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Resumen

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), es una leguminosa de gran importancia econémica a
nivel mundial. Su produccion esta limitada debido a factores bibticos y abidticos. La
transformacion genética brinda la posibilidad de vencer estas limitaciones, pero la baja
eficiencia en la regeneracion in vitro y la transferencia de ADN han limitado el desarrollo de
protocolos para la obtencion de plantas transformadas en esta especie. El objetivo de este
trabajo fue la optimizacion de la transferencia de ADN de Agrobacterium tumefaciens a
P. vulgaris, cultivares 'ICA Pijao’ y 'BAT 93'. Para ello, se determiné la utilizacion de ¥2 NC-1
como posible explante inicial para la regeneracion via organogénesis indirecta. La respuesta de
este explante se compar6 con los explantes NC-1 y NC-2, utilizados en investigaciones previas.
También, se determiné el efecto de la concentracion de la suspension de A. tumefaciens, el
tiempo de infiltraciébn por vacio y co-cultivo en la regeneracion de brotes de P. vulgaris. El
empleo de %2 NC-1 como explante inicial para la regeneracion de P. vulgaris, no afect6 la
eficiencia del protocolo establecido para NC-1 y NC-2. La regeneracion de los brotes, en los
cultivares 'BAT 93' e 'ICA Pijao', estuvieron influenciados por la concentracion de la suspension
de A. tumefaciens, el tiempo de infiltracion por vacio y el periodo de co-cultivo. Los mayores
porcentajes de regeneracion se lograron al inocular los callos con una concentracion de la
suspension de A. tumefaciens a DOgoonm de 0,1, infiltrados con vacio por 1 0 2 min y

manteniéndolos tres dias en co-cultivo a 22 + 2°C.

Palabras clave: frijol comun, regeneracion, transferencia de ADN



Abstract

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a legume of great economic importance worldwide. Its
production is limited due to biotic and abiotic factors. The genetic transformation offers the
possibility of overcoming these limitations, but the low efficiency of in vitro regeneration and
DNA transfer have limited the development of protocols for obtaining plants transformed in this
specie. The aim of this work was to optimize the DNA transfer of Agrobacterium tumefaciens to
P. vulgaris, 'ICA Pijao’ and 'BAT 93' cultivars. For this, it was determined whether the %2 NC-1
can be used as the initial explant for regeneration via indirect organogenesis. The response of
this explant was compared with NC-1 and NC-2 explants, used in previous research. In addition,
the effect of the concentration of A. tumefaciens suspension, vacuum infiltration time and co-
culture in the regeneration of P. vulgaris shoots was determined. The use of ¥2 NC-1 as the
initial explant for regeneration of P. vulgaris did not affect the efficiency of the established
protocol for NC-1 and NC-2. The shoots regeneration, in cultivars 'BAT 93' and 'ICA Pijao', were
influenced by the concentration of the A. tumefaciens suspension, the vacuum infiltration time
and the co-culture period. The highest percentages of regeneration were achieved by
inoculating callus with a concentration of the A. tumefaciens suspension to DOsoonm Of 0,1,

vacuum infiltrated for 1 or 2 min and maintaining for three days of co-culture at 22 + 2°C.

Key words: Common bean, regeneration, DNA transfer
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1 Introduccioén

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), es una leguminosa de gran importancia econémica a
nivel mundial (Lanna et al., 2016). Su consumo garantiza un elevado aporte nutricional a la
dieta humana (Menge et al., 2014), pues representa mas del 15% del total de calorias diarias
consumidas y mas del 30% de las proteinas vegetales fijadas en la alimentacion
(Thao et al., 2013). Por esta razon, constituye un alimento basico en paises de América Latina,
Africa y Asia (Petry et al., 2015). Sin embargo, se encuentra distribuido en los cinco continentes
(FAO, 2017). Como resultado de esta diversificacion de su habitat, se enfrenta a condiciones
ambientales que disminuyen su produccion como factores bibticos tales como hongos,
bacterias, insectos plagas y virus y a factores abi6ticos como el exceso de cloruro de sodio

(NaCl) en el suelo, la sequia y las altas temperaturas (Hnatuszko-Konka et al., 2014).

Dentro del género Phaseolus existen algunas especies que presentan genes de resistencia
ante diversas enfermedades que afectan el cultivo de P. vulgaris. Un ejemplo de esto lo
constituye Phaseolus polyanthus L. que es una fuente de resistencia ante el BGYMV (del inglés
Bean golden yelow mosaic virus) o Phaseolus acutifolius A. Gray que constituye una fuente de
resitencia ante el insecto plaga Empoasca kraemeri Ross y Moore. Pero el cruzamiento de
estas especies con P. vulgaris presenta limitaciones debido a que el apareamiento entre los
cromosomas es imperfecto, ocurre una esterilidad masculina en hibridos F1, un aborto de
embriones en hibridos interespecificos y una correlacion inversa de los caracteres deseados.
Producto de estas limitaciones menos del 5% de la diversidad genética disponible en el género
Phaseolus a podido ser utilizada en la generacién de cultivares tolerantes o resistentes a

diferentes factores de estrés (Singh, 2016).

La biotecnologia vegetal junto a los métodos de mejoramiento genético convencional, pueden
facilitar la generacion de cultivares de P. vulgaris con tolerancia o resistencia a factores que
provocan estrés, incrementar la calidad de la semilla o mejorar la arquitectura de la planta
(Gatica et al., 2010). En este sentido, la transformacion genética es una alternativa viable para

incrementar la produccion en este cultivo (Allah et al., 2015).

Los estudios de transformacion genética en P. vulgaris, se han realizado generalmente a partir
del empleo de métodos de transferencia directa de ADN como la biobalistica, el cual resulta
muy ventajoso. No obstante, con su aplicacion se pueden silenciar genes que no son los de
interés (Bonfim et al., 2007). A diferencia de la biobalistica, la transferencia indirecta de ADN

mediante el empleo de vectores biolégicos como Agrobacterium tumefaciens, posibilita la



transferencia de largas secuencias de ADN y la insercién de pocas copias de estas, lo cual

garantiza el silenciamiento de los genes de interés (Darbani et al., 2007).

Para el establecimiento de un protocolo de transformacién genética via A. tumefaciens, se
necesita una adecuada diferenciacion celular, el desarrollo de brotes y la regeneracion de al
menos una planta completa (Espinosa-Huerta et al., 2013). En el caso de P. vulgaris, la
transformacién se dificulta debido a que los protocolos existentes se han desarrollado en
cultivares especificos. Ademas, existe una escasa estandarizacion de parametros que
incrementan la transferencia de ADN (Martirena-Ramirez y Veitia, 2013), como la
concentracion de la suspension bacteriana (Espinosa-Huerta et al., 2013), la infiltracion por
vacio (Liu et al., 2005) y el tiempo de co-cultivo (Amugune et al., 2011)

En el Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP) se ha logrado la regeneraciéon de plantas
via organogénesis directa e indirecta en cinco cultivares comerciales de P. vulgaris, 'BAT 93/,
'‘BAT 304', 'BAT 482', 'ICA Pijao' y 'CIAP7247F' (Collado et al., 2016). También, se establecio
un protocolo de transformacién genética via A. tumefaciens para el cultivar 'CIAP7247F'. Este
procedimiento combind la regeneracion eficiente via organogénesis indirecta, en la que se
utilizaron callos nodulares verdes como explante blanco y un sistema de seleccién que emplea
el gen bar y el herbicida Finale® para la obtencién de plantas transgénicas. En el protocolo de
transformacion genética establecido para 'CIAP7247F' persisten ineficiencias como una baja
frecuencia de transformacion y la obtencién de un alto porcentaje de plantas quimeras y

escapes (Collado et al., 2013).

El protocolo establecido para 'CIAP7247F' ha sido probado en otros cultivares comerciales. Sin
embargo, su aplicaciébn se dificulta producto de la naturaleza genotipo dependiente de
P. vulgaris en diferentes cultivares de interés comercial como 'ICA Pijao’' y 'BAT 93', debido a
gue se ha obtenido una baja regeneracion. Por esta razén, ain es un propdsito de los
programas de mejoramiento genético establecer un protocolo de transformacién genética via A.
tumefaciens eficiente, reproducible y rutinario. Para ello es necesario regenerar plantas fértiles
a partir de tejido de P. vulgaris transformado y optimizar técnicas de transformacion mediadas

por A. tumefaciens que permitan una eficiente transferencia de ADN.

Como parte de un proyecto nacional que tributa al Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio
Ambiente (CITMA), financiado por el programa de Alimento Humano y que contribuye a la
sustitucién de importaciones en Cuba, en el IBP se trabaja en el mejoramiento genético de
P. vulgaris. En este sentido, los estudios se dirigen a la busqueda de resistencia a factores que

provocan estrés bidtico y abiotico, para lo cual se deben optimizar diferentes parametros que
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intervienen en la transformacioén genética de P. vulgaris via A. tumefaciens para aplicarlo en

cultivares de interés comercial como 'ICA Pijao' y 'BAT 93"
Teniendo en cuenta la problematica anterior nos planteamos la siguiente hipétesis cientifica:

La utilizacion de diferentes tipos de explantes y la determinacién del efecto de la concentracion
de la suspension bacteriana, la infiltracién por vacio y el tiempo de co-cultivo en la regeneracion
de brotes, permitiria optimizar la transferencia de ADN de Agrobacterium tumefaciens a
Phaseolus vulgaris cv. 'ICA Pijao' y 'BAT 93'.

Para cumplimentar la hipétesis planteada se definen los siguientes objetivos:
Objetivo general

Optimizar la transferencia de ADN de Agrobacterium tumefaciens a Phaseolus vulgaris L.,
cultivares 'ICA Pijao’ y 'BAT 93..

Objetivos especificos
1-Comparar tres explantes para la regeneracion via organogénesis indirecta.

2-Determinar el efecto de la concentracion de la suspension bacteriana, el tiempo de infiltracién

por vacio y el co-cultivo en la regeneracion de brotes.



2 Revision bibliogréfica
2.1 Phaseolus vulgaris L.
2.1.1 Origen, taxonomia y morfologia

Phaseolus vulgaris, se origind a partir de Phaseolus vulgaris cv. 'Mexicanus' y 'Aborigineus'.
Estos progenitores se distribuyeron en un area que se extendié desde el norte de México hasta
el noroeste de Argentina (Gepts, 2001). No obstante, el cultivo se ha diversificado a nuevos
ambientes y condiciones agricolas de regiones tanto europeas como africanas (Omae et al.,
2012). Aunque en el género Phaseolus existen otras tres especies domesticables como
Phaseolus coccineus L., Phaseolus acutifolius A. Gray y Phaseolus polyanthus Greenman, es
P. vulgaris quien tiene la mayor importancia cientifica y econdémica (Gepts, 2001).

Esta especie pertenece al reino Plantae, a la division Magnoliophyta, a la clase Magnoliopsida,
a la subclase Rosidae, al orden Fabales, a la familia Fabaceae, a la subfamilia Faboideae, a la
tribu Phaseoleae, a la subtribu Phaseolinae, al género Phaseolus y su nombre cientifico es
P. vulgaris (NCBI, 2017).

P. vulgaris es una planta herbacea, anual y de porte trepador o erecto, que se cultiva en
regiones tanto tropicales como templadas. El sistema radical estd formado por una raiz
principal sobre la que se disponen raices secundarias y terciarias. Estas pueden ser
colonizadas por bacterias del género Rhizobium y establecer relaciones de simbiosis, que
producen nédulos irregulares (Grada et al.,, 2016). Aunque el sistema radical presenta

variaciones, en la mayoria de los cultivares se considera fibroso (Beaver et al., 2002).

El tallo joven es herbaceo y al final del ciclo vegetativo es semilefioso. Este se conforma por
una sucesion de nudos y entrenudos, donde se insertan las hojas y complejos axilares.
Ademas, el tallo presenta un eje principal de mayor didmetro que las ramas laterales
(Vivanco et al., 2011).

Las hojas pueden ser simples y compuestas, presentan formas ovaladas o rombicas y se
insertan tres en un nudo (Romero-Arenas et al., 2013). Las primeras hojas verdaderas se
desarrollan en el segundo nudo, son simples, opuestas y cortadas. A partir del tercer nudo, se
desarrollan las hojas compuestas, las cuales son alternas, de tres foliolos, con un peciolo y un
raquis. Las hojas presentan variaciones en cuanto al tamafo, al color y a la vellosidad, en

dependencia de la variedad y las condiciones de luz y humedad (Nassar et al., 2010).



Las flores pueden presentar un color parpura o blanco. Estas se desarrollan en una
inflorescencia de racimo, la cual puede ser terminal como sucede en las variedades de habito
determinado o lateral en las indeterminadas. La inflorescencia en su mayoria es pauciflora y
asimétrica, consta de pedunculo, raquis, bracteas y botones florales. Los botones florales
pueden ser blancos, rosados o violetas (Gepts et al., 2005). El fruto es en legumbre y de color
variable, en su interior se encuentran de tres a 12 semillas estrechas y de colores variados
(Beaver et al., 2002; Romero-Arenas et al., 2013) (Fig. 1).

Cultivares  Semillas Flor Vaina

'ICA Pijao ' |

'BAT 93"

Figura 1 Semillas, flores y vainas de los cultivares 'ICA Pijao' y 'BAT 93' de P. vulgaris. Tomado de

Collado (2013)

2.1.2 Generalidades del cultivo

P. vulgaris es un cultivo de climas calidos que muestra un adecuado desarrollo en ambientes
con temperaturas comprendidas entre 16 y 26°C durante la etapa de crecimiento y con
precipitaciones de 300 a 500 x 10® mm a lo largo del ciclo de la cosecha. La maduracion de los
frutos coincide con la estacion lluviosa, lo cual previene que el grano se manche y pierda
calidad. El grano se siembra preferentemente en suelos aireados y no en suelo calizo o
arcilloso (Romero-Arenas et al.,, 2013). Sin embargo, para incrementar la diversidad de la
produccion se pueden sembrar las semillas de P. vulgaris en suelos secos con rotaciones con
maiz en el periodo invernal (Emam et al., 2010). Ademas, el cultivo necesita de la aplicacion de

fertilizantes como el potasio y el fosforo (Romero-Arenas et al., 2013).

Este cultivo es considerado un alimento bésico por su aporte proteico a la dieta humana,
especialmente en las poblaciones rurales, donde el consumo de proteina animal es reducido
debido a limitaciones econdmicas. Por esta razon, para mas de 300 millones de personas en el

este de Africa y en Latinoamérica, representa el 65% del total de proteinas consumidas
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(Petry et al., 2015). Esto se debe a que posee altas concentraciones de aminoacidos como
lisina, fenilalanina y tirosina. También, es rico en carbohidratos como el almidén, de lo cual se
deriva su aporte energético (Ulloa et al.,, 2011) y constituye una fuente importante de
micronutrientes como el hierro, el zinc, la tiamina y el acido félico (Petry et al., 2015). En su
composicion se destaca la presencia de taninos, antocianinas, compuestos fendlicos vy fibras,
qgue contribuyen a la prevencion y el tratamiento de enfermedades como el céncer
(Reynoso et al., 2007).

P. vulgaris es uno de los cultivos mas comercializados a nivel mundial, por lo cual existe un
area de 29,2 x 10° ha dedicada a su produccién (Amugune et al., 2011) en 131 paises, lo que
representa un total de 23,3 t m2. La produccién anual en 2013 fue de 23 713 064 x 10°t, de
estas 6 048 036 y 7 041 440 x 10°t fueron producidas por Africa y América, respectivamente.
Entre los principales productores se destacan la India, Birmania, Myanmar y China. No
obstante, se ha incrementado notablemente la produccién en otros paises como Indonesia,
Iran, Vietnam y Turquia. En el continente americano se destacan Estados Unidos, México y
Brasil, siendo este ultimo el mayor productor de la regién. Los principales consumidores se
localizan en Asia, Africa y América Latina. En Africa oriental es donde se encuentran las mas
altas tasas de consumo per capita, especificamente en paises como Kenya, Etiopia, Burundi,
Ruanda y Uganda (FAO, 2017).

En Cuba, P. vulgaris, constituye una tradicibn en el hébito de consumo de la poblacién
(Martirena-Ramirez y Veitia, 2013). A pesar de que en este pais se cultivan 123 914 ha, con
una produccién de 133 000 t anuales, en 2015 (ONE, 2017), la productividad es baja en
relacion a otros paises de América del Sur. Lo anterior puede deberse a varios factores como la
falta de asistencia técnica, el escaso uso de insumos Yy problemas fitosanitarios
(Echemendia et al., 2010). No obstante, producto de la demanda de este grano, se han
desarrollado programas de mejoramiento genético que han permitido obtener nuevos cultivares
como 'CIAP7247F' (Quintero, 2000).

Para el cultivo de P. vulgaris, en Cuba, se consideran tres épocas de siembra. La época
temprana de septiembre a octubre, caracterizada por la presencia de una alta humedad y altas
temperaturas. La época Optima de octubre a noviembre, donde generalmente se registran los
mejores rendimientos en este grano. La época tardia de diciembre a enero, en la que se
realizan las siembras en los periodos himedos que son de al menos 10 h continuas por la
entrada de frentes frios y la combinacién con temperaturas moderadas a frescas (17 a 27°C)
(Lamz et al., 2016).



En Cuba, la obtencion de granos de P. vulgaris esta a cargo fundamentalmente del sector
agricola no estatal, constituido en su mayoria por fincas y pequefias parcelas, con condiciones
muy diversas y baja disponibilidad de insumos agroquimicos y energéticos (ONEI, 2017). Como
resultado de estas condiciones adversas a las que el cultivo se enfrenta en el pais, aumenta la

incidencia de afectaciones provocadas por factores ambientales que disminuyen su produccion.
2.1.3 Factores biéticos y abioticos que afectan el cultivo
Factores bioticos

La produccion de P. vulgaris a nivel mundial se ve afectada por factores que provocan estrés
bi6tico. Entre ellos se destacan enfermedades causadas por patégenos como bacterias,
hongos y virus, ademéas de insectos plagas.

Pseudomonas syringae Van Hall y Xanthomona campestris (Pammel) Dowson son bacterias
gue causan enfermedades de gran impacto econémico en el cultivo (Muedi et al., 2015).
P. syringae provoca lesiones de forma pequefa, ovaladas y necréticas en las hojas, alrededor
de las cuales el tejido se arruga (Chatterton et al., 2016). En el caso de X. campestris la lesion
provoca flacidez en el tejido, con una coloracion marrén y necrética con margenes amarillos y

verde claro (Vauterin et al., 2000).

Entre los hongos que afectan el cultivo de P. vulgaris se destacan Alternaria alternata (Fr.)
Keissl, Fusarium solani Mart. Sacc., Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary, Rhizoctonia solani
Kihn y Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger que se considera la causa principal de
pérdidas en las cosechas. A. alternata provoca lesiones de pequefio tamafio y con forma
irregular de color marrén en las hojas, lo que puede conducir a una senescencia prematura (El-
Gali y El-Zahaf, 2015). En el caso de F. solani provoca necrosis bajo el hipocétilo, al penetrar
por las raices (Ongom et al., 2012). S. sclerotiorum provoca lesiones en las vainas, las hojas y
los tallos, que pueden causar la muerte de toda una rama o de toda la planta (Schwartz y
Singh, 2013). R. solani afecta las raices y los peciolos de las hojas en la interfaz del suelo y
provoca necrosis pequeflas y secas (Fernandez-Herrera et al.,, 2013). ElI hongo
Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger, causante de la roya, influye significativamente en el
rendimiento del cultivo durante la etapa de prefloracion y floracién en dependencia del grado de

tolerancia de los diferentes cultivares (Lamz et al., 2016).

Entre las afectaciones inducidas por virus se destacan las ocasionadas por el BGYMV (del
inglés Bean golden yellow mosaic virus), el BGMV (del inglés Bean golden mosaic virus),

BCMV (del inglés Bean common mosaic virus) y el BDMV (del inglés Bean dwarf mosaic virus).

e



El BGYMYV induce en las hojas una marcada deformacién, muchas de las cuales pueden
tornarse completamente amarillas o casi descoloridas (Araya, 2008; Echemendia et al., 2010;
Martinez, 2008). En el caso del BGMV induce en las hojas un mosaico, caracterizado por
presentar areas de color verde oscuro bien definidas sobre un fondo verde claro. Estas areas
se distribuyen irregularmente a lo largo de las nervaduras. También induce una necrosis
sistémica, caracterizada por el deterioro rpido o gradual del sistema vascular de las hojas
trifoliadas mas jévenes (Mukeshimana et al., 2003). EI BDMV induce en las hojas la aparicién
de manchas irregulares cloréticas. Ademas, en estas zonas afectadas el tejido crece a un ritmo
lento, causando una deformidad y enanismo en los cultivares mas susceptibles
(Seo et al., 2004).

En P. vulgaris entre las afectaciones provocadas por insectos plagas se encuentra el complejo
de chinches de la familia Pentatomidae. Estos afectan el cultivo durante su etapa reproductiva,
ocasionando picaduras sobre las legumbres, las que se identifican por la aparicion de puntos
necroticos en el epicarpio. Estos succionan la savia de los granos y sus picaduras impiden el
desarrollo normal de las semillas en formacién, lo que origina legumbres vacias. También
reducen su poder germinativo, dado que una sola picadura puede producir la muerte del

embridon (Ramos et al., 2011).

Este cultivo en su fase vegetativa se ve afectado por E. kraemeri y Bemisia tabaci (Gennadius).
E. kraemeri afecta a P. vulgaris tanto en estado de ninfa como en estado adulto pues al
succionar la savia ocasiona en las hojas clorosis y necrosis. Con esto se reduce el crecimiento
de las plantas, se escinden las flores y no existe una adecuada formacién del fruto. Cuando el
atague es muy intenso la planta muere y si no se controla puede ocasionar la pérdida casi total
de la produccion (Sanchez-Castro et al., 2016). Por otro lado, B. tabaci puede causar dafios
directos al actuar como insecto chupador. Ademas, puede causar dafios indirectos provocando
una maduracién no uniforme de los frutos asi como posibilitando el desarrollo de hongos
saprofitos sobre sus excreciones, lo cual interfiere con el funcionamiento de las hojas y mancha
externamente los frutos. Sin embargo, la mayor importancia como problema fitosanitario deriva
de su capacidad para transmitir enfermedades virales ocasionando cuantiosas pérdidas a

escala mundial (Romay et al., 2016).
Factores abioticos

P. vulgaris es afectado por factores abiéticos que limitan su produccién. Entre estos se

encuentran el exceso de NaCl en los suelos, el déficit hidrico y las altas temperaturas.



El exceso de NaCl en el suelo afecta el cultivo debido a la absorcion excesiva de iones sodio
(Na") y cloruro (CI), lo que provoca un desequilibrio nutricional debido a la interferencia de los
iones salinos con los nutrientes esenciales, el efecto osmatico y la combinacion de los efectos
antes mencionados (Munns y Tester, 2008). Este factor de estrés minimiza la habilidad de la
planta para utilizar el agua y causa una reduccién de la tasa de crecimiento, pues afecta
procesos metabdlicos importantes como la fotosintesis, la transpiracion, el crecimiento celular y
la germinacion de la semillas (Mena et al., 2015). La ocurrencia de estas afectaciones se debe
a la reduccién del potencial hidrico en las raices, causando déficit de agua, fitotoxicidad de
iones como el Na* y CI' y un desbalance de nutrientes por la depresion de los tejidos de
transporte en el tallo. Esto se atribuye a que el Na® compite con el potasio (K*) por sitios de
unién esenciales para el funcionamiento celular. Se debe tener en cuenta que el K* actia como
activador de 50 enzimas y el Na* no puede sustituirlo. La reduccién del crecimiento debido al
exceso de NaCl ocurre como consecuencia de la modificacién del balance iénico, asi como la
disminucion del nivel hidrico, la nutricion mineral, el desarrollo estomatico, la eficiencia

fotosintética y utilizacién del carbono (Gama et al., 2007).

El déficit hidrico, provoca una disminucion del potencial hidrico de las hojas, de la conductancia
estomética, de la tasa fotosintética, del crecimiento y de la productividad
(ElI-Tohamy et al., 2013). Las primeras manifestaciones de afectacion provocadas por déficit
hidrico son visibles en las hojas, pues aparece una senescencia prematura, seguida de
cambios morfologicos y metabdlicos en las raices y tejidos primarios, debido a la reduccion de
agua. El estrés hidrico provoca un incremento en la produccion de especies reactivas del
oxigeno e induce el cierre de los estomas inhibiendo la absorcién de diéxido de carbono (CO,)
(Razinger et al., 2010). En los tejidos de las plantas con déficit hidrico se incrementan las
concentraciones de acido abscisico (ABA), lo que favorece el incremento de la conductancia
hidrica en las raices (Aroca et al., 2006). En las células de las plantas afectadas por la sequia
se produce un desbalance entre sustancias pro-oxidantes y antioxidantes, después del cual

ocurren dafios oxidativos irreversibles (Razinger et al., 2010).

Las altas temperaturas reducen el rendimiento y la calidad de los granos debido a que se
afecta el desarrollo de los évulos, se produce una abscision de los érganos reproductivos y se
inhibe la fertilizacién, con lo que tiene lugar la consecuente reduccién del nimero de semillas
(Rainey y Griffiths, 2005). Ademas, se ve afectado el potencial hidrico de las células debido a
gue la reserva interna de agua en la planta esta asociada con la tolerancia a altas temperaturas

(Omae et al., 2006). En P. vulgaris, existe una gran variabilidad en cuanto a la manifestacion de



la tolerancia a las altas temperaturas en dependencia del cultivar. Un ejemplo de ello es el
cultivar 'Venture', el cual es altamente tolerante y podria ser utilizado para modificar

genéticamente otros cultivares mas sensibles (Rainey y Griffiths, 2005).
2.1.4 Manejo del cultivo de Phaseolus vulgaris

La esfera agroalimentaria es de gran importancia para la economia de un pais. Por esta razon,
es necesaria la busqueda de alternativas productivas, la diversificacion, la capacitacion de la
fuerza de trabajo, la utilizacién de métodos agroecoldgicos, el estudio de diferentes cultivares y
la obtencion de semillas de calidad, con el objetivo de lograr un aumento gradual de la
suficiencia agricola (Pefia et al., 2015). Es por ello, que los programas de manejo integrado
constan de medidas de control agrotécnicas, quimicas y biolégicas.

Control agrotécnico

Las medidas de control agrotécnico son empleadas para incrementar la produccion de
P. vulgaris a nivel mundial. Estas incluyen el empleo de semillas certificadas, evitar las
siembras en suelos con mucha humedad o mal drenados, tener en cuenta la densidad de la
plantacion y el adecuado espacio entre una planta y la siguiente. Ademas, se deben eliminar
los restos de las cosechas y realizar una adecuada rotacibn de los cultivos
(Mwanauta et al., 2015).

La rotacién de los cultivos incrementa el rendimiento de la cosecha si se compara con la
siembra en monocultivos. Esta proporciona varios efectos beneficiosos como un mayor
aprovechamiento de la economia del agua, incrementa la humedad del suelo, la captacion de
nutrientes, asi como una reduccion de los componentes téxicos en el mismo
(Emam et al., 2010). También, reduce la probabilidad de aparicion de plagas y enfermedades

recurrentes (Rosado et al., 1985).
Control quimico

El control quimico de plagas que afectan a P. vulgaris se realiza a partir del empleo de grandes
cantidades de plaguicidas. Entre estos se encuentra el imidacloprid,
[1-(6-cloro-3-piridilmetil)-N-nitroimidazolidina-2-ilideneaina], que actla como controlador de
Aphis fabae Scopoli, Ophiomyia phaseoli Tyron y Ootheca bennigseni Weise. Mediante su
empleo se ha reducido el nimero de vectores involucrados en la transmision de enfermedades
virales como el PLRV (del inglés Potato leaf roll virus), el FBNYV (del inglés Faba bean necrotic

yellows virus) y el SbDV (del inglés Soybean dwarf virus) (Mwanauta et al., 2015).
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En el control del género Empoasca y B. tabaci, se han utilizado otros insecticidas como
diazinon, [O-dietil O-2-isopropil-6-metil (pirimidina-4-il) fosforotioato] y la deltametrina
[(S)-Alfa-ciano-3-fenoxibencil (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetil ciclopropano carboxilato]
(Quinteros-Hidalgo, 2015). Ademas, se emplea como ovicida el bifentrin [2-metilbifenil-3-ilmetil
(2)-(1RS, 3RS)-3-2-cloro-3,3,3-trifluoropropano-1-enil, 2-dimetilcicloropropano carboxilato]
(Brown et al., 2012).

El control quimico de insectos plagas y hongos fitopatégenos en P. vulgaris provoca severos
dafios ambientales, asi como la aparicion de fungoresistencia e insectoresistencia. Por esta
razén, es preciso valorar el empleo de organismos antagonistas y extractos de plantas como
parte de la estrategia de manejo.

Control biolégico

El control biolégico se realiza a partir del empleo de organismos antagonistas como bacterias.
Ademas, son utilizadas otras alternativas como los extractos de plantas.

La bacteria Bacillus thuringiensis Berliner es utilizada en el control de larvas de lepidépteros,
entre las que se encuentran Helicoverpa, Spodoptera, y Chrysodeixis, que afectan este cultivo
(Mwanauta et al., 2015). Ademas, se emplean extractos de plantas de Azadirachta indica A.
Juss. para el control de B. tabaci (Zeledon, 1990). Otros extractos obtenidos a partir de bulbos

de Allium sativum L., repelen insectos como Tetranychus urticae Koch (Hincapie et al., 2008).

El manejo integrado del cultivo de P. vulgaris incluye estrategias de control agrotécnico,
guimico o bioldgico que con frecuencia no son efectivas o persistentes (Mwanauta et al., 2015).
La biotecnologia vegetal, junto a los métodos de mejoramiento genético convencional, facilitan
la generacion de cultivares de P. vulgaris con resistencia o tolerancia a factores de estrés
biético o abiético, respectivamente. Ademas contribuye al incremento de la calidad de la semilla
y a la mejora de la arquitectura de la planta (Gatica et al.,, 2010). En este sentido, la
transformacién genética como complemento de las técnicas convencionales es un via para
generar cultivares resistentes o tolerantes a diversos factores de estrés que afectan a

P. vulgaris. Ello constituye una alternativa viable para incrementar su produccion.

2.2 Transformacion genética en Phaseolus vulgaris

El mejoramiento genético tradicional en P. vulgaris se basa en su variabilidad genética natural y
la reproduccion sexual. Esta variabilidad se ve restringida debido al ligamiento genético y a las
barreras de hibridacion sexual. Es por ello, que con el objetivo de eliminar la incompatibilidad

sexual existente entre los individuos, se emplean métodos de transformacién genética, que
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posibilitan la transferencia de genes entre organismos genéticamente distantes
(Kwapata et al., 2010). Estos métodos de transformacion genética se pueden dividir en directos
o fisicos e indirectos o biologicos, segun sea la manera en la cual penetra el ADN. Aunque los
métodos de transferencia indirecta son mas populares, los métodos de transferencia directa

son muy utilizados en la biotecnologia vegetal (Rivera et al., 2012).
2.2.1 Métodos de transferencia directa de ADN

La transferencia directa de genes incluye métodos como la biobalistica, la electroporacion
(Tuteja et al., 2012), el tratamiento con polietilenglicol y la microinyeccion
(Martirena-Ramirez y Veitia, 2013).

Biobalistica

La biobalistica es un método que permite mediante un co-bombardeo la penetracién a la célula
vegetal de particulas cubiertas de genes. De esta forma, se elimina la necesidad de emplear
multiples construcciones genéticas con varias secuencias de transformacion. La
implementacion de este método es facil pues no requiere de ningun tratamiento previo en la
célula y es independiente a las propiedades fisioldgicas de la misma (Veltcheva et al., 2003).

La biobalistica se ha empleado en la transformacion genética de P. vulgaris para obtener
resistencia al BGMV (del inglés Bean golden mosaic virus) con resultados satisfactorios
(Bonfim et al., 2007). Ademas, mediante este método se ha transformado genéticamente
P. vulgaris con el gen bar, para conferir resistencia a herbicidas y el gen HVAL para conferir
resistencia a la sequia, con resultados favorables en ambos casos (Kwapata et al., 2012). No
obstante, este método presenta la desventaja de requerir de continuas cadenas de insumos y
puede dafiar mecanicamente al ADN (Rivera et al., 2012). Ademas, la introduccion de multiples
copias del gen de interés puede ocasionar efectos no deseados como el silenciamiento de

otros genes (Agrawal et al., 2005).
Electroporacion

La electroporacion consiste en la aplicacion de un campo eléctrico externo a través de una
suspension celular. Este método provoca en la membrana plasmatica un aumento de la
conductividad eléctrica y de la permeabilidad, que conducen a la formaciéon de poros en la
misma (Atif et al., 2013). Ademas, este es un método simple, que puede realizarse en un corto

periodo de tiempo y sin un elevado costo econémico (Rivera et al., 2012).
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Mediante este método se han regenerado de forma satisfactoria plantas transgénicas de
Saccharum officinarum L. (Arencibia et al., 1992). La electroporaciéon puede aumentar su

eficiencia si se combina con el empleo del vector biolégico A. tumefaciens, o la biobalistica.

Sin embargo, la electroporacion tiene la desventaja de ser solo aplicable a protoplastos, lo que
conlleva a la implementacion de técnicas de cultivo de tejidos muy laboriosas
(Diaz 'y Chaparro-Giraldo, 2012). Ademas, es dependiente de las -caracteristicas
electrofisiologicas de la planta, requiere del empleo de protocolos de larga duracién para la
regeneracion y generalmente presenta una eficiencia baja (Rivera et al., 2012). No obstante,
puede ser empleado en el protoplasto de cualquier planta y utilizarse en diferentes tipos
celulares (Khan, 2010).

Tratamiento con polietilenglicol

El tratamiento con polietilenglicol utiliza solamente protoplastos y se basa en la capacidad de
esta sustancia para estimular la endocitosis, lo cual conduce a la captacion del ADN. El
tratamiento con polietilenglicol es poco utilizado producto de la baja frecuencia de
transformacion que se obtiene y por el bajo nUmero de especies de plantas completas que
pueden ser regeneradas a partir de protoplastos (Khan, 2010). Sin embargo, se han
transformado por esta via plantas de Zea mayz L. y Oryza sativa Hochst. ex Steud
(Hayashimoto et al., 1990; Holm et al., 1991; Young et al., 2001).

Microinyeccién

La microinyeccion es un mecanismo de inyecciéon de ADN dentro del nucleo o del citoplasma
de las células, que se realiza empleando una pipeta de inyeccion con un lente microcapilar
(Khan, 2010). Este método ha sido utilizado en Brassica napus L. y no se logr6 una
transformacion estable para todas las plantas evaluadas, lo cual pudo deberse a que no todo el

ADN fue inyectado (Jones-Villeneuve et al., 1995).

La microinyeccion requiere de un equipamiento costoso debido a la manipulacién que es
necesaria dentro de las células bajo el microscopio. Ademas, existen limitaciones al utilizarlo en
células que presenten una pared celular delgada. La transformacion mediante este método no
consta de un protocolo de regeneracién eficiente en la mayoria de la especies, lo cual

constituye una desventaja para su aplicacion (Khan, 2010).
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2.2.2 Métodos de transferencia indirecta de ADN

Los métodos de transferencia indirecta de ADN utilizan como vectores biolégicos a
A. tumefaciens (Kwapata, 2015). De esta forma, se pueden transferir largas secuencias del
ADN foraneo y se introducen pocas copias de estas secuencias, por lo que la probabilidad de
inducir silenciamiento en los genes que no sean de interés en la planta es baja
(Pérez et al., 2008). Ademas, la transformacién es accesible, consta de estabilidad y precision
(Darbani et al., 2007), y el gen foraneo se transmite a la descendencia de manera estable
(Alimohammadi y Bagherieh-Najjar, 2009).

Este procedimiento es rapido y sencillo, por lo que puede ser utilizado en plantas con sistemas
de regeneracidn poco complejos, lo cual permite obtener elevados niveles de expresion de los
genes de interés (Helm et al., 2011). Sin embargo, entre sus desventajas se halla que, al ser
las plantas infectadas por la bacteria, esta infeccion pueda interferir con el proceso de
regeneracion (Veluthambi et al., 2003).

Interaccion Agrobacterium tumefaciens-planta

A. tumefaciens, es una bacteria fitopatégena, Gram negativa, presente en los suelos. Esta tiene
la capacidad de inducir tumores en la planta, denominados agalla de la corona, los que se
caracterizan por presentar un crecimiento celular en la base del tallo. Esta bacteria afecta a
plantas dicotiledéneas (Guo et al., 2011) y algunas monocotiledéneas (Fukuona et al., 2000).
En la interaccion A. tumefaciens-planta tienen lugar siete eventos fundamentales:
reconocimiento y adherencia, identificacion de sefales de la planta, activacion de genes vir,
generaciéon del ADN-T, exportacién del ADN-T hacia la planta, importacion del ADN-T dentro
del nucleo de la planta e integracion del ADN-T dentro del genoma del hospedante (Cullen y

Binns, 2006). Seis de estos eventos se muestran en la Fig. 2.
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Figura 2 Mecanismo de infeccién de Agrobacterium tumefaciens en células de plantas. Tomado de
Pitzschke y Hirt (2010)

En el reconocimiento y adherencia intervienen indirectamente los genes chvA, chvB, pscA, los
cuales estan involucrados en la sintesis, procesamiento y exportacion del 3-1,2-glucano ciclico.
Este compuesto estd implicado en la union de la bacteria con las células de la planta
(Guo et al., 2011).

En la identificacion de las sefales producidas por la planta intervienen las proteinas VirA 'y VirG
gue reaccionan ante la presencia de exudados en las heridas de las plantas y promueven la
activacion transcripcional de otros genes vir. VirA detecta la presencia de compuestos fendlicos
de las plantas como lignina, precursores de flavonoides y acetosiringona, cuya sintesis es
inducida después de provocada la lesion por la bacteria (Zupan et al.,, 2000). VirA se
autofosforila y subsecuentemente fosforila a VirG, lo que permite la transduccion de sefales

gue activan los genes vir (Gelvin, 2003).

La generacion del ADN-T tiene lugar por la accion de las proteinas VirD2 y VirD1, que actian
como endonucleasas, uniéndose al plasmido Ti en los bordes del ADN-T y haciendo cortes en

la cadena del ADN-T. Después de hacer el corte, la proteina VirD2 se une covalentemente al
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extremo 5’ del ADN-T, especificamente a un residuo de tirosina, hasta su transferencia a la
planta (Kakkar y Kumar, 2011). El ADN-T es cubierto por proteinas de unién al ADN de cadena
simple que permiten su transporte. Las proteinas VirE2 también se unen al ADN-T y
posiblemente cubren la cadena formando en conjunto con VirD2 un complejo de transferencia
(Zambryski et al., 1983; Valderrama et al., 2005; Guo et al., 2011).

La transferencia del ADN-T de A. tumefaciens a la célula de la planta es mediada por el
sistema de secrecion tipo IV (T4SS). Este transportador es fundamental en los procesos de
patogénesis, pues exporta factores de virulencia importantes a través de la membrana de la
bacteria. Entre estos factores se encuentran el operén VirB/VirD4 que es requerido para la
transferencia del ADN a la planta hospedante, el sistema Trb que codifica para la transferencia
por conjugacion del plasmido Ti entre células de Agrobacterium, y el sistema AvhB que media
la transferencia del ADN-T en ausencia de las proteinas VirB y el sistema Trb
(Valderrama et al., 2005). Cuando el ADN-T es transferido a la célula del hospedante codifica
para la sintesis de hormonas vegetales como auxinas y citoquininas, las cuales provocan una
gran proliferacion celular, asi como para aminoacidos de bajo peso molecular y para derivados
de azucares fosfatos llamados opinas. Estas opinas sirven como fuente de carbono y de
nitrégeno, lo cual permite crear un nicho ecolégico favorable para A. tumefaciens, debido a que

la bacteria metaboliza estos nutrientes (Opabode, 2006).

La importacién al nacleo de la planta del complejo VirD2-complejo T tiene lugar en conjunto con
el transporte de las proteinas VirE2, VirF y VirE3. Las proteinas VirD2 y VirE2 son las que
median directamente el proceso de importe nuclear del complejo T. En la célula vegetal, VirD2
y VIirE2 pueden interactuar con proteinas chaperonas que permiten el importe nuclear del
complejo T y su integracion. Las proteinas chaperonas RocA, Roc4 y CypA al parecer
mantienen la conformacion de VirD2 durante el importe nuclear del complejo T y su integracion.
El importe nuclear del complejo T es asistido por proteinas celulares del hospedante como

VIP1 que interactta especificamente con VirE2 (Valderrama et al., 2005).

La integracion del ADN-T dentro del cromosoma de la planta esta mediada por la proteina
VirD2 que contiene dominios con actividad para la recombinacion y ligacién
(Zupan et al., 2000).
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2.2.3 Factores que intervienen en la transformacién mediada por Agrobacterium

tumefaciens

La transferencia del ADN-T de A. tumefaciens y su integracion en el genoma de la planta
durante el evento de transformacion, esta influenciada por varios factores. Estos incluyen el tipo
de explante, la edad del explante, el tiempo de co-cultivo, la concentracion de la suspension
bacteriana, de la cepa de Agrobacterium que se emplee, de la infiltracion por vacio, los
regimenes de seleccion y el cultivar empleado (Alimohammadi y Bagherieh-Najjar, 2009;
Karami et al., 2009).

Tipo de explante

El tipo de explante a utilizar en un evento de transformacion depende del protocolo de
regeneracion establecido para el cultivo. En este sentido, han sido utilizados como explantes
blancos: hojas, raices, hipocotilos, callos y nudos cotiledonales, con los cuales se han obtenido
altas eficiencias de transformacion (George et al., 2008).

En estudios de transformacion genética mediante A. tumefaciens en leguminosas se han
empleado varios tipos de explantes. En el caso de Artemisia absinthium L., se han empleado
raices, hojas e hipocétilos, obteniéndose una eficiencia de 100% en la transformacién de los
dos primeros y un 80% de expresion transitoria en hipocétilos (Mannan et al., 2009). En Vigna
unguiculata L. Walp al emplear nudos cotiledonales, se obtuvo una baja eficiencia de

transformacion (Raveendar e Ignacimuthu, 2010).

De modo similar, en varias investigaciones se ha obtenido una baja eficiencia en la
transformacion en P. vulgaris con el empleo de eje embrionario como explante blanco
(Amugune et al., 2011; Mukeshimana et al., 2013), nudos cotiledonales (McClean et al., 1991),

discos de hojas e hipocétilos (Franklin et al., 1993).
Edad del explante

La edad del explante interfiere con el evento de transformacion. De esta forma, los explantes
jovenes muestran altas tasas de transformacion transitoria (70%). Sin embargo, en la medida
gue los explantes envejecen, la frecuencia de transformacién disminuye notablemente entre 50
y 30%. Los tejidos jovenes y con una division celular activa, generalmente son mas
susceptibles a la penetracibon de A. tumefaciens que aquellos envejecidos
(Tazeen y Mirza, 2004).

17



A partir del empleo de epicétilos de cinco dias como explante inicial se obtuvo una alta
eficiencia de transformacién en Phaseolus angularis L. via organogénesis utilizando,
N6-bencilaminopurina y tidiazuron (Varisai et al., 2006). En este sentido, algunos estudios
plantean que para explantes de siete dias, se observan los mayores valores de expresion del
gen GUS (100%). Sin embargo, cuando los explantes exceden las dos o tres semanas de
edad, los niveles de expresion del gen GUS decrecen en un 90% y 70%, respectivamente
(Mannan et al., 2009).

Condiciones de co-cultivo

Las condiciones de co-cultivo establecidas para un evento de transformacion influyen
directamente en la eficiencia alcanzada en el proceso. De esta forma, fijar pardmetros como la
duracion y la temperatura en correspondencia con la cepa de A. tumefaciens utilizada,

contribuird a la obtencion de resultados satisfactorios.

La prolongacion del tiempo de co-cultivo por més de tres dias incrementa la frecuencia de
transformacion transitoria y subsecuentemente los incrementos en el tiempo de co-cultivo
provocan un decrecimiento de la frecuencia de transformacion (Tazeen y Mirza, 2004). Por esta
razon, se debe considerar que los periodos largos de co-cultivo disminuyen la supervivencia y

regeneracion de los explantes (Naranjo et al., 2002).

El efecto de la temperatura ha sido estudiado en plantas de O. sativa donde a temperaturas de
25y 28°C, disminuyeron la eficiencia de la transformacién en los callos, lo cual se constaté con
una disminucion de la actividad de la B-glucuronidasa. No obstante, la temperatura éptima para

el co-cultivo depende del explante y del genotipo (Pérez et al., 2008).
Suspension bacteriana

La concentracién optima de la suspension de células de A. tumefaciens, es un parametro
importante a tener en cuenta en la transformacion. Cuando se utilizan concentraciones bajas de
la suspension bacteriana puede disminuir la transferencia de ADN, mientras que
concentraciones altas pueden causar la  muerte del explante blanco

(Martirena-Ramirez y Veitia, 2013).

En la transformacion de Solanum tuberosum L. se evaluaron dos concentraciones (1:50 y 1:10),
y se determin6é que ambas fueron efectivas. Sin embargo, al emplear la concentracién de 1:10
se produjo un sobrecrecimiento de la bacteria en los explantes (Lopez y Chaparro, 2007). En el
caso de P. vulgaris, se requiere de elevadas densidades de células de A. tumefaciens para

incrementar la eficiencia del proceso de transformacion (Martirena-Ramirez y Veitia, 2013). No
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obstante, la concentracion adecuada de la suspension bacteriana depende en gran medida del

tejido de planta utilizado y de la cepa de Agrobacterium empleada (Blanco et al., 2003).
Cepas de Agrobacterium tumefaciens

La eficiencia de la transformacién genética depende de la cepa de A. tumefaciens que sea
utilizada. Entre estas, se encuentran diferencias que afectan su capacidad de infeccion, tales
como la virulencia, las diferencias en la estructura y organizacion del ADN-T y los genes vir
(Grant et al., 2003). Dicha respuesta esta relacionada con la probabilidad de aparicion de
diferentes genes de resistencia en el hospedante susceptible
(Martirena-Ramirez y Veitia, 2013).

En diferentes estudios de transformacion genética en P. vulgaris se ha evaluado la expresion
transitoria del gen GUS empleando las cepas LBA4404 y EHA105 (Amugune et al., 2011). En
estudios similares, ademas de estas cepas se ha empleado GV310, con la cual se logré la
mayor expresion del gen GUS (Mukeshimana et al., 2013).

Infiltracién por vacio

La infiltracién por vacio favorece la eficiencia de la transformacion en plantas por lo que ha sido
muy utilizada en un gran nimero de especies (Wang y Pijut, 2014). Mediante este proceder, el
explante en contacto con una suspension de A. tumefaciens es sometido a una reduccion de la
presién de vacio. Esto facilita que se introduzca la bacteria en el interior de la célula. La
aplicacion de vacio provoca que los gases que se encuentran en el interior del explante salgan
por los estomas o las lesiones. Cuando se interrumpe el vacio y la presion es incrementada
rapidamente, la suspensiéon celular penetra al interior del explante y reemplaza los gases. El
vacio aumenta la exposicion de las células de la planta a A. tumefaciens, haciéndolas mas

susceptibles a la transformacién (Sivanandhan et al., 2012).

La infiltracion por vacio debe ser realizada en un periodo de tiempo corto
(Subramanyam et al., 2011). En este sentido, en plantas de Glycine max (L.) Merrill se
aplicaron tiempos de infiltracion de 1, 2, 3 y 4 min y regimenes de presién de 500, 750, 1,000, y
1,250 mm de Hg. Al aplicar 2 min de vacio y regimenes de presion de 500 y 750 mm de Hg, se
obtuvieron los mayores porcentajes de explantes transformados. Mientras que al aplicar 1 min
de vacio y regimenes de presién de 1000 y 1250 mm de Hg disminuy6 la frecuencia de
transformacién. Sin embargo, al aplicar tiempos de infiltracion por vacio superiores a 2 min y
regimenes de presion mayores de 750 mm de Hg, se afect6 la supervivencia de los explantes y

disminuy6 notablemente la frecuencia de transformacién (Sivanandhan et al., 2012).
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En P. vulgaris se aplicaron a explantes de ejes embrionarios 5 min de infiltraciébn por vacio.
Aunque sobrevivieron 138 explantes, solo 13 plantas lograron pasar a la fase de aclimatizacion.
Las restantes plantas murieron producto de un sobrecrecimiento de A. tumefaciens, que se
volvio sistémica y provoco la muerte de los brotes en condiciones tanto in vitro como ex vitro
(Lorenzo, 2010).

En el cultivar ‘'Negro Jamapa' de P. vulgaris se utilizaron para la transformacion genética via
A. tumefaciens explantes de discos de hojas. En el mismo, los tiempos de infiltracién por vacio
de 20 a 25 min favorecieron la eficiencia de la transformacién, pues, se obtuvo una eficiencia
de la transformacion de un 90% y entre el 60 y 85% de células transformadas por superficie de
hojas (Nanjareddy et al., 2016).

Regimenes de seleccion

En la transformacion genética de plantas es comun el uso de marcadores de seleccion. Estos
son genes codificados para la resistencia a antibiéticos o herbicidas, los que resultan efectivos
para la seleccion y proveen de los medios para identificar rapidamente células y tejidos

transformados, asi como la regeneracién de brotes (Rajasekaran et al., 2008).

En P. vulgaris, el empleo de agentes selectivos como la kanamicina y el glufosinato de amonio
fueron efectivos para identificar los genes nptll o bar, funcionales en el genoma de la planta
(Espinosa-Huerta et al., 2013). A partir del empleo de kanamicina como marcador de seleccion
se ha optimizado la eficiencia en la transformacién genética de Daucus carota L. via

A. tumefaciens (Blanco et al., 2003).

En la seleccion de lineas de Musa sp., transformadas con una construccion que porta el gen
bar como marcador de seleccién, se evalu6 el efecto del glufosinato de amonio a partir del
herbicida Finale®. De esta forma, se logré diferenciar las dos lineas transformadas del control

no transformado, a partir de la expresion del gen bar (Gomez et al., 2010).

Los marcadores de seleccién se integran en el genoma de la planta y esto puede provocar
consecuencias después de su aplicacion. Entre estas consecuencias se encuentra su
dispersion en el ecosistema, produciendo efectos como la resistencia a los antibioticos
(Williams et al., 2016). No existen evidencias de que los marcadores de seleccién signifiquen
un riesgo para la salud humana o animal. No obstante, debido a la percepcién publica de los
mismos, es preciso hallar alternativas para eliminarlos después del evento de transformacion.

Estas medidas se orientan hacia el empleo de marcadores que no se basen en la resistencia a
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antibioticos o herbicidas y a la escision o segregacion de genes marcadores del genoma del

hospedante después de la regeneracién de las plantas transgénicas (Darbani et al., 2007).
Cultivar

Las especies vegetales difieren en el grado de susceptibilidad ante la infeccion por
Agrobacterium. En este sentido, en algunos estudios se ha determinado la susceptibilidad a la
transformacion por A. tumefaciens en diferentes cultivares de P. vulgaris como '4F 2409’
'‘Karacaflehir 90, 'Akman 98' y 'Eskiflehir 855'. Sin embargo, aunque se observaron altas
frecuencias de transformacion, los niveles variaron entre los diferentes cultivares empleados

(Karakaya y Ozcan, 2001).

La transformacion de P. vulgaris mediada por A. tumefaciens, presenta limitaciones. Esto
puede deberse a que después del contacto de la bacteria con la planta, tiene lugar un proceso
de defensa que produce areas necrosadas en el tejido, con la consecuente muerte celular
(Valderrama et al., 2005). En adicién, el empleo de marcadores de seleccion no apropiados y la
no determinacién de las concentraciones adecuadas del agente selectivo, asi como la
susceptibilidad del cultivar empleado en la transformacion, pueden tener un efecto inhibitorio en
el crecimiento de los explantes (Martirena-Ramirez y Veitia, 2013). La obtencién de protocolos
gue proporcionen una diferenciacion celular eficiente, el desarrollo de brotes y la regeneracion
de la planta completa, son un prerrequisito para el empleo eficiente de la transformacion

genética (Espinosa-Huerta et al., 2013).

2.2.4 Transformacién genética en leguminosas via Agrobacterium tumefaciens

empleando diferentes sistemas de regeneracion

Las leguminosas, de modo general, presentan dificultades en la regeneracion in vitro debido a
su baja respuesta al rejuvenecimiento y marcada dependencia del genotipo. En estas especies,
a pesar de desarrollarse eventos de transformacion exitosos, se obtiene una baja frecuencia de
regeneracion. Es por ello, que el desarrollo de una planta transgénica en la mayoria de las
legumbres, resulta un proceso muy lento (Kumar et al., 2012). Sin embargo, en algunos
estudios en los géneros Glycine, Vigna y Phaseolus se han obtenido resultados satisfactorios
mediante el empleo de Agrobacterium como vehiculo para la transformaciéon, combinado con

diferentes protocolos de regeneracion.
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Embriogénesis somatica

La embriogénesis somética tiene lugar cuando a partir de células se originan embriones
sométicos o adventicios que no son producto de la fusion de gametos. Estos embriones son
bipolares y no poseen conexion vascular con el tejido que le dio origen, ademas son capaces
de crecer y formar plantas normales. Debido a la naturaleza bipolar del embrién, los sistemas
de regeneracion a partir de la embriogénesis somatica son los méas eficientes para la
produccion masiva de plantas in vitro (Jiménez, 1998).

Como la mayoria de las leguminosas, P. vulgaris, es dificil de cultivar in vitro, por lo cual no se
ha logrado el establecimiento de un procedimiento de regeneracion via embriogénesis somatica
para la posterior transformaciéon genética mediante A. tumefaciens. Sin embargo, en un estudio
se logré la formacion de embriones soméaticos en cotiledones de semillas inmaduras de esta
especie en el cultivar 'CIAP7247F. En este se demostr6 que la adicion de &cido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) al medio de cultivo y la orientacion del explante sobre este
tuvieron un efecto determinante en la embriogénesis somética de esta importante especie
(Collado et al., 2011).

En Glycine max (L.) Merrill, ha resultado dificil establecer un protocolo de transformacion
rutinario e independiente del genotipo con resultados satisfactorios (Schenkel et al., 2012). Sin
embargo, al transformar cotiledones derivados de semillas inmaduras via A. tumefaciens, se
determiné que la embriogénesis somatica fue el método mas eficiente para la regeneracion. De
esta forma, se obtuvo una porcion considerable de tejido embriogénico transformado y varias

plantas transgénicas fértiles (Droste et al., 2001).

En otro estudio de transformacién genética empleando el vector bioldgico A. tumefaciens en
G. max se emple6 una regeneracion via embriogénesis somatica. En el mismo, la adicion de
antibiéticos necesarios para la transformacion mediada por Agrobacterium provocé necrosis en
el tejido embriogénico. Estos efectos aparecieron a los 35 dias de comenzado el tratamiento y
fueron mas intensos al emplear los antibiéticos cefotaxima y vancomicina (Wiebke-Strohm et
al., 2010).

El hecho de que la embriogénesis somatica permita la formacién de plantas a partir de una
célula, incrementa la efectividad de la transformacién genética. Esto puede deberse a que
disminuye o se hace nulo el nimero de plantas quimeras formadas después de cada evento de

transformacion (Collado et al., 2011).
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Organogénesis

La organogénesis es un evento morfogenético, caracterizado por la formacién de un primordio
unipolar a partir de una yema con el posterior desarrollo de este en un brote vegetativo.
Ademads, durante este evento existe una conexioén entre los nuevos brotes y el tejido que le dio
origen. Estos brotes pueden formarse directamente del explante (organogénesis directa) o de

callos (organogénesis indirecta) (Jiménez, 1998).

En Vigna radiata (L.) Wilczek, se establecid un protocolo de regeneracion eficiente y
reproducible. En el mismo, se utilizO como explante nudos cotiledonales y se emple6 a
A. tumefaciens como mediador de la transformacién. Este protocolo garantizé una eficiente
regeneracion y se obtuvo una expresion estable del gen GUS. Ademas, se describié que con el
incremento en la concentracion de A. tumefaciens, aumenta la frecuencia de transformacion, lo

cual se corresponde con resultados previos obtenidos en otras legumbres (Kumar et al., 2012).

En Vigna unguiculata L. se estableci6 un protocolo de regeneracion y transformacion via
A. tumefaciens estable a partir de cotiledones inmaduros. Con este protocolo de regeneracion
se logré una transformacién genética eficiente, pues se obtuvo una expresion estable del gen
GUS (Aasim et al., 2013).

En Phaseolus polyanthus Greenman, se establecié un protocolo eficiente y reproducible de
regeneracion y transformacién. Como explante se utilizaron callos nodulares obtenidos de
semillas germinadas in vitro en casa de cultivo. Este método se describi6 como un
procedimiento basico, que permiti6 obtener plantas transgénicas de P. polyanthus
(Zambre et al., 2001).

En P. vulgaris se describié un protocolo de transformacién viable empleando un sistema de
regeneracion via organogénesis directa a partir de hipocaétilos. En este trabajo se destacé como
el empleo de una cepa en particular induce en la transformacion una eficiencia diferenciada.
Ademas, como la eficacia de la transformacién depende del agente selectivo empleado, sin
embargo no fue posible regenerar plantas transgénicas (Espinosa-Huerta et al., 2013). En otra
investigacion, la combinacion de la regeneracion via organogénesis indirecta, en la que se
utilizaron callos nodulares verdes como explante blanco y un sistema de seleccién que emplea
el gen bar y el herbicida Finale® para la seleccién del tejido transformado, se obtuvieron plantas
transgénicas de P. vulgaris cv. 'CIAP7247F'. Estos autores estudiaron otro tipo de explante

blanco (secciones de epicétilo) y lograron regenerar via organogénesis directa, el tejido
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transformado con A. tumefaciens, pero no lograron plantas totalmente modificadas, solo

obtuvieron escapes y quimeras (Collado et al., 2016)

La regeneracion in vitro de P. vulgaris a partir del cultivo de tejidos se ha alcanzado con cierto
grado de éxito en los ultimos afios. Sin embargo, los efectos del cultivar en la capacidad
regenerativa, asi como la eficiencia y la reproductibilidad, han sido factores limitantes
(Quintero-Jiménez et al., 2010).
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3 Materiales y métodos
Procedimientos generales

Los instrumentos utilizados para el manejo aséptico del material vegetal se esterilizaron en un
esterilizador a 320°C por 30 min antes de cada sesidn de trabajo. Todas las disecciones y
operaciones de transferencia de los explantes se realizaron en una cabina de flujo laminar
horizontal (ICEM, Cuba) y el material transgénico en un flujo laminar vertical (Faster, Italia). El
pH de todos los medios de cultivo se ajusté con hidroxido de sodio (NaOH) o acido clorhidrico
(HCIl) antes de la esterilizacion en autoclave. Los medios de cultivo se esterilizaron en
autoclave a 121°Cy 1,2 kg cm?de presion durante 20 min.

Material vegetal

Semillas maduras de P. vulgaris cv. 'ICA Pijao’ (Fig. 3a) y 'BAT 93' (Fig. 3b), provenientes del
banco de germoplasma del Centro de Investigaciones Agropecuarias (CIAP), de la Universidad
Central "Marta Abreu" de las Villas se emplearon como material vegetal inicial.

Figura 3 Semillas maduras de P. vulgaris (a) cv. 'ICA Pijao’, (b) cv. 'BAT 93'

Desinfeccion y germinacién de las semillas

Las semillas se lavaron con una solucién de detergente y agua comun durante 10 min. Luego
se enjuagaron con agua comun y se desinfectaron en etanol al 70% por 20 s y se transfirieron a
una solucién de hipoclorito de sodio (NaOCL) al 3% (v/v) durante 10 min. Posteriormente,
fueron enjuagadas tres veces con agua desionizada estéril, con lo cual se eliminaron los
residuos del desinfectante. Se colocaron diez semillas por frasco de vidrio de 250 ml de
capacidad que contenia 30 ml de medio de cultivo de germinacion (MG, Tabla I). El material

vegetal se mantuvo a 27 + 2°C en oscuridad total durante tres dias para la germinacion.
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3.1 Comparacion de los explantes NC-1 y NC-2 con % NC-1 para la regeneracion via
organogénesis indirecta de P. vulgaris

Preparacion de los explantes

Con el objetivo de determinar si ¥2 NC-1 puede ser utilizado para la regeneracion se comparé
este explante con los explantes NC-1 en el caso de 'ICA Pijao’ y NC-2 en 'BAT 93' utilizados en
investigaciones previas (Fig. 4). Para la obtencion de NC-1 y NC-2 y % NC-1 posterior a la
germinacion se eliminé la testa y la raiz. En el caso de NC-1, se separd un cotiledén con el
nudo cotiledonal y para NC-2 dos cotiledones con el nudo cotiledonal. Para la obtencion de %2
NC-1, se realiz6 una herida en la union del cotiledén con el eje embrionario y se separé el

cotiledon con una fina lamina de la epidermis del eje embrionario.

Figura 4 Preparacién de los explantes de P. vulgaris; a) semilla germinada de tres dias, b) NC-2, ¢) NC-
1,d) %2 NC-1

3.1.1 Formacién de callos a partir de los explantes NC-1, NC-2y %2 NC-1

Los explantes NC-1, NC-2 y ¥» NC-1 se transfirieron a un medio de cultivo de formacion de
callos (MFC, Tabla I) y se mantuvieron en camaras de cultivo a 27 + 2°C, durante los primeros
siete dias en oscuridad. Luego, se eliminaron los brotes, se transfirieron nuevamente a MFC y
se colocaron en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad y una
intensidad luminosa de 45 pmol m2 s durante 21 dias. Para la obtencién de los callos
nodulares verdes, estos fueron separados del explante inicial sin ser fraccionados. A los 21
dias de cultivo se evalué el numero de explantes que formaron callos y se determiné el

porcentaje de formacién de callos.
3.1.2 Regeneracion, elongacion y enraizamiento de los brotes

Los callos provenientes de NC-1, NC-2 y ¥ NC-1 fueron colocados en un medio de

regeneracion de brotes (MRB, Tabla |) para su regeneracién y se mantuvieron en camara de
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cultivo a 27 + 2°C, por 21 dias. Luego, los brotes obtenidos fueron transferidos a un medio de
elongacién y enraizamiento (MEER, Tabla |), para lograr la elongacion y enraizamiento de los
mismos y se mantuvieron en camaras de cultivo a 27 + 2°C, durante 30 dias con sub-cultivos

cada 15 dias.

Se evalub la capacidad de crecimiento de los brotes regenerados a partir de los explantes
NC-1, NC-2, %2 NC-1. A los brotes obtenidos se le determiné su longitud con una regla para

establecer pardmetros de comparacion entre la regeneracion de ambos explantes.

Se evalud la regeneracion y la formacién de raices de los brotes obtenidos a partir de callos de
NC-1, NC-2 y %2 NC-1. Para ello, se determiné el numero de brotes con formacion de raices,
asi como la longitud promedio de los brotes enraizados.

3.2 Determinacién del efecto de pardmetros que influyen en la regeneracion de brotes de

P. vulgaris inoculados con A. tumefaciens
Preparacion de la suspensién bacteriana

La cepa de A. tumefaciens C58C1Rif?, que contiene el plasmido (pTJK136 MtDHDPS3)
conservada en glicerol, se estri6 en una placa de Petri de 90 mm de diametro con medio de
cultivo Luria-Bertani (LB) (Tabla 1) semisélido con los antibiéticos (Espectinomicina 100 mg.l2,
Estreptomicina 300 mg. I't, Gentamicina 50 mg. |1 y Rifampicina 50 mg. I!). Las placas se

incubaron a 28°C durante 48 h.

Una colonia de A. tumefaciens aislada del cultivo fresco, se suspendié en 3 ml de medio de
cultivo LB liguido con los antibiéticos mencionados con anterioridad y se incub6 a 28°C en
agitacién constante (120 rpm) durante 24 h. El cultivo crecido (50-100 pl) se transfirié a un
Erlenmeyer de 250 ml de capacidad con 50 ml de medio de cultivo Yeast Extract Peptone
(YEP) (Tabla I) con los mismos antibiéticos. Este se incubd bajo las condiciones anteriormente
mencionadas durante 12 h, periodo en el que se alcanza una densidad 6ptica DOsoonm €ntre 0,7
y1,2.

Alicuotas de 45 ml del cultivo de A. tumefaciens se centrifugaron a 5000 rpm a 21°C por
10 min, en una centrifuga, (Eppendorf, Alemania). El pellet se lavé en un medio de cultivo
liquido de inoculacion de la bacteria (MIB, Tabla 1). Después de la centrifugacion, el pellet
lavado se resuspendié en 45 ml de este medio y se centrifugd una vez mas en las condiciones
descritas. La suspension bacteriana se diluyé en MIB y se ajusté a la densidad 6ptica deseada.
A la suspensién bacteriana se le adicioné acetosiringona (100 uM) y se incub6 a 26 + 2°C por

30 min antes de inocular los explantes.
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3.2.1 Determinacion del efecto de la concentracién de la suspensién bacteriana, del
tiempo de infiltracion por vacio y co-cultivo en la regeneracién de brotes de P.

vulgaris

Callos nodulares verdes obtenidos a partir ¥2 NC-1 en los cultivares 'ICA Pijao’ y 'BAT 93' se
utilizaron como explante blanco. Para la inoculacién, en erlenmeyer de 250 ml de capacidad, se
colocaron 100 callos nodulares verdes con 30 ml de la suspension de A. tumefaciens, obtenida
en las condiciones descritas anteriormente. Durante la inoculacibn se estudiaron tres
concentraciones de la suspension bacteriana: DOsoonm de 0,1, 0,2 y 0,3 y diferentes tiempos de
infiltracion por vacio: 1, 2 y 3 min, con un régimen de presion de 60-70 mm de Hg en una
bomba de vacio (Thomas, EE.UU). Se utilizaron dos controles: un control que se inocul6 con la
bacteria, al cual no se le aplicé vacio y otro control sin inocular. Los callos se transfirieron a
placas de Petri de 90 mm de didmetro que contenian Medio de Multiplicacion de Callos (MMC,
Tabla I). Se estudiaron tiempos de co-cultivo de tres y cinco dias, durante los cuales las placas
se incubaron a 22 + 2°C en oscuridad.

Los callos inoculados, se enjuagaron tres veces con MIB (Tabla ) que contenia Timentina
(200 mg I'Y). Se secaron sobre papel de filtro estéril y se transfirieron a MMC con Timentina

(200 mg I'Y) durante siete dias.

Para las evaluaciones se tuvo en cuenta la concentracién de la suspensién bacteriana, el
tratamiento de infiltracion por vacio del que provenia el material genético y el tiempo de
co-cultivo. Se realiz6 la primera evaluacién durante el primer sub-cultivo a los 10 dias
posteriores a la inoculacién y la segunda a los 21 dias posteriores a la inoculacion durante el
segundo sub-cultivo. Se analizé en cada caso la regeneracion a partir del nUmero de explantes

gue formaron brotes.
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Tabla | Medios de cultivos para la regeneracion de plantas e inoculacion de explantes con Agrobacterium

tumefaciens en P. vulgaris

Medio de cultivo Componentes

MG 50% Sales MS (Murashige y Skoog), 1 mg I? tiamina, 1,13 mg I N-6-
bencilaminopurina (BAP), 30 g I'* sacarosa y 8 g I'! agar, pH 5,7

MIB 50% sales MS, vitaminas B5, 0,2 mg I'* tidiazuron (TDZ), 0,05 mg |1 3-acido
indolacético (AlA), 3,9 g I'* MES, 1,98 g I glucosa, 20 g I* sacarosa, pH 5,5

MFC 50% sales MS, vitaminas B5, 0,2 mg I'* tidiazuron (TDZ), 0,05 mg I'* 3-4cido
indolacético (AlA), 30 g I'* sacarosay 8 g I'* agar, pH 5,7

MMC 100% sales MS, vitaminas B5, 0,05 mg It AlIA, 20 g I* sacarosa, 8 g I*
agar, 0,4 mg I TDZ, pH 5,7

MMC-C 100% sales MS, vitaminas B5, 0,05 mg I'* AIA, 20 g I* sacarosa, 8 g I?
agar, 0,4 mg I TDZ, pH 5,5

MLCT 50% sales MS, vitaminas B5, 0,05 mg It AlIA, 20 g I'? sacarosa, 0,4 mgl?
TDZ, pH 5,92 + 200 mg I'* Timentina

MMCT 100% sales MS, vitaminas B5, 0,05 mg I* AIA, 20 g I'* sacarosa, 8 g.I"*
agar, 0,4 mgl* TDZ, pH 5,92 + 200 mg I* Timentina

MMCTG 100% sales MS, vitaminas B5, 0,05 mg I* AIA, 20 g I'* sacarosa, 8 g.I"*
agar, 0,4 mglt TDZ, pH 5,92 + 200 mg I* Timentina, 50 mg I Geneticina

MRBTG 100% sales MS, vitaminas B5, 2,25 mg I BAP, 30 g I sacarosa, 8 g.I*
agar, pH 5,92 + 200 mg I'* Timentina, 50 mg I Geneticina

MEERTG 100% sales MS, vitaminas B5, 30 g ' sacarosa, 0,4 mg I! acido

indolbutirico, 3,18 mg I nitrato de plata y 8 g.I'* agar, pH 5,92 + 200 mg I

Timentina, 50 mg I* Geneticina

MRB 100% sales MS, vitaminas B5, 30 g ' sacarosa, 0,4 mg I! acido
indolbutirico, 3,18 mg I nitrato de plata 'y 8 g.I'* agar, pH 5,92 + 200 mg I*

MEER 100% sales MS, vitaminas B5, 225 mg I'BAP, 30 g I'* sacarosa, 0,4 mg I*
acido indolbutirico, 3,18 mg I* nitrato de plata y 8 g I'* agar, pH 5,92

LB 950 ml H20, 10 g triptona, 10 g NaCl, 5 g de extracto de levadura, 15 gl
agar, pH 7,0

YEP 2% extracto de peptona, 1% de extracto de levadura, 2% de dextrosa, 1 |
H20, pH 7,0

Nota: La Timentina se esteriliz por filtracién y se le adicioné al medio de cultivo cuando este tuvo una

temperatura aproximada entre 40-45°C
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3.3 Procesamiento estadistico

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico PASW Statistics, version 23, para
Windows verificAndose los supuestos de normalidad Shapiro Wilk. Los datos que no seguian
distribuciéon normal se procesaron mediante andlisis de varianza para dos variables no
relacionadas, U de Mann Whitney y varias muestras independientes, Kruskal Wallis. En todos

los casos las diferencias se consideraron significativas para un valor de p<0,05.
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4 Resultados

4.1 Comparacion de los explantes NC-1 y NC-2 y % NC-1 para la regeneracion via
organogénesis indirecta de P. vulgaris

4.1.1 Formacion de callos a partir de los explantes NC-1, NC-2y ¥2 NC-1

En P. vulgaris cv. 'ICA Pijac' y 'BAT 93', los explantes NC-1, NC-2 y ¥ NC-1 formaron callos
nodulares verdes satisfactoriamente, como se muestra en la tabla Il. En los explantes
evaluados se obtuvieron valores similares entre los porcentajes de formacion de callos para
cada cultivar de forma independiente. Ademas, no se encontraron diferencias estadisticas

significativas entre estos valores.

Tabla Il Formacién de callos a partir de los explantes NC-1, NC-2 y %2 NC-1 en los cultivares 'ICA Pijao' y
'BAT 93'

Cultivar Porcentaje de explante que formaron callos (%)
Control Y% NC-1

'ICA Pijao’ 64,0 (+14,4) 63,6 (+11,9)

'BAT 93' 86,2 (+11,2) 88.4 (+10,3)

*'I|CA Pijao": explante control es NC-1
*'BAT 93": explante control es NC-2
Los datos representan la media + la desviacion tipica No se detectaron diferencias estadisticas

significativas segun prueba no paramétrica H de Kruskal-Wallis /U de Mann-Whitney para p< 0,05

4.1.2 Regeneracion, elongacién y enraizamiento de los brotes

Los callos provenientes de NC-1, NC-2 y % NC-1 presentaron valores similares en el
porcentaje de callos que formaron brotes y el nUmero promedio de brotes por callo, para cada
cultivar de forma independiente. No se encontraron diferencias estadisticas significativas entre

estos valores, como se muestra en la tabla Ill.
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Tabla Ill Regeneracién de brotes de callos formados a partir de NC-1 y % NC-1 en los cultivares 'ICA
Pijao' y 'BAT 93'

Cultivar Porcentaje de callos que formaron !NGmero promedio de brotes por
al menos un brote (%) callo
Control % NC-1 Control % NC-1
'ICA Pijao’ 87,3 (3,8) 85,2 (+4,6) 4,3 (+0,6) 4,6 (+0,4)
'BAT 93' 35,6 (+6,4) 32,3 (+4,9) 2,2 (£0,3) 2,4 (0,4)

*'|CA Pijao": explante control es NC-1

*'BAT 93": explante control es NC-2

EL ndmero promedio de brotes por callo se cuantificé para los callos que formaron brotes. Los datos
representan la media * la desviacion tipica

No se detectaron diferencias estadisticas significativas segun prueba no paramétrica H de Kruskal-Wallis
/U de Mann-Whitney para p< 0,05

El tipo de explante empleado no influyd en el crecimiento de los brotes regenerados. Los brotes
obtenidos a partir de callos originados de ¥ NC-1 mostraron una longitud similar a los que se

formaron a partir de callos derivados de NC-1 y NC-2, como se muestra en la tabla IV.

Tabla IV Longitud de los brotes regenerados de callos formados a partir de NC-1y NC-2 y %2 NC-1 en los
cultivares 'ICA Pijao' y 'BAT 93'

Cultivar Longitud promedio de los brotes (cm)
Control Y% NC-1
'ICA Pijao’ 3,7 (x0,9) 3,5 (+0,6)
'BAT 93' 1,2 (+0,6) 1,5 (+0,4)

*'ICA Pijao": explante control es NC-1

*'BAT 93": explante control es NC-2

Los datos representan la media + la desviacion tipica

No se detectaron diferencias estadisticas significativas segun prueba no paramétrica H de Kruskal-Wallis
/ U de Mann-Whitney para p< 0,05

En el enraizamiento de los brotes formados a partir de los callos obtenidos de NC-1, NC-2 y %
NC-1, no influyo el tipo de explante. Dentro de un mismo cultivar, de forma independiente al
tipo de explante empleado, se observaron valores similares en el porcentaje de brotes con
raices, asi como en la longitud promedio de estos brotes enraizados, como se muestra en la
tabla V.
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Tabla V Enraizamiento de brotes regenerados de callos formados a partir de NC-1, NC-2 y ¥2 NC-1 en
los cultivares 'ICA Pijao' y 'BAT 93'

Cultivar Porcentaje de brotes con Longitud promedio de los brotes
raices (%) enraizados (cm)
Control % NC-1 Control % NC-1
'ICA Pijao’ 97,2 (+1,3) 96,4 (+1,0) 5,8 (+1,2) 5,6 (+1,6)
'BAT 93' 58,3 (6,1) 55,8 (£8,3) 3,1 (+0,7) 2,9 (+1,1)

*'|CA Pijao": explante control es NC-1

*'BAT 93": explante control es NC-2

El nimero promedio de raices por brote se cuantificé para los brotes que formaron raices. Los datos
representan la media + la desviacion tipica.

No se detectaron diferencias estadisticas significativas segun prueba no paramétrica H de Kruskal-Wallis
/U de Mann-Whitney para p< 0,05

4.2 Efecto de la concentracion de la suspension bacteriana, del tiempo de infiltracién por
vacio y el co-cultivo en la regeneracién de callos de P. vulgaris inoculados con A.

tumefaciens
4.2.1 Concentracion de la suspension bacteriana

En el cultivar 'ICA Pijao’, al aumentar la concentracién de la suspension bacteriana disminuyé el
porcentaje de regeneracion de los explantes en el primer periodo de sub-cultivo. En el segundo
periodo de sub-cultivo no se encontraron diferencias estadisticas significativas en los
porcentajes de regeneracion al aplicar las concentraciones de 0,1 y 0,2. Mientras que, al aplicar

una concentracion de 0,3 se obtuvieron porcentajes de regeneracion inferiores al 10% (Fig. 5).
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Figura 5 Efecto de la concentracion de la suspension de A. tumefaciens en la regeneracion de brotes de

P. vulgaris cv. 'ICA Pijao’. C1-DOsoonm: 0,1; C2-DOsoonm: 0,2; C3-DOsoonm: 0,3

Numeros con letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas segun

andlisis H de Kruskal Wallis (p<0,05) y U de Mann Whitney (p<0,01) a posteriori, dentro de un mismo

periodo de sub-cultivo

En el cultivar 'BAT 93' a medida que aumento la concentracién de la suspension bacteriana, se

afecto la regeneracion en ambos periodos de sub-cultivo. En el primer periodo de sub-cultivo, al

emplear una concentracién de 0,3, el porcentaje de regeneracion disminuyé a 5%. En el

segundo periodo de sub-cultivo al emplear una concentracion de 0,3, el porcentaje de

regeneracion disminuyo a cero (Fig. 6).
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Figura 6 Efecto de la concentracion de la suspension de A. tumefaciens en la regeneracion de brotes de
P. vulgaris cv. 'BAT 93'. C1-DOsoonm: 0,1; C2-DOsoonm: 0,2; C3-DOsoonm: 0,3

Numeros con letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas segun

andlisis H de Kruskal Wallis (p<0,05) y U de Mann Whitney (p<0,01) a posteriori, dentro de un mismo
periodo de sub-cultivo

4.2.2 Tiempo de infiltraciéon por vacio

En el cultivar 'ICA Pijao’, la regeneracion de brotes se afect6 en el primer periodo de sub-
cultivos al aplicar los tratamientos de infiltraciébn por vacio, pues se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos y los controles (Tabla VII). Durante el segundo

periodo de sub-cultivo, la infiltracion por vacio no afecté la regeneracion de brotes (Fig.7).
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Tabla VIl Efecto del tiempo de infiltracion por vacio en la regeneracion de brotes de P. vulgaris cv. 'ICA
Pijao’ en dos periodos de sub-cultivos

Tratamientos Regeneracion (%)
Tiempo de co-cultivo Tiempo de co-cultivo
(10 dias) (21 dias)
Control 62 (26,75)2 25 (+ 16,25)
At Sin V 55 (25,33)2 28 (+ 17,10)
At +V 1 min 20 (15,67)° 20 (£ 13,93)
At +V 2 min 18 (13,67)° 18 (+ 13,50)
At +V 3 min 25 (18,07)° 20 (x11,13)

*At= A. tumefaciens, CSV= Control sin vacio; V1= 1 min de vacio; V2= 2 min de vacio; V3= 3 min de
vacio

Numeros con letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticas significativas
segun prueba H de Kruskal Wallis (p<0,05) y U de Mann Whitney (p<0,01) a posteriori, dentro de un
mismo periodo de sub-cultivo

Csv

Figura 7 Influencia de la infiltracidon por vacio en la regeneracion de brotes de P. vulgaris cv. 'ICA Pijao’
para el segundo periodo de sub-cultivo. (a) Control. (b) Control sin vacio. (c) 1 min de vacio. (d) 2 min de
vacio. (e) 3 min de vacio

La infiltracion por vacio afecto la regeneracion de brotes de P. vulgaris cv. 'BAT 93' en ambos
periodos de sub-cultivo, pues se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos y los controles (Tabla VIII). En el primer periodo de sub-cultivo al aplicar 3 min de
infiltracion por vacio, disminuy6 el porcentaje de regeneraciéon. En el segundo periodo de sub-
cultivo, los explantes tratados con los tres tiempos de vacio establecidos, mostraron

porcentajes de regeneracion de cero (Fig.8).
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Tabla VIl Efecto del tiempo de infiltracion por vacio en la regeneracién de brotes de P. vulgaris cv.

'BAT 93' en dos periodos de sub-cultivos

Tratamientos Regeneracion (%)
Tiempo de co-cultivo Tiempo de co-cultivo
(10 dias) (21 dias)
Control 35 (43,83)2 28 (11,71)2
At SinV 20 (39,77)° 0 (6)°
At +V 1 min 5(25,72)¢ 0 (6)°
At +V 2 min 3(22,92)° 0 (6)°
At +V 3 min 0 (20)¢ 0 (6)°

* At= A. tumefaciens, CSV= Control sin vacio; V1= 1 min de vacio; V2= 2 min de vacio; V3= 3 min de
vacio
Numeros con letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticas significativas

segun prueba H de Kruskal Wallis (p<0,05) y U de Mann Whitney (p<0,01) a posteriori, dentro de un
mismo periodo de sub-cultivo

Figura 8 Influencia de la infiltracién por vacio en la regeneracion de brotes de P. vulgaris cv. 'BAT 93' en

el segundo periodo de sub-cultivo. (a) control. (b) control sin vacio. (¢) 1 min de vacio. (d) 2 min de vacio.
(e) 3 min de vacio

4.2.3 Tiempo de co-cultivo

El tiempo de co-cultivo afectd la regeneracion de brotes de P. vulgaris cv. 'ICA Pijao' para
ambos periodos de sub-cultivo (Fig. 9). Los mayores porcentajes de regeneracion en ambos

periodos de sub-cultivo, se observaron al aplicar tres dias de co-cultivo.
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Figura 9 Efecto del tiempo de co-cultivo con A. tumefaciens en la regeneracién de brotes de P. vulgaris
cv. 'ICA Pijao’

Numeros con letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas segun

andlisis H de Kruskal Wallis (p<0,05) y U de Mann Whitney (p<0,01) a posteriori, dentro de un mismo
periodo de sub-cultivo

El tiempo de co-cultivo afect6 la regeneraciéon de brotes de P. vulgaris cv. 'BAT 93', para ambos
sub-cultivos de forma independiente en cada caso. Los mayores porcentajes de regeneracion

en ambos periodos de sub-cultivo, de forma independiente en cada uno, se observaron al
aplicar tres dias de co-cultivo (Fig. 10).
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Figura 10 Efecto del tiempo de co-cultivo con A. tumefaciens en la regeneracion de brotes de P. vulgaris
cv. 'BAT 93'

Nameros con letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas segun

analisis H de Kruskal Wallis (p<0,05) y U de Mann Whitney (p<0,01) a posteriori, dentro de un mismo
periodo de sub-cultivo
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5 Discusioén

P. vulgaris es una leguminosa estudiada en todo el mundo por su importancia econémica, la
cual radica fundamentalmente en su aporte proteico (Menge et al.,, 2014). La produccién de
este grano se ve afectada notablemente por factores bidticos y abidticos (Kwapata, 2015). Por
esta razon, resulta necesario implementar estrategias que eleven el rendimiento de la especie,
dentro de las cuales se haya la transformacion genética (Gatica et al., 2010). Para establecer
un protocolo de transformacion genética eficiente, es preciso contar con un sistema de
regeneracion efectivo que garantice la obtencién de plantas via embriogénesis somatica u
organogénesis. Sin embargo, en el género Phaseolus la regeneracion in vitro es dificil debido a
gue este proceso es altamente dependiente del genotipo (Espinosa-Huerta et al., 2013). De lo
anterior deriva la ausencia de un protocolo 6ptimo de regeneracién (Nanjareddy et al., 2016).

5.1 Comparacion de los explantes NC-1, NC-2 y % NC-1 para la regeneracion via

organogeénesis indirecta de P. vulgaris
5.1.1 Formacion de callos a partir de los explantes NC-1, NC-2y %2 NC-1

En P. vulgaris, la formacion de callos nodulares verdes compactos aumenta la frecuencia de
regeneracion. Por tal razén, el establecimiento de un protocolo exitoso via organogénesis
indirecta, depende de la seleccién del explante idoneo a partir del cual se obtendran los callos
(Collado et al., 2016).

En P. vulgaris cv. 'CIAP7247F', se estudi6 la formacion de callos nodulares verdes a partir de
cotiledones desprovistos de la testa. Ademas, a los medios de cultivo se les aplicaron varios
reguladores del crecimiento entre los cuales se encontraba el thidiazuron (TDZ). Para las
concentraciones mas altas de esta citoquinina, se observaron los mayores valores de

formacion de callos (Garcia et al., 2006).

En los cultivares 'BAT 93', 'ICA Pijao’, 'BAT 304', 'BAT 482' y 'CIAP7247F', se evalud la
multiplicacién de callos organogénicos y la regeneracion de brotes obtenidos a partir del nudo
cotiledonal con uno o dos cotiledones, en dependencia del cultivar. Los cultivares 'ICA Pijao’,
'‘BAT 93' y 'CIAP7247F', mostraron los mayores valores de masa fresca en los callos. En la
regeneracion, los cultivares 'ICA Pijao' y 'CIAP7247F' mostraron los mayores valores en el

numero de callos con brotes y brotes por callo (Veitia et al., 2012).

En el cultivar 'CIAP7247F', se describi6 satisfactoriamente un protocolo de regeneracion in vitro
via organogénesis indirecta a partir del uso de los explantes NC-1 y NC-2, lo que fue

determinante en la formaciéon de los callos nodulares verdes. Este protocolo se aplico
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eficientemente en otros cultivares de importancia econémica como 'BAT 93, 'ICA Pijao’, 'BAT
304'y 'BAT 482' (Collado et al., 2016).

A partir del empleo de otros explantes como meristemos apicales y nudos cotiledonales
obtenidos de ejes embrionarios de semillas germinadas, se estableci6 un protocolo de
regeneracion via organogénesis indirecta de P. vulgaris cv. 'Negro Jamapa'. La mayor
produccion de callos se obtuvo con la aplicaciébn de &cido 2,4-diclorofenoxiacético. La
frecuencia de regeneracion de callos fue de 0,5 brotes por callos, con alta produccion (100%)
de raices (Arellano et al., 2009).

En este trabajo, la comparacién entre los explantes NC-1, NC-2 y ¥ NC-1 no presento
diferencias significativas para la formacion de callos morfogenéticos. Este resultado confirma
gue la region donde se inserta el cotiledén al eje embrionario tiene un alto potencial de
regeneracion. Con el empleo de %2 NC-1 que es un cotiledén con una fina lamina de epidermis
del eje embrionario, se reafirma que los reguladores de crecimiento almacenados en los
cotiledones tienen un marcado efecto en la formacion de callos nodulares verdes en esta
especie. Estos callos nodulares verdes podran ser empleados posteriormente como explante

blanco para la transformacion de P. vulgaris.
5.1.2 Regeneracion, elongacién y enraizamiento de los brotes

En P. vulgaris cv. 'Fonix' y 'Maxidor' se logré la induccién de mudltiples brotes a partir de
explantes de semillas intactas y de nudos cotiledonales. No obstante, un analisis comparativo
entre ambos explantes reveld que las semillas intactas resultaron ser el explante 6ptimo para la
induccién de brotes en medio MS. También, el nudo cotiledonal resulté un explante viable para
la formacién de brotes. Los brotes presentaron 2 cm de largo y dos hojas trifoliadas con

formacion y desarrollo de las raices (Ahmed et al., 2002).

En el cultivar 'CIAP7247F', se logré el crecimiento y elongacion de brotes regenerados a partir
de yemas adventicias. Ademas, se estudi6 la influencia de varios medios de cultivo propuestos
en la literatura para especies del género Phaseolus, asi como la influencia del uso de
determinadas concentraciones de &cido giberélico (AGs) y de nitrato de plata (AgNOs). Las
concentraciones mayores de AGs permitieron obtener brotes elongados con longitudes medias

gue oscilaron entre 0,94 cm y 1,30 cm (Garcia et al., 2009).

En un estudio en P. vulgaris se describié que el nimero de yemas y brotes producidos a partir

de semillas intactas, sin raices, fue perceptible a partir de explantes de nudos cotiledonales. Sin
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embargo, en el mismo se observa desarrollo de raices solamente para brotes a partir de 2 cm

de largo (Hnatuszko-Konka et al., 2014).

En P. lunatus se describié un sistema de regeneracién via organogénesis indirecta. La
formacion de callos y brotes tuvo lugar a partir de diferentes tipos de explantes (epicdtilos,
cotiledones e hipocétilos). Sin embargo, al emplear el explante epicétilo se observaron los
mayores porcentajes de formacion de brotes en comparacion con el resto de explantes
empleados (Nagamangala y Maffei, 2007).

En P. vulgaris, la regeneracion in vitro es un proceso dificil y de baja eficiencia. En este sentido,
el cultivar 'BAT 93' presenta una baja frecuencia de regeneracién en comparacién con otros
cultivares. Sin embargo, en el cultivar 'ICA Pijao’ se han obtenido valores elevados de
regeneracion, lo cual se pudo constatar con la formacion de yemas multiples
(Garcia et al., 2012).

En este estudio se demostré que el empleo del explante %2 NC-1 para la regeneracion de P.
vulgaris en los cultivares 'BAT 93' e 'ICA Pijao' no afecto la eficiencia del protocolo establecido
para NC-1 y NC-2. Esto pudo deberse a que en ambos explantes existen zonas o regiones que
presentan células meristematicas con habilidad para la regeneracién. Tanto para callos
provenientes de NC-1 y NC-2 como de %2 NC-1 se logré la formacién de brotes, la elongacion y
enraizamiento de estos sin diferencias significativas basados en la comparacion de los

explantes iniciales.

5.2 Efecto de la concentracion de la suspensién bacteriana, del tiempo de infiltracion por

vacio y co-cultivo en laregeneracion de brotes de P. vulgaris
Concentracion de la suspension bacteriana

La concentracién 6ptima de células de A. tumefaciens, es un parametro importante a tener en
cuenta en cualquier protocolo de transformacion. Es por ello que el empleo de concentraciones
pequefias puede reducir la transferencia de ADN, mientras que concentraciones elevadas

pueden causar la muerte del explante (Martirena-Ramirez y Veitia, 2013).

En P. acutifolius empleando como explantes callos nodulares verdes se realizd6 una
transformacion genética via A. tumefaciens. Para la misma, se emplearon concentraciones de
la suspension bacteriana de DOgoonm de 0,8 y 0,05. La obtencion de plantas transgénicas de P.
acutifolius se confirmé mediante un Southern blott. En general no se obtuvieron raices a partir
de los brotes jovenes sino a partir de los brotes adultos. El enraizamiento de los brotes ocurrié

con una frecuencia comprendida entre el 25y 40% (Zambre et al., 2005).
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En P. vulgaris cv. 'Flor de Mayo Anita' y 'Pinto Saltillo' se realizé una transformacion genética
via A. tumefaciens. Como explante blanco se emplearon hipocétilos de cinco dias, inoculados
con una concentracion de la suspension bacteriana de DOeoonm de 0,8. La eficiencia obtenida
en la transformacién fue de 10-28%. Esta eficiencia presentd variaciones pequefas debido a
los antecedentes genéticos de cada cultivar, la cepa de Agrobacterium empleada y el agente
de seleccion utilizado. Ademas, el cv. 'Pinto Saltillo' mostr6 una mejor respuesta a la
regeneracion (21-28 %) que 'Flor de Mayo Anita' (10-17 %) (Espinosa-Huerta et al., 2013).

En otras leguminosas como G. max, empleando a A. tumefaciens como vector para la
transformacién genética se utilizaron como explantes nudos cotiledonales provenientes de
media semilla. La DOgoonm de 0,1 mostré una eficiencia de 55,9% en la transformacion.
Ademas, se describié que el incremento de la concentracion de la kanamicina en 40 ¢ 50 mg I*
en el medio de seleccién, incrementd la eficiencia de la transformacién. Sin embargo, estas

concentraciones del antibiotico redujeron la regeneracion de los explantes (Zia et al., 2010).

En V. radiata se realiz6 una transformacion genética via A. tumefaciens, empleando como
explante nudos cotiledonales. A diferencia de las concentraciones utilizadas en el presente
estudio, estos autores variaron su DOseonm entre 0,5 y 1,5 y determinaron que para la
concentracion de 0,8 se alcanzé la mayor eficiencia de la transformacion (4,2%). Los mayores
porcentajes de proliferacion de brotes se observaron al reducir a la mitad la concentracion de

kanamicina en el segundo periodo de sub-cultivo (Kumar et al., 2012).

En la transformacién de Vigna mungo (L.) Hepper via A. tumefaciens se emplearon como
explantes hojas primarias con el peciolo intacto. Estos explantes se inocularon con una
concentracion de la suspension bacteriana de DOegoonm de 0,7, con la cual se obtuvo una
eficiencia de la transformaciéon de 1,3%. Ademas, se describié que la adicion de acetosiringona
a la suspension bacteriana y al medio de co-cultivo incrementé la eficiencia en la
transformacién. Esto coincide con estudios en otras especies de leguminosas, entre las que se
encuentra P. vulgaris. La frecuencia mayor de regeneracion fue de 95%. No obstante en este
trabajo se demostré el marcado efecto del genotipo en la frecuencia de regeneracion y en la

induccién de brotes por explante (Sainger et al., 2015).

A. tumefaciens sirvi6 como mediador de la transformacion genética en G. max. En el mismo,
fueron empleados nudos cotiledonales como explante para la transformacion y se emple6 una
DOeoonm entre 0,8 y 1,0. La eficiencia de la transformacién fue de 12,6% cuando se confirmo

mediante Southern blott y de 14,6% cuando se confirmé mediante PCR. Los autores
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describieron que el porcentaje de regeneracion dependié del agente de seleccién empleado
(Hada et al., 2016).

En el presente estudio se demostr6 que los mayores porcentajes de supervivencia y
regeneracion se obtuvieron al inocular los callos con una concentracién de la suspension
bacteriana de DOgsoonm de 0,1. Esto pudo deberse a que A. tumefaciens es un patdégeno que
varia el pH del medio de cultivo, lo cual puede resultar desfavorable para los explantes que se
encuentran en él. Ademas, con el aumento de la concentracion de la suspension bacteriana se
dificulta la eliminacion de la bacteria del medio de cultivo una vez finalizado el periodo de co-
cultivo. Por esta razon, se produce la mortalidad de los explantes, impidiendo su regeneracion.

Tiempo de infiltracion por vacio

La infiltracién por vacio resulta ventajosa en los protocolos de transformacion genética via A.
tumefaciens. Este método constituye una herramienta Gtil que permite reducir el tiempo vy el
esfuerzo en estudios de transferencia de genes, fundamentalmente cuando se emplean callos
como explante para la transformacion (Safitri et al., 2016). La aplicacién de esta técnica ha
incrementado los niveles de expresion del gen de interés en plantas de legumbres
transformadas, en comparacion con la infiltracion alcanzada a partir de la presién atmosférica

(Subramanyam et al., 2011b).

En un estudio en P. vulgaris se utilizé la combinacion de la sonicacion y la infiltracién por vacio
para lograr una transformacion genética exitosa via A. tumefaciens con el gen lea. En el mismo
a diferencia del presente trabajo, se emple6 un tiempo de infiltracion por vacio de 5 min, que
resulté 6ptimo para la obtencién de una eficiencia alta en la transformacién. Las plantas
transformadas presentaron habilidad para la regeneracion. Estas fueron capaces de crecer bajo

condiciones de estrés abibdtico como déficit hidrico y salinidad (Liu et al., 2005).

En un estudio en Lens culinaris Medikus, se aplicd un protocolo basado en la infiltracion por
vacio de A. tumefaciens a células de nudos cotiledonales. Para este tratamiento se evaluaron
varios regimenes de presion de vacio; 200 mm de Hg, 400 mm de Hg, y 600 mm de Hg y
tiempos de infiltracion de 20 min y 30 min. El potencial regenerativo de los explantes no se
afect6 solamente empleando la combinacién de un régimen de presion de vacio de 600 mm de

Hg durante un tiempo de 20 min (Mahmoudian et al., 2002).

En G. max se aplicaron tiempos de infiltracion por vacio de 1, 2, 3 y 4 min en la transformacion

genética via A. tumefaciens, utilizando como explante cotiledones inmaduros. Para 3 y 4 min.
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de vacio, disminuyé la eficiencia de la transformacién y la supervivencia de los explantes

(Mariashibu et al., 2013)., lo cual coincide con los resultados de nuestro trabajo.

En un estudio en V. unguiculata, se realiz6 una transformacién genética via A. tumefaciens,
empleando como explantes nudos cotiledonales. En el mismo, se utiliz6 un protocolo de
transformacion que combiné 20 s de sonicacion y una infiltracion por vacio a 600 mm de Hg por
5 min. En el mismo se obtuvo una expresion transiente del gen GUS (95%). Ademas, se
describié que la aplicacion de la sonicacion conjuntamente con la infiltraciébn por vacio,
aumento la eficiencia de la transformacion. EI mayor porcentaje de regeneracion para este
tiempo de vacio fue de 3,30% (Bakshi et al., 2011).

En un estudio en Vigna mungo (L.) Hepper, se realizd6 una transformacion genética via A.
tumefaciens, empleando como explantes media semilla. En el mismo se aplic6 un tiempo de
sonicacién de 3 min y una infiltracion por vacio de 100 mm de Hg por 2 min. Para este
protocolo se obtuvo una eficiencia de la transformacion del 46%. Ademas, se tuvo en cuenta la
eficiencia de la regeneracibn a partir de las concentraciones aplicadas del herbicida
nanoselectivo Basta®. Donde se observaron signos de necrosis en las plantas por lo que la

regeneracion mostré6 muy bajos porcentajes (Kapildev et al., 2016).

En el presente estudio se demostr6 que los mayores porcentajes de supervivencia y
regeneracion se lograron al aplicar 1 6 2 min de infiltracion por vacio. Esto pudo deberse a que
el aumento del tiempo de vacio dafia mecanicamente la vitalidad del explante. En la literatura
consultada solo se ha encontrado un trabajo donde se emplee la infiltracién por vacio para
incrementar la eficiencia en la transformaciéon genética en P. vulgaris, pero estos autores no
emplean el cultivo de tejidos in vitro para la regeneracion de plantas transformadas
(Liu et al., 2005). Por ello, los resultados de esta investigacién constituyen los primeros aportes
a la comunidad cientifica en dilucidar el efecto de la infiltracion por vacio en la regeneracion de

tejido de P. vulgaris inoculado con A. tumefaciens.
Tiempo de co-cultivo

El co-cultivo es un tratamiento que A. tumefaciens necesita para entrar en contacto con las
células de la planta y transferir el ADN-T dentro del nucleo. En este periodo ocurre el proceso
de transformacion y por tanto su tiempo de duracién afecta la eficiencia de este proceso. En
este sentido, el empleo de tres dias como tiempo de co-cultivo, incrementa la frecuencia de

transformacién transiente, mientras que tiempos mucho mayores pueden ocasionar un
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decrecimiento en la frecuencia de transformacion, causado por un sobrecrecimiento de la
bacteria (Kumar et al., 2012).

En P. vulgaris se realiz6 una transformacion genética via A. tumefaciens empleando como
explante embriones de semillas. Los explantes inoculados fueron co-cultivados en medio MS
suplementado con vitamina B5, durante cuatro dias. Sin embargo, no se logré una
transformacién genética exitosa, o que pudo deberse a la ausencia de reguladores del
crecimiento durante el tiempo de co-cultivo. Ademdas los explantes presentaron una baja

regeneracion (Amunge et al., 2011).

Plantas transgénicas de V. mungo se obtuvieron empleando a A. tumefaciens como vector
biologico para la transformacion. Los explantes blancos empleados fueron nudos cotiledonales
y la punta de los brotes. Ambos fueron mantenidos tres dias en co-cultivo. A partir de los
explantes de la punta de los brotes se desarrollaron brotes verdes con una notable vitalidad, en
un corto periodo de tiempo. Mientras que fue mas lento el desarrollo de los brotes formados a
partir de las areas axilares de células meristematicas en los explantes de nudos cotiledonales.
No obstante, en este trabajo se describe que las células meristeméaticas axilares de los nudos
cotiledonales presentan habilidad para la regeneracibn y para la transformacion

(Muruganantham et al., 2007).

En un estudio en G. max, Agrobacterium sirvi6 como mediador de la transformacion genética,
empleando como explante nudos cotiledonales. Los explantes fueron colocados por la region
axial en un medio de suspensién con Agrobacterium y en relacion con el presente estudio,
emplearon tres dias de co-cultivo. Los resultados mostraron una eficiencia en la transformacion
de 2,5y 5,7%, en dependencia de los genotipos evaluados. En el mismo se describié que la
capacidad de formar yemas en los explantes es un factor que reflejo la capacidad de

regeneracion de las células (Guo et al., 2014).

En un estudio en V. unguiculata, se transformaron via A. tumefaciens, explantes de cotiledones
inmaduros. Estos se mantuvieron en co-cultivo en medio de MS por dos dias. Las plantas
transformadas mostraron resistencia a Basta®. Ademas, se describidé una eficiencia en la

regeneracion de 62,5%, con 1,62 brotes transformados por explantes (Aasim et al., 2013).

En G. max se realizé la transformacion genética via A. tumefaciens empleando como explantes
cotiledones. Los explantes se mantuvieron co-cultivados con Agrobacterium y se evaluaron
diferentes tiempos de co-cultivo (tres, cuatro y cinco dias). Los explantes mostraron signos

necréticos al poco tiempo de ser co-cultivados con Agrobacterium. Ademas, no existieron
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diferencias estadisticas significativas entre los tiempos de co-cultivos evaluados con relacién a

los porcentajes de regeneracion de los explantes (Yang et al., 2016).

En este estudio se demostré que los mayores porcentajes de supervivencia y regeneracion se
lograron al aplicar el menor tiempo de co-cultivo. Esto pudo deberse a que el contacto
prolongado del explante con A. tumefaciens pudo hacer mas dificil la eliminacién de su
sobrecrecimiento, lo cual condujo al aumento de la mortalidad de los explantes disminuyendo

su vitalidad.

Los mayores porcentajes de las variables estudiadas se lograron al inocular los callos con una
concentracion de la suspension bacteriana de DOsoonm de 0,1, infiltrarlos por 1 6 2 min,

manteniéndolos tres dias en co-cultivo.
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6 Conclusiones

1-Se optimizaron pardmetros relacionados con la transferencia de ADN de Agrobacterium

tumefaciens a Phaseolus vulgaris para los cultivares 'ICA Pijao' y 'BAT 93".

2-El cotileddén con una fina capa de la epidermis del eje embrionario (*2 NC-1) puede ser

utilizado como explante blanco para la transformacion genética.

3-La regeneracion de brotes de Phaseolus vulgaris cv. 'BAT 93' e 'ICA Pijao' estuvo
influenciada por la concentracion de la suspension bacteriana, el tiempo de infiltracion por vacio

y el periodo de co-cultivo.

438



7 Recomendaciones

1-Aplicar los resultados obtenidos en la presente investigacion en la transformacién genética de
los cultivares 'BAT 93' e 'ICA Pijao’, para la obtencién de lineas de P. vulgaris tolerantes a
déficit de agua y altas temperaturas; asi como resistentes a enfermedades causadas por virus.

2-Ampliar estos experimentos a otros cultivares de P. vulgaris de interés comercial con el
objetivo de establecer protocolos de transformacion genética rutinarios y reproducibles
independientemente del genotipo.
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