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RESUMEN
El frijol común, como la mayoría de las leguminosas, es difícil de cultivar in vitro, por lo cual el establecimiento
de un procedimiento de regeneración de plantas vía embriogénesis somática en esta especie no ha sido
posible. Por tanto, determinar el efecto de factores que influyen en la formación de los embriones somáticos
constituye un paso esencial para desarrollar un protocolo de regeneración vía embriogénesis somática en el
frijol común. Para lograr la formación de embriones somáticos en Phaseolus vulgaris cv. CIAP 7247, se
emplearon cotiledones de semillas inmaduras como material vegetal inicial. Se determinó el efecto de cinco
concentraciones de 2,4-D (10, 20, 30, 40 y 50 mg l-1) y la orientación de los cotiledones en el medio de cultivo
sobre la formación de embriones somáticos. Se evaluaron, a las ocho semanas de cultivo, el número de
explantes que formaron embriones somáticos y el número de embriones somáticos por explante. Los
resultados demostraron que con 40 y 50 mg l-1 de 2,4-D se presentaron los mayores valores de explantes que
formaron embriones somáticos y número de embriones somáticos por explante. Los embriones somáticos
se formaron en el lado abaxial de los cotiledones cuando estos fueron colocados con ese lado opuesto al
medio de cultivo. Se logró la formación de embriones somáticos en cotiledones de semillas  inmaduras  de
Phaseolus vulgaris L. cv. CIAP 7247. Se demostró que la adición de 2,4-D al medio de cultivo y la orientación
del explante sobre el medio de cultivo tuvieron un efecto determinante en la embriogénesis somática de esta
importante leguminosa.

Palabras clave: embriogénesis somática, frijol común, regeneración

ABSTRACT
Common bean, like most of legumes, is recalcitrant to in vitro culture, so the establishment of a regeneration
procedure via somatic embryogenesis in this specie has not been possible.  Therefore, determining the effect
of factors that influencing on somatic embryos formation constitutes an essential step to develop a regeneration
protocol via somatic embryogenesis in common bean. Cotyledons of immature seeds were used as initial
plant material to achieve the somatic embryos formation in Phaseolus vulgaris cv. CIAP 7247. Five 2,4-D
concentrations (10, 20, 30, 40 y 50 mg l-1) and cotyledon orientation on culture medium were studied. After
eight weeks on culture, the number of explants that formed somatic embryos and the number of somatic
embryos per explant were evaluated. The results demonstrated that the major number of explants that formed
somatic embryos and the number of somatic embryos formed per explant were obtained with 40 y 50 mg l-1
of 2,4-D. Somatic embryos were formed on abaxial side from the cotyledons when this side was placed
opposite to the culture medium. Somatic embryos on cotyledons from immature seeds of Phaseolus vulgaris
L. cv. CIAP 7247 were formed. It was demonstrated that the addition of 2,4-D into culture medium, and the
explant orientation had a determining effect on somatic embryogenesis in this important legume.
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INTRODUCCIÓN

En el frijol común (Phaseolus vulgaris L.) es
de gran importancia la obtención de variedades
comerciales con resistencia a plagas,
enfermedades y condiciones edaficoclimáticas

adversas. En este sentido la transformación
genética puede ser una herramienta muy útil
para el desarrollo del mejoramiento genético
en esta especie. Establecer un procedimiento
de regeneración de plantas repetible a partir de
células o cultivo de tejidos es esencial para el
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mejoramiento genético a través de la
ingeniería genética en el frijol común (Arellano
et al., 2008).

La embriogénesis somática permite la
formación de plantas a partir de una célula.
Esta característica incrementa la efectividad
de la transformación genética, debido a que
disminuye o hace nulo el número de plantas
quimeras formadas después de cada evento
de transformación (Ko et al., 2003).

Aunque se han realizado varios esfuerzos
relacionados con la formación de embriones
somáticos de frijol común, el desarrollo de la
embriogénesis somática en esta especie no
se ha logrado. La obtención de embriones
somáticos en etapa globular a partir de callos
formados de brotes apicales fue mencionada
por Martines y Sondahl (1984); sin embargo,
estos autores no observaron embriones
somáticos en etapas de desarrol lo
superiores. Por otro lado, Allavena y Rossetti
(1983) indujeron estructuras embriogénicas
a partir de hojas de embriones cigóticos
inmaduros de frijol común;  pero el desarrollo
de estas estructuras no ocurrió. Años
después Saunders et al. (1986), describieron
la formación de estructuras globulares en
Phaseolus vulgaris con el empleo de discos
de hojas de plantas germinadas in vitro como
explante inicial y la adición de 2,4-D al medio
de cultivo. Estos autores observaron que las
estructuras obtenidas se multiplicaban de
forma independiente pero, similar a los
resultados anteriormente publicados, no
lograron alcanzar etapas de desarrollo más
avanzadas.

El uso común de ácido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) en los informes
preliminares de embriogénesis somática en
fr i jol  común, así como los resultados
posit ivos obtenidos en el empleo de
cotiledones de semillas inmaduras en otras
leguminosas como soya [Glycine max (L.)
Merrill] y maní (Arachis hypogaea L.)(Eapen
et al., 1993; Schmidt et al., 2005), condujeron
a determinar el efecto de dos factores
fundamentales para lograr la formación de
embriones somáticos en Phaseolus vulgaris
L. cv CIAP 7247: concentración de 2,4-D en
el medio de cultivo, edad de la semilla
inmadura y orientación del cotiledón sobre el
medio de cultivo.

CIAP 7247 es uno de los cultivares de frijol
común de mayor rendimiento agrícola, pero al
igual que la mayoría de los cultivares de
importancia económica en Cuba es altamente
afectado por factores bióticos y abióticos que
disminuyen su producción. El presente estudio
podría ayudar en el establecimiento de un
procedimiento para la regeneración vía
embriogénesis somática lo cual constituye un
paso esencial para el mejoramiento genético
de este cultivar.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal

Se emplearon cotiledones de semillas
inmaduras colectadas en un período de tiempo
enmarcado entre los 13 – 20 días después de
la floración, provenientes de plantas de
Phaseolus vulgaris cv. CIAP 7247, cultivadas
en una casa de cultivos protegidos.

Efecto del 2,4-D

Se determinó el efecto de cinco
concentraciones de 2,4–D (10, 20, 30, 40 y 50
mg l-1) sobre la formación de embriones
somáticos en los cotiledones. Se empleó el
medio de cultivo propuesto por Murashige y
Skoog (1962) (MS), al que se le adicionaron
las vitaminas B5 (Gamborg et al., 1962), 3.0%
de sacarosa y 3.0% de Gelrite. El pH fue
ajustado a 7.0 antes de la esterilización por
autoclave a 121ºC con 1.2 kg.cm-2 de presión.

Los cotiledones fueron ubicados con el lado
abaxial en contacto con el medio de cultivo. Se
colocaron ocho cotiledones por placa de Petri
de 9.0 cm de diámetro y 10 placas por cada
concentración de 2,4-D. El experimento se
repitió cuatro veces. El material vegetal fue
mantenido por ocho semanas a 25 ± 2ºC en
una cámara de cultivo con luz artificial, el
fotoperíodo fue de 16/8 horas luz/oscuridad a
una intensidad luminosa de 48.0 μmolm-2s-1. A
las ocho semanas de cultivo se evaluó el
número de explantes que formaron embriones
somáticos y se calculó el porcentaje de
cotiledones por tratamiento con embriones
somáticos. Se determinó el número promedio
de embriones somáticos formados por
explante para cada tratamiento. Además, se
clasificaron los embriones somáticos por etapa
de desarrollo y se cuantificaron por tratamiento.
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Influencia de la orientación del explante

Con el objetivo de incrementar la formación de
embriones somáticos por explante, los
cotiledones de semillas inmaduras fueron
colocados de dos formas diferentes en
contacto con el medio de cultivo (lado abaxial y
lado axial). El medio de cultivo que se empleó,
así como las condiciones de cultivo en que se
mantuvo el material vegetal, fueron similares a
las descritas para los experimentos anteriores.
Se colocaron ocho explantes por placa de Petri
de 9.0 cm de diámetro con 10 réplicas y tres
repeticiones para un total de 240 cotiledones
por tratamiento. A las ocho semanas de cultivo
se cuantificó el número de explantes que
formaron embriones somáticos y se calculó su
porcentaje.

Los datos experimentales se procesaron
estadísticamente mediante un análisis de
varianza de clasificación simple y la diferencia
entre los tratamientos se determinó con la
aplicación de la prueba de rangos múltiples de
Duncan. El paquete estadístico empleado fue
Statgraphics Plus versión 5.0 para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Efecto del 2,4-D

En dependencia de las concentraciones de
2,4-D adicionadas al medio de cultivo variaron
significativamente los porcentajes de explantes
con formación de embriones somáticos. Los
mayores porcentajes, se obtuvieron en el
medio de cultivo con 40 y 50 mg l-1 de 2,4-D
(Tabla 1). Estos tratamientos mostraron
diferencias estadísticas con el resto de las
concentraciones de este regulador de
crecimiento evaluadas.

En cuanto al número de embriones somáticos
por explante, los valores máximos (4.1- 4.3) se
presentaron en los cotiledones cultivados con
más de 30 mg l-1 de 2,4-D. Estos   tratamientos
sin diferencias entre ellos fueron
significativamente superiores al resto de los
tratamientos evaluados (Tabla 1).

A las ocho semanas de colocados los explantes
en el medio de cultivo para la formación de los
embriones somáticos se observó sobre los
cotiledones la presencia de embriones
somáticos en los tratamientos con 20, 30, 40 y
50 mg l-1 de 2,4-D (Figura 1 A, B, C y D).

Durante las operaciones de manejo del material
vegetal los embriones somáticos formados se
separaron del explante materno con mucha
facilidad e incluso sin ejercer presión alguna
sobre ellos, lo que demostró la carencia de
conexión entre estos tejidos.

La embriogénesis somática en Phaseolus
vulgaris se caracterizó por la presencia de
embriones somáticos en etapas, globular,
corazón, torpedo  y cotiledonal (Figura 2 A, B,
C y D), también fueron detectados embriones
somáticos con crecimiento de primordios
foliares y plúmula radicular (Figura 2E). Los
embriones somáticos en la etapa más
avanzada de desarrollo (torpedo y cotiledonal)
fueron formados solo en el tratamiento con 20
mg l-1 de 2,4-D (16%), mientras que en el resto
de los tratamientos los embriones somáticos
estaban en etapa globular (56%) y corazón
(28%).

Los resultados presentados en este
experimento demostraron el efecto positivo del
2,4-D en la formación de la embriogénesis
somática en la especie Phaseolus vulgaris con

Tabla 1. Efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D en la formación de embriones somáticos en Phaseolus
vulgaris cv. CIAP 7247 a las ocho semanas de cultivo.

C onc entra cione s 
de 2,4-D  (m g l- 1)  

C o tiledo nes  que  form a ro n 
e m br iones  s om átic os  (% ) 

N ú m ero prom e dio  de em br ione s 
s om átic os  po r exp la nte  

10 0.0 d  0.0  c 

20 1.3  c 2.3 b  

30 2.4 b  4.1 a  

40 4.1 a  4.6 a  

50 4.3 a  4.3 a  

± EE  ± 0.3  ± 0.5  
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Figura 1. Formación de embriones somáticos en Phaseolus vulgaris cv. CIAP 7247 en medio de cultivo con
diferentes concentraciones de 2,4-D a las ocho semanas de cultivo. A -20 mg l-1, B -30 mg l-1, C -40 mg l-1, D
-50 mg l-1

Figura 2. Embriogénesis somática en Phaseolus vulgaris cv. CIAP 7247. A -embrión somático en etapa
globular, B-embrión somático en etapa corazón, C-embrión somático en etapa torpedo, D-embrión somático
en etapa cotiledonal, E-embrión somático con primordios foliares y plúmula radicular. Las barras en la parte
inferior de las figuras, para la A representa 1.0 mm de longitud y para la B 2.0 mm de longitud.

el empleo de cotiledones inmaduros como
explante inicial. El efecto del 2,4-D sobre
la inducción de la embriogénesis somática
en leguminosas ha sido descrito por varios
autores (Genga y Avellana, 1991; Ko et al.,
2003; Kaviraj et al., 2006).

En muchos estudios relacionados con la
propagación vía embriogénesis somática
en Phaseolus vulgaris ,  la inducción y
formación de embriones somáticos se ha
realizado con la adición de citoquininas al
medio de cultivo. Sin embargo, en estos
trabajos  no se logró la diferenciación en

p lantas  (Mar t ins  y  Sondah l ,  1984;
Mohamed et al., 1996; Klu, 1997; Svetleva
et al., 1999; Veltcheva et al., 2005).

Se ha comprobado que concentraciones
de 2,4-D entre 30-50 mg l-1, estimularon la
formación de embriones somáticos por
explante en soya (Hofmann et al.,  2004).
Además el aumento de los niveles de este
regulador de crecimiento hasta 50 mg l-1
en el medio de cultivo, incrementó dos
veces el número de embriones somáticos
por  exp lante  en Vigna ungu icu la ta
(Ramakrishnan et al., 2005).
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En este trabajo se describe por vez primera
la formación de embriones somáticos a partir
de cotiledones inmaduros en Phaseolus
vulgaris cv. CIAP. En el tejido embriogénico
desarrollado fueron observados embriones
somáticos con crecimiento bipolar y la
ausencia total de conexión de estos con el
tejido materno.

Influencia de la orientación del explante

Al comparar el efecto de dos orientaciones
del explante en la formación de embriones
somáticos, a las ocho semanas de cultivo se
observó la presencia de estos en el 4.6% de
los cotiledones que fueron colocados con el
lado abaxial opuesto al medio de cultivo. Sin
embargo, los cotiledones que se ubicaron con
la cara abaxial pegada al medio de cultivo,
no formaron embriones somáticos.

Los resultados de este experimento
claramente mostraron que la orientación de
los cotiledones inmaduros sobre el medio de
cultivo tienen un efecto en la formación de
embriones somáticos en Phaseolus vulgaris
cv. CIAP 7247. La orientación de los explante
sobre el medio de cultivo ha sido un factor
determinante en la formación de embriones
somáticos en especies leguminosas como
soya (Hartweck et al., 1988; Santarém et al.,
1997; Ko et al., 2003) y vigna (Kaviraj et al.,
2006). Estos autores demostraron que en
soya y en vigna (Vigna radiata  L.) la
embriogénesis somática fue inducida a partir
de cotiledones inmaduros, solo cuando estos
se colocaron con el lado adaxial sobre el
medio de cultivo, resultados similares a los
obtenidos en este trabajo. Aún no está claro
si la embriogénesis somática es inhibida
cuando el lado abaxial de los cotiledones es
colocado en contacto con el medio de cultivo;
pero los autores anteriormente mencionados
atribuyeron este resultado a la reducción de
contacto del tejido con el medio de cultivo, lo
cual limita la influencia del 2,4-D sobre las
células que pueden diferenciarse en
embriones somáticos. Otros autores como
Choy et al. (1997) estudiaron el efecto de la
orientación del explante en la embriogénesis
somática en Panax ginseng. Ellos observaron
que los embriones somáticos siempre se
formaron en el lado del cotiledón opuesto al
medio de cultivo. También demostraron que
la frecuencia de formación de embriones

somáticos fue mucho mayor en el lado abaxial
(66%) que en el lado adaxial (12%). Los
mismos autores informaron que la diferencia
en esta respuesta embriogénica estuvo
relacionada con la estructura celular que
conforma los diferentes lados del cotiledón.
En adición, determinaron que las células de
la epidermis abaxial presentaban elevadas
cantidades de materiales de reserva
(cuerpos lipídicos), mientras que las células
de la epidermis adaxial no. Igualmente,
señalaron que durante la germinación, los
materiales de reserva de las células de los
cotiledones se degradaron rápidamente y
desarrollan cloroplastos en lugar de granos
de almidón. Al mismo tiempo, la competencia
embriogénica de esas células disminuyó
hasta cero y no se formaron embriones
somáticos; sin embargo cuando los
cotiledones se colocaron  sobre el medio de
cultivo  para la inducción de los embriones
somáticos, los cuerpos l ipídicos
desaparecieron lentamente y además
permaneció almidón acumulado. Estos
materiales de reserva desaparecieron
totalmente después que las células
embriogénicas comenzaron el proceso de
división. Esto demuestra que las células con
mayor cantidad de materiales de reserva
(lado abaxial del cotiledón)  tienen mayor
potencial embriogénico, resultado similar al
observado en la formación de embriones
somáticos de Phaseolus vulgaris L. cv. CIAP
7247.

CONCLUSIONES

Se logró la formación de embriones
somáticos en coti ledones de semil las
inmaduras  de Phaseolus vulgaris L. cv. CIAP
7247. Se corroboró que la adición de 2,4-D
al medio de cultivo induce la embriogénesis
somática en esta especie y que esta fue
influenciada además por la orientación del
explante sobre el medio de cultivo, pues los
embriones somáticos se formaron solo en el
lado abaxial del cotiledón cuando este fue
colocado opuesto al medio de cultivo.

El desarrollo de una embriogénesis somática
competente en Phaseolus vulgaris L., aún
presenta muchas dificultades, los embriones
obtenidos en este trabajo no regeneraron
plantas. Por tanto, esfuerzos adicionales son
necesitados para identificar factores que
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interactúen con los ya mencionados para
promover la formación de embriones
somáticos viables en esta importante
leguminosa.
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