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RESPUESTA DEL FRIJOL COMUN (Phaseolus vulgaris)cv.
PARRAMOS A LA INDUCCION DE CALLO Y AL
CULTIVO DE CELULAS EN SUSPENSION

RESPONSE OF COMMUN BEAN (Rhaseolus vulgaris) cv.
PARRAMOS .TO CALLUS INDUCTION AND
CELL SUSPENSION CULTURE
1 RESUMEN

Enx el presente trabajo se reporta 1la respuesta del frijol cdmﬁp
(E-’has.eolus vulgaris) variedad Parramo's a la aplicacién de técni»cas dé
cultivo de tejidos, en la inauccién de. callo y cultivos de células.en
skﬁSpe‘hsién. . Esta iﬁformacién es importante ya que permite iniciar a
establecer 1las basés para el mejoramiento del frijol comin utilizando
cult':iv'o de tejidos. El trabajo se dividié en las siguientes fases: a)
evaluacioén de varias concentraciones de auxinas yvtipo de éxplante
p;ara 1é induccién de callo y b) evaluacién de tres auxinas para
-e§tablg¢er suspensiones celularég.

En lé induccién de callo se eQalué el efecto de diez combinacionesi
de la's auxinas; acido 2,4-Diclorofenoxiacetico (2,4-D) Ay el acido
Naftalenacetico (ANA); se utilizé el medio basal de Murashigxe y Skoog
(MS) para todas 1las combinaciones, los explantes evaluados fueron
embriéh, cotiledén, hipocotilo y raiz. Los tratamientos se incubaron
durante un periodo de 15 dias utilizando luz artificial con fotoperiodo
de 16 hbras diarias y temperatura 21 grados centigrados. En la
induccién de callo el medio gue contenia el 2,4-D en concentracién de
3 mg/L fue el gque mas favorecid la formacién de callo principalmente
con el explante hipocotilo, el callo formado con este tratamiento

Presento buen peso seco, buena esponjosidad y ausencia de raices por lo




2

que fue utilizado en la fase de suspensién ceiﬁlar. Utilizar solo el
ANA no févorecié la formacién de callo en ninguno de los explantes,
inicamente forma ralices, dicho regulador fue eficiente solamente
combinado éon 2,4-D. 'De todos los tratamientos en los que se utilizé
el explante raiz se produjo ‘el callo de mayor friabilidad.

En la fase de suspensién celular el objetivo fue evaluar el efecto
de las auxinas en la multiplicacién celular utilizando el medio basal
MSQ‘/ Las auxinas evaluadas fueron (2,4-D), (ANA) y el Acido
Iﬁddlaéétiéo (AIA), utiiizadas en édncentracién de 0.1 mg/L; adémés se
utilizo uhfﬁédio sin auxinas.l Las suspensiones celulares se incubarbn
durante 22 dias, bajo luz artificial con fotoperiodo de 16 _ho'ras

diarias, en agitaciéh constante de 120 revoluciones por minuto y

temperétuté de 21 grados centigrados.

.

’En la suspensién celular todos Tlos tfatamientos'reéulparon ser
‘estadisticamente iguales al final del periodo de incubacién, pero el
tratamiento que mas favorecio la multiplicaciéon celular fue en el que
‘ge utilizo AIA, seguido del tratamiento testigo, con la ventaja gque
estos tratamientos tuvieron la tendencia a formar agregados celulares
c6h'coloracién verde y tendencia a la organizaciéh,

Es necesario contemplar seguimiento al presente trabajo,
seguimiento gue debe ‘tomar en cuenta la evaluaciéon de las
cohcéhfraciones desde 1 hasta 3 mg/L de 2,4-D en la induccién de

callo é investigar para lograr la dificil tarea de regeneracibn de

plantas.




2 INTRODUCCION

. Se estima que el frijol coman (Phaseolus vilgaris) contribuye con
un 26.8% de la ingesta protéinica diaria y un 13% de 1la ingesta
calérica diaria, superado en porcentaje de calorias unicamente por el
maiz, cultivo con el cual comparten la importancia en leos paises
Centroamericanos (7 ). El frijol se cultiva en todas las regiones del
pais pero sus rendimientos son bajos principalmente por la deficiente
tecnplogia‘empleada y el efecﬁb de plagas y enfermedades en el cultivo;
esté provoca que en Guatemala cada afio exista un déficit en este grano
basico de vital importancia.

Lo anterior ha motivado a muchos investigadores a crear
variedades mejoradas y ellos han utilizado los métodos tradicionales de
cruzamiento y seleccién, 1los cuales requieren tiempo y recursos
considerables. Recientemente el cultivo de tejidos ha surgido como una
técnica complementaria en cl mejoramiento, basando su importancia en 19
Siguiente£ a) manejar células individuales las cuales son individuos
potenciales y b) poder ciear variabilidad para poder seleccionar con
presiones altas en corto tiempo.

El presente trabajo\}iene el propésito de generar informacion
basica en el campo de cﬁltivo.de tejidoé‘iﬁ viﬁro, para sér incorporada
posteriormente a futuros programas de mejoramiento Yy fue desarrollado

en laboratorio de cultivo de tejidos de la Facultad de Agronomia de la



Universidad de San Carlos de Guatemala.

La investigacién, se divididé en dos fases una de induccién de
callo y otra de suspensiodon celular, en la cuales se utiliz6 como medio
basal la composicién de sales de Murashige y Skoog (MS); en 1la
induccidén de callo se evalud el efecto de diez combinaciones de las
auxinas 2,4-D y ANA sobre los explantes cotiledén, embxién, hipocotilo
y raiz de frijol comiun (Phaseolus vulgaris L.) variedad Parramos.

Posteriormente en la suspensiodn celular se establecieron cultivos
de células, partiendo de los callos formados por el tratamiento de
3 mg/l de 2,4-D con el explante hipocotilo, el cual se conéideré el
tratamiento mas apropiado para establecer dichos cultivos de células.
En los cultivos de células se evaluaron las auxinas 2,4-D, ANA y AIA en

concentracién de 0.1 mg/l y un tratamiento sin ningan regulador del

crecimiento.




3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

No existe conocimiento de la respuesta de las variedades de
frijol comin (Phaseolus vulgaris) que se cultivan en Guatemala a la
aplicacién de técnicas de cultivo de tejidos. Estas técnicas pueden
ser de gran utilidad para complementar programas de mejoramiento, las
ventajas que se obtienen son: 1) se disminuye el tiempo y el costo
. necesario para formar nuevas variedades, 2) facilidad de manipulacion
in vitro de individuos potenciales y 3) ejercer presiones altas de
seleccién. Lo anterior se ha demostrado en otros paises para cultivos
como el trigo.

La respuesta de cada uno de los genotipos al cultivo in vitro es
fundamental para tomar la decisién de incorporar esta técnica a
Programas de mejoramiento, por eso‘en el presente trabajo se evalua la
respuesta a la induccién de callo de diferentes explantes de 1la
variedad de frijol comun Parramos y la respuesta de células derivadas
de callo ai cultivo en medios de suspensién. Es sabido que el frijol
no es un cultivo de importancia para paises desarrollados, Ppor lo
consiguiente no tienen inferés en su investigacién, por ello son los
investigadores de los palses en donde es importante, los obligados a la
generacién de informacion basica, que lleve a’'la utilizacién de lag

ventajas del cultivo de tejidos en los programas de mejoramiento



4 MARCO TEORICO
.4.1"Asbectos Generales sobre Biotecnologia.

~Seg@gﬁ¢¥1L$globos, (19)  entre 1los _avances y desarrollos mas

recientes de la ciencia, la biotecnologia ha logrado los de mayor

importancia, principalmente en 1la Medicina Y Agronomia. En 1la

Agronomia los métodos modernos de la biotecnologia han contribuido al -

[

incremento de la produccién, a mejorar ia calidad de los productos y se
prevee en un corto plazo avances significativos en la resistencia a
plagas yv enfermedades y factores ambientales adversos. La
biotécnologia se define como "Cualquier técnica que utiliza organismos
vivos o partes de los mismos para mejorar plantas o animales, modificar

productos o desarrollar microorganismos para aplicaciones cientificas”.

4.2 Cultivo de Tejidos

Efferson (5) opina qué algunos de los nuevos métodos que tiene la

biotecnologia aceleran miles de veces la tasa de las mutaciones
naturales, por 1lo que causan variacién para poder seleccionar ©O
aceleran los cambios graduales que tienen lugar entre generaciones en
las planta;. Esto se logra dandole oportunidad de formacién de una
planta completa a células individuales o células de la reproduccion
sexual. Las mutaciones que parecen prometedoras pueden identificarse
en un afio o dos en lugar de esperar cien afios o mas para gue tengan
lugar en forma natural o de tener que pasar por el largo y laborioso
proceso -de cruzar seleccionar y purificar por medio de técnicas
covencionales. Por medio del cultivo de tejidos se pueden obtener

variedades en corto tiempo en comparacidn con los métodos




tradicionales.

Segiun Efferson (5) el cultivo de tejidos es la técnica que mas
promete resultados inmediatos.en la produccién de variedades mejoradas
de' plantas, comprende el uso de técnicas que involucran la evaluacién
de células vegetales individuales en vez de plantas obtenidas por
semilla. A diferencia de 1los animales las c¢élulas: vegetales no
sexuales de muchas especies pueden estimularse mediante cierto
tratamientos, de tal forma gque de ellas se pueden originar plantas
enteras, este fendémeno se conoce como totipotencia. En el cultivo de
tejidos se utiliza de una variedad de técnicas, algunas de ellas
Permiten aprovechar la variacién somaclonal. En este proceso se pueden
obtener células vegetales individuales, manipularse por diversos medios
y pdéteriormente obtener la regeneracian de :

Plantas; las plantulas originadas a partir de células individuales se

desarrollan y llegan a producir semilla, la descendencia de estas
semillas puede ser utilizada para seleccionar por productividad,.
resistencia a enfermedades y otras cafacteristicas; al comparar las
Plantas que pueden obtenerse de las células de una planta tienen muchas
diferencias en comparaciéon con la planta original , no se conoce
CIaramente‘las razones para las variaciones entre la planta madre y su
descendencia, pero este método permite seleccionar tipos mejorados

entre las plantas regeneradas por cultivo de tejidos.

4.3. Importancia del Cultivo de Tejidos
Para Villalobos (18), (19) y Aguilar (1), -él cultivo de tejidos

combina las técnicas corrientes de fitomejoramiento con los nuevos
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métodos biotecnologicos y ofrece la oportunidad de reducir el tiempo
requerido para la produccién de variedades mejoradas. En la mayoria de
los cultivos de importancia econdémica—se necésitan de 7 a 10 afos,
despues del cruzamiento, para saber si se pg obtenido una-variedad
mejorada, mientras en cultivo de tejidos las mutaciones que parecen
prometedoras pueden identificarse en un afio o dos. Esto ofrece 1la
ventaja de la reduccién del tiempo y el volumen de siembra en campo
requeridas por los métodos convencionales.

La opinién de Efferson (5) es que el cultivo de tejidos no
reemplaza completamente a los métodos convencionales, pues las grandes
variaciones tienen lugar en el cruzamiento sexual, en tanto existe
menos variacion entre las células de una planta o variedad individual,

no obstante es un buen método de complementario en un programa de

mejoramiento. -

4.4. Estado Actual ael Cultivo de Tejidos.

Segun Aguilar (1) y Siriwardana L(13) en el presente muchos
investigadores estudian- el cultivo masivo de células en forma
industrial para la producci6én de plantas udtiles, en esto varias
compaﬁias‘farmacéuticas Y compafiias que se dedican a la Agronomia han
obtenido buenos resultados. Ademas las técnicas del cultivo dé células
estan siendo aplicadas a diversos campos como Genética, Morfogénesis,
Fisiologia, Bioquimica, Horticultura, Fitopatologia y en la agrijicultura
en general. En un futuro no muy lejano estas técnicas seran utilizadas

mas frecuentemente y en 1los mads variados campos de la ciencia.




4.5 Induccién de Callo.

Villalobos (18), (19) define el callo como un tejido obtenido por
medio de aislamiento de 6érganos o tejidos diferenciados, los cuales
posteriormente son 1llevados a una desdiferenciaci6n celular,
presentando estas células una proliferacién continua, acelerada y de
apariencia desorganizada, que da origen a una masa amorfa de tejido.
Estudios microscoépicos han demostrado gque los tejidos de tipo callosos

generalmente son heterogéneos en su composicién celular, es decir un

mismo callo puede presentar varios tipos celulares.

4.5.1 Tipos de Callo

Hurtado y Merino (8) opinan que una masa celular puede presentar

diferentes tipos morfoldgicos, los cuales varian segin su apariencia

externa, textura y composicién celular. Algunos callos son masas

celulares compactas y duras, con células fntimamente unidas; mientras

otras masas celulares forman tejidos esponjosos con una gran cantidad
de espacios intercelulares. El callo esta generalmente constituido por
una alta proporciétn de células en las que las vacuolas son

predominantes similares a las células del parenguima.

4.5.2 Utilizacién del Callo

Villalobos (18) y (19) dice que una de las caracteristicas mas
importantes del callo desde el punto de vista funcional es que a partir
dé célﬁlas desorganizadas se tiene el potencial de desarrollar raices,

broteéﬁy embriones dependiendo de la adicién de auxinas y citoquininas

en el medio, de tal manera gue el callo tiene potencial de formacion de
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raices (rizogénesis), formécién de yemas (caulogénesis) y el proceso de

desarrollo de un embrién completo y funcional a partir de una célula.

- - - -

’
-

4.5.3 Factores que-Influyen En El Crecimiento De Los Callos

Para Vasquez (17) .y Villalobos (19) dentro 1los factores que
influyen en el crecimiené& del callo tenemos: medio de cultivo
(spleg minerales, vitaﬁinas, carbohidratos, pH, reguladores del
Crecimiento y aditivos orgénicos), clase de tejidos y condiciones de

incubacién (1luz y temperatura).

4.5.4 ﬁedio@de Cultivo

Hurtado%y Merino (8) y Villalobos (18) indican que el éxito del
cultivo de té idos de plantas est& muy influenciado por la composicioén
quimica de logémedios de cultivo. Se ha determinado que utilizando las
Sustancias qu;micas necesarias y las combinaciones apropiadas de
nutrientes asi como su forma quimica adecuada se han establecido
Cultivos paralcasi todas las partes de una Planta en diversas especles
vegetales. '

Villalobos (18) indica que para el crecimiento adecuado de las
Plantas se necesita que las mismas tomen del suelo cantidades
importantes de macronutrientes como loa-son,-fas sales 'de nitroégeno,
potasio, calcio, fésforo, magnesio, cobre, molib@eno y’cobaléo. Un

medio de cultivo contiene estos elementos y carbohidratos, normalmente

89car03a, este Gltimo compuesto sirve para reemplazar al carbono gque 1la

Planta normalmente fija por medio de 1a fotosintesis. Se sabe también

que se obtienen mejores resultados al incluir compuestos org&nicos en
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pequefias cantidades tales como vitaminas, amino&cidos y reguladores del

crecimiento.

Aguilar (1) ha dividido los componentes del medio de cultivo en

las siguientes categorias.

- Sales inorgénicas ( macronutrientes y micronutrientes)

.
-—

- Fuente de energia y de carbono para mééabolismo,
generalmente es un azucar

- Reguladores del crecimiento

- Complejos organicos (vitaminas y fuente de nitrégeno
reducido)

- gelificante

- otros compuestos como leche de coco por ejemplo

4.5.4.A Sales Inorganicas
a. Macronutrientes. estos son importantes en el crecimiento Yy

desarrollo celular, un medio de cultivo consta de los siguﬁ?ntes

%
','A;
5,

- Nitrégeno se adiciona en grandes cantidades en forma de

macronutrientes:

nitrato o iones de amonio o combinando ambas formas.

- Magnesio y Azufre se adicionan normalmente en forma de
sulfato de magnesio.'

- Fosforo se adiciona en cualquiera de las formas siguientes:
fosfato &cido de sodio monohidratado y-fosfato 4cido de
potasio. | .

- Potasio se adgrega en cualquiera de las formas siguientes:

cloruro de potasio, nitrato de potasio, fosfato acido de
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potasio.

- Calcio se adiciona en cualquiera de las siguientes formas:
cloruro de calcio dihidratado, nitratq de calcio.

b. micronutrientes Aéuilar (1) y Villélobos'(18) dicen que
estos son'necesarios ya que son componenteés de 1;5

proteinas de las células vegetales y tienen importancia a

nivel fisiolégico y metabélico.

- Hierro. se afiade en forma de quelatos de hierro, puesto
que de la forma sulfato precipita y no es disponible a las células
- Manganeso. importante en la actividad fotosintetica ya que

cuando este elemento no se encuentra presente disminuye 1la

actividad fotosintetica.
- 2Zinc y Cobre. Son requeridos para la oxidacion e
hidroxilacién de compuestos fenolicos.

- Cobalto. es un metal cémponente de la vitamina B 12

’
-—

- Boro. necesario para el mantenimiento de 1la actividad

meristematica.

4.5.4.B Vitaminas
éon‘necesarias para llevar a cabo una serie de reacciones
cataliticas en el metabolismo y son requeridas en pequefias cantidades,
1as mas usadas son:
- Tiamina, conocida como vitamina Bl, se afiade como tiamina &acida
de cloro (Tiamina. HCl) en cantidades que varian de 0.1 a 0.3
mg/L esta es réalmente la unica vitamina esencial para el

crecimiento de células vegetales.
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- Vitamina E, esta ayuda-en la formacion de callos que provienen

de embriones

4.5.4.C Azucares

Aguilar (1) dice gque la mayoria de 1los cultivos in vitro son
heterétrofos y requieren de una fuente de carbohidratos para obtener la
energia necesaria para su crécimiento ;.desafrollo.' La.sacarosa es la
principal fuente de azUcares, aunque en ciertos cultivos se usan otros
ézﬁcares como la glucosa ya que una disminucién en la concentracién en
el medio favorece la restauraciéon de la capacidad organogénica de los
cultives, al aumentar su concentracién en el medio actian como

regulador osmético y al disminuirla se limita la fuente artificial de

carbono.

4.5.4.D Compuestos Indefinidos y Aminoacidos
Villalobos (18) ha encontrado Que existen numerosos complejos

nutritivos como el hidrolizado de caseina (fuente de nitrégeno), el

agua de coco por su alto contenido-de citocininas, el extracto de malta
y el extracto de levadura que se usan en los medios de cultivo, sin

embargo existen problemas sobre el crecimiento en cuanto a la variacioén

que provocan. Los aminoacidos proveen a las células vegetales de

- nitrégeno inmediatamente-disponible y su absorcién puede

medio de

ser mucho m&s rapida gue la del nitrégeno inorganico del mismo
cultivo, pero su presencia no sustituye a este ultimo. Algunos
el Acido

aminoacidos de uso frecuente son Arginina, el Acido Glutamico,

Aspartico y la Tirosina.
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4.5.4.E Reguladores del Crecimiento

Hurtado y Merino (8)ﬂy Weaver (20) reportan gque las auxinas actuan

de modo diverso en el crecimiento por alargamiento celular, como &S

incrementando el contenido osmético de las células y la permeabilidad

de la membrana al agua, reduciendo la presioén de la pared y aumentando

la sintesis de &acido ribonucleico (ARN), enzimas y aun de la misma

pared lo que provoca aumento en la plasticidad de la pared celular, que

trae como consecuencia su extensién y con ello un crecimiento por

alargamiento. villalobos (18) reporta que las auxinas, acido

Indolebutirico (AIB) y el acido Indolacetico (AIA) son usadas en rango
que varia de 0.1 a io mg/L; el &acido Naftalenacetico (ANA), Aacido
paraclorofenoxiacetico y acido 2,4-Diclorofenoxiacetico’(2,4-D) se usan
en rangos de 0.001 a 10 mg/L. La actividad auxinica en células

-~

‘cultivadas se considera de la manera siguiente 2,4-D tiene mayor

actividad que ANA, el cual a su vez tiene mayor actividad que AIB, que

su actividad es mayor gque AIA.

Segun Hurtado y Merino (8) las citocininas también promueven la
divisién celular y la organizacion de callos, se utiliza principalmente

la Benciladenina (BA), Kinetina, Zeatina y Bencil Amino Purina (BAP) .

4.5.4.F.é Importancia de los Reguladores del Crecimiento en los Medios

de Cultivo.

.

“Hurtado y Merino (8) reporta que los reéﬁladores del crecimiento

juegan un papel principal en el control del crecimiento, no

anicamente dentro de las plantas como un universo, sino también a

nivel de organo, tejido y células. En la actualidad se reconoce que
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la mayor parte de la actividad fisioldgica de las plantas estd mediada
por 1los 1reguladores del crecimiento, 1las cuales son sustancias
mensajeras, la mayorfa de las veces activas en muy pequefias céntidades,
en las que los lugares de accién y de sintesis son distintos, siendo en
algunos casos activos en el mismo sitio de sintesis, puede ademas
influir en miltiples procesos totalmente distintos al mismo tiempo y en
pa:tes’diferentes de la planta.

Segun Thorpe (14) el balance de auxinas y citoquininas en el
medio de cultivo determinard la formacién de brotes, raices, embriones
o la continua proliferacién del callo. Cuando la concentracién de
citoquininas es mayor que la auxina entonces se iniciarén las yemés de
brotes, pero si la auxina es la mayor concentraci6tn entonces se
desarrollaran los primordios radiculares * y la .concentraciép

equilibrada de ambos inducird el incremento del callo.

4.5.4.F.b Uso de Algunas Auxinas en Cultivo de Tejidos

Hurtado y Thorpe ( 8, 14 ) indican que los reguladores del
crecimientos mas usados en la iniciacién y mantenimiento del cultivo de
callo son Acido Indol 3 Acetico ( AIA), Acido Naftalenacetico (ANA) Y

el Acido 2,4-Diclorofenoxiacetico, en concentraciones desde 0.1 a 10.0

mg/l; para cada especie e incluso para cada cultivar existen

fitohormonas y una concentracién balanceada para 1la induccién Y

mantenimiento del cultivo. El maximo tamafio del callo se alcanza a las

3 u 8 semanas, a esta edad se debe efectuar los subcultives, Yy a cada

2 - 3 . u
2 o 6 semanas se transfieren a medio fresco para evitar s

—

debilitamiento en el crecimiento y lograr su supervivencia. La
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multiplicacién y crecimiento celular son acelerados, provocando gasto
de nutrientes del medio, asi mismo el agua se eVapora dejando al medio
deshidratado.

Vasquez (17) ha encontrado gque cuando se utiliza 4&acido
Naftalenacetico (ANA) como uanica fuente de auxina para inducir 1la
formacién de callo en aqterés és posible rediferenciar plantas en el

r]

mismo medio de induccién, este tratamiento ofrece la ventaja de evitar

la transferencia de los callos a un nuevo medio sin auxina para inducir’

la rediferenciacidén de 6érganos y plantas. Lo anterior se explica
posiblemente por una menoxr actividad auxinica del &4cido Naftalenacetico
inihibiendo en menor grado y menos irreversiblemente la capacidad

organogénica de las células del callo.

4.5.4.G6 Otros Componentes del Medio de Cultivo
Aguilarx (1) y Villalobos (18) reconocen que existen otros
componentes de los medios de cultivo, que son importantes como por

ejemplo el agua, el agente gelificador si es medio sé6lido y el pH.

4.5.4.6.3 El pH

Aguilar (1) opina que el pH debe oscilar entre 5.6 a 5.8,
este tiene influencia en el condicionamiento de que sales permanecen
solubles en el medio y ademas influye en la asimilacién de 1los
nutrientes del medio. .

4.6 Tejido Vegetal como Factor de Crecimiento de Callo
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4.6.1 Tipo de Planta
Villalobos (18), (19). reconoce que el tipo de planta es
determinante para el éxito del cultivo in vitro, 1los tejidos ‘de
Gimnospermas son mas dificiles de cultivar que los de Angiospermas;
dentro de las - Angiospérmas el material—derivado de las ‘dicotiledoneas

puede ser cultivado con mayor facilidad que las monocotiledoneas.

4.6.2 Parte de la Planta

Segun Vasquez (17) se puede iniciar cultivo de callo a partir de
cualquier 6rganos vegetal ( hojas, raiz, polen, embriones y semillas ©
cualquiera de sus partes). Sin embargo Villalobos (18) recomienda
comparar sistemaAticamente varias partes del vegetal antes de decidirse

por alguno de ellos.

4.6.3 Edad de la Planta

Vasquez (17) dice que la edad de la planta es muy importante por
estar _asociada con el esfado fisﬁolégico de. 1a planta agnque deben
tomarse en cuenta también la sanidad de la planta, es recomendable
utilizar plantas jdévenes y con crecimiento activo, aunque se pueden
obtener buenos resultados con plantas adultas.
4.6.4 Tamafio y Forma del Explante

Para Vasquez (17) y Villalobos (18) el tamafio ¥ forma de1'
explante no son importantes, aunque explantes muy pequefios pueden tener
. baja respuesta, siendo recomendable utilizar fragmentos de tejidos de
lidad de éxito

5 a 10 mm. por lado pues con ello se incrementa la posibi

del cultivo.
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4.7 Condiciones de Incubacién
Villalobos (18) considera que los cultivos se deben incubar bajo

condiciones controladas de temperatura, luz y humedad.

4.8 1Iniciaci6n del Cultivo
Vasquez (17) indica que la iniciacién de un cultivo de callos

9qprre’cuando pl explante estéril se pone en contacto con un medio de

cultivo que induzca y mantenga sﬁ crecimientg,y una divisién celular

continua. Por si mismos los vedetales tienen un potenciél endogeno
para la formacién de callo, en su medio natural al sufrir una lesién
esta es reparada por 1os—tejidos, las especies presentan variacién en
la capacidad de respuesta, la misma que se refleja en la respuesta in
vitro a la induccién de callo, encontrandose tejidos para los cuales la
induccién de callo es requisito previo el suplemento de auxina, un
regulador del crecimiento. Otros tejidos requieren solo una citocinina
o un suplemento tanto de auxina como dé citocinina o bien necesitan
complejos naturales en el medio.

Por 1lo general el callo tomé de 3 a 8 semanas para alcanzar el
tamafio suficiente para efectuar un subcultivo, 1la falta de
transferencia causa debilitamiento y muertc del tejido, esto es debido
a que el crecimiento y la divisién celular son aceleradds, lo que
provoca el consumo de los nutrientes del medio, ademas debido a 1la

evaporacién del medio solido hay deshidratacion y la acumulacién de

metabolitos puede llegar a ser tan alta que pueden provocar toxicidad

en el tejido.




4.9 Cultivo de Calios en Frijol
Evans (6) ha encontrado que se han establecido cultivos de

callps de frijol en diferentes medios con gran concentracidén de sales
usando medios basales como los de Murashige y Skoog (MS), White ¥y
Gamborg. Algunos investigadores desarrollaron callo derivados de
explantes de raiz, hipocotilo y cotiledones de plantas en crecimiento,
los reguladores del crecimiento utilizados en los medios de induccion
de calloé fueron &cido 2,4-D, Picloram y ANA en concentraciones que

varian de 1 hasta 100 mg/L.

Liau y Boll (9) iniciaron cultivo de callo en frijol utilizando
secciones de 10 mm. de longitud de raiz e hipocotilo obtenidas de
semillas germinadas en condiciones estériles, el cultivo se obtuvo en
erlenmeyer de cuello angosto de 125 ml usando 20 ml de medio sélido.
Utilizaron una variedad de medios con una serie de derivaciones,
Principalmente de compuestos organicos. El mejor crecimiento de callo
de frijol lo obtuvieron en un medio que tiene como base la composicion
de sales de Murashige y Skoog, en este medigQ los cultivos de callo
fueron mantenidos y subcult{vados por‘:ﬁ-intérvalo largo de tiempo.'

Tonin y colaboradores (15) tuvieron éxite-em la fofﬁacibn de callo
cuando en el medio de cultivo se agregdé los reguladores del crecimiento
Acido Indolacetico, Acido Naftalen&cetico, Acido 2,4-
Diclorofenoxiacetico y Kinetina.

Martins y Sondal (10) indujeron formacién de callo utilizando
meristemos apicales de varios cultivares de frijol, utilizaron el medio
de Murashige y Skoog con los reguladores kinetina, 2,4-D y AIA, el

callo producido con los 36 materiales fue transferido a medio liguido
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éon composicién de sales de PC-L2 con 2,4-D y Caseina hidrolizada,
"estos materiales tuvieron diferente comportamiento. La influencia del
genotipo fue importante y otra variable que idfiuyo en la respuesta fue
el tamafio inicial del explante y el medio de cultivo.

Segin Crocomo y colaboradores (3) es posible inducir formacién
de callo en variedades de frijol si se le agrega al medio leche de
coco, Acido Naftalenacetico y 2,4-D. Se ha demostrado que el 2,4-D es

efectivo en el crecimiento de callos de frijol, este regulador del

Crecimiento es mas efectivo que el AIA o el ANA.

4.10 Suspensi6n Celular
4.10.1 Definicién de un Cultivo Celular
Hurtado y Merino (8) definen el cultivo de células en suspension
‘como "conjunto de células aisladas asi como de pequefios agregados
Celulares distribuidos en un medio liquido en constante agitacién. El

cultivo de células en suspensién fue ideado con base en métodos

microbiologicos".

4.10.2 caracteristicas de un cultivo de Células

Hurﬁado y Merino (8), Villalobos (18) y Thorpe (14) coinciden en
que el cultivo de células en suspensién es "un medio liguido ‘en donde
existe constante movimiento del medio utilizando agitaéion o burbujeo
de unidades pequefias de células o células aisladas que ayuda al
intercambio de nutrientes y gases. Los cultivos en suspension tienen

Una tasa de crecimiento mayor que el cultivo de callos debido a un

Mayor intercambio de nutrientes y gases".

¥ |
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4.10.3 Usos del Cultivo de Células
Hurtado y Merino (8) indican en relacién al cultivo en suspensioén
~"este sistema es utilizado con éxito para llevar a cabo estudios sobre
embriogénesis, crecimiento, diferenciacion, organogenesis, ciclo

celular, genética, nutricién y metabolismo.

4.10.4 Obtencién de un Cultivo de Células

Villalobos (18) ha logrado cultivo de células cuando se inocula
callo en medio liquido y se mantiene en agitacion continua, 1las células
se separan del tejido formando una suspensién constituida por células
individuales o por pequefios agregados celulares. E1 establecimiento de
-ios chltivos~en suspension dependen en gran medida del grado de
disgregabilidad (friabilidad) del callo.

Generalmente la friabilidad del callo puede aumentarse con altas:
concentraciones de auxinas en el medio de cultivo. En ciertas
condiciones aparecen zonas o regiones disgregables en callos compactos
gque pueden ser utilizados también para el establecimiento
posterior de las suspensiones. La suspension también puede iniciarse
ento

de explantes primarios de tejidos diferenciados pero el establecimi

es mas lento y existe altos riesgo de contaminacioén.

4.10.5 pefinicién de la friabilidad del callo y su importancia en el
Cultivo de Células.
En cuanto al término friable Hurtado y Merino (8) indican que el
término se emplea para describir la capacidad de separacién de las

células, es decir, que estas se disgregan facilmente después de una
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divisién celular, por consiguiente un cultivo que presenta un alto
porcentaje de células tanto aisladas .como en pequefios agregadoSs
formard una buena suspensién, Se dice gque un callo friable tiene buen
consistencia y se puede identificar por su apariencia, lo contrario de
un callo friable (de buena consistencia) es un callo duro o compacto el

cual también se puede conocer por su apariencia.

4.10.6 Crecimiento de Células en Suspensioén
Dodds y Roberts (4) y Hurtado y Merino (8) opinan que en ub
cultivo de células en‘suspepsién pasa por varias fases.antes de llegar

a agotar los nutrientes del medio y por lo tanto ya no crecen a meﬁos

que se practique un subcultivo, las fases so6n las sig;ientes:

a. Fase de reposo: el inb6culo no presenta ninguna sefial de divisioén
celular, ya que unicamente se esta adaptando a las nuevas
condiciones nutricionales.

b. Fase exponencial: en esta fase se activa la divisién celular y en
poco tiempo crece en forma acelerada la cantidad de células.

c. Fase lineal: en esta fase la poblacién de células crece
proporcionalmente al tiempo de manera que este crecimiento se
comporta graficamente como una rectg.

d. Fase estacionaria: en esta fase la velocidad de crecimiento es

igual a cero a causa de agotamiento de los nutrientes o al menos

v

-—

uno de ellos en esta fase las células han alcanzado su maxima
densidad celular permanecen viables pero no se dividen aungue si
no se subcultivan pueden morir.

La mayoria de los cultivos en suspensién alcanzan su maxima
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densidad celular entre los 18 y 25 dias aunque puede existir cultivos
extremadamente activos que pueden alcanzar entre 6 y 9 dias su méxima

densidad.

4.10.7 Morfologia de las Células que Crecen.en Suspensién

Hurtado y Merino (8) han encontrado que los cultivos de células en
‘Suspensién generalmente son heterogéneos, asi como su tamafio dependen
de la especie vegetal de la cual se ha derivado el cultivo, de la edad
GEI_tejido en cultivo, de la composicién del medio y de las condiciones
de incubacién. En la mayoria de los cultivos el 60% de las células
pueden estar aisladas o formar agregados de varias
células, en un mismo cultivo existe una variedad de formas de células
y de tamafios, las dimensiones varian de 20 a 40 micras de diametro y de
30 a 200 micras de longitud, las células presentan una pared celular
-éelgada de 0.% a 0.6 micras, no especializada que rodea el protoplasto.
4.10.8 Medicién del Crecimiento Celular en un Cultivo

Hurtado y Merino (8) indican que "para medir el crecimiento de
las células, este puede'expresarse de manera cualitativa pues conforme
las células se multiplican se observara un aumento en la
turbidez del medio de cultivo de tal forma qgue un cultivo con baja
densidad celular sera claro, con el color normal del medio de cultivo.
Sin embargo, el crecimiento también se puede expresar cuantitativamente
mediante la determinacién periédica de parametros especificos de
crecimiento, los parametros mas usados son:

a. el peso fresco y seco de las células cultivadas.
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b. el ntmero de células por unidad de volumen cuantificadas con ayuda
de un hematocitoémetro.
c. el volumen total ocupado por las células en una alicuota del
cultivo, las células se compactan mediante centrifugacién y el volumen

de estas se expresa en un porcentaje del volumen de la alicuota.

4.10.9 Aplicacién del Cultivo de Células

Villélobos (18) ha encontrado la aplicacién de la metodologia del
cultivo de células, pues se forman células separadas o bien agregados
Celulares, gue se pueden transferir a un medio s6lido donde se pueden
aislar células mutantes y estas pueden formar callosidades que pueden
@ su vez regenerar tejidos, 6rganos o plantas completas en presencia de
reguladores del crecimientoz La metodologia del cultivo también es

favorable para hacer crecer en el cultivo hongos que- causan

enfermedades y luego regenerar las células "qué hayan resistido el

ataque con la seguridad de la planta regenerada serd resistente a el

i

atague del hongo, aunque es necesario ‘crear metodologias para lograr

establecer un cultivo de células en suspensioén.

'4.11 Cultivo de Células en Suspensioén en Frijol (Phaseolus

vulgaris)

Liau y Boll (9) establecieron cultivos en suspensién iniciados al
transferir varias porciones de callo friables (aproximadamente 2 gramos

- de peso fresco), producido por rafices, hipocotilo o cotiledén a 50 ml

de medio liquido en un erlenmeyer de 250 ml, este fue agitado en un

-— ’

agitador rotativo de 100 a 120 revoluciones por minuto, con temperatura
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aproximada de 27 grados centigrados. Mas del ochenta por ciento de
las células estaban aisladas, el resto fueron grupos de células de 5 a

50 células, los subcultivos se establecieron al transferif 5 ml de

-células filtradas en una malla y luego pasadas a un medio de

- suspensidn nuevo.

4.12 Algunos Estﬁdios en la Organizacion de Callos en friiol

Tonin (15) en sus estudios sobre organizacién ha encontrado que el
nitrégeno reducido estimula el desarrollo y morfogénesis cuando se
agrega al medio nutritivo como una mezcla de aminoacidos, tal como
caseina hidrolizada y la leche de coco pueden sustituir el efecto de
los aminoacidos en cultivos en suspensién celular.

Los resultados demuestran que los aminoacidos si tienen efecto en
la morfogénesis de los callos. Los aminoacidos qgue mas favorecen la
morfogénesis son Arginina, Acido Aspartico y Cisteina, estos compuestos
provocan la presencia de regiones pigmentadas verdes en el callo, 1los
tres aminoacidos ya sea individualwmente o en grupos de 2 © 3 fueron

eficientes.

Arias y Crocomo (2) encontraron que en callos de frijol el
aminoacido gque m&s favorece la rizogenesis es 1la Arginina en
concentracion de 120 a 240 mg/L. E1 hidrolizado de caseina también

tiene efecto en la mqrfogénesis en callos de frijol.

Tonin (15) encontro que algunos aminoacidos son inhibitorios para

el desarrollo y morfogénesis de los callos de-frijol, egfos aminoacidos

son Acido Glutamico, Glicina e Histidina.
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Peters, Crocomo y Sharp (12) demostraron el efecto de algunos
alcaloides en particular la nicotina, que pueden servir como promotores
mor fogeneticos en los sistemas de cultivo de tejidos, principalmente en
agquellas especies donde la morfogénesis no se ha logrado con el manejo

de las relaciones auxina-citocinina; como es el caso del frijol.

"La Nicotina y Cafeina a demostrado mejorar tanto el desarrollo del

callo como la morfogenesis.

Y
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5 OBJETIVOS

Evaluar el efecto de 10 combinaciones de auxinas, en la induccién

de callo en cuatro explantes de frijol comin (Phaseolus vulgaris

L..) variedad Parramos.

Evaluar la respuesta ‘de cuatro explantes de frijol (Rhaseolus

‘vulgaris L.) variedad Parramos, a la induccién de callo.

Evaluar el efecto de tres auxinas en -"el cultivo en suspension
celular, partiendo de callos de frijol coman (Phaseolus vulgaris

L.) variedad Parramos.



6 HIPOTESIS

Las 10 combinaciones de auxinas tienen el mismo efecto en 1la

induccién de callo, independientemente del tipo de explante

utilizado.

Los explantes cotiled6én, hipocotilo, embrién y raiz de frijol

comin (Phaseolus vulgaris L.) variggag Parramos responden de igual

manera a la induccién de callo, independientemente' de 1la

combinacién de auxinas ntilizada en el méaio de induccioén.

Las tres auxinas a evaluar en el cultivo en suspensién celularx

tienen la misma eficiencia en la multiplicacién celular.
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7 METODOLOGIA

7.1 Descripcion del Area en D6nde se Realizé la Investigacion

La investigacién se desarrolld en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos, de la Subarea de Manejo y Mejoramiento de Plantas de 1la
Facultad de Agronomia, de la Universidad de San Carlos de Guatemala,
localizado en la ciudad Universitario zona 12.
7.2 Material Vegetal

La variedad de frijol. Parramos B
presente estudio, esta variedad tiene las siguientes caracteristicas:

Es una variedad de frijol negro, se puede cosechar de 115 a 120
dias después de la siembra, su habito.de crecimiento es indeteiminado
arbustivo, con un promedio de 18 vainas por planta y 6 semillas por
vaina, la forma de la semilla es alargada, tiene 1las vainas

uniformemente distribuidas, presenta resistencia a la siguientes

enfermedades: Antracnosis (Colletotrichum lindemutianum), Roya del

frijol (Uromyces Phaseoli) y mancha angular (Isariopsis griseola); esta

variedad fue desarrollada para el altiplano central Yy occidental de

Guatemala y su promedio de rendimiento es de 1500 Kilogramos por

hectarea.

-—

7.3 Desarrollé de la Investigacioén

La investigacién se divididé en las siguientes fases:

a. Evaluacién de medios de induccién de callo y respuesta del tipo de

explante.

i

b. Evaluacién de medios para cultivo de células en suspension celular

3

fue la que 'se utilizé en &l
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7.3.1 Evaluacién de medios de induccién de callo

7.3.1.A Disefio experimental.

Se utilizé el diséﬁo experimental de bloques al azar con cuatro
repeticiones. Las repeticiones se constituyeron en blogues por la
gradiente de variabilidad constituida por la iluminacién

7.3.1.A.a Tratamientos
Los tratamiento evaluados son el resultado del arreglo de dos
10

factores; el factor A con 10 .niveles gque corresponden a

combinaciones de auxinas las que se pueden ver en el cuadro 1 y el
factor ‘B con 4 niveles que corresponden a 4 tipos de explante 1los

cuales se presentan en el Cuadro 2; la combinacién de los dos factores
resulté en 40 tratamiento evaluados.

Combinaciones de las auxinas 2,4-D y ANA, utilizadas
en el estudio de induccién de callo en explantes de

frijol comGn (Phaseolus vulgaris) Var. Parramos.

Cuadro 1.

Nivel Concentracion de asuxinas ma/L |
2,4-D } ANA
Al 1 0
A2 3 0 .
A3 5 -9
A4 0 1
" a5 0 3
A6 0 >
A7 2 1
A8 1 2
A9 3 2
Alo0 2 3
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Cuadros 2. Tipos de explante de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
utilizados en la induccidén de callo.

Nivel ' _Explante
Bl Embrién (W)
B2 Cotileddn (X)
B3 Hipocotilo (Y)
B4 Raiz (Z)

7.3.1.A.b Unidad Experimental
Se consider6 como una unidad experimental una caja de petri de

100x15 mm donde se agregaron 20 mililitros de medio y se colocaron
cuatro explantes. Con los 40 tratamiento y 4 repeticiones se manejé en
total 160 unidades experimentales. Se hicieron observaciones en

estas unidades experimentales, producto de esto se eliminaron 30

tratamientos por gque no respondieron a 1la induccién de callo,
perdiéndose la estructura factorial, por lo que los 10 tratamientos
que respondieron se manejaron como un experimento simple el cual tuvo
40 unidades experimentales, producto de 10 tratamientos y 4
repeticiones, se colocaron 5 cajas de petri adicionales para poder
realizar lecturas a los 5, 10 y 15 dias posterior a la siembra Y

conocer el comportamiento de la formacion del callo a través de las

unidades para realizar los analisis estadisticos.

Inforsna. -0
Agricela

7.3.1.B Variables Evaluadas
Se determiné el peso fresco y seco del callo producido mas el
explante.

Se estimo la esponjosidad (consistencia) del callo producido,
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esto se hizo .por estimacién'visual 15 dias déébués de la siembra de los

explantes. .

' Se observé la presencia de rafices 15 dias después de la siembra de

‘los explantes.
7.3.1.C Analisis de la Informacién

Se realizo un analisis de Covarianza (ANCOVA) para determinar si
existia efecto del peso seco inicial de los explantes sobre el peso

final del explante mas el callo formado.

El modelo que se utilizé para este analisis es el siguiente:

Yijk= U + Ti + Bj + S(Xijk-X) + Eijk
donde:
U= media general
Yijk= peso seco del explante mas el callo formado
Ti= efecto de los tratamientos
Bj= efecto de los bloques
S(Xijk—X)= efecto del peso seco inicial de los explantes.

Eijk= error experimental.

Tamblén se realizo un analisis de Varianza para la formacién de
callo exclusivamente, es decir obteniendo matematicamente la formacion
de callo restando el peso seco f£inal del callo formado mas el explante

menos el peso seco inicial del explante, el modelo utilizado es el

siguiente.
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Yijk = U + Ti + Bj + Eijk
donde:
Yijk = variable respuesta (peso seco del callo formado)
U = efecto de la media general
Ti = efecto de los tratamientos
Bj = efecto de los bloques
Eijk = error experimental

También se realizaron pruebas maltiples de medias (Tukey 5%)
para encontrar las diferencias estadisticas entre los promedios de pesb
seco de los diferentes tratamientos.

| Para las variables cualitativas Consistencia del callo Y

Ausencia de raices, se realizd una prueba de Friedman.

7.3.1.D Manejo del Experimento
7.3.1.D.a Preparaciéon de Medios de Cultivo

La coﬁposicibn del medio de cultivo de Murashige y Skoogd (se
presentan en el Apéndice 1) y los reguladores del crecimiento se
. p;gparagon en soluciones de concenFracibn conocida (soluciones Stock).
El procedimiento utilizado fue: en un balén aforado de capacidad'looo
ml se coloc6é 200 ml de agua destilada, luego se agregaron todas las
soluciones de los componentes del medio de cultivo, posteriormente la
sucrosa, agitando el medio hasta que se disolvis completamente Y luego

se aford con agua destilada a 1000 ml.
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Luego se vacié el contenido en un beaker de 1000 ml. y se determind el

pH, el cual se ajustdé con acido clorhidrico /1N o con hidroéxido de

sodié—lN. El medio fue calentado para facilitar la disoluciédn del agar

y posteriormente se esteriliz6 el medio de cultivo en autoclave a 121

grados centigrados y 15 p.s.i por quince minutos
7.3.1.D.b Transferencia—del medio.

Ante la dificultad de autoclavear el medio de cultivo en las cajas
de petri directamente, las cajas se autoclavearon por separado y el
medio se autoclaved en earlenmeyers con tapones de papel aluminio y
luego se traspas6é a las cajas de petri esterilizadas en la camara de
flujo laminar.
7.3.1.D.C Obtencidén de Explantes
7.3.1.D.C.I Obtencién de Embriones

El procedimiento para la obtencidén de embriones de frijol fue el
siguiente: Se lavaron las semillas de frijol con agua del grifo,
eliminando las semillas que flotaban o que estaban dafiadas por insectos
principalmente, luego se esterilizaron las semillas con una solucién al
2.5% de Hipoclorito de Sodio durante 10 minutos y se lavarbn con agua
destilada esterilizada tres veces. Después de la ultima lavada se
dejaron eﬁ remojo por 24 horas en agua-.esterilizada. Transcurrida las

24 horas se lavaron nuevamente con agua destilada esterLliiadap En la

camara de flujo laminar se removié la testa de la semilla y se
separaron los cotiledones, para obtener el embri6én completo con la

ayuda de una aguja de diseccién.



7.3.1.D.C.II Procedimiento para Obtener Cotiledén, Hipocotilo y
Raiz

El procedimiento utilizado para obtener estos explantes fue el
siguiente: Veinticuatro horas antes del siguiente paso se prepar6 una

solucién de agar al 7%, de esta soluci6n se agregaron 35 ml a

erlenmeyers de 250 ml de capacidad, luego se esterilizé en autoclave.

Posteriormente se lavaron las semillas de frijol con agua de grifo y se

eliminaron las dafnadas por insectos o gque flotaban, 1luego se

esterilizaron las scmillas con una solucién al 2.5% de hipoclorito de

sodio durante 10 minutos y utilizando agitacién, continua, luego en la

.

camara de flujo laminar se lavaron tres veces las semillas con agua

destilada estéril y se colocaron en los earlenmeyers conteniendo 1la

solucién de agar previamente preparada. Transcurridos tres dias 1las

semillas estaban en proceso de germinacién, con el hipocotilo
diferenciado de 1la radicula, en este momento se obtuvieron estos
explantes y el cotiledén.

7.3.1.D.d Proceso de Siembra
Este procedimiento estuvo restringido a la camara de £lujo
laminar, fue alli donde se llevd el explante al medio de induccién de

callo, con asepsia tanto del personal como del equipo utilizado.
7.3.1.D.e Condiciones de Incubacioén

Las condiciones de incubaci6n para la induccién de callo fueron
las siguientes: luz artificial con fotoperiodo de 16 horas Y

temperatura de 21 grados centigrados, durante 15 dias.
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7.3.2 -Suspensié6n Celular

7.3.2.A Disefio Experimental
El disefié experimental utilizado fue el de blogues al azar con

cuatro repeticiones, las cuales por la . existencia de una gradiente de

variabilidad que fue la iluminacién se convirtieron en bloques.

7.3.2.A.a Tratamientos
Los tratamientos utilizados fueron 4, éstos son el producto de la

evaluacién de tres auxinas en concentracién de 0.1 mg/L y un testigo en

el cual no se aplicd ninguma auxina at mediofde cultivo. Para todos

los tratamientos el medio basal utilizado fue el de Murashigé y Skoog

(MS). las auxinas evaluadas se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3 Auxinas utilizadas en el estudio de cultivos de
suspensioén celular en callos de frijol comun

(Phaseolus vulgaris L.)

Auxinas

[— Tratamiento
ninguna

Acido 2,4-Dicolorofeniacetico
Acido Naftalenacetico
Acido Indoleacetico

OSQwy

7.3.2.A.b Unidad Experimental
o ‘ge consideré como unidad experimental un erlenmeyer de 250ml. de

’

capaczdad, el cual.contenia 50 ml de medio liquido. De  los cuatro

tratamientos y cuatro repeticiones resultaron las 16 unidades

experimentales manejadas.
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7.3.2.B Fuente de Células

El tratamiento que en la induccién de callo se considerd el mejor.
en base a peso seco, friabilidad Y présencia de ralces; fue el que se
utiliz6 como fuente de células. Este se reprodujo lo suficiente para
lograr establecer los cu}tiyos de suspensién celular.
7.3.2.C Variable Respuesta y Forma de Medirla

La variable que se evalué fue el numero de células por mililit:o,
ésto se realizo de la manera siguiente
1) En la cé&mara de flujo laminar se tomaron muestras de 1 centimetro
cubico de cada unidad experimental, ésto se realizé utilizando ﬁna
pipeta de 1 centimetro cubico esterilizada, esta ﬁuestra fue colocada
en un tubo de ensayo debidamente identificado.
2) De la muestra obtenida se colocd una gota en el hematocimetro
del cual ya se conocia que tenia capacidad de 0.676 milimetxros cabicos
y con la ayuda de un microscopio se realizé el conteo del numero de
células en el volumen conocido y se extrapolé para un centimetrb
dﬁbiéo, para este caso el numero de células en el volumen del
hematocimetro se multiplicé por la constante de 1,479 para obtener el
nimero de‘células por centimetro cubico.

— -

7.3.2.D Analisis de la Informacion . --
Se realizé un analisis de Covarianza (ANCOVA) debido a gque S€
colocé un numero diferente de células en cada unidad experimentalp el

modelo del andlisis de covarianza se presenta a continuacion.
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-

Yijk= U + Ti + Bj + S(Xijk-X) * Eijk
donde: .-
U= media general
Yijk= cantidad de células por centimetro cubico
Ti= efecto de las auxinas
Bj= efecto de los bloques
S(Xijk-X)= efecto del ntmero inicial de células por mililitro

Eijk= error experimental

El analisis de ANCOVA encontrd efecto del numero inicial de

células sobre el numero final de células, por lo que se realiz6 la

corréc;ién de las medias de los tratamientos para posteriormente
aplic;r una prueba de maltiple de medias (Tu(éy 5%) .
7.3.2.E Manejo del Experimento
7.3.2.E.a Preparacién de Medios

Este procedimiento es similar al gque se utilizdé para 1la
_preparacién de medios en la fase de induccién de callo del presente
.trabajo, con las diferencias siguientes: se prepar6 medio liquido y por
1o tanto no se le agregé agar, se esterilizé en el autoclave
directamente en los erlenmeyers con tapones de algodén y papel aluminio
y por supuesto las auxinas y la concentracién de ellas.
7.3.2.E.b Procedimiento de Siembra

Los callos fueron disgregados en una caja de petri con la ayuda de
un bisturi, posteriormente con una pinza la masa callosa fue llevada a

los earlenmeyers que contenian el medio liquido previamente preparado,
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estos se taparon con algodén y papel aluminio para lograr un buen
aislamiento. Este proceso se realizé eh la camara de flujo laminar y
 fue necesaria una completa asepsia del personal como del equipo.
7.3.2.F Condiciones de Incubacién

A los earlenmeyers que contenian las células se les incubd en
fotoperiodo continuo a 2000 1lux, con temperatura de 21 grados

'centigrados Y en agitacién de 120 revoluciones por minuto.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION
~8.1 'Faée de Induccién de Callo:

- En la induccion dé éallo de los 40 -tratamientos iniciales se
eliminaron 30 porgque no formaron callo, ;a mayor parte gorrespondié a
los medios de induccién de callo gque contenian danicamente Acido
Naftalenacetico (ANA) como regulador del érecimiento, en estos
tratamientos la uUnica respuesta que se obtuvo fue la formaciédn de
raices (rizogénesis) como es caracteristico de los reguladores del
crecimiento tipo auxina. El Aacido naftalenacetico fue eficaz en 1la
induccién de callo solamente combinado con Acido 2,4-
diclorofenoxiacetico (2,4-D), la respuesta de los 40 Tratamientos se
resume en el Cuadro 4.

cuadro 4 Respuesta de los 40 tratamientos en la fase

de induccidén de callo, utilizando explantes

de frijol (Phaseolus wvulgaris) var. Parramos

tratamiento pPeso en gramos
Auxina mg/l Explante fresco seco
2,4-D ANA

1 0 Embriodn 0.8339 0.03835
1 0 Cotiledén - -

1 0 Hipocotilo - -

1 0 - Raiz -, -

3 0 Emb;ién : — - 0.5132 0.03005
3 0 Cgtlledén 0.6764 0.05810
3 0 Hipocotilo 0.8526 0.04593
3 0 Railz 0.1955- 0.01380
5 0 Embrioén - -

5 0 Cotiledén - -

5 0 Hipocotilo - -

5 0 Raiz : - -

0 1 Embrién - -

0 1 Cotiledén - -

0 1 Hipocotilo - -

0 1 Raiz - -
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continuacion del cuadro 4 .....c000r 00

-

Tratamiento peso en érémos

Auxina mg/l Explante fresco seco

2,4-D ANA

Embrién - -
Cotileddn ' - -
Hipocotilo - -
Raiz - -
Embridn - -
Cotiled6n : - -
Hipocotilo - -
Raiz

Embrién ' 0.04555 0.02608
Cotiledédn

Hipocotilo 0.7108 0.03885
Raiz _ 0.3902 0.02202
Embridn _ - .=
Cotiledén T - -
Hipocotilo - -
Raiz - -
Embridn - S
Cotiledbn - -
Hipocotilo 0.7809 0.03765

Raiz 0.2809 0.01543
Embridn - -

Cotiledén - -
Hipocotilo - -
Raiz - -

L4
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Unicamente 10 tratamientos respondieron a la induccién de callo,
los cuales se presentan en el cuadro 5. En dichos tratamientos
vmediante el analisis de covarianza se encontré efecto del peso seco
del explante sobre el peso seco final del callo formado mas el
explante, por lo que fue necesario realizar un ajuste a las medias de
los tratamientos para realizar la prueba discriminatoria de medias. En

el Apendice 4 se muestra el resumen del analisis de Covarianza.
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Cuadro 5 Tratamientos que respondieron a la induccién de callo,
medias obtenidas y medias corregidas por el analisis
de covarianza para el peso seco del callo formado
mas el explante utilizado.

Tratamiento Medias de los trat. tukey
0.05%
Explante |Auxina mg/L Obtenida corregida
2,4-D ANA
Cotiledén 3 0 0.5810 0.06500 A
Hipocotilo 3 0 0.4593 0.04500 A
Hipocotilo 2 1 0.0385 0.03800 A
Embridn 1 0 0.0383 0.03740 A
Hipocotilo 3 2 0.0376 0.03700 A
Embrién 3 0 0.0305 0.02900 AB
Embrién 2 1 0.0260 0.02500 BC
Raiz 2 1 0.0220 0.02000 BCD
Raiz 3 2 0.0154 0.01400 CD
Raiz 3 0 0.0138 0.01200 D

Entre los mejores tratamiento segin la prueba de Tukey (5%) se
encuentra el tratamiento en el cual se utilizé el explante cotiledén en

el medio de induccién de callo gque contenia 3 mg/L de 2,4-D; este

tratamiento al final del periodo de induccién presento 'los siguientes

pesos: El valor del peso fresco fue de 0.6764 gramos y el valor del

peso seco fue de 0.05810 gramos, Y la media corregida por el analisis
de covarianza tuvo un valor de 0.065.. A pesar de tener un aceptable
peso tanto seco como fresco el callo no fue utilizado en la fase de

suspensiéon celular por las causas siguientes:
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1) el peso seco inicial del explante_(cotilédén) fue. el mas alto en
comparacioén con los demas explantes utilizados, est6 sgﬁpuede'confirmar
cuando se observa la figura 1, en esta figuré.la.primer divisioén de las
, barras corresponde al peso seco del explante al momento de la siembra;
2) los incrementos logrados por este ératamiento durante los 15 dias de
induccidén son minimos, as{ se puede observar en esa misma figura 1, que
la barra que representa este tratamiento no presenta la cuarta divisioén
como las demas, lo que indica que el callo a partir del décimo dia ya
no crecidé. Este comportamiento parece tener la explicaciéon en el hecho
que el cotiledén es un tejido de reserva y aunque es un tejido vivo 1la
actividad celular se encuentra reducida al minimo y por lo tanto no se
l obtiene respuesta a la inducciQn al aplicar exogenamente reguladores

del crecimiento tipo auxinas; y 3) Al aplicar‘un analisis de varianza

para la formacién de callo se encontaron diferencias significativas

entre los tratamientos y al aplicar la prueba discriminatoria de medias
de Tukey 5% se encontré que este es el octavo tratamiento en orden de
importancia para la formacidn de callo propiamente dicha, como puede

verse en el cuadro 6.




44

Cuadro 6 Respuesta en formacién de callo por los 10 tratamientos que
respondieron a la induccién de callo y Prueba de tukey al 5%
para las medias de los tratamientos.

Tratamiento . prueba
Medias de 1los de
Explante |Auxina mg/L tratamientos tukey
- - 5%
2,4-D ANA
Hipocotilo 3 0 0.04113 A
Embrién 1 0 0.03480 AB
Hipocotilo 2 1 0.03405 AB
Hipocotilo 3 2 0.03285 ABC
Embridén 3 0 0.02650 ABCD
Embridn 2 1 0.02250 ABCD
Raiz 2 1 0.01920 BCD
Hipocotilo 3 0 0.01673 BCD
Raiz 3 2 0.01260 CcD
Raiz 3 0 0.01098 D

Otra causa por la cual no se considerd el mejor tratamiento a

aguel en el que se utilizé 3 mg/1 de 2,4-D y el' cotiledédn fue la pobre

calidad del callo formado, principalmente 1la mala consistencia del

callo (apariencia corchosa) como 1o refleja el valor rj de 4 calculado
mediante la metodologia de Friedman, este valor rj es el mas bajo de

todos jos tratamientos. Otra caracteristica fue la tendencia a formar

raices (rizogénesis) de tal manera que el valor rj calculado para esta

variable mediante la prueba de Friedman tuvo un valor de 25.5, el cual

no fue el mas alto pero si de los valores mas altos.
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- Figura-1l Respuesta e incrementos periédicos de 1los diferentes explantes

de frijol comin a la aplicacién de diferentes combinaciones de

auxinas donde: B
1 mg/L de ANA; I

Z = Raliz

El tratamiento en que se utilizé el explante el hipocotilo Yy Se€

= 3 mg/L de 2,4-D; G = 2 mg/L de 2,4-D mas
= 3 mg/L de 2,4-D mds 2 mg/L de ANA; A
1 mg/L de 2,4-D; X = Cotiledédn; Y = Hipocotilo; W = Embrion Y

agrego al medio de induccién 3 mg/L de 2,4-D, obtuvo un valor de pesoO

fresco de 0.8526 gramos y el peso seco tuvo un valor de 0.04593 gramos,

la media corregida por el andlisis de covarianza tuve un valor de



46

0.4500. En este tratamiento es necesario hacer 1las siguientes
consideraciones; al aplicar una prueba de Tukey con significancia del
5% a los valores de peso seco del callo producido por los diferentes
tratamientos no se encontraron diferencias significativas entre este
tratamiento y el primer tratamiento, tal y como se puede observar en el
cuadro 5, con 1la ventaja que 1los incrementos 1logrados por este
tratamiento fueron considerables dufante el periodo de induccién como
se observa en la figura 1l; adem&s las caracteristicas de consistencia
y rizogénesis del callo formado con este tratamiento fueron buenas, asi
el valor rj calculado para la consistencia mediante la prueba de
Friedman tiéne' un valor de 32 el cual esta dentro de los valores mas
altos 1ogrados por los tratamientos como se observa en el cuadro 7,
para la presencia dé raices el valor rj fue de 15 lo gque indica
claramente la minima tendencia de este tratamiento a formar raices.

Tomando en cuenta las caracteristicas de peso seco, consistencia y
rizogénesis de este tratamiento, unido con la tendencia a formar puntos
verdes-amarillentos dondg pétencialmegzé'se'podrian farmar embriones
somaticos, Yy ademas al aplicar un analisis -de varianza para 1la
formacién de callo se encontraron diferencias significativas entre los
tratamienfos y al aplicar una prueba discriminatoria de medias de tukey
al 5% se encontr6 que este es el mejor tratamiento en cuanto a

formacién de callo como puede observarse en el cuadro 6, fue por estas

causas gue este tratamiento fue seleccionado para establecer la fase de

suspensioén celular.

'5




47

Cuadro 7 Valores Rj calculados segin la prueba de Friedman
para las variables Consistencia y Presencia de raices.

Tratamiento Consistencia Rizogenesis
RJj RJ
Explante Auxina mg/L
2,4-D| ANA
Cotiledén 3 0 4.0 25.5
Hipocotilo 3 0 32.0 15.0
Hipocotilo 2 1 12.0 33.0
Embridn 1 0 16.5 20.5
Hipocotilo 3 2 14.0 28.5
Erbrion 3 0 23.0 11.0
Embrién 2 1 16.5 e 19.5
Raiz 2 1 32.5 ° 30.5
Raiz 3 2 32.5 25.5
Raiz 3 0 37.0 ' 11.0

El tratamiento en el que se utilizo el explante hipocotilo Y
agregandole al medio de induccién 2 mg/L de 2,4-D y 1 mg/L de ANA,
tuvo un valor para el peso fresco de 0.7108, para el peso seco del
callo formado més el explante de 0.03885, Y para la media corregida
segun el andlisis de covarianza de 0.38, el cual segin la prueba de
Tukey (5%) es el tercer tratamiento en orden de importancia. LoOS
incrementos logrados por este tratamiento durante 1la induccién fueron
considerables, la desventaja del callo formado pPor este tratamiento
con el discutido anteriormente radica, en la mala consistencia del
callo formado como 1lo refleja el valor rj de 12 y ademas tenia
tendencia a formar raices segun lo refleja el valor rj de 33 calculado
para esta variable, mediante la prueba de Friedman.

Todos 1los tratamientos en los cuales se utilizé el explante
hipocotilo fueron 1los que mas respondieron a la induccién de callo,

.

respuesta que se refleja en los increfentos "'logrados por todos estos
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tratamientos; ésto se debe ai estado de crecimiento activo en el cual
se obtuvieron los hipocotilos, es en ese estado cuando las auxinas
tienen un mayor efecto como lo reporta Weaver (20).
Los.tratamientos.en los cuales se utilizo como explante el embxrién
también presentaron incremento en peso seco durante el perfiodo de
induccién, se observé que cuando este exp%ante fue colocado en un
medio que contenia la combinacién de 2 mg?L de 2,4-D mas 1 mg/L 'ANA
presentd un minimo crecimiento de 1la plﬁmula, lo cual no se obsexvod
cuéndo al medio se le agregd Unicamente 2,4-D en concentraciones de
1 y 3 mg/L.
El comportamiento de los tratamientos en los cuales se utilizo el
~explante raiz presentaron incrementos minimos en peso seco comparados
con los demas tratamientos, comparacién que puede hacerse en la figura
-1, pero se debe considerar gue al momento de la siembra este explante
fue el gue presento menor peso seco. Los callos formados a partir de
"‘este’ explante presentaron 1la mejor consistencia de todos 1los
tratamientos; por ejemplo cuanto este explante se colocé en el medio
~ ° gue contenia 3 mg/L de 2f4-D Y 2 mg/L de ANA la consistencia del callo
producido tuvo un valor de 32.5; mientras éﬁe cuando al medio se le
agregd 3 mg/L de 2,4-D la consistencia del callo producido por este
éxplante tuvo un valor de 37, valor que es el mayor de todos los
tratamientos. La buena consistencia de los callos formados cuando se
utiliza como explante la raiz ya fue reportada por Liau y Boll (9)
aunque esta consistencia buena se consideré excesiva porque el callo
era facilmente disgregable pero muy susceptible a morirse por

desecacién. La poca respuesta de la raiz a la formacion de callo
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medida en peso seco, parece explicarse en la habilidad de 1los
compuestos auxinicos para formar primordios de raiz pero no estimular
la divisién en células de raiz.

"En los diez tratamientos que formaron callo y los cuales se
presentan en el cuadro 4 es importante decir que el 2,4-D en
concentracién de 3 mg/L indujo callo en 1los cuatro explantes
utilizados, pero la consistencia y la ausencia de ralces varié con
cada explante; en concentracioén de 1 mg/L indujo callo unicamente con
el embrion con caracteristicas intermedias de consistencia y ausencia
de raices. El 2,4-D combinado con ANA en concentraciones de 2 mg/L Y
1 mg/L iespectivamenﬁe indujo formaciém de-éallo‘con‘los exélantes
hipocotilo, embridén y raiz; mientras la combinaqibn 3-mg/L y 2 mg/L
respectivamente indujo callo en los explantes hipocotilo y raiz.

8.2 Suspensién celular

El analisis de covarianza encontrd efecto de la cantidad inicial
de células colocadas en los tratamientos sobre la cantidad final, por
lo que fue necesario realizar ajustes a las medias de los tratamientos
y bosteriormente se les aplicéd una prueba discriminatoria de medias de
tukey (5%), esta prueba no encontrd diferencias entre los tratamientos,
por lo gque 1los cuatro tratamientos se consideran estadisticamente

-iguales, como -se puede observar en el cuadro 8§.
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Cuadro 8 Multiplicacién celular en los 4 tratamientos
evaluados en la suspensién celular.
‘Tratamiento , "Células/ml medias Tukey(5%)
| Auxinas 0.1 mg/L M
Inicial Final |Corregida
ninguna 32729 101659 108014 A
2,4-D 22929 74543 90879 A
ANA 46782 82163 74207 A
AIA . 53439 123797 109062 A

La igualdad estadistica de los tratamientos tiene importancia
porque se puede establecer un cultivo de células de frijol sin utilizar
reguladores del crecimiento} inqluso el no aplicar regulador del
crecimiento supera en proliferacién celular a los tratamientos
en los cuales se utilizan reguladores con caraéteriéticas fuertes de
auxina como el 2,4-D y el ANA, siendo superado uUnicamente por el
tratamiento en el que se aplica 1la auxina natural AIA, se debe
considerar gue este compueéto es poco estable en la luz como lo reporta
Weaver (20) y por lo tanto es muy posible que dicho producto se haya
desintegrado r4pidamente.

para comprender lo que sucedidé en las suspensiones celulares hay
que partir de un hecho conocido, como lo es el comportaﬁiento de las
suspensiones celuiares en ‘fases bien‘definidas,.tal‘)r como lo ha
reportado Hurtado y Merino (8). Partiendo del comportaﬁiento del
tra
supone gue 1as células crecieron en forma natural y gque por lo tanto
1as fases son reconocibles se pretende describir las fases; en el dia

2 al dia 7 se tuvo poco incremento en el nUumero de células por

i
tamiento testigo sin reguladores del crecimiento en el cual se.
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mililitro, aqul se considerd gque 1las células estaban en fase de
adaptacién a las condiciones del medio; luego del dia 7 al 17 el
incremento fue considerable y se dice que las suspensiones entraron a
las fases exponencial y lineal, porque luego de la adaptacién sigue
una fase de divisién celular continua y muy activa, provocando gue en

- pocos-dias la cantidad de células_crezca en forma exponencial; luego se
obsexrva la fase lineél, porque el namero de células crece
proporcionalmente él tiempo transcurrido; en el periodo transcurrido
del dia 17 al 22 el namero de células ya no se incremento
considerablemente y se dice gque 1la suspensién entro en fase
estacionaria, fase en la cual la divisién celular se reduce provocado
por agotamiento del algun nutriente en el medio o la acumulacién de
algan desecho celular que en cantidades altas se vuelve téxico o lo que
se considera mas probable la ocurrencia de las dos causas, para tener
una mejor idea se puede observar la figura 2 en donde se observa el

comportamiento de los tratamientos.
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Figura 2 Efecto de las auxinas sobre la multiplicacién
. - celular, en cultivos celulares in vitro de frijol
comin variedad Parramos.

Como se conoce la curva teérica del crecimiento de una suspension
celular es nhecesario discutir cémo afectan los reguladores del

crecimiento del tipo auxina en una suspensién celular. La fase de

reposo se alter6 porgque se inici6é tempranamente la divisioén celular, en

otras palabras las auxinas reducen el tiempo de adaptacién de 1las

células al medio de cultive, ésto se debe a que las auxinas son
estimuladoras del crecimiento celular (divisién y aumento de volumen),
parece que la auxina natural AIA es la mas efectiva en estimular la

temprana divisién celular, porque de los cuatro tratamiento es la AIA
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la que present6 un mayor incremento en la fase de reposo (del dia 2 al
7) como se puede observar en la figura 2; el 2,4-D también es efectivo
en reducir la fase de reposo, como lo refleja el aumento en el numero
de células logrado por este tratamiento entre el dia 2 al 7.

En relacioén a la fase estacionarfa y el momento en que 1los
tratamientos llegaron a ésta, Se debe decir que el primer tratamiento
en el que se observd la misma fue el que contenia 2,4-D y se manifestd
en el dia 12, mucho mas temprano que en los demas tratamientos; este
tratamiento tuvo como caracteristica crecer con rapidez en la primeras
fases comprendidas del dia 2 al 12, esta alta actividad celular pudo
haber provocado acumulacién de algin producto téxico o agotamiento de

algun nutriente en el medio, aunque esto ultimo es menos probable. El

segundo tratamiento en 1llegar a 1la _fase estacionaria fue el que.

contenia ANA y lo hizo a partir del dia 17, el estacionamiento de 1a
actividad celular pudo deberse a causas simfiarés al tratamiento con

2,4-D, aunque tiene como caracteristica crecimientos homogéneos en a 1o

largo de todo el periodo de cultivo, dél dia 2 al 17 su comportamiento

grafico fue casi una linea recta como puede verse en la figura 2.

Mientras gl tratamiento con AIA no llegd a la fase estacjonaria en el
periodo de muestreo, pero el ultimo incremento que se dio del dia 17 al
22 fue minimo, fendmeno gue también se dio en el testigo, por 1lo que
se hizo necesario, a partir del dia 22, transferir a un medio nuevo
(subcultivar); este fenémeno refuerza la idea de la presencia del algin
metabolito toéxico en 1los tratam?entos con 2,4-D y ANA, porgue si el
estac{pnamiento de la divisién celular se hubig:a debido al agotamiento

de algun nutriente esto debid suceder casi al mismo tiempo para 1los
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cuatro tratamientos; adem&s no hay que olvidar que el AIA es natural en .
los tejidos vegetales y que en zonas de alta divisiéon celular existe
sintesis de AIA como lo reporta Weaver (20), por lo gue es muy probable

que en el tratamiento testigo haya existido presencia de AIA.

En todos los cultivos de células establecidos fue posible observar
una gran diversidad en la forma de células, lo cual puede ser un
indicio de lo mutagénico qgue resulta la aplicacién de auxinas a los
medios utilizando esta técnica, tal como lo ha reportado Eferson (5),
esto puede deberse a la alta cantidad de divisiones celulares en forma

continua lo que sin duda alguna aumenta la probabilidad de que se de-

una mutacién, la cual puede llegar hasta la alteracién del nuamero

cromosomico completo fendmeno conocido como poliploidia. Otra
caracteristica de los cultivos de células es la facilidad para hacerx

observaciones de células aisladas y asi estudiar la divisién celular,

sin olvidar que el cultivo de ceélulas es una fase previa para el

cultivo de protoplastos y 1luego la hibridaci6n somatica.

En los cultivos celulares se formaron agregados celulares gue se

— -

esperaba pudieran formar tejido organizado bien sea 6rganos o la planta

completa. Los cultivos de células a los ‘cuales no se les habla
agregédo regulador del crecimiento, fue en donde se formaron agregados
éelulares con tonalidades verdes, aungue en los demas cultivos también
se encontraron, sin embargo en el cultivo tratado con AIA fue en donde
se encontr6 tejido organizado pues alqunos agregados celulares formaron
hojas y otras raices, pero nunca se formé la planta completa en un

agregado; esta organizacién del tejido puede deberse a que el AIA tiene

caracteristicas débiles de auxina y ésto favoreci6 la organizacién del
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agregado.

Los agregados CEIulares formados por los cultivos celulares fueron

llevados a medios ge tegeneracién conteniendo bencil adenina y caseina
hidrolizada COmpuestos que tienen importancia en la regeneracién de
plantas como 1o Teporta Crocomo y colaboradores (3); los agregados en
los medios de Y¥egeneracioén no respondieron como se esperaba es decir
que formaran plantas o bien 6rganos. La poca respuesta obtenida en la
regeneracioéon de Plantas de frijol es normal como lo han reportado
‘algunos lnveStlgadores por ejemplo Tulman Neto, (16) opina "Sabemos qgue
el trabajo de Cultivo de tejidos en fIlJOlfes un trabajo dificil" y
Ochoa (11) quien Oopina " el frijol es una Planta dificil de trabajar en
cultivo de tejidos Y debera dedicarse mucho tiempo, esfuerzo y
Paciencia para consequir 1la régeneracion, es muy importante probar
diferentes variedades Y diferentes tipos de tejido en combinacién con

reguladores del Crecimiento y las condiciones ambientales".




9 CONCLUSIONES

La combinacién de auxinas que mas favorece la induccién de callo -
‘en explante de frijol comin variedad Parramos es aquella en la que
se utiliza unicamente el acido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) en
concentraciones de 1 ¥y 3 mg/L. El 2,4-D combinado con &cido
haftalenacetico en }as siguientes concentraciones 1 mg/L mas

2 mg/L respectivamente y 2 mg/L mas 3 mg/L respectivamente,

también favorece la induccién de callo.

Para la variedad de frijol Parramos el explante que mas responde
a la induccién de callo utilizando auxinas es el hipocotilo,
principalmente por la alta divisién celular gque presenta al
momento de la siembra; el embrién también produce una buena
cantidad de callo de buena consistencia y sin ralices; por el
contrario la raiz produce poca cantidad de callo, pero con muy
buena consistencia y por Gltimo el cotiledén tiene poca respuesta

a la induccién de callo,




3

57

En la sﬁspensién celular n6vexistierén diferencias significativas
entre los tratamientos evaluados, adﬁque la auxina gque mas
favorece la multiplicacién celular es el acido indolacetico (AIA)
con la ventaja que los cultivos tratados con esta auxina forman
una cantidad considerable de agregados celulares con tendencia a
organizarse, como también sucedié en el tratamiento sin regulador

del crecimiento.

El uso de auxinas reduce la fase de adaptacién en los cultivos de
células, principalmente por su efecto inductor de la actividad
celular, las auxinas mas efectivas en reducir la adaptacion de las
celulas al medio son en su orden AIA, 2,4-D y ANA. Pero el 2,4-D
Y el ANA presentan la desventaja de deténer tempranamente la

proliferacién celular.
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- - 10 RECOMENRACIONES"

Evaluar éoncentraciones de 2,4-D desde 1 hasta 3 mg/L, utilizando
el explaante hipocotilo. Para encontrar la concentracién mas baja
a la cual exista buena formacién de callo, para evitar utilizar
concentraciones muy altas que tendran efectos negativos en la

regeneracién de plantas.

Inveétigar en la regeneracién de plantas, partiendo de callos o
agregados celulares, para hacer un aporte significativo en la
aplicacion de cultivo de tejidos a los programas de mejora

-genética de frijol coman.
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Apendice 1 Componentes del medio de cultivo de Murashige

Yy Soog (MsS)

INGREDIENTES mg/L
(NH4),NO» 1650.00
KNOs> 1900.00
CcaClz.2H=20 440.900
MgS04.7H=20 370.00
KH=z=PO. 170.00
FeS04.7H=0 27.80
Na=EDTA 33.60
MnS04.4H=0 22.30
ZnS0..7H20 8.60
HaBOo>» 6.20
KI 0.83
Na=Mo0O4.2H=0 0.25
CuS0.5H=0 0.025
CoCl=.6H=0 — -0.025%
Mioinositol 100.00
.Acido Nicotinico 0.50
Piridoxina-HCl 0.50"-
Tiamina-HC1 0.10
Glicina 2.00
Sucrosa 3% p/v
Agar 0.7% p/v
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Apendice 2

induccién de callo

cuadro 8A Peso seco de los tratamientos en el dia 2
posterior a la siembra.

informaciébn Primaria generada en la fase de

Tratamiento Repeticiones
Explante auxina mg/L I IT III v
2,1-D |ANA
Cotiledobn 3 0 0.0502| 0.0399 [0.0451| 0.0303
Hipocotilo 3 0 0.0057| 0.0044 |0.0052| 0.0039
Raiz 3 0 0.0017| 0.0067 |0.0017 0.0012
Hipocotilo 2 1 0.0057| 0.0044 |0.0052| 0.0039
Raiz 2 1 0.0067| 0.0017 |0.0017| 0.0012
Hipocotilo 3 2 0.00414 0.0052 [0.0057 0.0039
Raiz 3 2 0.0017| 0.0017 |0.0012| 0.0067
Embridn 1 0 0.0034| 0.0034 |0.0036| 0.0038
Embrion 3 0 0.0036| 0.0034 |0.0038| 0.0034
Embridn Z 1 0.0038| 0.0036 |0.0034| 0.0035
cuadro 9A Peso seco de los tratamientos en el dia 15
Posterior a la siembra.
Tratamiento Repeticiones
Explante Auxina mg/L o 11 ITT IV
- 2,4-D |ANA _ -

Cotiledon 3 0 0.0540| 0.0480 |0.0718| 0.0586
Hipocotilo 3 0 0.0422| 0.0515 |[0.0460| 0.0440
Raiz 3 0 0.0100| 0.0138 |0.0152| 0.0162
Hipocotilo 2 1 0.0518| 0.0355 |0.0251| 0.0430
Raiz 2 1 0.0141| 0.0280-({0.0300] 0.0160
Hipocotilo 3 2 0.0360| 0.0333 |0.0450| 0.0363
Raiz 3 2 0.0181| 0.0107 |0.0200f 0.0129
Embrioén 1 0 0.0496| 0.0450 |0.0278] 0.0310
Embrion 3 0 0.0380| 0.0208 |0.0275] 0.0339
Embrion 2 1 0.0298| 0.0186 |0.0272| 0.0287




Apendice 3 Informacién basica generada en la fase de
suspensidén celular

Cuadro 10A namero de células de los tratamientos en el

dias 2 después de la transferencia.
Tratamiento Repeticiones
Auxina

0.1 mg/L I II III IV

ninguna 22929 26627 39941 41420

2,4-D 15533 30325 29586 16272

ANA 34763 55473 23669 713225

AIA 64349 30325 88757 30325
Cuadro 11lA namero de células de los tratamientos en el

dia 22 posterior a la transferencia.

Tratamiento Repeticiones

Auxina

0.1 mg/L I II III v
ninguna 140449 76501 103550 86136
2,4-D 75443 60568 101220 60941
ANA 58431 66568 72485 131171
AIRA 134431 64510 175321 120929
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Apendice 5 Resumen de los analisis estadisticos

cuadro 12A Resumen del Analisis de Covarianza efectuado entre el
peso seco del explante al momento de la siembra y el
peso seco del callo formado mas el explante utilizado

B, N G.L s.C C.M F. C.
Blogues 3 0.00009 0.000032
Tratamientos 9 0.0039 0.000043 - 7.12
Error 26 0.0016 0.00006 B
Covariable 18 0.000012 0.000012 0.21
Total 39 0.0086
Cuadro 13A. Resumen del An&alisis de Varianza aplicado a la

formacidén de callo.

F. V. T s.C ¢ M P. C.
Blogues 3 0.000056 0.000018
Tratamientos 9 0.003841 0.000042 4.180
- 217 0.001958 0.000072
total 39 0.005856




Sy,

Cuadro 1l4A
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de Covarianza aplicado a los
para encontrar efecto del numer
sobre el numero final, 5

Resumen del analisis
gultivos celulares,
inicial de células

. V. G T_— c.M 505 el
Bloques 3 3516650414 1172516804
Tratamientos 3 3216650414 1086462731 2.10
Error 8 4135854680 516981835
covariable 1 4193349994 4193349994 8.11
Total 15 0.0086
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