el medio de
Murashige y Skoog, stleméntados con compuestos orgédnicos, también
evaluaron otros medios, pero el comportamiento del hipocotilo en relacién
con los explantes de rafz y cotiledén fueron similares en cuanto a la
apariencia morfolégica y respondieron igual en 1los otros medios.

Ramos (23) hizo cultivos de epicotilos provenientes de cinco
cultivares de frijol sobre los medios PC-L2, Blaydes, Gamborg et al y S.
A los 10 dfas 13s callos se transfirieron a los medios PC-L2 con mayor
contenido de auxina y al medio Blaydes sin hormonas. Los resultados
indican que un mismo medio produjp findice de crecimiento relativo (ICR)
diferentes en cada uno de los cultivares ensayados. Lo que sugiere que
el ‘factor' genético del cultivar se manifiesta ante determinado medio
nutritivo, lo cual puede comprobarse comparando 1la respuesta de los
genotipos en los demds medios. Probablemente esta respuesta est4
condicionada con la actividad especffica de los reguladores ante un
determinado genotipo.

Liau y Boll (16) hicieron una comparacién del crecimiento en el
cultivo de tejidos en frijol inoculando piezas de rafz, hipocotilo y
cotiledén sobre diferentes medios basales. En el medio L1 se obtuvieron
bajos rendimientos, 1los altos rendimientos se produjeron en el medio
Murashige y Skoog. Los explantes de rafces produjeron répidamente muchas
rafces, los hipocotilos mostraron un ligero color amarillo parduzco, el
crecimiento rdpido de todos los cultivos ocurren entre 1 a 2 semanas, y
sus curvas de crecimiento de callos son muy similares. En cuanto al
crecimiento en peso fresco y peso seco no fueron paralelos.

Ramos (23) observé que el incremento en el peso de los callos era
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favorecido por la textura friable del callo, debido a que mayor nimero de

células entran en contacto con el medio de cultivo. Los pesos alcanzados
por todos 1los callos fueron bastante similares entre si en callos
originados de tejido foliar.

Mok y Mok (20, 28) evaluaron la respuesta genotipica del frijol

frente a 4 auxinas y 7 genotipos de e ) L.,
lunatus L. vy P agseou acut o i L, Fue usado el medio Murashige y
Skoog. El picloram fue efectivo en promover el crecimiento del callo.

Los tejidos de algunos genotipos crecieron bien entre 1.25 a 40 uM Y no
hubieron diferncias en cuanto al peso frente a varias concentfaciones de
picloram, el 2,4-diclorofenoxiacético también incrementé el crecimiento
del callo, pero en menos rango de concentraciones entre 1.25 a 20 uM. El
Acido naftalenacético indujo el crecimiento del callo a concentraciones
relativamente altas entre 10 a 40 uM, Y el A4Acido indol-3-acético
presentdé inefectividad en soportar el crecimiento del callo, el cual fue
de color café en cada periodo de cultivo, al llegar a las 3 semanas se
puso necrético completamente.

Mok y compafieros (21) estudiaron las relaciones de las estructuras
de 8 citoquininas en la induccién de callo en 2 genotipos, uno en
Phaseolus vu S L. y otro en Phaseo 8 u at s L. El rasgo estructural
que més contribuye a la mayor diferencia genotipica en la relacién de la
actividad de acuerdo a la estructura de la citoquinina es la presencia o
ausencia de una doble ligadura en la posicién 2,3 de N®isoprenoide.
Trans-zeatina e hidrozeatina fueron los méds activos en la induccién de
callos. Los reguladores sugieren la posibilidad de emplear la estructura
de las citoquininas para distinguir genotipos diferentes en la funcién y
metabolismo de la citoquinina.

Mok y Ruiz et al (20, 25) en un estudio realizado acerca de los
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efectos de 1las fitohormonas y la respuesta de explantes para 1la

produccién de callo, la auxina en el medio generalmente promueve una
buena formacién de callo, pero regularmente suprime la regeneracién de
plantas. El 2,4-diclorofenoxiacético (2 mg/l) produjeron callos grandes
y friables. El dcido naftalenacético (ANA) y 4cido indol-3-acético (AIA)
mostraron poco efecto ya sea solos o combinados con alguna citoquinhina.
Los callos formados fueron pequeiios y friables, cuando fueron
transferidos a otro medio, no crecieron, Mok y Mok vieron similares
resultados, con la diferencia que el ANA dié buenos resultados. La
combinacién de 2,4-diclorofenoxiacético con la citoquinina benciladenina
no afecté alguna morfologia y hédbito de crecimiento del callo. La
eliminacién del 2,4-diclorofenoxiacético en la ausencia de otras
substancias de crecimiento promovié gl deterioro del cultivo, muriéndose
muy temprano. En cuanto a los explantes, el 2,4-diclorofenoxiacético
promovié la formacién de callo fécilmente, en explantes de hipocotilo.
Ruiz et al (25), observaron que en los genotipos habfia también
diferencias en la produccién de callos.

Crepy y compafieros (9) estudiaron el comportamiento de callos en 2
medios basales, cuando los callos fueron transferidos a un medio sélido
BSB, ocurrié un incremento en la masa de células, después de 3 semanas,
al 1inicio el callo era de color café, pero por dGltimo se necrosé
totalmente. En el segundo medio MS con adiciones de agua de coco, 2,4-
diclorofenoxiacético (0.05 mg/l), A4cido naftalenacético (0.1 mg/l) y
benciladenina (0.5 mg/l), los callos permanecieron verdes durante 6
semanas y no presentaron necrosis. La presencia del 2,4-
diclorofenoxiacético determiné la sobrevivencia de los callos.

Los callos producidos por Crocomo y compafieros (10) fueron iguales
en su crecimiento frente a varias concentraciones de sucrosa, pero la

presencia de la caseina hidrolizada parecidé necesaria para que ocurriera
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el crecimiento del callo, mientras que la pPresencia de 2,4-

diclorofenoxiacético produjo mucho crecimiento de los callos.

Ruiz y Peldez (26) hicieron un estudio comparativo de la formacién

de callos en explantes de meristemo, epicotilos, catéfila e hipocotilo de
Phaseo s vul ari L. y Pha eolus cocc neus L. Todos los cultivares y
explantes formaron callos eficientemente en el medio con 2,4-
diclorofenoxiacético, 1los cuales fueron los més grandes, pero en
Phaseo us vul aris L. fueron relativamente pequefios, en cambio con el
acido naftalenacético y benciladenina se produjeron callos més
frecuentemente., E1l hipocotilo produjo callos més grandes. Y el cultivar
rifién morado fue el que presenté alta frecuencia en 1la formacidn de
callos.
Morfogénesis. B;dwel y Smith (5, 31) indican que se obtiene cierto éxito
en el cultivo de embriones en medios sintéticos complejos si estan
presentes varias condiciones. Los embriones muy temprano requieren un
potencial osmético bajo, pero el requerimiento baja al madurar el
embridén. Los factores més importantes son 1los reguladores del
crecimiento que deben estar bien balanceados.

Bidwel y Mufioz (5, 22) indican que el zigote y las células derivadas
de un cultivo de embrién aislado son las que pueden regenerar, pero las
células derivadas de partes de la planta més maduras o diferenciadas
tienen una respuesta restringida a la regeneracién.

Mufioz y Sharp (22, 28) manifiestan que son muchos los reportes sobre
la dificultad de regenerar plantas a partir de callos utilizando
genotipos cultivados de Phaseolus vul aris L.

Crocomo y compafieros (11, 28) cultivaron explantes de HBjas en el
medio usado por Veliky y Martins méds 4cido indolacético (11.2 uM, 4cido

naftalenacético (5.4 uM) vy cinetina (0.9 uM), y ademis se adiciondéd 1/4 de
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extracto de semilla de frijol/ml. Dos plantas se pudieron regenerar de 9

cultivares experimentados de ase lu v 1 aris L. En los otros ensayos
cuando se adicioné el extracto de 1/4 de semilla de frijol fueror
notables el incremento del callo y la morfogénesis de raiz.

Allavena y Rossetti (3) observaron embriones sométicos sobre callos
originados de embriones inmaduros provenientes de 2,4-
diclorofenoxiacético (2.2 mg/l) y cinetina (0.2 mg/l), estos fueron
transferidos en el segundo medio con 0.1 mg/l de 4cido naftalenacético y
0.5 mg/l de cinetina, algunos de 1los callos produjeron estructuras
parecidas a embriones. En el segundo ensayo se usaron callos producidos
sobre 2,4-diclorofenoxiacético (4, 6 mg/l), se transfirieron para la
regeneracién sobre un medio conteniendo dcido naftalenacético (0.1 mg/l),
cinetina (0.5 mg/l), Aé&cido benciladgnina (0.03 mg/l) y &cido giberélico
(GA3) (0.1 mg/l). En todos los experimentos se obtuvieron estructuras
parecidas a embriones solamente con la presencia del dcido giberélico en
uno de los cultivares, pero en el otro cultivar no se observé estructuras
de regeneracién, sobre las células verdes.

En 2 cultivares evaluados por Ramos (23) el 20 % de los callos
desarrollados en el medio Blaydes produjeron rizogénesis a los 17 dias
»ssobre el medio B-2Y en la segunda transferencia, esto puede ser debido a
la mayor concentracién de auxina en el medio inicial y al comportamiento
de crecimiento bajo del {ndice de crecimiento relativo, al inicio del
desarrollo del callo.

Sharp (28) hizo estudios sobre el efecto de la cafeina y nicotina en
el crecimiento y morfogénesis de raices de Phaseolus vul s L., &
observé que la nicotina sin la presencia de reguladcres de crecimiento
fue inhibidor de la induccién de rafz, sobre el medio basal sin cinetina
pero con otros reguladores, fue incapaz de fomentar el crecimiento de)

callo, el efecto estuvo asociado con la induccién de raiz. En cuanto a
o . °
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la cafeina su comportamiento fue antagénico al desarrollo de callo ¥
morfogénesis.

Saka y Wright (27, 35) trabajaron en la soya (Gl cine max Merr.),
ellos cortaron rafces axilares a nivel del nudo a los 14 dias de
germinado, luego los subcultivaron Yy al cuarto subcultivo produjeron
rafices. Los medios iniciales fueron la sal de Murashige y Skoog a la
mitad de su concentracién més benciladenina (5 uM), y la otra mitad sin
hormonas suplementarias.

Sreedhar (32) obtuvo diferenciacién morfolégica en explantes de
hipocotilo y epicotilos de frijol seo u L.) cultivados en el
medio Gamborg et al suplementados con bencilaminopurina (2 mg/1) y
cinetina (0.5 mg/l) a las dos semanas de cultivo.

Allavena y compafieros (1) usaron explantes de cotiledones inmaduros
cuando tenfa 15 dias después de 1la antesis, los cuales fueron inoculados
sobre medio Murashige vy Skoog mis 4cido benciladenina y DHZ, haciendo
pretratamientos a las 6, 24 y 48 horas. Las regeneraciones observ;das en
este estudio se consideraron originados del explante. En algunas
instancias fueron observados mis de un centro de regeneracién por cada
callo. Ellos indican que aGn no existe un medio completamente definido
para la regeneracién via embriogénesis somdtica en Ph seo us vul ar s L.
fas  hormonas evaluadas aqui fueron el dcido benciladenina, 4cido
indolacético, dcido naftoxido, Né6dimetil alil aminopurina, acido
indolbutirico, Acido naftalenacético y benciladenina.

Schieren y Jacobsen (30) indujeron callos para la regeneracién sobre
el medio basal RB m4s picloram (0.38 mg/l), luego se transfirieron en el
medio RB mas picloram (1 mg/l) durante 12 ho;as en forma de
pretratamiento, después se inocularon sobre el medio RB méAs benciladenina

(4 mg/l) y 0.1 mg/l de é&cido indolbutirico. Entre los 5 y 14 dias se
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observaron estructuras parecidos a embrioides., Ocasionalmente

aparecieron embrioides en estado de torpedo en el medio de suspensién.
Adn no existe un medio universal para desarrollar la regeneracién en
todas las especies, incluyendo al frijol comin Phaseolus v 1 ar s L.

Los resultados obtenidos por Saunders y compafieros (29) indican que
fueron producidos raices, callos y estructuras élobulares a partir de
explantes de hojas primarias y del extremo distal de cotiledones que
fueron cultivados sobre medio semisélido de Murashige y Skoog més 2,4-
diclorofenoxiacético (3 o m&s mg/l), luego se subcultivaron sobre medio
con 30 mg/l de 2,4-diclorofenoxiacético, las estructuras incrementaron su
peso al doble y de un color verde opacos. En 1los explantes de
cot.iledones no desarrollaron rafices.

Angelini y Allavena (4) hicieron estudios en la regeneracién de
plantas usando explantes de cotiledones inmaduros de frijol haseolus
e L.) cultivados en experimentos previos por micropropagacién, el
37.5 % de regeneracién fue observado en el medio Murashige y Skoog mas 2-
isopentil adenina (10 mg/l) y é4cido 2-naftoxiacético (NOA) (0.05 mg/l),
de acuerdo a los resultados obtenidos se confirma el potencial
morfogenético de IQ§ cotiledones inmaduros d h us cocc eus L,
Breuer (7) observé estructuras de tipo torpedo sobre el medio RB1
suplementados con benciladenina y picloram, en cambio sobre el medio
basal de Murashige y Skoog no se observaron estructuras de regeneracidn.
Para la induccién de callos, é1 utilizé segmentos de hojas y los cultivé
sobre el medio Murashige y Skoog mds 0.2 mg/l de benciladenina vy
diferentes concentraciones de picloram. Callos de diferentes edades se
tran:firieron a un medio liquido sin picloram y en suspensién, para
evitar la necrosis de 1los callos se subcultivaron en el medio RBl.

Breuer (7) indica ademds que la induccién de callos depende del

| e o
W g - A
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genotipo y de la concentracién de picloram en el frijol P aseolus vul

garis L. El cambio de medio aumenté el potencial del tejido para la
formacién de embrioides, aunque ain no se ha podido llegar a la

regeneracién de plantas.

Martins y Sondahl (18) transfirieron los callos obtenidos de
explantes de brotes apicales al medio liquido PC-L2 con 10 uM de 2,4~
diclorofenoxiacético y caseina hidrolizada (2 g/1) esto fue suficiente
para el mantenimiento de 1las células, una segunda transferencia se
efectué en un medio 1liquido conteniendo cinetina (0.5 mg/l), 2,4-
diclorofenoxiacético (0.2 mg/l) y caseina hidrolizada obteniéndose una
produccién de embrioides soméAticos a un estado temprano de desarrollo,
pero sélo en tres cultivares. Las estructuras globulares, células
embriogénicas y embrioides somét;cos no dier&h un desarrollo adicional
cuando se transfirieron sobre un medio l{quido.

La reéeneracién de brotes fue observado por Ruiz y Peldez (26) en los
medios L4 y L7 y MS5 mAs 4cido indolacético (2.25 mg/l) y A4cido
naftalenacético (0.18 mg/l), derivados de 4 explantes de frijol a eolu
vul aris L.

Muficz 122) logré la regeneracién de plantas completas en otras
leguminosas, en relativos silvestres de frijol P. lectus L., P.
scarabellus L., P. santotrichus L., P. edicellatus y P. 1lauc us L.,
con el uso de callos originados de nudo cotiledonar cultivados sobre la
mitad de las sales de Murashige y Skoog més 4cido indolacético (para
inducir <callo), 1luego regeneré sobre el medio Gamborg mAs Acido
indolacético, 4cido giberélico y bencilaminopurina. Ella indica que la
regeneracién de plantas estd influenciado por el genotipo, clase de
tejido utilizado como explante y el medio de cultivo. Por esto los
esfuerzos de los investigadores del mundo estan concentrados en el

estudio de estos factores.
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Mufioz (22) indica que la micropropagacién se utiliza para una rédpida

multiplicacién de plantas hibridas, rescate de mutantes, multiplicacién
de germoplasma valioso con numero reducido de semillas.

McClean y Grafton (19) desarrollaron plantas de frijol usando el
tejido del nudo cotiledonar, germinados en el medio de Murashige y Skoog
mAs 5 uM de benciladenina. Los estudios histolégicos revelan que los
retofios se originan de las células del parenquima subepidermal del nudo,
confirmando la naturaleza adventicia de estés estructuras.

Kartha (14) obtuvo multiples retofios a partir de meristemos de frijol
en el medio de Murashige y Skoog més 10 uM de benciladenina y con el
4cido naftalenacético la produccién de pléntulas fue inferior.

Martins y Sondahl (17) tomaron inéculos de 33 cultivares y los
establecieron sobre el medio Gamborg més benciladenina (0.5 uM) los
cultivares grodujeron callo, rafces y retofios adventicios de acuerdo al
genotipo. Los retofios adventicios desarrollaron de acuerdo a las
condiciones del cultivo. S6lamente 12 cultivares produjeron retofios.

Rubloe y Kartha (24) evaluaron 1la respuesta morfogenética de
meristemos ap}cales de 3 especies de Phaseolus. Los meristemos de
P a L. exhibieron la mejor respuesta en términos de
regeneracién de brotes cuando se cultivé en el medio con benciladenina
(10 uM) y 4cido indolacético o 4cido 4indolbutirico en 1la misma
concentracién, a una temperatura constante de 26°C. La sucrosa sola a un
nivel de 5 % parecié estar adecuado para la reduccién del crecimiento,

esto facilita en corto término la preservacién de los meristemos de

Phaseolus vul a L.
Allavena y Rossetti (2) evaluaron 4 genotipos, 2 tipos de explantes y
varios factores de crecimiento en el medio basal Murashige y Skoog. Una

alta concentracidén de benciladenina forzé la reduccidén del porcentaje de
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explantes axilares elongados, con L-metionina (0.1 mg/l) y L-cisteina-HCl

(0.1 mg/l) adicionado separadamente al medio decrecié el porcentaje de
explantes elongados. Ellos notaron que el genotipo influyé en la
micropropagacién de plédntulas.

Honma, citado por Sharp (28) utilizando el hfibrido producto del cruce
entre Phaseolus yvul aris L. y Phaseolus acutifolius L. en el medio basal
White mds sucrosa (0.12 M) en donde se obtuvieron rafces y brotes vy
cosechd semillas viables. También obtuvo plantas completas del hibrido
entre P, v 's L y P, ) L. los que fueron cultivados en los
medios Tomaszewki y White, los embriones jévenes crecieron mejor en el
medio White mds 0.088 M de sucrosa, en cambio los embriones viejos
crecieron rdpidamente cuando se afiadié 0.014 M de sucrosa.

Crocomo et a2l (10) indican que la glutamina favorece el desarrollo de
embriones inmaduros en hibrido de frijol cultivado en medio Murashige y
Skoog, ia concentracién de glutamina fue de 0.07 y 0.7 uM, ademés

adicionaron al medio 0.1 uM de 4acido giberélico.
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OBJETIVOS

Evaluar diferentes medios de cultivo para la induccién de callo vy
regeneracién de plantas en frijol Phaseolus wvul aris L.) variedad

Quinack Che.

Estudiar la respuesta de los explantes provenientes de embriones,
raices e hipocotilos a la induccién de callo y el comportamiento de
estos callos en la regeneracidén de plantas de frijol variedad Quinack

Che.

HIPOTESIS

Existe por lo menos un medio de cultivo que induce la formacién de
callo en por lo menos un tipo de explante proveniente de frijol

L.). variedad Quinack Che.

Todos los medios de cultivo inducen la regeneracién de plantas en
los callos originados de explantes de embriones, rafices

hipocotilos.
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6. MATERIALES Y METODOS

El estudio se

realizé en el Laboratorio de Cultivo

de Tejidos

Vegetales de la Facultad de Agronomfa, Universidad de San Carlos de

Guatemala. Para la ejecucién del mismo

se emplearon los siguientes

materiales v la metodologia que se indica.

6.1 Material vegetal

Se utilizé la variedad de frijol Quinack Che por poseer

caracterfsticas agronémicas deseables como la tolerancia a enfermedades
como: Urom s aseo

scoc sp. y C um d mu hianum y

por su moderada precosidad. Se usé semilla de 60 dfas de cosechada, la
cual fue producida en la estacién experimental del Instituto de Ciencia y
Tecnologfa Agricolas de Chimaltenango. Sus caracterfisticas se presentan
en el cuadro 1.

Cuadro 1 Principales caracteristicas del frijol, variedad Quinack Che.

Progenitores Compuesto chimalteco 3 x Linea Ef 2164

Dias a antesis

Duracién de la floracién

Color predominante de la flor
Hibito de crecimiento

Altura de cobertura

Color predominante del tallo

Tipo predominante de ramificacién
Area fo'iar

Color predominante de la hoja
Dias a madurez fisiolégica

Color predominante de las vainas a madurez
Dias a la cosecha

Longitud de las vainas

Ancho de las vainas

Color predominante de las vainas secas
Numero de vainas por planta
Nimero de semillas por vaina
Color de la semilla

Aspecto predominante de la testa
Color del hilio

Forma de la semilla

Peso de 100 semillas

Rendimiento promedio

Fuente: Soto, J.J.
Agricolas.

52 dias

50 dias

1lila (33)
tipo 11

36 cms

verde
abierto

51 cms cuadrados
verde

92 dias
amarillo

118 dias
10.41 cms
0.93 cm

café (14)

19 vainas

6

negro
intermedio
sin colorear
alargada ovoide
22 gramos
1.7 TM/Ha.

Programa de frijol, Instituto de Ciencia y Tecnologia
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Los explantes que se evaluaron se obtuvieron a partir de embriones,

raices e hipocotilos. Los embriones se extrajeron de semillas remojadas
durante 24 horas y las raices e hipocotilos se seccionaron de pléntulas

de tres dias en proceso de germinacién sobre agar.

6.2 Fases del estudio

El estudio se llevé a cabo en dos fases: la primera fase comprendid
la evaluacién de medios de induccién de callo y la segunda fase fue la
evaluacién de callos derivados de 1los explantes de embrién, raiz e

hipocotilo, en medios de regeneracién.

6.2.1 Fase de induccién de callo

La fase de induccién de callo comprendié la evaluacidén independiente
de 2 medios baséles, el primef medﬁo basal estuvo consiituido por las
sales bésales de Murashige y Skoog (MS) méds seis combinaciones de
reguladores del crecimiento de &cido naftalenacético (ANA) y N8 furfuril
aminopurina (quinetina, cinetina o KIN) y el segundo medio estuvo
constituido por las sales basales de Gamborg et al (B5) suplementado con
seis combinaciones de reguladores del crecimiento de 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y N6 furfuril aminopurina (KIN, cinetina o
quinetins). En estos medios se estudié la respuesta de los de explantes
originados de embrién (E), rafiz (R) e hipocotilo (H), a la induccién de

callo.

6.2.1.A Medios de induccién de callo

Los medios de induccién de callo evaluados estuvieron consitutidos
por los medios basales de Murashige-Skoog y Gamborg et al, para cads
medio basal se tuvieron diferentes combinaciones de reguladores del

crecimiento los cuales se muestran en el cuadro 2.
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Cuadro 2 Combinaciones de reguladores del crecimiento de 4cido

naftalenacético (ANA) y N6 furfuril aminopurina (KIN) utilizado
el medio basal Murashige y Skoog (MS). Y 2,4-
diclorofenoixiacético (2,4-D) y Ns furfuril aminopurina (KIN)
usado en el medio basal Gamborg et al (B5).

Medio basal Combinaciones
reguladores del crecimiento, (mg/l)

ANA KIN

Murashige 0.5 0.5
y 3.0 0.5
Skoog 5.0 0.5
0.5 3.0

3.0 3.0

5.0 3.0

2,4-D KIN

Gamborg 0.1 0.5
" 0.5 0.5
et al 1.0 0.5
0.1 1.0

0.5 1.0

1.0 1.0

La cqmposicién quimica de los medios basales Murashige y Skoog y
Gamborg et al se presentan en el cuadro 18 "A",

Se evaluaron 12 medios de induccién de callo, de los cuales seis

estaban constituidos por el mismo medio basal.

6.2.1.B Tipos de Explantes

Los explantes evaluados fueron: embrién (E), raiz (R) e hipocotilo
(H).
6.2.1.C Disefio experimental

Se usé un diseiflo experimental de bloques al azar con estructura
bifactorial. Un factor estuvo constituido por los medios de induccién de
callo que contenfan un medio basal en comin (Factor A=6) y el otro factor
fueron los explantes (Factor B=3), lo cual representa 18 tratamientos
para los medios de induccién de callo que contenfan el medio basal
Murashige y Skoog y 18 tratamientos para los medios de induccién de callo

que contenfian el medio basal Gamborg et al.
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6.2.1.D Unidad experimental

La unidad experimental consistié de tres cajas de petri conteniendo 5
explantes en cada caja. Fueron 18 tratamientos con 5 repeticiones lo
cual sumaron 90 unidades experimentales para los medios de induccidén de
callo que contenia el medio basal Murashige y Skoog y 90 unidades
experimentales para los medios de induccién de callo que contenia el

medio basal Gamborg et al.

6.2.1.E Modelo estadistico
El modelo estadistico utilizado para un arreglo combinatorio

bifactorial en bloques al azar fue el siguiente:

Yijk = U + Ai + Bj + Ck + BCjk + Eijk

Donde:

Yijk = variable respuesta

U = efecto de la media general de la poblacién

Ai = efecto de los bloques

Bj = efecto del medio de cultivo

Ck = efecto de los tipos de explantes

BCjk = interaccién del medio de cultivo y tipo de gxplante
Eijk = ¢ fecto del error experimental

6.2.1.F Distribucién de los tratamientos
Los medios de cultivo y tipos de explantes en los 2 medios basales y
reguladores del crecimiento fueron sometidos en un arreglo
combinatorio, como se muestra en el cuadro 3.

Primero fue establecido el ensayo de los medios de induccién de callo
que contenia el medio basal Murashige y Skoog (MS) siguiendo 1la
aleatorizacién que se muestra en el cuadro 4. Después se establecid el
ensayo de los med1os de induccién de ecal que contenia el medio basal

Gamborg et al (Bﬁﬁ qq la misma aleatdrizac del cuadro 4.

o ARTPR S



Cuadro 3

Medio
basal

Murashige

y

Skoog
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Arreglo combinatorio de los medios de induccién de callo &cido
nafatalen acético y kinetina en el medio basal Murashige y
Skoog y 2,4-diclorofenoxiacético y kinetina (mg/1) en el medio
basal Gamborg et al, en ensayos independientes.

Acido nafta- Kinetina 2,4-diclorofenoxiacético Explante
lenacético

Embrién
Raiz
Hipocotilo
Embrién
Rafiz
Hipocotilo
Embrién
Raiz
Hipocotilo
Embrién
Rafiz
Hipocotilo
Embrién
Rafiz
Hipocotilo
Embrién
Raiz
Hipocotilo

COCOCODOCONMNITNNNGIN N O

OO0 NOOCOODMmM KD
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Embrién
Rafiz
Hipocotilo
Embrién
Raiz
Hipocotilo
Embrién
Rafz '
Hipocotilo
Embridén
Raiz
Hipocotilo
Embrién
Raiz
Hipocotilo
Embrién
Rafiz
Hipocotilo
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Cuadro 4

BLOQUE I
MS B5
5E 9E
iH 11H
4E 11E
2R 7R
6H 12R
5R 10H
4H TE
6E 12H
2E 8R
1E 10E
2H 12E
5H 9R
1R TH
6R 10R
3E 9H
3H 8H
iR 11R
3R 8E

MS =

mg/1 de KIN;
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Aleatorizacion de los medios de induccion de callo (ANA/KIN)
(2,4-D) y tipos de explantes en los medios basales Murashige-

Skoog y Gamborg, en ensayos independientes.

BLOQUE II
MS B5
6R 9H
iR 12E
6E 8H
6H 9R
4R 10H
4H 7E
1E 11R
3H 11E
5R TH
4E 12H
3R 8R
1H 12R
2R 8E
2E 10R
3E 10E
2H 9E
5H TR
5E 11H

Murashige y Skoog;

v 1.0 mg/1l de KIN;

B5

BLOQUE III
MS B5
1E 11E
3H 10R
6R 10H
2E 9E
5R 11H
iR TE
6E 11R
5E 9R
6H 12R
4R TR
2R 8E
4H 12H
4E 9H
3R 8R
1H TH
3E 12E
2H 8H
5H 10E

Gamborg et al;

mg/1l de KIN;

BLOQUE 1V
MS B5
3R 10E
4R 12H
5H 10H
3H 9R
iR 11E
2H 9H
1H 8H
6E 11R
6R 12E
1E 11H
4E 7R
6H 8E
2E 9E
2R 10R
5E TH
5R 8R
3E TE
4H 12R

BLOQUE V
MS B5
3E 12R
4H 9R
3R 8R
5H 10E
5E 8E
6H 11E
1H 10H
3H TH
2R 11R
iR 12E
6R 8H
6E 9E
2H TE
4E TR
5R 11H
2E 12H
1E 10R
4R 9H

= embrién; R = raiz; H =

hipocotilo; 1=MS con 0.5 mg/l de ANA y 0.5 mg/1 de KIN; 2=MS con 3.0 mg/l
de ANA yv 0.5 mg/l de KIN;
MS con 0.5 mg/l de ANA y 3.0 mg/l de KIN; 5=MS con 3.0 mg/l de ANA y 3.0

6=MS con 5.0 mg/l de ANA y 3 mg/1 de KIN.
de 2,4-D y 0.5 mg/l de KIN; 8=B5
9=B5 con 1.0 mg/1 de 2,4-D y 0.5
11=B5 con 0.5
con 1.0 mg/l de 2,4-D y 1.0 mg/1

3=MS con 5.0 mg/l de ANA y 0.5 mg/l de KIN; 4=

7=B5 con 0.1mg/1
con 0.5 mg/l de 2,4-D y 0.5 mg/1l de KIN;
10=B5 con 0.1 mg/1 de 2,4-I
mg/1l de 2,4-D con 1.0 mg/1 de KIN;
de KIN.

12=B5
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6.2.1.G Manejo del experimento

6.2.1.G.a Preparacién del medio

Los componentes del medio se prepararon en soluciones concentradas d:
concentracién conocida para macroelementos, microelementos, soluciones de
hierro, vitaminas, myo~-inositol y reguladores del crecimiento. Los
medios de cultivos se esterilizaron en autoclave durante 20 minutos a
121°C a 15 psi, ya esterilizado se agregé 15 ml del medio en cada caja de

petri previamente esterilizada.

6.2.1.G.b Obtencién, preparacién e inoculacién de los explantes

La obtencién y preparacién del embrién se hizé seleccionéndo las
semillas de frijol, que estuvieran libres de dafio por plagas y sin mal
formaciones, luego s8e lavaron con agua, después se esterilizaron con
1.1 % de hipoclorito de sodio durante 20 minutos sobre un agitador, en
seguida ge lavé el cloro con agua destilada por 4 veces, “por dltimo se
pusieron las semillas en remojo durante 24 horas en un beaker con agua
destilada. Al cabo de 1las 24 horas, los granos se volvieron a
esterilizar con 1.1 % de hipoclorito de sodio, durante 20 minutos, luego
se lavaron 4 veces con agua destilada y esterilizada.: Estando las
semillas limpias se procedié a extraer los embriones Yy se inocularon 5
explantes en cada caja de petri. Todos estos procesos se realizaron en
la cAmara de flujo laminar.

Las raices e hipocotilos se obtuvieron de semillas seleccionadas, se
lavaron con agua, luego se esterilizaron con 1.1 % de hipoclorito de
sodio durante 20 minutos sobre un agitador, posteriormente se lavaron 4
veces con agua destilada y esterilizada. Las semillas esterilizadas se
pusieron a germinar en erlenmeyer de 250 ml gue contenfa 15 ml de agar
debidamente esterilizado. Tres dfas después se cortaron los explantes y

se inocularon sobre los medios de cultivo contenidos en las cajas de
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petri, en cada caja se colocaron cinco explantes, cada explante media

aproximadamente 10 mm, los procesos anteriores se hiceron en la camara de
flujo laminar. La superficie de trabajo se desinfecté con alcohol y los
bisturies y pinzas se flamearon en un mechero, cada vez que se tocaba un

tejido diferente.

6.2.1.6.c Condiciones de cultivo

Los explantes de embrién, raiz e hipocotilo inoculados en los medios
de induccién de callos se mantuvieron en un cuarto de incubacién bajo un
fotoperfodo de 18 horas luz y 6 horas de obscuridad. Se usaron l&mparas
fluorescentes de luz blanca que proporcionaron aproximadamente 2,500 lux

y una temperatura de 25°C,.

6.2.1.6.d Variables evaluadas

Los datos de las variables fueron anotados a los 15 dfas de cultivo,

independientémente de cada medio basal. Las variables fueron las
siguientes:

1. Callos inducidos. El conteo se hizo en los explantes que indujeron
callos. Los explantes muertos o qﬁe 86lo formaron rafces y brotes, no

fueron isncluidos.

2. Peso fresco de callos. Los callos que presentaron restos de tejidos
jniciales y estructuras secundarias co;o raices y brotes, fueron
limpiados con bisturi y luego se pesaron.

3. Porcentaje de callos formados a partir de explantgs de embridén, raiz e

hipocotilo.

4. Consistencia de los callos a los 15 dfas de cultivo.

6.2.1.G.e Método de andlisis
Los andlisis estadisticos se efectuaron independientemente tanto para

los medios de induccién de callo que contenia el medio basal de Murgshige
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Skoog como para los medios de induccién de callo que contenia el medio

basal Gamborg et al.

Se realizé anédlisis de varianza (ANDEVA) al ntmero de callos
inducidos y al peso fresco de los callos. Los datos fueron forzados a
cumplir con los supuestos del ANDEVA mediante la transformacién de 1la
raiz cuadrada Y = x + en donde aparecfian muchos ceros y Y = 4 x
cuando en "x" no habian ceros, luego se analizé la variable "Y". Los
datos continuos del peso fresco no se les hizo la transformacién.

Cuando se notaron diferencias significativas (*) y altamente
significativas (**) fue necesario realizar pruebas de wnedias por el
método de TUKEY, para cada factor o en la interaccfon cde ambos.

Para la variable consistencia de lo4 callos, se hizo un anédlisis
mediante 1la prueba @ de Cochran, para lo cual los datos fueron
clasificados en dos categorias asi: 0 = callos compactos, fueron aquellos
cuya textura de la masa callosa era firme, con células bien unidas entre
si y 1 = callos friables, los cuales tenfan sus células espaciadas entre

si, mostrando una superficie no firme de la masa callosa. El andlisis de

esta variable se realizé utilizando la siguiente férmula:

K K
(K 1) [ k = G - (= G )2 ]
Jj=1 J J=1 j
Q =
N N
K Z Lt - 2 1.2
i=1 i=1
Donde:
Q = Prueba @Q de Cochran
N = Nuimero de filas
K = Nimero de columnas
Gj= Suma de éxitos en cada tratamiento

Li= Suma de éxitos en cada grupo
Con esta férmula se determind el valor de Q. La significancia del
valor observado se determiné con la funcién de Ji-cuadrado, con (k-1)

grados de libertad. Si la probabilidad asociada con el valor obtenido de
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Q es igual o menor que el nivel de significacién, se rechaza la hipétesis

nula. (Ho:probabilidad de ocurrencia, igual en todos los tratamientos).

Los porcentajes se obtuvieron mediante la siguiente férmula:

Nimero de callos formados a partir de embriones,
rafices e hipocotilo,

PCF = x 100
Total de explantes de embriones, raices e
hipocotilos.
Los porcentajes fueron graficados usando los datos no transformados.
Se graficaron las medias de los datos transformados y no transformados

gque se usaron para la prueba de Tukey.

6.2.2 Fase de regeneracién de plantas
Los factores que se estudiaron fueron: medios de regeneracién y

callos derivados de los explantes de émbrién (E), rafz (R) e hipocotilo.

6.2.2.A Evaluacién de medios de regeneracién

Se utilizaron los callos producidos en la fase de induccién de callo.
Los inéculos fueron debidamente marcados de acuerdo al medio donde se
desarrollé y el tipo de explante que le dié origen.

Lps callos derivados de los medios de induccién de callo que contenfa
el medic basal Murashige y Skoog (MS) fueron inoculados en los smedios de
regeneracién que contenfa el medio basal Murashige y Skoog y los callos
originados de los medios de induccién de callo que contenia el medio
basal Gamborg et al (B5) fueron inoculados en los medios de regeneracioén
que contenfan los medios basales: Murashige y Skoog (MS), Gamborg et al
(B5), Murashige y Skoog mids las vitaminas del medio Gamborg et al (MS5) y

el medio designado como RB.



6.2.2.B Medios de cultivo para la regeneracién

Los ﬁedios basales utilizados fueron los siguientes: Murashige y
Skoog (MS), Gamborg et al (B5), Murashige y Skoog més las vitaminas del
medio Gamborg et al (MS5) y el medio designado como RB. Sus
concentraciones se muestran en el cuwadro 18 "A" y las combinaciones y
concentraciones de reguladores del crecimiento se presentan en los
cuadros 5 y 6.

Los medios de regeneracién del cuadro 5 sirvieron para evaluar el
la respuesta de los callos producidos en el medio basal Murashige y Skoog
de la fase de induccién de callo, en cuanto a la regeneracién de plantas.
Cuadro 5 Medio basal Murashige-Skoog, combinacién de reguladores del

crecimiento, que se evaluaron en la regeneracién de plantas, de

callos originados sobre el medio basal Murashige y Skoog.

Medio Combinacion y concentracién de los
basal reguladores del crecimiento (mg/1)

Sin reguladores del crecimiento

ATIA KIN
8.0 0.5
Murashige
ANA BAP
y 1.0 0.5
Skoog AIA ANA KIN
1.9 1.0 0.19
Estracto de 1/4 de semilla hervida de
frijol variedad Quinack Che/ml.
AIA BAP GAs
8.0 0.5 0.1
ATA = A4cido indolacetico, KIN = N6furfuril aminopurina (quinetina o
cinetina), BA = bencil aminopurina, GA3 = Acido giberélico. ANA= &cido
naftalenacético.

Los medios de regeneracién del cuadro 6, se usaron para evaluar la
respuesta de los callos producidos en los medios de induccién de callo

que contenia el medio basal Gamborg et al, fase de induccidn de callo.
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Cuadro 6 Medios basales, combinacién y concentracién de reguladores del
crecimiento que se evaluaron en la regeneracion de plantas, de

callos producidos sobre el medio basal Gamborg et al.

Medio Combinacién y concentracién de
basal hormonas (mg/1)
RB PIC BA IBA
1.0 4.0 0.1
B5 AIA BAP GAs3
2.0 1.0 0.1
MS AIA KIN ANA
1.96 0.19 1.0

estracto de 1/4 de semilla cruda de
frijol Quinack Che/ml

MS5 ANA BA
0.18 2.25
MS5 BA
2.25
PIC = Picloram, BA = 6-bencilaminopurina o benciladenina, IBA = A&cido

indolbutfrico, AIA = Acido indolacético, KIN = quinetina, ANA = Acido
naftalenacético. RB = medio basal, B5 = Gamborg et al, MS = Murashige-
Skoog y MS5 = Murashige-Skoog mAs vitaminas de B5.
6.2.2.C Callos producidos en la primera fase

Estos fueron los callos originados de los tejidos de embriones (E),
rafces (R) e hipocotilos (H), producidos sobre los medios basales

Murashsdige-Skoog y Gamborg et al més 6 combinaciones de reguladores del

crecimieto de cada medio basal.

6.2.2.D Disefio experimental

Se usé un disefio experimental de bloques al azar con estructura
bifactorial, para el primer subcultivo realizado (figura 1). Uno de los
factores estuvo constituido por los medios de regeneracién, cuadro 5 y 6
(factor D=5) y el otro factor fueron los callos originados en la primera
fase en los medios basales Murashige-Skoog y Gamborg et al (factor F=86),
los cuales representan 30 tratamientos para los callos originados de

embrién, 30 para los derivados de raiz y 30 para los producidos de
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hipocotilo, en el medio basal Murashige-Skoog. Los mismos 30

tratamientos para los callos originados de explantes de embrién, 30 para
los obtenidos de rafz y 30 para los inducidos en explantes de hipocotilo
sobre el medio basal Gamgorg et al, haciendo un total de 90 tratamientos
para cada medio basal.

Para los callos derivados de cada uno de lo explantes inducidos en el
medio basal Murashige y Skoog y en el medio basal Gamborg et al se

planted un disefio experimental.

6.2.2.E Unidad experimental

La unidad experimental consistié de un frasco de 150 ml de capacidad
conteniendo 15 ml del medio de cultivo y tres callos de cada tratamiento.
Fueron 30 tratamientos con tres repeticiones dando 90 unidades
experimentales para los callos derivados de embriones, 90 para las rafices
y 90 para los originados de hipocotilos. Los tres ensayos sumaron 270
unidades experimentales para el primer grupo (MS). Para el segundo grupo

(B5) fueron tambien 270 unidades experimentales.

6.2.2.F Modelo estadistico

El modelo estadfstico utilizado fue igual al 'de la primera fase.

6.2.2.G Distribuccién de los tratamientos
Los medios de regeneracién y callos originados de embrién, raiz e
hipocotilo fueron sometidos en un arreglo combinatorio como se muestra en

los cuadros 7 y 8.



Cuadro 17

Callo originado de
embrién en ANA/KIN

g s<

EE XX

< e G G G G 4 DG 4 R

NNNNNN

ANA=
V=MS

Acido

Arreglo combinatorio de los medios de regeneracién y tipos de
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callo derivados de 3 explantes y 6 medios de induccién de callo
que contenfia el medio basal Murashige y Skoog.

mg/l

ANA/KIN
.5/0.5
.0/0.5
.0/0.5
.5/3.0
.0/3.0
.0/3.0

NWOMNMWO

0.5/0.5
3.0/0.5
5.0/0.5
0.5/3.0
3.0/3.0
5.0/3.0

0.5/0.5
3.0/0.5
5.0/0.5
0.5/3.0
3.0/3.0
6§.0/3.0

0.5/0.5
3.0/0.5
5.0/0.5
0.5/3.0
3.0/3.0
5.0/3.0

0.5/0.
3.0/0.
5.0/0.
0.5/3.
3.0/3.
5.0/3.

QOO UL,

naftalenacético,
sin reguladores
indolacético (AIA) y 0.5 mg/l de kinetina (KIN);

Callo originado de
en ANA/KIN

raiz

NNNNNN <ddddd HMMMXXK ZDEDEE <SS

KIN=
crec

mg/1

ANA/KIN
0.5/0.5
3.0/0.5
5.0/0.5
0.5/3.0
3.0/3.0
5.0/3.0

0.5/0.5
3.0/0.5
5.0/0.5
0.5/3.0
3.0/3.0
5.0/3.0

0.5/0.5
3.0/0.5
5.0/0.5
0.6/3.0
3.0/3.0
5.0/3.0

0.5/0.5
3.0/0.5
5.0/0.5
005/300
3.0/3.0
5.0/3.0

0.5/0.5
3.0/0.5
5.0/0.5
0.5/3.0
3.0/3.0
5.0/3.0

kinetina (N® furfuril aminopurina).
con

imiento;

Callo originado de

hipocotilo en ANA/KIN.

NNNNNN <ddddd MHXXNMKY EZEZEDNF[E <SS <

8.0

mg/1

ANA/KIN
0.5/0.5
3.0/0.5
5.0/0.5
0.5/3.0
3.0/3.0
5.0/3.0

0.5/0.5
3.0/0.5
5.0/0.5
0.5/3.0
3.0/3.0
5.0/3.0

0.5/0.5
3.0/0.5
5.0/0.5
0.5/3.0
3.0/3.0
5.0/3.0

0.5/0.5
3.0/0.5
5.0/0.5
0.5/3.0
3.0/3.0
5.0/3.0

0.5/0
3.0/0
5.0/0.5
0.5/3.0
3.0/3.0
5.0/3.0

mg/1

de Acido
X=MS 1.0 mg/l de Acido

naftalenacético (ANA) y 0.5 mg/l Bencil aminopurina; Y=MS con 1.9 mg/l de
Acido indolacético;1.0 mg/l Acido naftalenacétic, 0.19 mg/l de kinetina v

estracto de 1/4 de semilla hervida de frijol variedad Quinack Che/ml.

72=MS con 8.0 mg/l Acido 0.5 mg/l de Bencil aminopurina y

indolacético,

0.1 mg/l de Acido giberélico.



Cuadro 8 Arreglo combinatorio de los medios de regeneracién y tipos de

Callo originado de
embrién en 2,4-D/KIN
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callo derivados de 3 explantes y 6 medios de induccién de callo
que contenia el medio basal Gamborg et al.

Callo originado de
raiz en 2,4-D/KIN

Callo originado de

hipocotilo en 2,4-D/KIN

mg/1 mg/1 mg/1

2,4-D/KIN 2.4-D/KIN 2,4-D/KIN
v 0.1/0.5 v 0.1/0.5 v 0.1/0.5
vV 0.5/0.5 vV 0.5/0.5 VvV 0.5/0.5
vV 1.0/0.5 vV 1.0/0.5 vV 1.0/0.5
v 0.1/1.0 v 0.1/1.0 v 0.1/1.0
vV 0.5/1.0 vV 0.5/1.0 v 0.5/1.0
v 1.0/1.0 v 1.0/1.0 v 1.0/1.0
W 0.1/0.5 W 0.1/0.5 W 0.1/0.5
W 0.5/0.5 W 0.5/0.5 W 0.5/0.5
W 1.0/0.5 w 1.0/0.5 w 1.0/0.5
w 0.1/1.0 w 0.1/1.0 w 0.1/1.0
W 0.5/1.0 w 0.5/1.0 W 0.5/1.0
W 1.0/1.0 w 1,0/1.0 W 1.0/1.0
X 0.1/0.5 X 0.1/0.5 X 0.1/0.5
X 0.5/0.5 X 0.5/0.5 X 0.5/0.5
X 1.0/0.5 X 1.0/0.5 X 1.0/0.5
X 0.1/1.0 X 0.1/1.0 X 0.1/1.0
X 0.5/1.0 X 0.5/1.0 X 0.5/1.0
X 1.0/1.0 X 1.0/1.0 X 1.0/1.0
Y 0.1/0.5 Y 0.1/0.5 Y 0.1/0.5
Y 0.5/0.5 Y 0.5/0.5 Y 0.5/0.5
Y 1.0/0.5 Y 1.0/0.5 Y 1.0/0.5
Y 0.1/1.0 Y 0.1/1.0 Y 0.1/1.0
Y 0.5/1.0 Y 0.5/1.0 Y 0.5/1.0
Y 1.0/1.0 Y 1.0/1.0 Y 1.0/1.0
Z 0../0.5 Z 0.1/0.5 Z 0.1/0.5
Z 0.5/0.,5 Z 0.5/0.5 Z 0,5/0.5
Z 1.0/0.5 Z 1.0/0.5 Z 1.0/0.5
Z 0.1/1.0 Z 0.1/1.0 Z 0.1/1.0
Z 0.5/1.0 Z 0.5/1.0 Z 0.5/1.0
Z 1.0/1.0 Z 1.0/1.0 Z 1.0/1.0

2,4-D = 2,4-diclorofenoxiacético, KIN = kinetina (N6 furfuril aminopurina)

V=Medio basal RB con 1.0 mg/l de

Picloram,

v 0.1 mg/l de Acido indolbutirico.

W= Gamborg et al con 2.0 mg/l de
aminopurina y 0.1 mg/l de Acido giberélico.
MS con 1.96 mg/l de Acido indolacético,

X=

Acido indolacético;

4.0 mg/l de Bencilaminopurina
1.0 mg/l1 de Bencil

0.19 mg/l de kinetina y 1.0

mg/l de Acido naftalenacético y estracto de 1/4 de semilla cruda de frijo

variedad Quinack Che.
MS y vitaminas de B5 con 0.18 mg/l de Acido naftalenacético,
Bencil adenina.

MS y vitaminas de B5 con 2.25 mg/l de

Y=
de
7=

Bencil adenina.

2.25 mg/1
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Cada ensayo fue establecido con base a una aleatorizacién con el fin

de evitar el efecto de luz durante la incubacién. Para la distribucién
se sigudé el mismo modelo utilizado en la fase de induccién de callos,

obsérvese el cuadro 4.

6.2.2.H Manejo del experimento

Preparacién del medio: los ingredientes se manejaron de igual forma que
la hecha en la fase de induccién de callos, a excepcién del medio que
contenia 1.9 mg/1 de dcido indolacético, 1.0 mg/1 de dcido
naftalenacético y 0.19 mg/l de cinetina méds 1/4 de semilla de frijol/ml
del primer grupo, (medios de induccién de callo sobre el medio basal
Murashige y Skoog), en la cual las semillas de frijol se pusieron en un
erlenmeyer de 250 ml se agregéd 109 ml de agua se hirvié durante 5
minutos, luego se retirdé de la estufa. El estracto obtenido fue agregado
al medio de regeneracién. En el segundo grupo (medios de induccién sobre
el medio basal Gamborg et al), el medio que contenia 1.96 mg/l de 4cido
indolacético, 0.19 mg/l de cinetina, 1.0 mg/l de &4cido naftalenacético y
estracto de 1/4 de semilla cruda de frijol Quinack Che/ml; el estracto se
preparé macerando los granos de frijol en un mortéro, para lo cual se
echaron €0 ml de agua destilada para remojar los granos, ya macerados se
colé en un pafio limpio, obteniéndose el estracto, el cual fue agregado al
medio mds los reguladores del crecimiento, se ajusté el pH a 5.75, se

agregd el agar y por tGltimo fue autoclaveado.

Obtencién e inoculacién de los callos: 1los callos que tenfan raices y
brotes se limpiaron con bisturies y se inocularon sobre los medios de
regeneracién, los frascos se identificaron de acuerdo al medio de
induccién de callo y el explante que lo originéd en la fase de induccién

de callo.
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Condiciones de cultivo: se observaron las mismas condiciones que en la

fase de induccién de callo.
Variable evaluada:

Porcentaje de callos con puntos verdes (%CPV)

6.2.2.1 Método de anédlisis

Debido a que el nimero de puntos de regeneracién fue muy bajo no se
le hizo andlisis de varianza, no obstante haberlo establecido en un
disefio experimental. El porcentaje fue obtenido de la siguiente férmula:

Nimero de callos con puntos verdes de
%CPV= x 100
Nimero de callos inoculados

6.2.2.J Subcultivos

Debido a aque se observarop puntos verdes sobre el medio de
regeneracién que contenia 1.0 mg/l de dcido naftalenacético y 0.5 mg/l de
bencil aﬁinopurina en los callos provenientes de embriones, producidos en
la primera fase sobre el medio basal Murashige~Skoog y 6 combinaciones de
reguladores del crecimiento,. El segundo y tercer subcultivo se
realizaron el fin de desarrollar los puntos verdes sobre los
siguientes medios: en el segundo subcultivo (figura 1) se utilizaron los
reguladores del crecimiento Acido nafatalenacético y bencil aminopurina,
sobre el medio basal Murashige y Skoog, las concentraciones evaluadas
estuvieron en un rango de 0 a 2 mg/l, que contenia las concentraciones
rue originaron los puntos verdes (1.0 y 0.5 mg/l de acido naftalenacético
y bencil amino purina). El tercer subcultivo (figura 1) .fue establecido
sobre el medio basal Murashige y Skoog sin reguladores del crecimiento.

Los puntos verdes se cultivaron en tubos de ensayo de 16x25 mm
conteniendo 10 ml del medio y un centro de regeneracién en cada tubo.

El segundo y tercer subcultivo no se establecieron sobre la base de

an disefio experimental debido a la poca cantidad de puntos verdes.
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Secuencia de las dos fases de la investigacién, figura 1.

FASE DE INDUCCION DE CALLO

(15 dias)
Medio basal Medio basal
Murashige Gamborg
Skoog et al

mAs 6 combinaciones
de reguladores del de reguladores del
crecimiento crecimiento

! !

FASE DE REGENERACION DE PLANTAS

mAs 6 combinaciones

Primer grupo (MS)
medios de regeneracién

cuadro 5

Presenté puntos verdes

Primer Subcultivo

Segundo grupo (B5)

medios de regeneracién

cuadro 6

no presentdé puntos verdes

Primer subcultivo

Primer Subcultivo Segundo Subcultivo——>Tercer Subcultivo

Medio de rege- ANA / BAP (mg/1)

neracién usado 0.5 0.25

en callos ori- 1.0 0.50 Murashige

ginados sobre 2.00 1.00 y

MS segin cua- MS+ 0.25 0.50 Skoog

dro 5. 0.50 1.00 Sin reguladores
1.00 2.00 del crecimiento
0.00 0.00

i5 fin l1a. fase

0 1inicio 2a.fase 5 7 mds de 90 dias

dias dias dias

Figura 1 Secuencia de la fase de induccién de callo en los medios de

induccién de callo que contenfan los medios basales Murashige-
Skoog y Gamborg et al y la fase de regeneracién de plantas.,
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7. RESULTADOS Y DISCUSIOn

7.1 Resultados de la induccién de callo en los medios que contenia
el medio basal Murashige y Skoog.

7.1.1 Inducccién de callo

Todos los medios de induccidén de callo que contenia el medio basal
Murashige y Skoog (MS), indujeron callo en los explantes.

Los resultados del andlisis de varianza muestran diferencin
significativa en la induccién de callo. La mayor cantidad de callos se
produjo utilizando el hipocotilo como explante en un medio que contenia
5.0 mg/l de &cido naftalenacético (ANA) y 0.5 mg/l de N8furfuril
aminopurina (KIN), la menor cantidad de callos fue producida con el
embrién como explante en un medio que contenfa 0.5 mg/l de ANA y 0.5 mg/l
de KIN. En general la mayor cgntidad de callos se obtuvo cuand ;
utilizé como explante hipocotilo o rafz y la menor cantidad cuand
utilizé embrién. El cuadro 9 muestra el andlisis de varianza y el cuadro
10 los resultados obtenidos con los diferentes explantes y medios de

induccién de callo.

Cuadro 9 Andlisis de varianza del nimero de callos, empleando 3
explantes y 6 medios de induccién de callo que contenia el
medio basal Murashige y Skoog.

F.V, G.L, s.C. C.M. F.C. F.T.
0.05 0.01
BLOQUE 4 0.242249
TRATAM 17 3.256378 0.192 4.021 1.79 2.27 *x
A 2 1.261322 0.631 13.239 3.14 4.95 *x
B 5 0.624176 0.125 2.621 2.36 3.32 %
AB 10 1.370880 0.137 2.878 1.98 2.60 *
ERROR 68 3.239258 0.048
TOTAL 89 6.737885

C.V.= 10.4947, A = explantes, B = medios de induccién de callo. AB
interaccién explantes x medios de induccién de callo.

1§]
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Cuadro 10 Prueba de Tukey para la interaccidén explantes x medios de
induccién de callo que contenia el medio basal Murashige y
Skoog, con un nivel de significancia del 5 %.

Tratamiento Media produccién callos produccién de callo
ANA/KIN (mg/l) Explante i x %
5.0/0.5 Hipocotilo 2.236 A 100.00
0.5/0.5 Raiz 2.189 A 97.89
0.5/3.0 Rafiz 2.189 A 97.89
5.0/3.0 Rafiz 2.189 A 97.89
3.0/0.5 Hipocotilo 2.189 A 97.89
3.0/3.0 Hipocotilo 2.189 A 97.89
5.0/3.0 Hipocotilo 2.189 A 97.89
5.0/0.5 Embrién 2.142 A 95.79
5.0/3.0 Embrién 2.142 A 96.179
3.0/0.5 Raiz 2.142 A 95,79
3.0/3.0 Raiz 2.142 A 95.79
0.5/3.0 Hipocotilo 2.142 A 95.79
0.5/0.5 Hipocotilo 2.135 A 95.48
3.0/3.0 Embrién 2.088 A 93.38
5.0/0.5 Raiz 2.024 A 90.51
3.0/0.5 Embrién 1.841 A B 82.33
0.5/3.0 Embrién 1.829 A B 81.79
0.5/0.5 Embrién 1.439 B 64.35

Los tratamientos con igual letra son estadisticamente iguales. ANA=
Acido naftalenacético, KIN= kinetina (N® furfurilaminopurina).

El explante de hipocotilo alcanzé mayor rendimiento (95.3 %) de
callos, pero muchos de estos callos se formaron a partir de las rafces
secundarias, mientras que algunos de 1los tejidos originales ain
permanecian sin inducir callo. La formacién de callo en el explante de
hipocotilo se inicié de la periferia hacia el centro del tejido y en 1la
rarte cortada en contacto con el medio de induccién. La tendencia a
formar rafces secundarias en este explante se observé desde los 5 dias de
cultivo, a los 15 dias, todos 1los explantes presentaban estas
estructuras, el desarrollo de raices secundarias en el explante de
hipocotilo influyd a que fuera méas tardia para la formacién del callo.

El explante de embrién rindié el menor porcentaje (76 %) de callos,
esto fue debido a que este explante produjera también el crecimiento de
brotes y el desarrollo de rafices secundarias a partir de los explantes,

pero las raices secundarias fueron mis delgadas que los producidos en el
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hipocotilo, el callo en este explante empezd a desarrollarse de la

radicula hacia 1la plimula. En cuanto a la produccién de rafices
secundarias en explantes de rafices han sido reportados con anterioridad
para otras variedades de frijol (16).

El explante de rafz rindié 92.7 % de callo, la induccién de callo se
vié desde los 5 dias en toda la superficie del explante, principalmente
la parte en contacto con el medio de cultivo. El explante de raiz fue el
m4s precoz en la formacién del callo, con menos formacién de raices
secundarias. Por estas caracteristicas los tejidos de raices ofrecen
estas ventajas sobre los otros explantes, La figura 2 muestra los
porcentajes de produccién de callo (datos no transformados) por cada uno
de los explantes y combinaciones de reguladores delxcrecimiento.

El efecto del medio basal Murashige y Skoog suplementado con la
auxina ANA sé6la o combinada con otras citoquininas en cuanto a la
induccénn de callo en diferentes explantes de frijol fue reportado
anteriormente para otras variedades, lo cual nuestros resultados
coinciden en relacién al resultado en la induccién de callo (16, 20, 28,
25, y 26).

Una alta frecuencia en la formacién de callo en el cultivar Rifién
morado asi como la induccién de callos grandes en explantes de hipocotilo
fue logrado por Ruiz y Peldez (26). Estos resultados son similares a los

efectos observados en la variedad Quinack Ché.



Medios de induccidn callo

1)
2)
3)
4)
5)
6)

Figura 2 Induccidn de callo,empleando tres explantes v seis medios de induccion de callo que contenia el medio

Tipos de Explantes
ANA KIN (mg/1)

0.5 0.5 E= embrifin
3.0 0.5 R= ratz

5.0 0.5 H= hipocotilo
0.5 3.0

3.0 3.0

5.0 3.0
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7.1.2 Peso fresco:

Todos los medios de induccién de callo que contenia el medio basal
Murashige y Skoog (MS), indujeron callo con pesos\relativamente altos.
Los resultados del andlisis de varianza muestran diferencia significativa
en el peso fresco, para los factores explantes y medios de induccién de
callo. Los mayores pesos fresco se obtuvieron utilizando el embridén como
explante y los menores pesos fresco fue producido en explantes de raices
Mientras que en los medios de induccidén, el mayor peso fresco se alcan::
en un medio que contenfia 5.0 mg/l de ANA y 3.0 mg/1 de KIN, en tanto quec
el menor peso fresco fue obtenido en uh medio que contenfa 0.5 mg/l de
ANA y 0.5 mg/)l de KIN. Resultados anélogos en cuanto a la eficiencia del
medio basal Murashige y Skoog més los reguladores del crecimiento ANA v
KIN para 1la produccién de callps con pesos fresco altos han sido
reportados anteriormente en otras investigaciones (20, 28).

Los callos originados de explantes de embrién desarrollaron rafces
secundarias y crecimiento de brotes. Tanto las raices secundarias como
los brotes, formaron callos, aunque no totalmente, sfi influyeron en
lograr mayor peso fresco (promedio 1.63 g) en los callos derivados de
tejidos de embrién. Mientras que los callos originados de explantes de
raices tenian poca cantidad de rafces secundarias y de formas delgadas,
las cuales fueron quitados con facilidad al pesar los callos. El1 tamaino
pequefio de estos callos influyé en el menor peso promedio de 1 n°
alcanzados por los callos originados de ex

El cuadro 11 muestra el andlisis de va -~ Ve ande
comportamiento en el peso fresco dé los callos por explante y en los
medios de induccién, respectivamente. La Figura 3, presenta el
comportamiento en el peso de los callos logrados en los medios de

induccidén de callos a partir de explantes de embrién, rafz e hipocotilo.
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Cuadro 11 Andlisis de varianza para el peso fresco de callos a los 15
dfias de cultivo, empleando 3 explantes y 6 medios de induccién
de callo que contenia el medio Murashige-Skoog.

F.V. G.L. S.C. C.M. F.C. F.T.
0.05 0.01
BLOQUE 4 10.400210
TRATAM 17 33.718290 1.983 2.083 1.79 2.27 %
A 2 6.418625 3.209 3.370 3.14 4,95 %
B 5 11.973770 2.395 2.515 2.36 3.32 %
AB 10 15.325900 1.533 1.609 1.98 2.60
ERROR 68 64.751030 0.952
TOTAL 89 108.869500
c.v.= 70.0125 %, A = explante, B = medios de induccién de callo
Cuadro 12 Prueba de Tukey para el peso fresco de los callos en los
tratamientos explantes, sobre el medio basal Murashige vy
Skoog, con un nivel de significancia del 5 %,
Tratamiento Media del peso fresco (gr) Presentacién
Embrién 1.634 A
Hipocotilo 1.526 B
Raiz 1.021 C

Cuadro 13 Prueba de Tukey para el peso fresco en los tratamientos de los
medios de induccién de callo sobre el medio basal Murashige y
Skoog, con un nivel de significancia del 5 %.

Tratamiento Media del peso fresco Presentacién
ANA/KIN (mg/1) (gr)
5.0/3.0 1.9837 A
3.0/3.0 1.755 B
5.0/0.5 1.378 C
3.0/0.5 1.358 C
0.5/3.0 1.025 D
0.5/0.5 0.909 F

Los tratamientos con igual letra son estadisticamente iguales.

Existe alto coeficiente de variacién en los valores de la induccién
de callo, 1lo cual es normal en estudios de induccién de callo, esto es

debido a que los tejidos de tipo calloso generalmente son heterogéneos

(12).
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Medios de induccién de callo Tivos de explantes

ANA KIN (mg/1) E = embridn
1) 0.5 0.5 R = rafz
2) 3,0 0.5 H = hivpocotilr
3) 5.0 0.5
4) 0.5 3.0
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6) 5.0 3.0

™~ <

S
APy .
<2
-~ T

Figura 3 Peso fresco (gr) de los callos, empleando tres explantes y seis medios de
induccién de callo que contenfa el medio basal Murashige v Skonog.
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751.3 Consistencia de los callos

A los 15 dias de cultivo, la consistencia de los callos derivados de
los tres tipos de explantes evaluados sobre los seis medios de induccién
de callo mostraron textura compacta, tnicamente se exeptia la interaccién
del embrién con el medio de cultivo con 0.5 mg/l de ANA y 0.5 mg/l de
KIN, el cual indujo callo friable. Esta diferencia significativa se
determiné al aplicar la prueba Q de Cochran. A los 5 dias de cultivo los
callos tenian aspecto friable, de color blanco como escarcha y pequefios,
pero a los 15 dias, los callos presentaban coloracién café claro y
grandes con un peso promedio de 1.38 gr. La respuesta en el
comportamiento morfolégico de los callos en diferentes medios
provenientes de explantes de raices, hipocotilo y cotiledones, han sido
reportados anteriormente en otros cultivares de frijol (8, 16, 28), lo
cual concuerdan con los resultados obtenidos. En nuestro estudio los
callos alcanzaron su miximo tamafio entre los 10 y 15 dias de cultivo.
Pero Liau, Boll y Ramos (16, 23) reportaron un médximo crecimiento en los
callos entre los 8, 12 y 17 dfias de cultivo.

Las relaciones del efecto del medio basal MS mds seis combinaciones
de ANA y KIN a la induccién de callo, peso fresco Yy consistencia de los
callos indica que a una alta concentracién del ANA (5.0 mg/l) sobre la
KIN (0.5 mg/l) fue la que mostré mayor eficiencia a la induccién de
callo; produjo los callos con mayores pesos fresco y de consistencia
compacta. Mientras que las bajas concentraciones de ambos reguladores
(0.5 mg/l de ANA y KIN) exhibieron bajo rendimiento a la induccién de
callo, originaron callos con menores peéos fresco y callos de
consistencia friables en el embrién como explante.

Los explantes de hipocotilo alcanzaron el mayor porcentaje, 95.3 % de
callos formados, sin embargo no lograron los mayores pesos fresco, en

cambio los embriones, a pesar de rendir el menor porcentaje 76 % de
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callos inducidos, si produjeron callos con mayores pesos fresco. En

general todos los callos fueron compactos, grandes Yy con buen peso

fresco, lo cual coincide con reportes anteriores (16, 23).



7.2 Resultados de la induccién de callo en los medios que contenia50
el medio basal Gamborg et al
7.2.1 Induccién de callo

Todos los medios de induccién de callo que contenfia el medio basal
Gamborg et al (B5), indujeron callo en los tres explantes evaluados.

Los resultados del andlisis de varianza exhiben diferencia altamente
significativa en la induccién de callo. El mayor nimero de callos se
produjo empleando la rafz como explante en los medios que contenfan 0.1
mg/l de 2, 4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 0.5 mg/l de kinetina (KIN) y
el medio que contenfa 0.5 mg/l de 2,4-D y 0.5 mg/l KIN. La menor
cantidad de callos fue producida con el hipocotilo como explante en ur
medio que contenfa 1.0 mg/l de 2,4-D y 1.0 mg/l de KIN.

En general, los mayores porcentajes 83 % y 82.7 ¥ de callos se
obhtuvieron cuando emplearon °~ como explante embrién y raiz
respectivamente y la menor cantidad 72 % cuando se utilizé hipocotilo
como explante, figura 4.

El Cuadro 14 muestra el andlisis de varianza y el Cuadro 15 1los

resultados obtenidos con los tres explantes y medios de induccién de

callo.

Cuadro 1! Andlisis de varianza del nimero total de callos formados a los
15 dfas de cultivo, empleando 3 explantes y 6 medios de
induccién de callo que contenfa el medio basa}» Gamborg et al.

F‘Vl G.L' SICI CIMQ FlCl FQTI
0.05 0.01
BLOQUE 4 0.246582
TRATAM 17 6.678803 0.393 6.206 1.79 2.27 *%
A 2 0.516968 0.258 4.083 3.14 4.95 *
B 5 2.811432 0.562 8.882 2.36 3.32 %%
AB 10 3.350403 0.335 5.292 1.98 2.60 *%
ERROR 68 4.,305054 0.063
TOTAL 89 11.230440

C.V.= 11.4086, A = explantes, B = medios de induccién de callo, AB =
interaccién explantes x medios de induccién de callo.
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Cuadro 15 Prueba de Tukey para la interaccién explantes x medios de
induccién de callo que contenia el medio basal Gamborg et al,
con un nivel de significancia del 5 %.

Tratamiento Media produccién callo produccién callo
2,4-D/KIN (mg/l) Explante x + %
0.1/0.5 Raiz 2.449 A 100.00
0.5/0.5 Raiz 2.449 A 100.00
0.1/0.5 Embrién 2.407 B 98.28
0.5/0.5 Hipocotilo 2.407 B 98.28
0.5/0.5 Embrién 2.364 C 96.52
1.0/1.0 Embrién 2.364 C 96.52
1.0/0.5 Hipocotilo 2.364 C 96.52
0.1/1.0 Rafiz 2.317 D 94.61
1.0/0.5 Embrién 2.274 E 92.85
0.1/0.5 Hipocotilo 2.274 E 92.85
0.5/1.0 Hipocotilo 2.221 F 90.69
1.0/0.5 Rafiz 2,199 F 89.79
0.1/1.0 Raiz 2.094 G 85.50
0.5/1.0 Embrién 2.084 G H 85.09
0.5/1.0 Raiz 2.077 G H 84.81
0.1/1.0 Embrién 2.067 G H 84.40
1.0/1.0 Raiz 2.056 H 83.95
1.0/1.0 Hipocotilo 1.229 I 50.18

Tratamientos con igual letra son estad{sticamente iguales.
2,4-D = 2,4-diclorofenoxiacético, KIN = Quinetina.

Los efectos del medio basal Gamborg et al suplementado con 2,4-D,
s6lo o combinado con otras citoquininas, ya han sido reportados para
algunas variedades de frijol (23). La variedad Quinack Ché se comportd
diferente en este medio comparado con los efectos obtenidos en el medio
basal M3 mds los reguladores del crecimiento ANA y KIN. Se induce que
genéticamente la variedad se manifiesta ante determinado medio de
cultivo, lo mismo ocurrié con los explantes, los cuales tuvieron
comportamientos diferentes a la induccidén de callo,

El regulador de crecimiento 2,4-D en el medio, favorecid
eficientemente a la formacién de callo, resultados similares han sido
reportados anteriormente en otros estudios (25, 26).

Una baja induccién de callo en el medio basal B5 estuvo influenciado
por wuna alta produccién de rafces en los explantes derivados de

hipocotilo. En los explantes de embriones, esta condicién no afectd la
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formacién de cdllo. Por otro lado el crecimiento de brotes en este

explante tampoco influencié la induccién de callo. Los explantes de
raices no fueron afectados en la induccién de callo, ¢uando los tejidos

produjeron raices secundarias.
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Figura 4 Induccidn de callo, empleando tres exnlantes Yy seis medios de induccidn de

callo que contenfa el medio basal Gamborg et al.
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7.2.2 Peso fresco

Todos los medios de induccién de callo que contenia el medio basal
Gamborg et al (B5), indujeron callos generalmente pequefios.

Los resultados del andlisis de varianza muestran diferencia altamente
significativa en el peso fresco. El mayor peso fresco se produjo
empleando la rafz como explante en los medios que contenfan 0.1 mg/l de
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 0.5 mg/l de N8furfuril aminopurina
(KIN); 0.5 mg/ de 2,4-D y 0.5 mg/1l de KIN y 0.1 mg/l de 2,4-D y 1.0 mg/1
de KIN. El menor peso fresco también fue producido en los tejidos de
raf{z como explante, pero en los medios que contenfa 1.0 mg/l de 2,4-D ¥y
0.5 mg/l de KIN. En general se produjeron callos pequenos, con un peso
promedio de 0.29 g, en los medios de induccfion de callo que contenfan el
medio basal Gamborg et al. El efecto'del 2,4-D s6lo o en la presencia de
otras citoquininas produjeron callos pequefios (26), esto coincide con
nuestras observaciones, aunque Mok (20) y Crocomo et al (10) lograron
callos grandes.

Los explantes de rafces produjeron callos con mayor peso fresco
(promedio de 0.44 g) y los hipocotilos indujeron los callos con menos
peso fresco, 0.17 g promedio.

El1 Cuadro 16, muestra el anAlisis de varianza ¥y el Cuadro 17 los
resultados obtenidos con los diferentes explantes y medios de induccidn
de callo. La Figura 5 presenta el peso fresco de los callos por cada uno

de los explantes y combinaciones de reguladores del crecimiento.



Cuadro 16 Andlisis de varianza para el peso fresco de los callos,
empleando 3 explantes y 6 medios de induccién de callo que
contenfa el medio basal Gamborg et al.

F.V. G.L. S.C. C.M. F.C. F.T.
0.05 0.01
BLOQUE 4 0.242655
TRATAM 17 4.445042 0.261 4,799 1.79 2.27 *x
A 2 1.116443 0.558 10.245 3.14 4.95 xx
B 5 1.619000 0.324 5.943 2.36 3.32 *xx%
AB 10 1.709599 0.171 3.138 1.98 2.60 %%
ERROR 68 3.705175 0.054
TOTAL 89 8.392871

C.V.= 77.8910, A = explantes, B = medios de cultivo.

Cuadro 17 Prueba de Tukey para la interacién explantes x medios de
induccion de callo que contenia el medio basal Gamborg et al,
con un nivel de significancia del 5 %.

Tratamiento Promedio peso fresco Presentacidn
2,4-D/KIN (mg/l) Explante gr

0.1/0.5 Rafiz 1.023 A
0.5/0.5 Raiz 0.561 B
0.1/1.0 Raiz 0.499 C
0.5/1.0 Embrién 0.425 D
0.1/0.5 Embrién 0.386 E
0.1/0.5 Hipocotilo 0.302 F
0.5/1.0 Raiz 0.298 F
0.5/0.5 Embrién 0.278 F G
1.0/1.0 Embrién 0.264 G
1.0/0.5 Embridn 0.234 H
1.0/1.0 Raiz 0.227 H
0.5/0.5 Hipocotilo 0.195 I
0.1/1.0 Hipocotilo 0.181 I
1.0/0.5 Hipocotilo 0.169 I
1.0/1.0 Hipocotilo 0.123 J
0.5/1.0 Hipocotilo 0.086 K
0.1/1.0 Embrién 0.075 K
1.0/0.5 Raiz 0.067 K

Tratamiento con igual letra son estadisticamente iguales.
2,4-D - 2,4-diclorofenoxiacético,

KIN - N6 furfuril aminopurina.
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Figura 5 Peso fresco (gr) de los callos emvleando tres explantes y seis medios de

inducciédn de callo que contenfa el medio basal Gamborg et al.
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7.2.3 Consistencia de los callos

Todos los medios dé induccién que contenia el medio basal Gamborg et
al (B5) suplementado con 2,4-D y KIN, produjeron callos friables., Al
aplicar la prueba de Q@ de Cochran no se encontré diferencia significativa
entre los tratamientos.

Se observé ademds que los callos presentaban una coloracidén amarillo
café, de tamafio regularmente pequefio con un peso promedio de 0.29 g.

Los tejidos evaluados tuvieron un comportamiento similar en su
apariencia frente a los medios de induccién, efectos parecidos se
reportaron anteriormente en otras variedades (16, 23).

Al inicio los callos fueron friables, de color blanco como escarcha y
cuando llegé a los 15 dias, tenfan la misma apariencia, pero cambiaron
rdpidamente a un color amarillo café.

La ipduccién de callos friables con la presencia del 2,4-D en el
medio basal, fueron obtenidos anteriormente para otras variedades (20,
25) y coincide con nuestros resultados.

Las concentraciones mis bajas y equilibradas de 2 4-D (0.1 y 0.5
mg/l) y KIN (0.5 mg/l) fueron las mds eficientes en cuanto a la induccién
de callo en explantes de raiz, en las mismas concentraciones se
alcanzé el mayor peso fresco de callos provenientes de tejidos de raiz.
Mientras que las concentraciones mAs altas de ambos reguladores del
crecimiento fueron ineficaces a la induccién de callos en explantes de
hipocotilo. El menors peso fresco se obtuvo en una mayor dosis de 1.0
mg/l de 2,4-D y* en una menor concentracién de 0.5 mg/l de KIN.
Estadisticamente todos los callos fueron friables, de poco peso fresco v

pequefios, lo cual concuerda con estudios hechos anteriormente (20, 25,

26).
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7.3 Induccién de la regeneracién de plantas

7.3.1 Callos originados en el primer grupo de medios de induccién de
callo que contenia el medio basal Murashige y Skoogd.

Los callos originados de explantes de embriones produjeron 6.7 % de
callos con puntos verdes sobre el medio de regeneracién que contenfa 1.0
mg/1l de la auxina &4cido naftalenacético y 0.5 mg/l de la citoquinina
bencil aminopurina (BAP), en el medio basal Murashige y Skoog. El 26.7 %
de los callos se habfian fenolizado, en tanto que el 22.2% presenté raices
gecundarias, mientras que un 73.3% de los callos rermanecian viveos a los
45 dfas de cultivo. Todos los medios de regeneracién lograron
incrementar el tamafio de los callos y mantuvieron su coloracién inicial.
En los callos donde aparecieron los puntos verdes se observaron més de un
centro de regeneracién por cada callo. En estudios anteriores se han
reportado puntos verdes de regeneracién y estructuras seme jantes a
embrioides en estado globoso o de torpedo (1, 3, 29, 30).

En los callos originados de rafces se fenolizaron el 15.6 %, en tanto
que el 25.6 % produjeron rafces secundarias y el 84.4 % permanecieron
igual en su apariencia inicial. Pero no hubo formacién de puntos verdes
en los callos.

En lns callos derivados de explantes de hipocotilos el 53.3 X de los
callos se habfan fenolizado, mientras que el 28.8 % de callos produjeron
raices secundarias y el 46.8 % de callos permanecieron con su apariencia
original.

Se deduce que los callos mAs perecederos fueron los originados de
hipocotilos, mientras'que los callos de raices duraron mds tiempo. La
mayor cantidad de raices se presenté en los callos derivados de
hipocotilos. Los callos originados de explantes de embriones fueron los
linicos en producir callos con puntos verdes.

Los puntos verdes y pequefias porciones de callos inoculados sobre los

iy
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medios del segundo subcultivo mostraron los siguientes resultados: los

callos incrementaron su tamafio y se pusieron de un color verde palido, a
exepcién de los inoculados sobre el medio basal Murashige y Skoog sin
reguladores del crecimiento, los cuales se fenolizaron antes que los
otros medios que tenfian reguladores del crecimiento, mientras que los
puntos verdes sufrieron una ligera fenolizacién, debido a esto se
transfirieron al medio del tercer subcultivo, pero los puntos verdes no
mostraron ningin desarrollo adicional. La falta de desarrollo adicional
de los centros de regeneracién fue observado anteriormente en otros
trabajos (18), sin embargo lograron permanecer verdes por més de 45 dias.
Esta caracteristica fue observado por Crepy et al (9), por lo que este
efecto esta de acuerdo con lo observado en la variedad Quinack Ché.

Entre los 45 a 77 dfas las porciones de callos incrementaron su
tamafio, pero después de los 77 dfas presentaron senescencia debido a la
falta de espacio y nutrientes -(12). Esto indica que los callos se puede
seguir manteniendo indefinidamente si se transfieren a otros medios de

cultivo y si se les proporcionan las condiciones adecuadas.

7.3.2 Callos originados en medios de induccién de callo que contenia
el medio basal Gamborg et al.

Los resultados de 1la regeneracién de plantas en los medios de
induccién de callo que contenian el medio basal Gamborg et al, indican
que en todos los tratamientos se observé un increment en el tamafio de los
callos. Resultados parecidos se vié en callos producidos en un medio de
induccién de callos que contenia 2,4-diclorofenoxiacético (10). Entre
los 25 y 35 dias la fenolizacién ocurrié en un 95 %, la produccién de

raices secundarias s6lo se observé en el 15 % de callos y sélo habia el

5 % de callos con apariencia inicial. Sin embargo no se observaron
callos con puntos verdes de regeneracion. Este efecto posiblemente se
b

vies & °
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deba a la presencia del 2,4-D en el medio en la cual se originaron los

callos (20, 25). Debido a que los callos presentaban el 95 % de
senescecia antes de los 45 dias, se optéd por no presentar cuadros de
resultados.

Los resultados sugieren que 1los callos producidos sobre el medio
basal Gamborg et al, debe transferirse a otros medios de cultivo con més
frecuencia para evitar su deterioro (23), ya que los mismos fueron muy

perecederos posiblemente a causa de su textura friable.
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CONCLUSIONES

En cuanto a ala induccién de callo, el medio basal Murashige vy
skoog suplementado con 5.0 mg/l de ANA y 0.5 mg/l de KIN y
utilizando el hipocotilo como explante es el tratamiento méas
eficiente para inducir callo. Mientras que en el medio basal
Gamborg et al mds 0.1 y 0.5 mg/l de 2,4-D y 0.5 mg/l de KIN y
empleando como explante la raiz, son los tratamientos mids adecuados
para la induccién de callo en la variedad de frijol Quinack Ché.

Por lo que se acepta la primera hipétesis planteada.

En el medio basal MS suplementado con 5.0 mg/l de ANA y 3 mg/l de
KIN se obtuvo mayor peso fresco en los callos, en tanto que
empleando al embrién como explante se obtuvieron callos con mayor
peso fresco. En el medio basal Gamborg et al mds 0.1 mg/l de 2,4-D
y 0.5 mg/l de KIN y utilizando la rafz como explante se obtuvieron

callos con mayor peso fresco.

En relacién a la consistencia de los callos, el medio basal
Murachige y Skoog mds los reguladores del crecimiento ANA y KIN
presentaron callos de consistencia compacta, mientras que en el
medio basal Gamborg et al con la adicién de 2,4-d y KIN en los tres

tipos de explantes mostraron callos friables.

Los callos producidos en medio basal Murashige y Skoog
suplementado con ANA y KIN son grandes de mayor peso fresco y de
consistencia compacta. Mientras que los callos inducidos en el

medio basal Gamborg et al mids 2,4-D y KIN son pequefios, de menor
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peso fresco y de consistencia friable.

En relacidn a la regeneracién de plantas, los tratamientos usando
el medio basal Murashige y Skoog mds la adicién de 1.0 mg/1l de ANA
y 0.5 mg/l de Dbencil aminopurina presentaron centros de
regeneracién en callos derivados de explantes de embrién, pero no
se logrdé la regeneracién de pléntulas a partir de callo. Debido a

este resultado se rechaza la segunda hipétesis planteada.

RECOMENDACIONES
Realizar estudios semejantes a este trabajo, utilizando diferentes
explantes y medios de induccién de callo en otras variedades de
frijol Phaseo us vul 8 L.) con el fin de saber la respuesta de
los tejidos frente a otras combinaciones de reguladores del

crecimiento.

Ejecutar investigaciones de evaluacién acerca de la capacidad de
los callos en cuanto a la regeneracién de plantas utilizando otros
medios de regeneracién, callos obtenidos de diferentes tejidos y
ot-as metodologias, tomando como base los resultados obtenidos en

este trabajo.
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Cuadro 18 "A" Composicién quimica de los medios basales utilizados en la
induccién de callos y regeneracién de plantas de frijol

(mg/l).
MS MS5 RB B5

NH4 NO3 1650 1650 -——— ———
KNO3 1900 1900 2500 2500
KH2 PO4 170 170 170
NaHz2 PO4 .H20 150
CaClz2 .2H20 440 440 -—- 150
MgSOs4 . TH20 370 370 250 250
FeSOs4 . TH20 27.8 27.8 27.8 27.8
Na2 EDTA 37.3 37.3 37.3 37.3
MnSOs . 4H20 22.3 22,3
MnSO4 . H20 10.0 10.0
ZnS04 . TH20 8.6 8.6 2.0 2.0
H3 BO3 6.2 6.2 6.2 3.0
KT 0.83 0.83 0.75 0.75
NazMoOs . 2H20 0.25 0.25 0.50 0.25
CuS0s . 5H20 0.025 0.025 0.025 0.025 .
CoClz . 6H20 0.025 0.025 0.025 0.025
CaS0Os4 . H20 150
(NH4 )2 SO4 134
Myo-inositol 100 100 250 100
Acido nicotinico 0.5 1.0 1.0 1.0
Piridoxina-HC1 0.5 1.0 1.0 1.0
Tiamina-HC1 0.1 10.0 10,0 10.0
Glicina 2.0 2.0
Sucrosa 30000 20000 30000 20000

MS=Murashige-Skoog, B5=Gamborg et al, MS5=MS+B5, RB=medio designado RB.
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Cuadro 19 "A” Namerc de calles inducidos sobre ®l me&o basal Murashige y Skoog, a los 15 dias de cullivo.

ENMBRIONES HIPOCOTILGS

m

Coadro 20 "A” Peso fresco de los callos inducidos sobre el medio basal Murashige y Skoog a los 15 dias de cultivo.

EMBRIONES HIPOCOTILGS
1.463 2.201 1.4404
0.224
0.605 2.093
0.918 0.274

Cuadro 21 “A* Cousistencia de los callos inducidos sobre el medio basal Murashige y .Skoog. a los 15 dias de cullive.

ENBRIONES HIPOCOTILOS

¢ Medios . 1iccdén de callo.



Cuaire 22 "A” Nomero de callos inducidos sobre el medio basal Gamborg et al, a los 15 dias de cultivo.

ENBRIONES RAICES HIPOCOTILOS

Cuadro 23 "A” Peso fresco de calles inducidos sobre el medio basal Gambarg et al, a los 15 dias de cultivo.

ENMBRIONES HIPOCOTILOS
0.58%8 0.453
0.7919 0.708
m 01145 0.39 1.1588 0.014 0.163 0471
0.567

Cuadro 24 "A” Consistencia de los callos inducidos sobre el medio basal Gambarg et al, a los 15 dias de cultivo.

EMBRIONES HIPOCOTILOS

** Explantes, ¥ Medios de induccién de callo.

!.‘;" * D9
1ojiq}
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Cuadro 25 “A” Induccién de la regeneraqildn. en calles de embrion. onginadaes sobre el medio basal Murashige y Skoog.

E ZE JE

Cuadro 26 “A" Induccién de la regeneracién de plantas en callos de raiz, originades sobre el medio basal Nurashige y Skoog.

Ti o C <R 3R

vr

Cuadro 27 "A” Induccién de la regeneracién de plantas en callos de hipocotilo. originado sobre el medio basal Mureshige y Skoog.

LU
Binied:

m
F = fenolizado. 1 = presencia de raiz. v = callo viva Pv = puntas verdes, Tipo C = Tipo Je callo. A los 45 dias de cultivo.

0L
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