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RESUMEN 

 

El frijol común presenta dificultades para la transformación genética, que van desde la 

introducción de genes, hasta la regeneración de plantas, pasando por problemas como  

la falta de reproducibilidad, desigual aplicabilidad para todas las variedades y la baja 

eficiencia de transformación. El presente trabajo tuvo como  objetivo estandarizar 

parámetros para la transformación genética vía Agrobacterium tumefaciens en callos 

de Phaseolus vulgaris L. var. CIAP 7247F, a través de la expresión transitoria de la  β- 

glucuronidasa, y el chequeo molecular de las líneas de plantas supuestamente  

transformadas mediante la RCP. Los callos se transformaron con las cepas de 

Agrobacterium tumefaciens EHA105 y C58C1 con los vectores de transformación 

pTJK136  y pCAMBIA3301. Los parámetros evaluados en la transferencia de ADN 

fueron: cepa bacteriana, plasmidios, condiciones de iluminación, concentración 

bacteriana, tiempo de subcultivo y la concentración mínima inhibitoria del agente 

selectivo. La mayor expresión gus transitoria se alcanzó al emplear como explantes, 

callos organogénicos en el segundo subcultivo de multiplicación, con la cepa EHA 105 

(pCAMBIA3301),  con  fotoperíodo de 16-8 horas de luz/oscuridad, una concentración 

bacteriana de 0.5 de DO600  y con el empleo de 0.50 mg.l-1 de glufosinato de amonio 

como la concentración mínima inhibitoria para la selección de los callos. En estas 

condiciones se logró hasta el 50% del área del callo cubierta de puntos azules. La 

frecuencia de regeneración lograda fue de  3,05%. A través del análisis histoquímico se 

identificaron dos líneas genéticamente modificadas estables. El uso de la RCP permitió 

confirmar que los transgenes fueron transferidos de las plantas inicialmente 

transformadas, a sus progenies.  

 

Palabras claves: Agrobacterium tumefaciens, β- glucuronidasa, callos, Phaseolus 

vulgaris. 
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ABSTRACT 

 

Common bean presents difficulties for the genetic transformation that vary from the 

introduction of genes to regeneration of plants, going through problems such as lack 

reproducibility, unequal applicability for all the varieties and the drop of transformation 

efficiency. The present work aimed to standardize parameters for the genetic 

transformation via Agrobacterium tumefaciens in callus of Phaseolus vulgaris L. var. 

CIAP 7247F, through the transitory expression of the β-glucuronidase and molecular 

checking of lines of the pretended transformed plants by means of PCR. Calluses were 

transformed with the strains of Agrobacterium tumefaciens EHA105 and C58C1, with 

the vectors of transformation pTJK136 and pCAMBIA3301. The parameters evaluated 

in the transfer of DNA were: bacterial strain, plasmidos, lighting conditions, bacterial 

concentration, and time of subculture and minimal inhibitory concentration of the 

selective agent. The highest gus transitory expression was achieved by using as 

explants, organogenic calli in the second multiplication subculture, with the strain EHA 

105 (pCAMBIA3301), under a photoperiod of 16-8 hours of light / darkness, a bacterial 

concentration of 0.5 of DO600 and using 0.50 mg.l-1 of ammonium glufosinato at the 

minimum inhibitory concentration for selecting the callus. Up to 50% of the callus area 

was cover of blue spots under these conditions. The frequency of regeneration 

achieved was 3.05%. Through the histochemical analysis, two genetically modified 

stable lines were identified. The use of PCR allowed confirming that the transgenes 

were transferred of the initially transformed plants, to its progeny.  

 

Key words: Agrobacterium tumefaciens, β-glucuronidase, callus, Phaseolus vulgaris 
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1- INTRODUCCIÓN 

Dentro de la familia de las leguminosas, el frijol es considerado una de las especies más 

importantes  a nivel mundial, ya que constituye una fuente de proteína de bajo costo 

(Amugune et al., 2011). Sin embargo, su producción se ha visto limitada por la alta 

incidencia de plagas,  enfermedades y  condiciones edafoclimáticas adversas; esto ha 

ocasionado un aumento en el número de aplicaciones de pesticidas e incremento de los 

costos de producción de este cultivo (Velcheva et al. 2005). Por tales razones, es de gran 

interés el desarrollo de nuevos cultivares con características agronómicas mejoradas. 

El mejoramiento genético convencional en esta especie no ha podido solucionar estas 

dificultades debido al ligamiento genético y a las barreras de hibridación sexual. La 

transformación genética  ha logrado eliminar la incompatibilidad sexual existente entre los 

individuos, permitiendo la transferencia de genes entre organismos genéticamente 

distantes (Kwapata et al. 2010). Sin embargo, el frijol común y otras especies del género 

Phaseolus se han considerado recalcitrantes a la transformación genética (Angenon  y Thu, 

2011). La limitada capacidad de regeneración y la baja transferencia de ADN, han sido las 

causas fundamentales que han limitado el desarrollo de  estos métodos (Karami et al., 

2009). 

La organogénesis directa en Phaseolus vulgaris ha sido la principal vía para la 

regeneración de plantas (Gatica Arias et al., 2010; Kawapata et al., 2010; Quintero-Jiménez 

et al., 2010). Este sistema de regeneración unido a la transformación genética mediante el 

bombardeo de partículas en Phaesolus vulgaris ha sido descrito por Aragao et al, (2002) y 

Rech et al, (2008). Sin embargo; este método tiene como desventaja un patrón de 

integración del transgén complejo, de este modo, acrecienta la probabilidad del 

silenciamiento del transgén (Yang et al., 2005), a diferencia de la transformación genética 

vía Agrobacterium tumefaciens, mediante la cual se logra la integración de un segmento de 

ADN preciso, además de introducir pocas copias de este segmento en el genoma de la 

planta, evitando con esto problemas, como el silenciamiento génico (Gelvin, 2000). 
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Independientemente de la información disponible sobre la regeneración in vitro en 

Phaseolus vulgaris, la transformación genética presenta grandes limitaciones debido a que 

es genotipo dependiente y a la escasa estandarización de parámetros para la transferencia 

de ADN tales como: genotipo, cepa bacteriana, plasmidio, fotoperíodo, concentración de la 

bacteria, edad del explante y el agente selectivo. Por consiguiente, solamente un informe 

ha sido publicado para la producción de plantas transgénicas mediada por Agrobacterium 

tumefaciens en Phaseolus vulgaris, donde se  combinan la sonicación e infiltración al vacío 

como tratamientos físicos al explante en la  transferencia de genes por esta vía (Liu et al., 

2005). 

Por tanto sería de gran interés mejorar la eficiencia de la transformación genética vía 

Agrobacterium tumefaciens de Phaseolus vulgaris, mediante la combinación efectiva de 

parámetros como: tiempo de cocultivo, edad del explante, concentración bacteriana, 

plasmidio, cepa de la bacteria, además del empleo de un sistema eficiente de selección de 

los tejidos transformados que facilite su recuperación. La cual permitirá la transformación 

genética vía Agrobacterium tumefaciens del cultivar cubano de frijol CIAP 7247F logrado a 

partir de métodos tradicionales con genes integrantes del banco  de germoplasmas del 

Centro de Investigaciones Agropecuarias de la Universidad Central “Marta Abreu” de las 

Villas. 

Por lo anteriormente expuesto, en este trabajo nos trazamos los siguientes objetivos: 

Objetivo general: 

Estandarizar parámetros para la transformación genética vía Agrobacterium tumefaciens 

de Phaseolus vulgaris L. var. CIAP 7247F. 

De este objetivo general se derivan los objetivos específicos siguientes: 

Objetivos específicos: 

1- Determinar la concentración mínima inhibitoria del herbicida comercial Glufosinato 

de amonio para la transformación genética en callos de Phaseolus vulgaris L. var. 

CIAP 7247F.  

2- Determinar las condiciones de cocultivo para la transformación genética en callos 

de Phaseolus vulgaris L. var. CIAP 7247F. 

3- Transformar callos de Phaseolus vulgaris L. var. CIAP 7247F con los parámetros 

estandarizados. 
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2. Revisión Bibliográfica 

2.1 Phaseolus vulgaris L. 

2.1.1 Clasificación y características morfofisiológicas 

El frijol común (Phaseolus vulgaris) es una leguminosa, predominantemente autógama, 

domesticada por el hombre hace más de 7000 años en dos centros de origen: 

Mesoamérica (México y América Central) y la región Andina (Kaplan 1981). Es una 

planta herbácea, de ciclo anual que se cultiva en zonas tropicales y regiones templadas. 

El sistema radicular es poco profundo y está constituido por una raíz principal y gran 

número de raíces secundarias con elevado grado de ramificación. El tallo principal es 

herbáceo; se desarrolla en forma de hierba voluble, es decir que el tallo crece en espiral 

alrededor de un soporte, o también puede ser rastrero en cuyo caso, este se extiende 

por el suelo y sus rizomas corren en posición horizontal. Es una planta perenne o anual. 

Posee hojas, con folíolos enteros o a veces lobulados y también son estipeladas. Las  

flores son en racimo y en general son racimos paucifloros. La flor de esta especie está 

compuesta en su parte masculina por 10 estambres diadelfos; y en su parte femenina 

por un estilo largo y espiralado, un estigma apical alargado y oblicuo. El fruto es una 

legumbre lineal, cilíndrica, polisperma, bivalva y dehiscente. Las semillas son reniformes 

o subcilíndricas, con germinación epígea o hipógea (Gepts et al., 2005). Se distingue por 

ser  una planta altamente poliforme, ya que es posible distinguir variaciones fenológicas 

entre la misma especie de una región a otra (Romero, 1993).  

Su ubicación taxonómica fue dada a conocer por Linnaeus y en la actualidad  se acepta 

de la siguiente forma (según NCBI taxonomy, disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov): 

 

 Reino: Plantae  

 División: Magnoliophyta  

 Clase: Magnoliopsida  

 Subclase: Rosidae 

 Orden: Fabales  

 Familia: Fabaceae  

 Subfamilia: Faboideae 

http://es.wikipedia.org/wiki/Tallo
http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
http://es.wikipedia.org/wiki/Flor
http://es.wikipedia.org/wiki/Flor
http://es.wikipedia.org/wiki/Legumbre
http://es.wikipedia.org/wiki/Semilla
http://es.wikipedia.org/wiki/Reino_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://es.wikipedia.org/wiki/Divisi%C3%B3n_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://es.wikipedia.org/wiki/Clase_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://es.wikipedia.org/wiki/Rosidae
http://es.wikipedia.org/wiki/Orden_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Fabales
http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/Faboideae
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Tribu: Phaseoleae 

Subtribu: Phaseolinae 

Género: Phaseolus  

Especie: P. vulgaris 

 

2.1.2 Situación mundial y distribución  

La producción mundial de frijoles secos ronda los 19-23 millones de toneladas métricas 

(TM) anuales, que se siembran en 26 millones de hectáreas (ha) de las cuales 7 

millones son producidas en América Latina y África (Broughton et al. 2003). En estos 

sitios constituyen una importante fuente de proteínas y calorías, pues, la proteína animal 

es limitada y el consumo de frijol satisface el requerimiento proteico. Además, el frijol 

común cuenta con el 22% de la proteína total consumida por los humanos en el mundo 

(Sánchez et al. 2005). Brasil es el principal productor universal de frijol, y logra una 

producción de 2.8 millones de TM. La India es el otro gran productor mundial, con un 

31% del área y una participación del 14% en la producción mundial. En Cuba la 

producción de frijol en el 2010 fue de 80 400 t/año y se cosecharon alrededor de  11 

2702 ha, para un total de 23 millones de TM. (FAOSTAT, 2010). 

El frijol se cultiva en gran diversidad de climas entre los 0 a 3000 m.s.n.m. y sus mayores 

rendimientos se obtienen en zonas donde la temperatura promedio oscila entre los 15 y 

27°C. Temperaturas promedio superiores a 27°C favorecen el desarrollo vegetativo, pero 

ocasionan el aborto y desprendimiento de las flores, reduciendo el número de vainas y 

de semillas por planta.  Este grano se produce en regiones con 1500 a 2600 mm de 

precipitación anual, aunque teóricamente de 300 a 400 mm de lluvia bien distribuidos 

son suficientes para obtener una buena cosecha. El exceso o déficit de lluvia son 

igualmente perjudiciales para la producción, pues inciden directamente en el desarrollo 

de la planta y la susceptibilidad a enfermedades (Broughton et al. 2003).  

 

2.1.3 Importancia económica 

Entre las especies de leguminosas, el fríjol común es considerado económicamente el 

más importante y es ampliamente cultivado; ocupa más del 90% del área cultivada total  

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Phaseoleae
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Phaseolus
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie
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de especies de Phaseolus en todo el mundo. En particular, en países de Asia, África y 

América Latina representa una de las principales fuentes calórico-proteicas para cerca 

de 500 millones de personas (Broughton et al., 2003). Se ubica como promedio, entre 

los cinco cultivos con mayor superficie dedicada a la agricultura en todos los países 

latinoamericanos. En América Central y del Sur se cultiva el 34% de la producción 

mundial de frijol (Peña, 2002). Diferentes autores (Castellanos., et al 1997; Pérez., et al 

2002) han destacado las propiedades nutritivas que posee el fríjol, de manera 

fundamental su alto contenido en proteínas y en menor medida en carbohidratos. La 

semilla del frijol contiene entre 20%-25% de proteína, y la phaseolina es la principal. 

Contiene biotina la cual es un factor esencial para una variedad de carboxilasas y 

descarboxilasas establecidas en diversas vías metabólicas de todos los organismos 

(Herrera et al., 2005). Se ha determinado que el fríjol no sólo suministra proteínas y 

carbohidratos, también tiene cantidades importantes de vitaminas y minerales. Además 

se destaca en este cultivo la presencia de antocianinas, indispensables en la prevención 

de enfermedades, entre ellas el cáncer de colon, la arterosclerosis y las inflamaciones 

intestinales, además contribuye a la prevención y tratamiento de patologías como la 

diabetes, por su aporte de micronutrientes así como por su alto contenido de 

aminoácidos, taninos, fitoestrógenos, fibra y aminoácidos no esenciales (Rodríguez y 

Fernández 2003). Frente a las tendencias de crecimiento de la población y de consumo 

de frijoles, puede ser esperado un aumento de la demanda para América Latina y África 

a niveles sin precedentes. Este incremento podrá asumirse solamente si son 

desarrollados nuevos cultivares de frijol con rendimientos más altos, resistencia múltiple 

a enfermedades y mayor tolerancia a la sequía y la baja fertilidad del suelo. Esto 

permitirá aumentar la productividad del frijol y alcanzar una  mayor estabilidad del 

rendimiento (Popelka et al., 2004). Debido a la creciente demanda de nuevas variedades 

los programas de mejoramiento genético buscan tecnologías que aceleren el desarrollo 

de estas en el menor tiempo posible. Entre las herramientas con potencial para ello está 

la transformación genética, la cual posibilita la introducción de genes de especies afines 

o distantes. 
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2.2 Mejoramiento genético  

El mejoramiento genético del frijol tiene como finalidades principales: desarrollar 

germoplasmas básicos para sistemas de cultivos que utilicen alta, baja o ninguna 

tecnología y establecer estrategias para el manejo de plagas y enfermedades que 

culminen con el lanzamiento de nuevas variedades adaptadas a condiciones especificas 

(Díaz et al., 2004). Aunque el mejoramiento del frijol ha tenido resultados en las últimas 

décadas, para acelerar la obtención de nuevas variedades, es necesaria la búsqueda de 

genes nuevos en especies salvajes de Phaseolus y en especies distantes, relacionadas 

o no con el frijol. Muchos genes de interés para el mejoramiento genético, como los de 

resistencia a plagas y enfermedades, no están disponibles, debido a las barreras de 

cruzamientos interespecíficos. Algunas de estas barreras pueden ser eliminadas con el 

auxilio de técnicas como el rescate de embriones,  asociados a las retrocruzas 

realizadas. Esta estrategia de introgresión de genes además de muy demorada y 

costosa, está limitada a pocas especies salvajes. El Centro Internacional  de Agricultura 

Tropical viene trabajando en esta línea de investigación desde 1980, obteniendo 

resultados en la integración de genes que confieren resistencia al complejo bacteriano 

común, al saltahoja y tolerancia a la sequía; lo que es todavía considerado poco en 

relación a las necesidades actuales del mejoramiento genético en frijol (Acostas-

Gallegos et al., 1997).    

En la Universidad Central “Marta Abreu”de Las Villas, se obtuvo la variedad CIAP 7247F 

por selección a partir de la línea 7247 del banco de germoplasma de frijol procedente de 

una colecta realizada en la zona noreste de la provincia de Sancti  Spíritus. Esta 

variedad fue estudiada desde 1982 hasta 1998 en la Estación Experimental Agrícola de 

la Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas y probada a nivel de extensión y 

generalización en distintas unidades de producción de la región central del país. Su  

rendimiento potencial es de 2500 Kg/ha y el medio experimental de 1737±592 Kg/ha, 

muy superior al rendimiento medio de este cultivo (700 kg/ha) en el país. En adición esta 

variedad es tolerante al mildium polvoriento y la bacteriosis, sin embargo es afectada por 

la roya, el virus del mosaico y la empoasca que causan pérdidas en cosecha entre 30 y 

70%. (Quintero, 2000).  
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Debido a la creciente demanda de nuevas variedades, los programas de mejoramiento 

genético han buscado tecnologías que aceleren la obtención de estas. Entre las 

herramientas utilizadas está la  transformación genética, que posibilita la introducción de 

genes de especies afines o más distantes. Para esto es necesario el desarrollo de 

protocolos eficientes, los cuales permitan estudios genéticos básicos aplicados (Gatica 

Arias et al., 2010).  

 

2.3 Cultivo de tejidos en Phaseolus 

El cultivo in vitro de tejidos vegetales juega un papel importante en la manipulación de 

las plantas para su mejoramiento genético a través de la biotecnología. Actúa como 

intermediario entre la biología molecular y los métodos de transformación genética 

(Smith y Drew, 1990). En la mayoría de los trabajos de transformación genética de 

vegetales, ha sido requisito el disponer de un sistema de regeneración in vitro de plantas 

(Kobayaschi et al., 2003). 

La regeneración de frijol común a partir del cultivo de tejidos se ha alcanzado con cierto 

grado de éxito en los últimos años. Sin embargo los efectos del genotipo en la capacidad 

regenerativa, así como la eficiencia y reproducibilidad han sido factores limitantes 

(Gelvin et al., 2003). Kartha et al, (1981) investigaron el proceso de regeneración de 

plantas a partir del cultivo de meristemos en algunas de las más importantes legumbres, 

para la crioconservación del germoplasma, utilizando un medio complementado con 

varias concentraciones de BAP. El BAP es una citoquinina, empleada en los medios de 

cultivo, para estimular la división celular (junto con otras auxinas) y reactivar la actividad 

de los brotes laterales. También induce la formación de brotes adventicios (Gaspar et al. 

1996). Malík y Saxena (1991) argumentan que en el primer trabajo de regeneración de  

esta especie, sólo dos plantas fueron regeneradas en un medio que contenía extracto de 

semilla de frijol en una composición no definida. Además, Aragão y Rech (1997) 

mencionaron los efectos del BAP en la proliferación de brotes en ejes embrionarios del 

frijol común y el frijol Tepary en Mesoamérica. Sus resultados demostraron inducción 

prolífica de brotes múltiples. En un estudio realizado por Mohamed et al. (2006), en 

Phaseolus angularis, para promover el desarrollo de yemas y la inducción de brotes 

múltiples, los brotes adventicios fueron mantenidos en un medio de multiplicación que  
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consiste en sales MS (Murashige y Skoog 1962), vitaminas B5 y suplementado con 5 µM 

de BAP. Russell et al. (1993) obtuvieron las primeras plantas transgénicas de frijol 

común, vía descarga eléctrica de partículas recubiertas de ADN, aunque a muy bajas 

frecuencias de regeneración (0.03%). En Brasil, Aragão et al. (1996), lograron regenerar 

plantas transgénicas de frijol de la variedad andina “Olathe” a una frecuencia promedio 

de 0.9%. En este caso, se indujo la formación de brotes a partir de los meristemos 

apicales de ejes embrionarios bombardeados con micro proyectiles, impulsados por 

helio. Aragão y Rech (1997) encontraron varios aspectos anatómicos que inciden en la 

baja frecuencia de regeneración de plantas transformadas de frijol. Esto se logró con el 

examen de la morfología de los ápices meristemáticos de 17 cultivares andinos de tipo 

“Carioca” y “Jalo”. En algunos cultivares, la región del meristemo apical está 

parcialmente o bastante recubierta por los primordios foliares, lo que dificulta la 

penetración de los micro proyectiles cubiertos de ADN por biobalística. En aquellos 

cultivares donde el grado de exposición del meristemo apical fue de 100%, lograron 

inducir múltiples brotes e incrementar la frecuencia de regeneración de plantas 

transgénicas a partir de los meristemos apicales bombardeados. Por otro lado, Albino 

(2005) desarrolló un método alternativo para la regeneración in vitro del frijol, que generó 

plantas vía organogénesis a partir de callos inducidos del cultivo de yemas apicales de 

ejes embrionarios de la variedad brasileña “Olathe Pinto”. Este es un procedimiento 

bastante eficiente de regeneración de novo de plantas fértiles de frijol, donde se 

generaron unas 8 plantas enraizadas por callo, empleando 0.5mg/l de thidiazuron (TDZ) 

y 0.25mg/l de ácido indolacético (AIA). Los análisis histológicos confirmaron una 

neoformación de plantas vía organogénesis.  

2.4 Transformación genética  

La transformación genética se caracteriza por la introducción controlada de ácidos 

nucleicos en un genoma receptor (Potrykus, 1991). Actualmente gracias a las técnicas 

biotecnológicas, es posible la introducción en el genoma vegetal de características 

encontradas en otras plantas, animales, virus o bacterias.  
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Para la fijación de genes de especial interés y la introducción de genes que mejoren 

características agronómicas como: la resistencia a plagas, arquitectura o capacidad 

fotosintética de la planta y el valor nutricional de la misma (Aragao et al., 1996). El 

desenvolvimiento de la transformación genética, también ha  posibilitado la eliminación 

de barreras como la incompatibilidad sexual existente entre individuos, posibilitando la 

transferencia de genes entre organismos genéticamente distantes, ampliando 

considerablemente, la formación de nuevas combinaciones que por el método 

convencional no ocurrían. Permite en un corto espacio de tiempo la introducción de 

genes de interés en cultivares de alto valor comercial, eliminando con esto las 

necesidades de cruzamientos que en programas de mejoramiento convencional pueden 

durar años. El frijol, así como otras leguminosas, presentan numerosas dificultades para 

la transformación genética. Estas van desde el cultivo de tejidos, regeneración de 

plantas y transformación genética, ante problemas de reproducibilidad, aplicabilidad en 

otras variedades y baja frecuencia de transformación (Zambre et al., 2001).  

2.4.1 Métodos de  Transferencia de ADN al genoma de la planta  

Existen diversos métodos de transferencia de ADN al genoma de la planta, la elección 

del mejor método depende de la especie a ser transformada, el tipo de material vegetal 

utilizado (callo, tejido, protoplasto), la capacidad de regeneración de la especie, la 

disponibilidad de recursos, entre otros factores (Sanford et al., 1993). La transformación 

genética utiliza básicamente dos estrategias para realizar la transferencia de ADN a las  

plantas: la directa (métodos físicos) y la indirecta (vectores biológicos) (Hansen y Wright, 

1999). 

Transferencia directa de ADN 

Entre los métodos de transferencia directa de ADN, podemos mencionar la 

microinyección, la transformación de protoplastos por polietilenoglicol o por 

electroporación o bombardeo con microproyectiles (biobalística). El objetivo común  de  
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todos estos métodos consiste en eliminar la barrera de la pared celular y la membrana 

citoplasmática para permitir la libre penetración del ADN en la célula. En  los métodos de 

transferencia directa son utilizadas moléculas simples de ADN, que constan de un 

pequeño fragmento de expresión. Estos fragmentos de expresión están constituidos por 

marcadores de selección, que son donados en plásmidos con origen de replicación de 

Escherichia coli y un gen marcador de resistencia a determinado antibiótico, utilizado en 

la selección de las bacterias que llevan el inserto. Los vectores de transformación 

genética generalmente poseen un tamaño de 4 a 7kb. Plásmidos de menor tamaño 

generalmente presentan menor estabilidad en la transferencia genética directa (Aragao y 

Rech, 1998). En la transferencia directa de ADN el principal método es la biobalística. La 

transformación por biobalística es una técnica versátil, pudiendo ser utilizada en la 

transformación de diferentes tipos de tejidos, órganos o células, independientemente del 

genotipo. La transformación puede ser realizada en suspensiones celulares, callos, 

embriones inmaduros, parte de embriones maduros, meristemos, polen, microspora. 

Especies agronómicas consideradas recalcitrantes para la transferencia de genes vía 

Agrobacterium han sido transformadas con auxilio de esta tecnología. Este sistema 

utiliza  gas helio a alta presión para la aceleración de microproyectiles de un metal con 

alta densidad, en forma esférica, con un diámetro de 0,2 a 4um y velocidad de 300 a 

600ms-1, suficiente para penetrar las paredes y membranas celulares. Estos proyectiles 

cargan moléculas de ADN precipitadas en una superficie donde son liberadas en los 

tejidos vegetales (Rech y Aragao, 1998). 

Plantas transgénicas estables de Phaseolus vulgaris fueron obtenidas a partir de 

embriones, inicialmente, utilizándose un acelerador eléctrico de partículas recubiertas 

con ADN. La baja tasa de obtención de plantas transgénicas (0,03%) fue atribuida al 

protocolo de regeneración, que además de ser un proceso demorado, presenta una 

regeneración media de apenas dos brotes por explante (Russell et al., 1993). Plantas 

transgénicas estables también fueron obtenidas por otros investigadores, utilizando 

biobalística. Kim et al., (1996), obtuvieron seis plantas transformadas a partir de 319 

embriones bombardeados (9%), Aragao et al., (1996) obtuvieron 27 plantas transgenicas  
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a partir de 3079 embriones (0,9%) y Aragao et al., (2002) obtuvieron dos plantas 

tolerantes al glufosinato de amonio, en 11607 embriones bombardeados (0,02%), con 

pérdida de parte del plásmido en ambos eventos. Estos estudios demuestran la baja 

eficiencia de transformación, así como la pérdida de estabilidad que presenta este 

método directo de transferencia de ADN, en la obtención de plantas transformadas. 

Transferencia indirecta de ADN 

La transferencia indirecta utiliza un vector biológico para promover la transferencia de 

ADN deseado a la planta. Algunos virus como caulimovirus y geminivirus, tienen la 

capacidad de infestar y transferir el ADN al genoma de la planta de un amplio espectro 

de especies vegetales, inclusive monocotiledóneas. Sin embargo estos virus no son 

utilizados frecuentemente como vectores de ADN a las plantas, son de gran importancia 

para el desenvolvimiento de la biología molecular. De ellos fueron aislados secuencias 

importantes como el promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coli-flor 

(CaMV35S), de gran utilidad en construcciones genéticas utilizadas en experimentos de 

transformación. El principal vector utilizado en la transferencia indirecta de ADN al 

genoma vegetal es Agrobacterium tumefaciens (Chilton et al., 1977). Las especies del 

género Agrobacterium son bacterias Gram-negativas aeróbicas, saprofítitas, cuyo hábitat 

es la materia orgánica en descomposición, constituyendo componentes ubicuos de la 

microbiota  del suelo (Zhu et al., 2000). Sin embargo, algunas de estas especies causan 

enfermedades neoplásicas en plantas. Por ejemplo, Agrobacterium rhizogenes, 

causante de la formación de raíces adventicias; Agrobacterium rubi (enfermedad de la 

agalla de la caña), Agrobacterium tumefaciens (enfermedad de la agalla de la corona) y 

Agrobacterium vitis (agalla de la corona de la uva) (Chilton et al., 1977). Estas 

enfermedades han sido descritas como una forma de “colonización genética”, debido a 

que se caracterizan por la transferencia y expresión de un conjunto de genes hacia las 

células de la planta que causan un crecimiento celular incontrolado y la producción por 

estas células de sustancias nutritivas para la bacteria. Estas sustancias, conocidas como 

opinas, son aminoácidos de bajo peso molecular y derivados fosfatados de azúcares 

(Schell et al., 1979). 
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 2.4.2 Transformación genética de plantas mediada por Agrobacterium 

tumefaciens 

La transformación genética de plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens 

constituye uno de los métodos más utilizados para la introducción de genes en células 

vegetales, capaz de regenerar plantas transgénicas, por ser un sistema simple, eficiente 

y barato (Firoozabady y Kuehnle, 1995). La demostración por Chilton et al. (1977), de 

que a causa de la proliferación celular del tumor ocurre la transferencia de información 

genética de la bacteria a la célula vegetal, constituyó el punto de partida para la 

utilización de este sistema natural de transferencia de genes a las plantas. La 

característica de la enfermedad causada por  Agrobacterium tumefaciens  es  resultado 

de la transferencia de un segmento de ADN (ADN-T) del plasmidio inductor de tumores 

(Ti) hacia la célula hospedera, su integración en el genoma y la expresión de los genes 

que contiene. El plasmidio Ti contiene dos componentes necesarios para la 

transformación: los genes vir y la región ADN-T (Gelvin 2003). Los genes vir codifican la 

mayor parte de las proteínas necesarias para el procesamiento, transporte y entrada al 

núcleo del ADN-T (Tzfira y Citovsky 2000). La región ADN-T contiene dos clases de 

genes: oncogenes y genes del metabolismo de opinas. Los oncogenes codifican 

proteínas para la síntesis de reguladores del crecimiento como auxinas y citocininas, así 

como para la modificación del efecto de estas substancias en la célula (Zhu et al., 2000). 

Los genes del metabolismo de opinas codifican funciones de síntesis, captación y 

catabolismo de estos compuestos. Existen más de 20 clases de opinas descritas, de 

manera que cada cepa de Agrobacterium induce la producción y luego metaboliza un 

conjunto específico de estas. Estos conjuntos varían entre especies y solo unas pocas 

opinas son encontradas en varios a la vez (Escobar y Dandekar  2003). La región ADN-

T, sin embargo, no contiene ninguna secuencia señal, ni codifica ninguna función de 

transporte o integración. De hecho, solo los bordes de este fragmento, que contienen 

repeticiones directas de 25 pares de bases, son necesarios como substrato de la 

integración, lo cual permite la substitución de los genes del ADN-T por genes de interés 

sin afectar el proceso de transformación (Scheiffele et al., 1995). Precisamente aquí 
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radica la clave del uso tan extendido de Agrobacterium en ingeniería genética. El 

cocultivo de células o tejidos con Agrobacterium tumefaciens es el procedimiento más 

utilizado para transformar plantas dicotiledóneas (Tecnociencia, 2003). Este método se 

aplicó con éxito por primera vez en 1984 en tabaco (Nicotiana tabacum L.) y girasol 

(Helianthus agnus L). Las leguminosas son plantas recalcitrantes, es decir que son 

difíciles de regenerar in vitro. Algunos autores afirman que las leguminosas y en 

particular el frijol, han presentado dificultad en organogénesis in vitro y embriogénesis 

somática; y otros procesos de regeneración usados en otras especies vegetales no han 

sido posibles en leguminosas (Diego- García, et al., 2001). La transformación genética 

de frijol presenta dificultades, ya que no existe un protocolo eficiente de regeneración de 

plantas. 

2.4.2.1  Ventajas del sistema de transformación vía Agrobacterium  

El sistema de transformación genética vía Agrobacterium es bastante atractivo, porque 

exige un costo mínimo en equipamientos y protocolos relativamente simples, aunque 

muchas especies presenten dificultad de transformación como las monocotiledóneas y 

muchas leguminosas (Ochoa et al., 2006). Resulta de la integración de un segmento de 

ADN preciso, definido por los bordes derecho e izquierdo del ADN-T, además de 

presentar otras ventajas como transferir segmentos relativamente grandes de ADN, 

introducir pocas copias de este segmento (en general una o dos) e integrarlo fácilmente 

en regiones especificas del genoma de la planta. Aunque algunos trabajos muestren la 

integración de múltiples copias, transformantes conteniendo copias únicas pueden ser 

fácilmente recuperados (Pagel et al., 2004). Un menor número de copias evita 

problemas, como el silenciamiento génico, bastante común en sistemas de 

transformación por métodos directos. 

 

2.5 Factores que influyen en la eficiencia de la transformación con A. tumefaciens 

2.5.1 Cepa bacteriana y plasmidio 

Existe una serie de factores que influyen en la eficiencia de la transformación de tejidos 

vegetales por A. tumefaciens. Uno de los más importantes es la virulencia de la cepa 

bacteriana utilizada (Grant et al., 2003). De manera general existen cepas con virulencia 

baja, moderada o alta (Maheswaran et al., 1992). Varios autores refieren las ventajas de  
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cepas altamente virulentas en cuanto a la eficiencia de la transformación (Lulsdorf et al., 

1991; Nadolska-Orczyk y Orczyk 2000), sin embargo otros trabajos demuestran la 

ventaja del uso de cepas menos virulentas cuando la planta desarrolla naturalmente una 

respuesta necrótica a Agrobacterium (Wroblewski et al., 2005).  

Las especies vegetales difieren grandemente en el grado de susceptibilidad ante la 

infección por Agrobacterium (Anderson y More, 1979). Lo mismo ocurre dentro de  

especies, cultivares o genotipos donde puede haber diferentes niveles de susceptibilidad 

al proceso de tumorogenésis por una raza particular de Agrobacterium que puede 

contener diferentes plasmidios.  Esta diferencia ha sido observada en  leguminosas 

(Schroeder et al., 1993), arabidopsis (Nan et al., 1997), eucalipto (Mullins et al., 1997) y 

otras especies. Cepas de Agrobacterium ampliamente usadas tales como: LBA4404, 

EHA101, EHA105 (pC3301), AGL, C58C1RifR (pGv2260), C58C1 (pMP90+pC3301) y 

han sido reportadas como capaces de infestar un amplio rango de variedades de 

especies de legumbres (Hellens et al., 2000). 

Sin embargo además de el grado de susceptibilidad ante la infección por Agrobacterium, 

algunas diferencias en la frecuencia de transformación también pueden ser atribuidas a 

factores ambientales y fisiológicos, como el tipo de explante utilizado para la 

transformación, el  tiempo de cocultivo, temperatura, fotoperíodo, edad del explante, y la 

concentración bacteriana (Tzfira et al .,2002).  

 

2.5.2 Temperatura 

El efecto de la temperatura durante el cocultivo sobre la distribución del ADN-T fue 

primeramente descrito en especies de dicotiledóneas. La temperatura de 22ºC  se 

encontró  que era óptima en la distribución de ADN en callos de Phaseolus acutifolius y 

hojas de   tabaco (Dillen et al., 1997). Sin embargo, en otros trabajos, el co-cultivo a 

25ºC permitió la transformación de un número más alto de plantas de tabaco, aunque 19 

ºC fue óptima para la distribución del ADN (Salas et al., 2001). Estos resultados indican 

que la temperatura óptima para la transferencia del ADN puede no ser óptima para una 

transformación estable de una especie dada y explante. La temperatura óptima para una 

transformación estable debe ser evaluada para cada explante específico y cepa de 

Agrobacterium involucradas (Salas et al., 2001).  
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Estudios sobre el proceso de tumorogénesis han revelado que el desarrollo del tumor 

producido por Agrobacterium no se obtiene a altas temperaturas debido a un cambio 

conformacional de la proteína virA, que ocurre a temperaturas cercanas a 32°C (Jin et 

al., 1993). La temperatura óptima para el co-cultivo depende del tipo de planta y 

explante, y se resalta que es mejor el uso de temperaturas cercanas o inferiores a 25°C. 

Además, temperaturas por encima de 25°C causan un mayor necrosamiento del tejido y 

una reducción en la tasa de transformación (Ortega et al., 1991). Se ha asumido que las 

moléculas de señal, por ejemplo los fenoles de plantas y azúcares que potencian la 

expresión del gen vir regulón y del ADN son liberados de las plantas dañadas, sin 

embargo se ha mostrado recientemente que  Agrobacterium puede inducir el gen vir y la  

transferencia del ADN a células de plantas aún en aparente ausencia de heridas 

(Brencic et al., 2005). Estos estudios no excluyen la posibilidad de que Agrobacterium 

por sí misma cause heridas microscópicas a través de la liberación de enzimas 

degradadoras de la pared celular de las plantas; sin embargo los datos obtenidos indican 

que Agrobacterium puede sensibilizarse en niveles muy bajos que necesitan incitar 

tumores detectables. Estas observaciones llevan a preguntas inquietantes con respecto 

a la extensión en la naturaleza de células de plantas transformadas por Agrobacterium 

sin consecuencias discernibles fenotípicas y también sugiere la posibilidad de que 

Agrobacterium puede establecer contactos productivos con un rango mucho mas amplio 

de especies de plantas y tipos de células que los hasta aquí identificados.  

 

2.5.3  Condiciones de iluminación y tiempo de cocultivo 

En general las condiciones de luz, así como el tiempo de cocultivo varían 

considerablemente si se comparan diferentes protocolos de transformación de plantas. 

Existen varios datos comparativos sobre este aspecto. Dmgaard y Rasmussen (1991) 

reportaron incrementos de la velocidad de transformación en plantas de  Brassica con 

Agrobacterium bajo condiciones de iluminación. En consecuencia, no es posible juzgar 

en qué fase las condiciones de luz fueron cruciales para el incremento de la 

transformación. Escudero y Hohn (1997) informaron la inhibición de la transferencia de 

ADN en semillas de tabaco intactas rociadas con Agrobacterium tumefaciens y 

mantenidas en la oscuridad durante tres días.  
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La Transferencia  de ADN es un proceso estrechamente regulado y  múltiples factores 

de ambas: la planta y las células bacterianas son requeridos simultáneamente para el 

proceso de transformación (Tzfira y Citovsky, 2002) cualquiera de estos factores 

pudieran afectar la respuesta ante diferentes condiciones de luz y tiempo de cocultivo 

empleados. Por parte de la bacteria, la eficiencia de la transferencia del ADN depende 

grandemente de cuán eficientemente  los genes vir son inducidos. 

 

2.5.4  Edad del explante  

La eficiencia de la transferencia de ADN vía Agrobacterium tumefaciens a una planta 

varía considerablemente, no solo entre especies de plantas y cultivares, sino también 

entre tejidos. Varios protocolos para la transformación mediada por Agrobacterium 

tumefaciens de plantas usan hojas, ápices, raíces, hypocotilos, cotiledones, semillas y 

callos derivados de varias partes de una planta. En otros métodos, el tejido transformado 

no es quitado de la planta sino que se deja  en su ambiente natural, por ello la 

transformación tiene lugar in planta (George et al., 2008). 

El cultivo exitoso de materiales de plantas in vitro es grandemente influido por la edad 

del tejido u órgano usado como explante inicial. La edad de cualquier fragmento de tejido 

puede ser medido de 5 formas: 1- edad del órgano o la planta completa de la cual se 

deriva, 2- edad fisiológica; en lo que el tiempo que lleva a alcanzar un estado particular 

es influido por factores ambientales por ejemplo la temperatura, 3- edad ontogenética o 

fase de crecimiento. En este sentido se puede caracterizar como joven o viejo de 

acuerdo con la fase de crecimiento de la planta de donde procede, 4- el grado de 

diferenciación. Las partes más jóvenes de una planta son indinferenciadas, mientras que 

en las plantas más viejas se encuentran células diferenciadas procedentes del 

meristemo, 5- período de cultivo; que es el tiempo desde que el cultivo fue comenzado 

(George et al., 2008). 

Cada uno de estos componentes de edad de tejidos puede influir en sí en un explante de 

una planta almacenada o de un cultivo in vitro previo puede ser usado para iniciar el 

cultivo y puede modificar el potencial morfogenético directo e indirecto. 

La edad de la planta y el grado de diferenciación de los tejidos están frecuentemente 

interrelacionados y producen efectos interactivos in vitro.  
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El tamaño y el grado de desarrollo de ciertos órganos, particularmente cotiledones, 

hipocotilos y hepicotilos dependen de la edad de la planta. Los  cotiledones pueden ser 

una fuente de factores de crecimiento (Kamisaka y Shibata, 1977) y en muchas especies 

los explantes de los cotiledones o hipocotilos de plantas tienen un alto potencial 

morfogenético. Esto se debe a que estos tejidos son esencialmente juveniles, o porque 

los cotiledones son fuentes de sustancias difusibles promotoras de crecimiento. Los 

requerimientos de la regulación del crecimiento para la iniciación de callos 

frecuentemente difieren de acuerdo con la edad del tejido explantado. Resultados 

obtenidos en experimentos de transformación directa, utilizándose cultivo de células 

sincronizadas, indicaron que la división celular aumenta la frecuencia de inserción del 

ADN, principalmente en explantes donde predominen células diferenciadas en fase G1 

del ciclo celular. Cuando la transformación ocurre durante la fase de desdiferenciación 

celular, existe el peligro de que el ADN se integre en regiones del cromosoma que no 

son expresadas en algunos tipos de células o en toda la planta. Los transformantes en 

fase S (síntesis de ADN) y fase M (Mitótica) tienden a tener un mayor número de copias 

integradas. En la fase S, son observados patrones completos de integración, en cuanto 

en la fase M, la integración es menos frecuente (Birch, 1997). En este caso, callos en 

pleno crecimiento, que presentan células en todas las fases del ciclo celular son 

explantes favorables a la transformación vía Agrobacterium.  

 

2.6 Selección de células transformadas 

2.6.1 Genes marcadores de selección 

Las técnicas de transformación genética generalmente llevan la transferencia del ADN 

de interés a pocas células. Así mismo un pre-requisito esencial es un protocolo eficiente 

de regeneración, aliado a un sistema de selección que posibilite la recuperación de 

plantas a partir de estas células (Ryder, et al., 1987). Rutinariamente son utilizados 

genes, conocidos como marcadores de selección, originarios de hongos, bacterias, 

insectos o de plantas. El propósito de usar un gen de selección es dar a las células 

transformadas una ventaja selectiva, permitiéndoles crecer más rápido y mejor que las 

células no transformadas.  

 



                                                                                                                      Revisión Bibliográfica 
 

18 

 

 

Esos genes marcadores de selección producen proteínas con actividades enzimáticas 

que confieren resistencia a las células transformadas a un determinado sustrato, 

permitiendo que estas se multipliquen en presencia del agente selectivo (Hadi et al., 

2002). Un gen marcador puede ser un propio gen de interés o uno que solo conferirá 

resistencia a las células transformadas cultivadas con determinados antibióticos o 

herbicidas (Rodriguez-Uribe et al., 2006). Un gen marcador ideal debe ser capaz de 

expresarse en cualquier célula o tejido y en un gran número de especies vegetales. La 

forma más común de seleccionar dos tejidos transformados es la indirecta, basada en un 

gen adicional, el cual confiere ventajas selectivas en condiciones específicas. Una 

excepción es la resistencia a herbicidas. En este caso se puede seleccionar 

directamente las células, tejidos o plantas transformadas a partir de genes de interés 

agronómico. 

La utilización concomitante de dos tipos de genes marcadores es común. Normalmente 

utilizar los genes que confieren resistencia a antibióticos o a herbicidas, conjuntamente 

con genes, cuyo producto de expresión puede ser expresado por técnicas de 

espectrofotometría o por ensayos histoquímicos. 

 

2.6.2 Genes marcadores que confieren resistencia a antibióticos o herbicidas 

Los genes de resistencia a antibióticos y herbicidas han sido ampliamente usados para 

la selección en leguminosas transformadas genéticamente. Entre ellos el gen de la 

neomicina fosfotransferasa (npt II); el de la higromicina fosfotransferasa (hpt); los genes 

de resistencia a herbicidas bar y pat (que codifican para la acetil fosfinotricina 

transferasa y confiere resistencia a biolaphos, fosfinotricina o Glufosinato de amonio) y 

genes que codifican para el herbicida acetolactatosintasa (ALS) (Miki et al., 2009). 

La producción de transformantes quiméricos y escapes de material transgénico que 

sobrevive a la selección son los problemas más frecuentes que han sido descritos en la 

transformación de leguminosas (Popelka et al., 2006; Muruganantham et al., 2007; Saini 

et al., 2007; Thu et al., 2007). 

El Glufosinato de amonio es un compuesto que actualmente se usa como herbicida no 

selectivo, que actúa sobre las partes verdes de la planta. Está registrado en más de 80 

países bajo diferentes denominaciones, tales como: Basta®, Liberty®, Finale® y Rely®  
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(Bayer CropScience, 2005). Este herbicida contiene intrínsecamente el isómero L- de la 

fosfinotricina, responsable de la actividad herbicida, que inhibe la acción de la enzima 

glutamina sintetasa, la cual interviene en la asimilación de nitrógeno y como resultado se 

alcanzan niveles tóxicos de amonio en las células de la planta. La resistencia a este 

herbicida ha sido desarrollada a través de un sistema de detoxificación. La enzima 

fosfinotricina acetil transferasa (PAT) codifica para los genes bar (bialafos resistance)  y 

pat (phosphinothricin acetyltransferase)  que convierten el Glufosinato de amonio en N-

acetil glufosinato que es un compuesto no fitotóxico a la planta (Kosky et al., 2010). 

En el género Phaseolus existen pocos trabajos que describen la utilización del 

Glufosinato de amonio para la selección de tejidos transformados, solo (Aragao et al., 

2002) describen su empleo en la transformación genética vía Biobalística de dos 

cultivares de frijol. La mayoría de los trabajos en Phaseolus vulgaris refieren el empleo 

de otros agentes de selección. (De Clercq et al., 2002; Zambre et al., 2005) geneticina, 

(Aragao et al., 1993; Amugune et al., 2011) kanamicina.  

 

2.7 Evaluación de la eficiencia de transformación 

2.7.1 Chequeo de plantas transformadas 

Mediante la transgénesis de plantas es posible obtener individuos transformados que 

expresen un fenotipo diferente, con características deseables en cuanto a productividad, 

resistencia a patógenos y a la desecación. Dentro de las estrategias de obtención de 

plantas transformadas, la infección con A. tumefaciens que contenga un transgén en su 

ADN-T ha sido una de las más utilizadas por la capacidad de estas bacterias de 

transformar un amplio rango de tipos celulares y especies vegetales. El desarrollo de un 

protocolo de transformación por Agrobacterium requiere invariablemente un método de 

selección de las plantas regeneradas (Birch 2003). Es por tanto muy común la utilización 

de marcadores de selección en los vectores de transformación, que confieran resistencia 

a herbicidas, antibióticos, u otras condiciones de toxicidad o estrés para la planta ((Miki 

et al., 2009). 

Otra forma de selección fenotípica es la utilización de genes reporteros, esto es, que 

bajo determinada condición o ensayo sencillo pueda determinarse su presencia por  
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expresión de alguna característica fenotípica o actividad enzimática (Gelvin 2003). 

Dentro de los más utilizados se encuentran los genes gusA, lucFF, gfp y grp.  

El gen gusA codifica una glucuronidasa que al actuar sobre el sustrato 5-bromo-4- 

chloro-3-indolil-â-D-glucurónido forma un producto azul fácilmente visible (Jefferson et 

al., 1987). El ensayo puede ser realizado de manera muy sencilla por exposición del 

tejido vegetal supuestamente transformado a una solución del sustrato en condiciones 

óptimas de reacción. El producto de esta reacción no presenta oxígeno, forma dímeros, 

resultando un precipitado insoluble de color azul. Esta es una técnica de evaluación 

rápida que permite determinar la presencia de ADN transferido a los explantes mediante 

Agrobacterium. Asimismo los ensayos de B-glucuronidasa son extremadamente 

utilizados en la identificación de tejidos de plantas supuestamente transformados y 

también como parámetros en estudios de optimización de condiciones de transferencia 

de genes. En explantes inoculados con Agrobacterium la eficiencia de transformación 

puede ser cuantificada por medio de contaminación de áreas de tejidos que expresan 

oxidación de la B-glucuronidasa, o por el número de puntos azules normalmente 

expresados en porcentaje (Salamov et al., 2000). Los puntos con expresión de B-

glucuronidasa frecuentemente cubren áreas multicelulares, mas esto puede ser debido a 

la difusión de productos enzimáticos de una única célula (Gepts et al., 2005). 

El gen lucFF codifica la luciferasa, una enzima aislada a partir de la luciérnaga (Photinus 

pyralis) que oxida a su substrato, la luciferina, liberando energía en forma de luz. Los 

genes gfp y grp codifican para las proteínas fluorescentes verde y roja, respectivamente. 

Estas dos proteínas fluorescen espontáneamente, por lo que al igual que la luciferina en 

presencia de su substrato pueden ser detectadas al observar un corte del tejido vegetal 

en condiciones de oscuridad (Hakkila et al., 2002). Los métodos de selección fenotípica 

son muy útiles ya que constituyen un primer y rápido tamizaje de las plantas 

regeneradas. Sin embargo, es necesario además verificar la inserción de la construcción 

transgénica en el genoma hospedero. La técnica más utilizada para esto es la 

amplificación de los transgenes basada en la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR, siglas en inglés) sobre ADN de la planta transformada (Gachet et al., 1998). Otras 

técnicas, que además permiten saber el número de copias insertadas, son la hibridación 

por Southern Blot y el PCR cuantitativo (Anand et al., 2003). El conocimiento del número  
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de copias de un transgén es importante por cuanto puede influir directamente en los 

niveles de expresión, además de que está relacionado con el nivel de alteración del 

resto del genoma (Bejar et al., 2002). Generalmente es deseable la inserción de una 

sola copia del transgén para minimizar ambos efectos. Tanto el PCR como Southern blot 

han sido utilizados para comprobar la transformación de Phaseolus vulgaris  (Liu et al., 

2005). También es importante conocer el lugar exacto donde los transgenes se insertan. 

Especialmente si se quiere estudiar desde el punto de vista básico qué secuencia fue 

interrumpida por la inserción o si se quiere validar una línea transgénica con fines 

comerciales. La técnica de PCR invertido permite determinar el sitio de inserción a partir 

de la amplificación de las secuencias flanqueantes del inserto y su posterior 

secuenciación (Hoshi et al., 2004). 
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3.0 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Localización 

La presente investigación se llevó a cabo en los laboratorios de Cultivo de tejidos y 

Biología Molecular del Instituto de Biotecnología de las Plantas (IBP) en el período 

comprendido desde octubre del 2009 hasta enero de 2012. 

 

Procedimientos generales  

 

       - Cultivo in vitro 

Los instrumentos utilizados para la manipulación aséptica del material vegetal fueron 

esterilizados en estufa a una temperatura de 180°C durante dos horas antes de cada 

sesión de trabajo. Todas las operaciones de disección y transferencias de los explantes 

se realizaron en cabinas de flujo laminar horizontal. Los medios de cultivo se 

esterilizaron en autoclave vertical a 121°C y 1,2 Kg/cm2 de presión durante 20 min. 

 

Material vegetal 

Se emplearon semillas maduras de P. vulgaris L. cv. CIAP 7247F, obtenidas por 

selección a partir de la línea 7247 en el banco de germoplasma de frijol del  Centro de 

Investigación Agropecuaria (CIAP) de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las 

Villas. Las semillas fueron  cosechadas en casa de cultivo y la desinfección de las 

mismas se realizó según el protocolo propuesto por Dillen et al. (1997).  

 

Germinación de semillas   

Las semillas desinfectadas fueron colocadas en un medio de cultivo de germinación 

que contenía  las sales Murashige y Skoog (1962) (MS) 100%, 1 ml.l-1 de tiamina, 1.13 

mg.l-1 de 6- Bencilaminopurina, (6- BAP), 45 g.l-1 de Sacarosa y 2.5 g.l-1 de Phytagel. El 

material vegetal se mantuvo durante tres días a 25 ± 2°C y en oscuridad total.  
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Inducción de callos 

Una vez germinadas las semillas (Figura 1A) se eliminó la testa y se seccionó el nudo 

cotiledonal con un cotiledón, se separaron los cotiledones (Figura 1B) y se utilizó como 

explante inicial el nudo cotiledonal con un cotiledón (Figura 1C). Los explantes fueron 

colocados  en medio de inducción de callo (MIC), que contiene sales MS, vitaminas B5 

(Gamborg et al., 1968), 0.1g.l-1 de mio-inositol, 2.0 mg.l-1 de tidiazuron (TDZ),  0.05 mg.l-

1 de ácido indolacético (IAA), 3.0 g.l-1  de sacarosa y 6.0 g.l-1 de agar (Duchefa) (pH 5.7). 

El material vegetal se mantuvo a  25±2°C en la oscuridad durante siete días. Concluido 

este período los explantes fueron transferidos a una cámara de cultivo, bajo 

condiciones de fotoperíodo de 16/8 luz/oscuridad por 21 días. Para la iluminación de la 

cámara de crecimiento se emplearon lámparas fluorescentes de  45 µmol m2s-1. 

 

 

Figura 1. Explante inicial para la formación de callos de P. vulgaris var. CIAP7247F a 

partir de semillas germinadas. A) semilla germinada, B) nudo cotiledonal con ambos 

cotiledones, C) nudo cotiledonal con un cotiledón. 

 

       - Transformación genética 

 

Plasmidios  

Se emplearon para la transformación genética dos plasmidios: el pTJK136 y el 

pCAMBIA3301 (CAMBIA; 1997). El  ADN-T del pTJK136, contiene el gen de la 

neomicina fosfotransferasa II (nptII) (EC 2.7.1.95) bajo el control del promotor de la 

nopalina sintetasa (nos) y el terminador y las señales de poliadenilación de la octopina 

sintetasa. Este gen confiere resistencia a los antibióticos kanamicina, neomicina y  

A 
C B 
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geneticina al inactivarlos por fosforilación (Flavell, 1992).  Además,  la  construcción  

contiene  el  gen  de  la  β-glucuronidasa  de Escherichia coli (gusA) (Jefferson et al., 

1987) con el intrón st-ls1 de la papa (Solanum tuberosum), lo cual permite que este gen 

se exprese sólo en células vegetales. El gen gusA se encuentra bajo el control del 

promotor  del  virus  del  mosaico  de  la  coliflor  (CaMV-35S)  y  el  terminador  y  las  

señales  de poliadenilación del gen nos (Kapila et al. 1997) (Fig 2A). El ADN-T del 

pCAMBIA3301 contiene el gen bar (Thompson et al., 1987) que codifica para la enzima 

fosfinotricina N-acetil transferasa que confiere resistencia a los herbicidas que 

contengan fosfinotricina como producto activo. Este gen se encuentra regulado por el 

promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV) y el terminador 35S 

poliadenilado del mismo virus y el gen reportero gusA (Jefferson et al., 1987) que 

codifica para la enzima β- glucuronidasa y está regulado por el mismo promotor del gen 

bar y por la secuencia terminadora T-NOS poliadenilada de la enzima nopalina 

sintetasa de Agrobacterium (Fig 2B). 

 

 

  A                                                                                    

 

 

 B 

 Figura 2. Representación de la región ADN-T utilizadas en los experimentos de 

transformación genética. A) Plasmidio pTJK136, B) Plasmidio pCAMBIA 3301. 
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Preparación de la bacteria  

Se inoculó una colonia aislada de Agrobacterium tumefaciens en 3 ml de medio de 

cultivo Luria- Bertani (LB) (Luria et al., 1960). Los antibióticos rifampicina (50 mg.l-1), 

kanamicina (50 mg.l-1), espectinomicina (100 mg.l-1) y estreptomicina (100 mg.l-1) 

fueron adicionados al medio de cultivo en dependencia de la cepa de la bacteria 

utilizada. El cultivo se mantuvo a 28°C durante 24 horas a 200 rpm. Posteriormente 100 

µl del cultivo de Agrobacterium  tumefaciens se inoculó en 50 ml de medio de cultivo 

YEP (An et al. 1988), con los antibióticos apropiados y se mantuvo en las condiciones 

anteriormente mencionadas durante toda la noche. Posteriormente se centrifugó a 

4500 rpm durante 10 min a 21°C. Se decantó el medio de cultivo se lavó y resuspendió 

el pellet en el medio de cultivo de inducción de la bacteria (MIB) que contenía las sales 

MS al 50%, 3.9 g.l-1 de ácido 2– [N-morfolino] etano sulfónico (MES), 1.98 g.l-1 de 

glucosa, 200 µM de acetosiringona a pH 5.5. Se midió la concentración de la 

suspensión bacteriana y se diluyó hasta la densidad óptica deseada (OD600). 

Finalmente se incubó durante dos horas a 28°C en agitación a 70 rpm en oscuridad.  

 

Infección y co-cultivo 

Como explantes blanco se utilizaron segmentos de callos de 4-5 mm de longitud. La 

infección se realizó durante 30 min a 25ºC en oscuridad a 90 rpm. Posteriormente se 

colocaron los callos sobre papel de filtro en una placa Petri de 9.0 cm de diámetro la 

cual contenía el medio de cultivo de proliferación de callos (Sales MS 100%, Vitamina 

B5, 0,05m g.l-1  de AIA,  0,1 g.l-1  de Mio-inositol, 2% de sacarosa, 6,0gl-1 de agar, 

0,04gl-1 de TDZ, 200 µM de acetosiringona). Las placas fueron selladas con parafilm® y 

colocadas  bajo las diferentes condiciones de cocultivo. Transcurrido este tiempo, los 

callos fueron lavados con una solución de timentina (200 mg.l-1), secados sobre papel 

de filtro estéril y transferidos al medio de cultivo de selección de callos.  

Para la detección histoquímica del gen gus se transfirieron los fragmentos de callos a 

tubos eppendorf de 1,5mm y seguidamente, se adiciono 250 µL del sustrato: ácido 5-

bromo-4-cloro-3-indolil-β-d-glucurónido (X-Gluc) (Jefferson et al., 1987).  El cual bajo la  
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acción de la enzima produce un producto incoloro (5-bromo-4-cloro-3-indolil) que sufre 

una dimerización oxidativa y forma un precipitado azul insoluble (dicloro-dibromo-

índigo) en el mismo sitio de acción de la enzima. Luego de la incubación a 37ºC en la 

oscuridad durante 24h se realizó la observación de la actividad transitoria gus y el 

conteo de las áreas del callo cubierta por puntos azules con la ayuda de un 

microscopio estereoscópico (OLYMPUS). 

 

Procesamiento estadístico  

Todos los experimentos fueron desarrollados bajo un diseño aleatorio completamente 

al azar. Los análisis estadísticos fueron basados en la comparación de medias. Las 

diferencias entre los valores medios en los experimentos que no presentaron 

homogeneidad de varianza y distribución normal, fueron determinadas por los análisis 

no paramétricos  Mann-Whitney y Kruskall-Wallis. El paquete estadístico empleado fue 

Statistic Packaged for Social cience (SPSS)  versión 18.0 sobre Windows. 

 

3.1 Determinación de la concentración mínima inhibitoria del herbicida comercial 

Glufosinato de amonio para la transformación genética en P. vulgaris  

El presente experimento tuvo como objetivo determinar la concentración mínima 

inhibitoria del herbicida comercial Glufosinato de amonio para la transformación 

genética  de  P. vulgaris cv. CIAP7247F. Para ello se emplearon callos organogénicos, 

los cuales fueron colocados en el medio de cultivo de Proliferación de callos, como se 

describió anteriormente.  Para el establecimiento de los tratamientos  se adicionaron 

diferentes concentraciones del herbicida comercial Glufosinato de amonio (0.10, 0.20, 

0.30, 0.40, 0.50 y 0.60  mg. l-1) al medio de cultivo anteriormente descrito. La solución 

inicial del herbicida se preparó a 15 mg.ml-1, la cual se esterilizó por filtración y se 

añadió al medio de cultivo en la cabina de flujo laminar. El  pH del medio de cultivo fue 

ajustado a 5.7 y  se esterilizó en autoclave a 121 ºC.  

Los callos fueron colocados en placas Petri que contenían medio de cultivo de 

proliferación de callos con las diferentes concentraciones del agente selectivo para un 

total de seis tratamientos y un control sin inocular. 
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Se realizaron cuatro ciclos de selección: dos en medio de cultivo de proliferación de 

callos y dos en medio de cultivo de inducción de brotes (sales MS 100%, Vitamina, B5, 

0.1g.l-1 de mio-inositol, 3.0 g.l-1 de sacarosa, 6.0 g.l-1 de agar, 2,25 g.l-1  de 6- 

Bencilaminopurina, (6- BAP). Cada 15 días se realizó el subcultivo.  Se utilizaron  cinco 

placas de Petri de 9.0 cm de diámetro por tratamiento, con diez explantes por placa.  

Los callos  fueron colocados en  cámaras de crecimiento con fotoperíodo 16/8 horas 

luz/oscuridad a 26±2°C e intensidad luminosa de 68,3-72,81 µE m-2 s-1 provista por 

lámparas fluorescentes.  

A las ocho semanas de cultivo se evaluó el porcentaje de mortalidad de los callos y las 

afectaciones provocadas por el agente selectivo sobre estos.  

El análisis estadístico del porcentaje de mortalidad de los callos, así como el análisis 

descriptivo de las afectaciones provocadas por el agente selectivo  se realizó con la 

ayuda del Paquete estadístico Statistic Packaged for Social cience (SPSS)  versión 

18.0 sobre Windows. Se utilizó  la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis  previa 

comprobación de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza.  

 

3.2 Determinación de  las condiciones de cocultivo para la transformación 

genética en callos de Phaseolus vulgaris   

3.2.1 Cepa bacteriana  

El presente experimento tuvo como objetivo determinar la cepa bacteriana más 

virulenta  para la transformación genética de callos organogénicos de Phaseolus 

vulgaris var CIAP7247F. Para ello se emplearon callos cultivados en medio de cultivo 

de multiplicación (descrito en el acápite 3.1) 7 días después del segundo subcultivo,  

los cuales fueron inoculados con dos cepas de Agrobacterium tumefaciens: C58C1 

(pCAMBIA3301) y EHA105 (pCAMBIA3301). Las condiciones de infección son las que 

se describen en el acápite 3.1, el período de cocultivo se llevó a cabo durante tres días 

a 25ºC y 16/8 horas luz/oscuridad. Se emplearon cinco   placas  de Petri de 9.0 mm de 

diámetro por tratamiento, con  10 callos por placa. Este experimento se realizó dos 

veces en el tiempo.  
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La cepa de mayor virulencia fue definida por medio del ensayo histoquímico de la 

actividad transitoria del gen gus siguiendo el método descrito por Jefferson et al, 

(1987). Se evaluó el número de callos teñidos de azul y el área de estos cubierta por la 

tinción. 

Los datos relacionados con el número de callos teñidos en azul y el área de estos 

cubierta por la tinción, se compararon mediante el análisis no paramétrico de Mann-

Whitney para p<0.05. 

 

3.2.2 Plasmidios  

El presente experimento tuvo como objetivo determinar el efecto de los plasmidios 

pTJK136 y pCAMBIA3301 en la transformación genética de callos organogénicos de 

Phaseolus vulgaris var CIAP7247F. Para ello se emplearon  callos cultivados en medio 

de cultivo de multiplicación (descrito en el acápite 3.1) siete días después del segundo 

subcultivo. Los callos fueron inoculados con la cepa de Agrobacterium tumefaciens de 

mejores resultados del acápite 3.2.1. Las condiciones de infección son las que se 

describen en el acápite 3.1, el período de cocultivo se llevó a cabo durante tres días a 

25ºC y 16 horas luz /8 horas oscuridad. Se emplearon cinco   placas  de Petri de 9.0 

mm de diámetro por tratamiento, con  10 callos por placa.  

El efecto del plasmidio en la transferencia de ADN se evaluó mediante la expresión 

transitoria del gen  gus siguiendo el método descrito por Jefferson et al, (1987). Se 

evaluó el área del callo cubierta de punto azules según la  escala desarrollada a partir 

de los resultados del  acápite 3.2.1. 

Los datos relacionados con el número de callos teñidos en azul y el área de estos 

cubierta por la tinción, se compararon mediante el análisis no paramétrico de Mann-

Whitney para p<0.05. 

 

3.2.3 Condiciones de iluminación durante el cocultivo  

El presente experimento tuvo como objetivo determinar la influencia de las condiciones 

de iluminación durante el cocultivo en la transformación genética de callos 

organogénicos de  Phaseolus vulgaris var CIAP7247F. Para ello se emplearon callos  
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cultivados en medio de cultivo de multiplicación (descrito en el acápite 3.1). Los callos 

fueron inoculados con la cepa de Agrobacterium tumefaciens de mejores resultados del 

acápite 3.2.1. Las condiciones de infección son las que se describen en el acápite 3.1, 

el período de cocultivo se llevó a cabo durante tres días a 25ºC. Se utilizó el plasmidio 

de mejores resultados del acápite 3.2.2. Se emplearon cinco   placas  de Petri de 9.0 

mm de diámetro por tratamiento, con  10 callos por placa.  Las variaciones en las 

condiciones de luz fueron: fotoperíodo de 16-8 horas/luz-Osc y oscuridad constante. 

El efecto de las condiciones de iluminación en la respuesta a la transferencia de ADN 

se evaluó mediante la expresión transitoria del gen  gus siguiendo el método descrito 

por Jefferson et al, (1987) y se evaluó el área del callo cubierta de punto azules según 

escala desarrollada a partir de los resultados del  acápite 3.2.1. 

Los datos relacionados con el número de callos teñidos en azul y el área de estos 

cubierta por la tinción, se compararon mediante el análisis no paramétrico de Mann-

Whitney para p<0.05. 

 

3.2.4 Concentración bacteriana  

El presente experimento tuvo como objetivo determinar la influencia de la 

concentración bacteriana y el tiempo de cocultivo en la transformación genética de 

callos organogénicos de  Phaseolus vulgaris var CIAP7247F. Se emplearon callos 

cultivados en medio de cultivo de multiplicación (descrito en el acápite 3.1). Los callos 

fueron inoculados con la cepa de Agrobacterium tumefaciens de mejores resultados del 

acápite 3.2.1. Las condiciones de infección son las que se describen en el acápite 3.1. 

La temperatura de cocultivo fue de 25ºC y las condiciones de luz fueron las de mejores 

resultados del acápite 3.2.3. Se utilizó el plasmidio de mejores resultados del acápite 

3.2.2. Se emplearon cinco   placas  de Petri de 9.0 mm de diámetro por tratamiento, 

con  10 callos por placa. Se evaluaron dos densidades ópticas de la bacteria (DO 

600nm): 0.05 y 0.5.  

El efecto de la concentración bacteriana en la respuesta a la transferencia de ADN se 

evaluó mediante la expresión transitoria del gen  gus siguiendo el método descrito por  
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Jefferson et al, (1987) y se evaluó el área del callo cubierta de punto azules según 

escala desarrollada a partir de los resultados del  acápite 3.2.1. 

Los datos relacionados con el número de callos teñidos en azul y el área de estos 

cubierta por la tinción, se compararon mediante el análisis no paramétrico de Mann-

Whitney para p<0.05. 

 

3.2.5  Tiempo de subcultivo   

El presente experimento tuvo como objetivo determinar la influencia del tiempo de 

subcultivo para la transformación genética de callos organogénicos de  Phaseolus 

vulgaris var CIAP7247F. Para ello se emplearon callos cultivados en medio de cultivo 

de multiplicación  (descrito en el acápite 3.1), los cuales se tomaron a los siete días 

después del primer y segundo subcultivo. Los callos fueron inoculados con la cepa de 

Agrobacterium tumefaciens de mejores resultados del acápite 3.2.1. Las condiciones 

de infección son las que se describen en el acápite 3.1. La temperatura de cocultivo fue 

de 25ºC y las condiciones de fotoperíodo fueron las de mejores resultados del acápite 

3.2.3. Se utilizó el plasmidio de mejores resultados del acápite 3.2.2 y la concentración 

bacteriana de mejores resultados del acápite 3.2.4. Se emplearon cinco   placas  de 

Petri de 9.0 mm de diámetro por tratamiento, con  10 callos por placa.  

El efecto del tiempo de subcultivo en la respuesta a la transferencia de ADN se evaluó 

mediante la expresión transitoria del gen  gus siguiendo el método descrito por 

Jefferson et al, (1987) y se evaluó el área del callo cubierta de punto azules según 

escala desarrollada a partir de los resultados del  acápite 3.2.1 para p<0.05. 

Los datos relacionados con el número de callos teñidos en azul y el área de estos 

cubierta por la tinción, se compararon mediante el análisis no paramétrico de Mann-

Whitney. 
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3.3 Transformación genética de callos de P. vulgaris mediada por A. tumefaciens 

y análisis molecular de líneas regeneradas 

3.3.1 Transformación genética de P. vulgaris mediada por A. tumefaciens 

El experimento tuvo como objetivo obtener plantas transformadas de P. vulgaris var. 

CIAP7247F con la aplicación de los parámetros estandarizados en el presente trabajo. 

Después del cocultivo los callos fueron lavados con una solución de timentina (200 

mg.l-1), secados sobre papel de filtro estéril y transferidos al medio de cultivo de 

selección de callos con la concentración del agente selectivo de mejores resultados del 

acápite 3.1. El cultivo se mantuvo por dos meses con subcultivos cada 15 días. Los 

callos seleccionados fueron transferidos individualmente al medio de cultivo de 

inducción de brotes (descrito en el acápite 3.1). Los brotes regenerados fueron 

transferidos al  medio de cultivo de elongación de plantas descrito por García et al, 

(2008). Con el empleo del protocolo propuesto por Jefferson et al. 1987, se determinó 

la expresión estable de la β- glucuronidasa en hojas de plantas regeneradas. 

Simultáneamente se sometieron al mismo tratamiento histoquímico hojas de plantas no 

transformadas que fueron usadas como control negativo. A las 16 horas de  incubación 

todas las muestras fueron incubadas en etanol al 70 % (v/v) durante 12 horas para 

eliminar la clorofila y otros pigmentos foliares. El análisis del ensayo fue realizado por 

evaluación visual. La expresión estable se determinó de forma cualitativa, 

clasificándose como positiva si se observaba alguna porción del tejido teñido de azul.  

 

3.3.2 Análisis molecular de las líneas de plantas regeneradas 

Extracción de ADN genómico vegetal 

El ADN genómico fue aislado de las plantas T1 cultivadas en invernadero provenientes 

de las líneas transgénicas identificadas a través de  la expresión de la β-glucuronidasa 

y de una planta no transformada. Para la extracción del ADN, se colectó 0.1g de tejido 

foliar de la primera hoja trifoliada, procedente de cada planta. Posteriormente se 

pulverizaron con nitrógeno líquido y se procesaron utilizando el sistema de purificación 

de ADN (Nucleon™ PhytoPure™ Genomic DNA Extraction Kits).  
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Se siguieron las instrucciones de los fabricantes.  Luego de obtenido el ADN genómico, 

su integridad fue comprobada mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. La 

concentración del ADN fue ajustada a 200 ng/μl para ser usados en el análisis de  la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (RCP). 

 

3.3.2.1 Análisis de la progenie mediante la Reacción en cadena de la polimerasa 
(RCP) 

Las plantas T1 provenientes de las líneas transformadas fueron analizadas por RCP 

para detectar la integración del gen gus. Posteriormente, esta misma técnica se empleó 

para comprobar la presencia del gen bar en las plantas T1 que resultaron positivas a la 

amplificación del gus. Las secuencias de los cebadores empleados en la amplificación 

de los genes se relacionan en la Tabla I.  

La amplificación fue realizada en un volumen de reacción final de 25 μL, que contenía: 

200 µm de dNTPs,  2.0 mM MgCl2, 0.2 µM de cada primer, y 1.0 U de Taq polimerasa 

en solución tampón 1X. Los ciclos de amplificación se llevaron a cabo en el equipo de 

control térmico programable Mastercycler (Eppendorf, Alemania). 

 

Tabla I: Cebadores utilizados en la detección por RCP de los genes gusA y bar. Las 

secuencias están escritas en el sentido 5’ a 3’ (leído de izquierda a derecha) 

 

Gen                                            Secuencia                                         Talla del Amplicón  

                                Directo                              Reverso                                  (pb)                                                                                       

gusA            CAGGAAGTGATGGAGCAT      TCGTGCACCATCAG                637 

                    CAG                                             CACGTTA 

bar               CGAGACAAGCACGGTCAA       GAAACCCACGTCAT               402 

                     CTTC                                           GCCAGTTC 

 

La secuencia de reacciones para amplificación del fragmento del gen gusA comenzó 

con una desnaturalización inicial de 95°C por 5 min, 35 ciclos de (95°C por 50 S, 64°C  
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por 1.5 min, 72°C por 2.5 min) y un ciclo de extensión final de 72°C por 10 min. Para la 

amplificación del fragmento del gen bar  la desnaturalización inicial fue a 95°C durante 

3 min, 36 ciclos de (94°C por 50 S, 68°C por 1 min, 72°C por 1 min) y un ciclo de 

extensión final de 72°C por 10 min. Los productos de la reacción fueron analizados 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% (p/v) con tampón TBE 1X (40 mM 

Tris-acetato, 1mM EDTA).  Diez µl de cada producto se mezclaron con 2.0 µl del 

tampón de carga (0.25 % (p/v) de bromofenol azul, 0.25 % (p/v) de xilen cianol FF y 40 

% (p/v) de sacarosa). Luego se realizó la tinción con bromuro de etidio por 10 minutos y 

se observó en un transiluminador MacroVue, Pharmacia LKB mediante la incidencia de 

radiación ultravioleta.  Como control positivo se realizó una reacción adicional, con las 

mismas condiciones experimentales antes descritas, y se usó como ADN molde 10 ng 

del plasmidio pCAMBIA 3301 que porta los genes gus y bar. Como marcador de peso 

molecular se usó el GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Fermentas Co. Se emplearon dos 

controles negativos uno con ADN molde de una planta no transformada y otro donde el 

ADN se sustituyó por un volumen equivalente de agua y se siguieron las mismas 

condiciones experimentales.  
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4. RESULTADOS  

4.1 Determinación de la concentración mínima inhibitoria del herbicida comercial 

Glufosinato de amonio para la transformación genética en Phaseolus  vulgaris  

 

Todas las concentraciones de glufosinato de amonio estudiadas produjeron necrosis 

sobre los callos de P. vulgaris  var. CIAP 7247F. Del total de los callos evaluados el 

30.4% presentaron entre el 25 y 50% del callo con necrosis (Figura 1a),  el 42% 

presentó más de la mitad del callo con necrosis (Figura 1b)  y  el 26.8% presentó 

necrosis total (Figura 1c). 

 

            

 

Figura 1. Afectaciones provocadas por el Glufosinato de amonio en callos de P. vulgaris 

var. CIAP7247F. a) Callo con un 25 y 50 % de necrosis; b) Callo  con más del 50% con 

necrosis y c) Callo con necrosis total  

 

Con las concentraciones del agente selectivo de 0,10, 0.20,  0,30 y 0.40 mg.l-1 los callos 

presentaron desde necrosis entre el 25-50% hasta callos totalmente necrosados. Sin 

embargo con las concentraciones de 0,50 y 0,60 mg.l-1 del agente selectivo el  87.5 y 

93.8%   de los callos presentaron necrosis total (Figura 2).  

a) b) c) 
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Figura 2. Efecto de la concentración de Glufosinato de amonio sobre callos 

organogénicos de Phaseolus vulgaris var CIAP7247F 

 

Tomando en consideración los resultados de las afectaciones presentadas por los callos 

colocados en medio de cultivo con diferentes concentraciones del agente selectivo 

estudiado, se desarrolló una escala descriptiva de grados.  La escala consta de cinco 

grados de afectación donde el grado 1 se refiere a los callos sin afectaciones y el cinco a 

los callos con necrosis total (Tabla II).  
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Tabla II. Escala descriptiva de grados propuesta para evaluar la afectación provocada 

por el Glufosinato de amonio sobre callos organogénicos de frijol cultivar CIAP 7247F a 

los 30 días de cultivo 

 

 

 

El análisis de regresión lineal indicó que en la medida que aumentaron las 

concentraciones de Glufosinato de amonio se incrementó el porcentaje de mortalidad de 

los callos (Figura 3).  Con las concentraciones de 0.50 y 0.60 mg.l-1 del agente selectivo 

se produjeron porcentajes de afectación superiores al 85%. Estos resultados se 

correspondieron con los grados 4 y 5 de afectación provocados por el  Glufosinato de 

amonio en los callos, según la escala de evaluación empleada, con callos con el 75% de 

necrosis y callos totalmente necrosados. De igual forma se observó que las 

concentraciones de 0.50 mg.l-1 y 0.60 mg.l-1 del agente selectivo produjeron los mayores 

valores en el grado de afectación, con diferencias significativas con el resto de los 

tratamientos (Tabla III). 

 

 
     Callos con necrosis total 

 

5 

       75% del callo con  necrosis 

 

4 

       50% del callo con necrosis 
 
 
 

3 

      25% del callo con necrosis 2 

      Callo sin afectación 1  

Grados de afectación                Descripción 
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Figura 3. Efecto de las diferentes concentraciones del herbicida Glufosinato de amonio 

en la mortalidad de los callos organógenicos de Phaseolus vulgaris var. CIAP 7247F a 

las ocho semanas de cultivo 

 

Tabla III. Efecto de las diferentes concentraciones del herbicida Glufosinato de amonio 

en la mortalidad de los callos organógenicos de Phaseolus vulgaris var. CIAP 7247F a 

las ocho semanas de cultivo 

Concentración de  Glufosinato 

de Amonio  (mg.l-1) 

Grados de afectación * 
 

Medias Rangos medios 

0.10 mg.l-1         2.95                              27.19 c 

0.20 mg.l-1         3.66                              29.00 b 

0.30 mg.l-1         3.88                              28.00 b 

0.40 mg.l-1         4.10                              25.50 b 

0.50 mg.l-1       4.87                              23.50 a 

0.60 mg.l-1         4.93                              23.50 a 

Control         1.00                                8.50 d 

Rangos medios con letras diferentes difieren significativamente para p<0.05 según la prueba no 
paramétrica de Kruskall Wallis/Mann-Whitney 

 

0

20

40

60

80

100

120

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

P
o

rc
e

n
ta

je
 d

e
 m

o
rt

a
li
d

a
d

 
d

e
 

lo
s

 c
a

ll
o

s

Conc. de glufosinato de amonio (mg.l-1)

y =4.288+168.57x 

R2 =0.952 



                                                                                                                                        Resultados 
 

38 

 

 

De acuerdo con los resultados alcanzados se seleccionó la concentración de 0.50 mg.l-1 

de Glufosinato de amonio como la mínima inhibitoria, ya que a las ocho semanas de 

cultivo, produjo una mortalidad en los callos organogénicos de más del 85 por ciento y 

con predominio del grado de afectación cinco, que se corresponde con callos con 

necrosis total. 

 

4.2 Determinación de las condiciones de cocultivo para la transformación genética 

en callos de Phaseolus vulgaris  var. CIAP 7247F 

4.2.1 Cepa bacteriana  

Las cepas bacterianas influyeron en la transformación genética de Phaseolus vulgaris 

var CIAP7247F.  En todos los callos evaluados se observó la expresión gus transitoria 

independientemente de la cepa que se utilizó.  Se observó que la frecuencia en el área 

de los callos con puntos azules varió desde menos del 25%  hasta más del 75% del área 

teñida (Figura 4).  Se determinó, que del total de callos evaluados el 68 %  presentaron 

entre el 50 y 75% del área teñida. Sobre la base de estos resultados se elaboró una 

escala descriptiva para  evaluar la expresión gus transitoria en callos de P. vulgaris var. 

CIAP 7247F. Dicha escala consta de cinco grados que expresan el área del callo teñida 

y comienza en grado uno que se describió como menos  del 25% del área del callos 

cubierta de puntos azules hasta el grado cinco que incluyó los callos con más del 75% 

del área teñida (Tabla IV).   
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Figura 4. Frecuencia de callos con expresión gus transitoria en  callos organogénicos de 

Phaseolus vulgaris var CIAP7247F cocultivados con las cepas EHA105 (pCAMBIA3301) 

y C58C1(pCAMBIA3301)  de A. tumefaciens. (n=200) 

Tabla IV. Escala descriptiva para  evaluar la expresión gus en callos organogénicos de 

P. vulgaris var. CIAP 7247F 

 

Expresión gus transitoria                          Descripción  

                (grado)                   

                 

                 1                                Menos del 25% del callo teñido de azul 

 

                 2                                25% del callo teñido de azul 

 

                 3                                 50% del callo teñido de azul 

 

                 4                                  75% del callo teñido de azul 

  

                 5                                  Más del 75% del callo teñido de azul 
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Por otro lado,  respecto al número de callos teñidos de azul, no se encontró diferencia 

significativa y fue similar para las dos cepas de A. tumefaciens empleadas. Sin embargo,  

con la cepa EHA105 (pCAMBIA3301) se logró significativamente, el mayor valor del área 

del callo cubierta por la tinción, en concordancia con los grados de expresión alcanzados 

según la escala descriptiva utilizada (Tabla V).  

 

Tabla V. Expresión gus (grados) en callos de Phaseolus vulgaris var. CIAP 7247F 

cocultivados con las cepas EHA105 (pCAMBIA3301) y C58C1 (pCAMBIA3301)  de 

Agrobacterium tumefaciens 

 

             Cepas de A. tumefaciens 
 

Área del callo 
cubierta de 

puntos azules 

           Rangos medios 
                             

C58C1 (pCAMBIA3301)           1.51                  66.63 b 

             EHA105 (pC3301)           3.09                121.55 a 

Rangos medios con letras diferentes difieren significativamente  para p<0.05 según la prueba 
no paramétrica de Mann-Whitney 

 

De acuerdo con los resultados alcanzados se logró confeccionar una escala para la 

evaluación de la expresión gus transitoria en callos organogénicos de P. vulgaris var. 

CIAP 7247F que expresa el área del callos cubierta con puntos azules. Se seleccionó la 

cepa EHA105 (pCAMBIA3301) para la transferencia de ADN ya que produjo los mayores 

grados de expresión gus según la escala de evaluación desarrollada.  

 

4.2.2 Plasmidios 

Los plasmidios  influyeron en la transformación genética de los callos organogénicos de 

Phaseolus vulgaris var CIAP7247F.  Se observaron diferencias significativas en los 

grados de expresión gus transitoria cuando se realizó la transformación con la cepa EHA 

105 con los plasmidios (pCAMBIA 3301 y pTJK 136).  
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Con el plasmidio pCAMBIA 3301 se logró el mayor valor del área del callo cubierta de 

puntos azules (3.49) según la escala de evaluación desarrollada en el presente trabajo, 

esto se correspondió con que la mayoría de los callos presentaron el 50% del área 

cubierta de puntos azules (Figura 5a). Mientras que, con el (pTJK 136) se logró  1.64 

como  valor promedio del grado de expresión gus transitoria el cual se correspondió con 

que los callos presentaron el 25% del área cubierta de puntos azules (Figura 5b).  

                                                                                                                                                                                                                                                                  

 

                                                            

Figura 5. Expresión gus transitoria en callos de Phaseolus vulgaris var. CIAP 7247F 

cocultivados con la cepa EHA105 de Agrobacterium tumefaciens portando diferentes 

plasmidios. A) pCAMBIA3301 y B) pTJK 136 

 

Según los resultados del presente experimento se determinó utilizar para la 

tranformación genética de callos organogénicos de P. vulgaris var. CIAP7247F el 

plasmidio (pCAMBIA3301) ya que produjo los mayores grados de expresión gus según 

la escala de evaluación desarrollada. 

 
4.2.3 Condiciones de iluminación durante el cocultivo 
 
Las condiciones de iluminación estudiadas influyeron en la transformación genética de 

los callos organogénicos de Phaseolus vulgaris L. var CIAP7247F.  Se encontraron 

diferencias significativas en los grados de expresión gus transitoria cuando se realizó la 

transformación con las condiciones de iluminación: fotoperíodo de 16-8 horas/luz-Osc y  
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oscuridad constante. Con el fotoperíodo de 16-8 horas/luz-Osc se logró el mayor valor 

del área del callo cubierta de puntos azules (2.70) según la escala de evaluación 

desarrollada en el presente trabajo, esto se correspondió con que la mayoría de los 

callos presentaron el 50% del área cubierta de puntos azules (Figura 6a). Mientras que, 

a  oscuridad constante se logró (1.83) como  valor promedio del grado de expresión gus 

transitoria, el cual se correspondió con que los callos presentaron el 25% del área 

cubierta de puntos azules (Figura 6b). 

 

 

 

Figura 6. Expresión gus transitoria en callos de Phaseolus vulgaris var. CIAP 7247F 

cocultivados en dos condiciones de luz A) fotoperíodo de 16-8 horas/luz-Osc  y B) 

oscuridad constante 

 

Según los resultados del presente experimento se determinó utilizar para la 

transformación genética de callos organogénicos de P. vulgaris var. CIAP7247 el 

fotoperíodo 16-8 horas/luz-Osc ya que produjo los mayores grados de expresión gus 

transitoria según la escala de evaluación desarrollada. 

 
4.1.3 Concentración bacteriana  
 

Las dos concentraciones bacterianas estudiadas influyeron en la transformación 

genética de los callos organogénicos de Phaseolus vulgaris var CIAP7247F.  Se 

presentaron diferencias significativas en los grados de expresión gus transitoria cuando  
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se realizó la transformación a una DO600nm: 0.5 y DO600nm: 0.05. Con la DO600nm: 

0.5  se logró el mayor valor del área del callo cubierta de puntos azules (3.37) según la 

escala de evaluación desarrollada en el presente trabajo, esto se correspondió con que 

la mayoría de los callos presentaron el 50% del área cubierta de puntos azules (Figura 

7a). Mientras que, con  la DO600nm: 0.05 se logró (1.59) como  valor promedio del 

grado de expresión gus transitoria, el cual se correspondió con que los callos 

presentaron el 25% del área cubierta de puntos azules (Figura 7b). 

 

                                                                        

Figura 7. Expresión gus transitoria en callos de Phaseolus vulgaris var. CIAP 7247F 

cocultivados en dos concentraciones bacterianas A) DO600nm: 0.5  y B) DO600nm: 0.05 

 

Según los resultados del presente experimento se determinó utilizar para la 

transformación genética de callos organogénicos de P. vulgaris var. CIAP7247 la 

concentración bacteriana a una DO600nm: 0.5  ya que produjo los mayores grados de 

expresión gus transitoria según la escala de evaluación desarrollada. 

 

4.1.4 Tiempo de subcultivo  

El tiempo de subcultivo influyó en la transformación genética de los callos organogénicos 

de Phaseolus vulgaris var CIAP7247F.  Se observaron diferencias significativas en los 

grados de expresión gus transitoria cuando se transformaron callos de diferentes 

tiempos de subcultivo. En los explantes de 42 días de subcultivo se logró el mayor valor  
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del área del callo cubierta de puntos azules (2.52) según la escala de evaluación 

desarrollada en el presente trabajo, esto se correspondió con que la mayoría de los 

callos presentaron el 50% del área cubierta de puntos azules (Figura 8a). Mientras que, 

con  explantes más jóvenes  (21 días de subcultivo) se alcanzó 1.75 como  valor 

promedio del grado de expresión gus transitoria el cual se correspondió con que los 

callos presentaron el 25% del área cubierta de puntos azules (Figura 8b). 

 

                     

Figura 8. Expresión gus transitoria en callos de Phaseolus vulgaris var. CIAP 7247F 

cocultivados con dos tiempos de subcultivo A) 42 días  y B) 21 días 

 

Según los resultados del presente experimento se determinó utilizar para la 

transformación genética de callos organogénicos de P. vulgaris var. CIAP7247 el tiempo 

de subcultivo de 42 días ya que produjo los mayores grados de expresión gus transitoria 

según la escala de evaluación desarrollada. 

 

4.3 Transformación genética de callos de P. vulgaris mediada por A. tumefaciens y 

análisis molecular de líneas regeneradas 

4.3.1 Transformación genética de P. vulgaris mediada por A. tumefaciens 

Con la aplicación de los parámetros estandarizados en el presente trabajo, se obtuvieron 

plantas transgénicas de Phaseolus  vulgaris var CIAP 7247F. Los callos seleccionados 

con glufosinato de amonio presentaron más del 75% del área con necrosis. El 21% de  
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los callos transformados sobrevivieron a la selección y la  frecuencia de regeneración de 

plantas probablemente transgénicas fue de un 3.05%.  

Del total de líneas probables transgénicas regeneradas (8), fueron detectadas, mediante 

el análisis histoquímico, dos líneas gus-positivas. La expresión estable del gen gus, en 

hojas de plantas regeneradas, indicó que la transformación fue estable, al igual que la 

expresión de los genes introducidos (Figura 9). Pese a que la expresión estable del gen 

gus fue evidente en las líneas transgénicas 1 y 2, se apreciaron diferencias notables en 

la intensidad de la tinción. La línea 2 mostró niveles de expresión más altos que la línea 

1 (Figura 9).   

 

 

 
 

 

 

 

 

 

       

Figura 9. Expresión estable de la β-glucuronidasa. (A) hoja de planta no transformada, 

(B) hoja de planta positiva (línea 1), (C) hoja de planta positiva (línea 2) 

 

4.3.2. Análisis molecular de las líneas de plantas regeneradas 

4.3.2.1 Análisis de la progenie mediante la Reacción en cadena de la polimerasa 

(RCP) 

La integración del gen gus fue confirmada mediante el análisis de RCP en una de las 

plantas provenientes de la línea 1 y en tres de las plantas progenies de la línea 2 (Figura 

10). La longitud (637pb) del producto de la amplificación con los oligunucleótidos gus en 

todas las muestras positivas coincidió con el control positivo utilizado (Figura 10). Los 

resultados demostraron que el gen gus fue transferido de la planta transformada a la 

A B C 
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progenie en las dos líneas transgénicas obtenidas. Sin embargo, en el caso de la línea 1 

este gen no fue heredado de forma Mendeliana, ya que el gen se detectó solo en una 

progenie de las siete analizadas. Es importante destacar que de cuatro descendientes 

obtenidos a partir de la línea 2, tres tuvieron el gen gus integrado a su ADN, lo que 

sugiere que en está línea la trasmisión de este gen cumplió los principios de la herencia 

Mendeliana con proporción de 3:1.  Todas las plantas que resultaron gus-positivas 

provenientes de las dos líneas transgénicas analizadas tuvieron el gen bar insertado en 

su ADN (Figura 11), lo que corroboró una correcta integración de los transgenes de 

interés en el genoma de las plantas inicialmente transformadas. A modo de resumen, el 

protocolo de transformación propuesto se muestra en la figura 12. Al respecto en la 

literatura científica sólo se han descrito protocolos de regeneración para Phaseolus 

vulgaris (Veltcheva y Svetleva. (2005); Arellano et al., 2008; Kwapata et al., 2009). El 

protocolo de transformación  propuesto en el presente trabajo constituye por tanto, el 

primer informe que describe un protocolo de transformación de callos organogénicos de 

P. vulgaris. El mismo podrá ser utilizado en posteriores trabajos  de transformación en 

esta especie.  
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Figura 10. Análisis mediante la RCP utilizando ADN genómico de plantas T1 

provenientes de de las líneas transgénicas 1 y 2. Amplificación de fragmento del gen 

gusA. 1 y 13) Plasmidio pCAMBIA3301; 2) ADN de planta no transformada, 3-9) ADN de 

plantas proveniente de la línea 1; 10, 14, 15 y 16) ADN de plantas provenientes de la 

línea 2; 11 y 17) Reacción de PCR sin ADN molde; 12 y 18) Marcador molecular 

(GeneRuler™ DNA Ladder Mix). En cada caso se señalan las bandas del patrón de peso 

más cercanas al fragmento amplificado 
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Figura 11. Análisis mediante la RCP utilizando ADN genómico de las plantas T1 gus-

positivas provenientes de las líneas transgénicas 1 y 2. Amplificación de fragmento del 

gen bar. 1) Plasmidio pCAMBIA3301; 2) Línea 1: planta 7 gus-positivo, 3-5) Línea 2: 

plantas 1, 3 y 4 gus-positivo; 6) ADN de planta no transformada; 7) Reacción de RCP 

sin ADN molde 

 

Con el empleo de los parámetros estandarizados se obtuvieron plantas transformadas 

de P. vulgaris. A través del análisis histoquímico se identificaron dos líneas 

genéticamente modificadas estables. El uso de la RCP permitió confirmar que los 

transgenes fueron transferidos de las plantas inicialmente transformadas, a sus 

progenies.  
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Figura 12. Protocolo de transformación genética de P. vulgaris mediada por A. 

tumefaciens. MC: medio de cultivo. MPC: medio de cultivo de proliferación de callos 
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5- Discusión 

5.1 Determinación de la concentración mínima inhibitoria del herbicida comercial 

Glufosinato de amonio para la transformación genética en P. vulgaris  

 

Independientemente del método de transferencia de genes usado, el número de células 

que establemente integran y expresan los transgenes introducidos es pequeño. Por lo 

tanto se necesita que los genes marcadores de selección distingan eficientemente estas 

células, de una gran cantidad de células no transformadas. Los genes clásicos de 

resistencia a antibióticos y herbicidas (Miki et al., 2009) han sido ampliamente usados 

para la selección de leguminosas genéticamente transformadas. 

El glufosinato de amonio es un proherbicida no selectivo, que es convertido por las 

plantas en la fitotoxina fosfinotricina (PPT). El herbicida actúa inhibiendo la enzima de la 

asimilación esencial de amonio: glutamina sintetasa (GS). Desde su descubrimiento, el 

sistema de genes bar/pat, han sido usados exitosamente en transferir resistencia al 

herbicida glufosinato en un gran número de cultivos incluyendo el arroz (Christou et al., 

1991), trigo (Vasil et al., 1992), algodón (Keller et al., 1997), lechuga (Mohapatra et al., 

1999), caña de azúcar (Falco et al., 2000), soya (Zeng et al., 2004) y frijol (Aragao et al., 

2002). 

En Phaseolus vulgaris se ha informado el uso del gufosinato de amonio como agente 

selectivo en la transformación genética vía Biobalística (Aragao et al., 2002). Estos 

autores indicaron como concentración mínima inhibitoria 500 g ha-1 en condiciones de 

invernadero y 400 g ha-1 en  campo en los cultivares „Olathe‟ y „Carioca‟. Sin embargo, 

en el presente trabajo se empleó como  concentración mínima inhibitoria 0,5 mg l-1 de 

glufosinato de amonio pero en condiciones in vitro en callos organogénicos de P. 

vulgaris var CIAP7247F los cuales mostraron más del 75% del área con necrosis  y 

necrosis total. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Da Silva y Yuffá (2004) 

quienes seleccionaron esta misma concentración mínima inhibitoria pero en la 

transformación genética de callos y embriones somáticos de  Coffea arabica (L.) cv. 

Catimor, en los cuales se observó necrosis en la totalidad de los callos bajo esta 

concentración.  
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En otras leguminosas se ha empleado 2 mg l-1  de glufosinato de amonio, pero en 

diferentes explantes. Por ejemplo: Khalafalla et al. (2004)  en hojas de Vigna angularis 

(Wild.) Adesoye et al. (2010) en Vigna unguiculata (L.) Walp. Estos mismos autores, 

lograron una reducción del crecimiento de brotes y raíces de un 60% y un 80% 

respectivamente. 

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, los resultados logrados en la presente 

investigación al utilizar callos organogénicos de Phaseolus  vulgaris para la 

transformación genética, pudieran estar relacionados con una respuesta diferencial del 

genotipo, además de las características morfogenéticas de los tipos de explantes blanco 

utilizados en cada uno de los estudios. Brukhin et al. (2000) indicaron  que el  nivel de 

tolerancia fue mayor, cuando se emplearon para la selección  plantas adultas de  Picea 

abies, donde la concentración del agente selectivo fue de 100 mg l-1 de glufosinato de 

amonio. 

En callos de otras especies se ha utilizado 2mg l-1 como concentración mínima inhibitoria 

de glufosinato de amonio. Nakamura et al (2010) para callos de arroz y Long et al. 

(2011) en callos embriogénicos de Festuca arundinacea (Schreb.). 

Por su parte varios autores indicaron 3 mg l-1 como la concentración mínima inhibitoria 

en la transformación genética de diferentes especies de plantas; así  Van Boxtel et al. 

(1997) en hojas de C. arabica L. cv (Catuai, cv KF21) y C. canephora (L.),  Knapp et al. 

(2000) en tres géneros de orquídea (Brassia, Catleya y Doritaenopsis)  indicaron la 

presencia de secciones necróticas de las hojas de las plantas transformadas en pocas 

semanas, y Hoa et al. (2008).en nudos cotiledonales de Glicine max (L.) Merrill. 

Por otro lado, en leguminosas tales como: Vigna radiata (L.) Wilczek (Saini et al., 2007), 

Vigna mungo (L.) Hepper (Muruganantham et al., 2007), Leucaena leucocephala Wit. 

(Sandro Jube y Borthakur, 2008); se han utilizado concentraciones más bajas, pero del 

producto activo del glufosinato de amonio (fosfinotricina). En todos los casos se observó 

como principal afectación, la necrosis total del material tratado con este agente selectivo. 

Los autores anteriormente mencionados (Aragao et al., 2002; Da Silva y Yuffá,  2004; 

Khalafalla et al., 2004; Adesoye et al., 2010) no definieron los grados de las afectaciones 

en las plantas ante la presencia del agente selectivo, lo que dificulta su evaluación y la  
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comparación con otros estudios en esta especie. Al respecto en la literatura científica no 

se refiere la utilización de un sistema que permita la evaluación de los niveles de 

afectación provocados por el agente selectivo. La escala descriptiva de grados 

propuesta en el presente trabajo constituye el primer informe sobre esta herramienta de 

evaluación, de gran utilidad en la determinación de los niveles de afectación provocados 

por el glufosinato de amonio en callos organogénicos de P. vulgaris var CIAP7247F.  

 

5.2 Determinación de  las condiciones de cocultivo para la transformación genética 

en callos de Phaseolus vulgaris  

La transferencia de ADN y su integración en el genoma de la planta está influido por 

varios factores que incluyen: genotipo, tipo de explantes, temperatura, composición del 

medio de cultivo, daño al tejido, supresión y eliminación de la infección con 

Agrobacterium tumefaciens, después del cocultivo. La evaluación de la expresión 

transitoria para determinar la influencia de cada uno de estos factores en la 

transformación genética, es difícil por lo que  varios autores difieren en cuanto a la 

manera en que la realizan. De Bondt et al. (1994) por conteo de zonas teñidas en 

general y De Clercq et al. (2002) por conteo de puntos y manchas azules. Al respecto en 

la literatura científica no se refiere la utilización de un sistema que permita la evaluación 

de los niveles de expresión gus transitoria. La escala descriptiva de grados propuesta en 

el presente trabajo para la evaluación de los sectores del callo con expresión gus 

transitoria, constituye el primer informe sobre esta herramienta de evaluación, de gran 

utilidad en la determinación de los niveles gus en callos organogénicos de P. vulgaris  L. 

var CIAP7247F. 

 

5.2.1 Cepa bacteriana  

La cepa de Agrobacterium tumefaciens utilizada en la transferencia de ADN puede influir 

de manera importante en la eficiencia de la transformación genética. La virulencia, así 

como las diferencias estructurales y organizacionales del ADN-T y los genes vir pueden 

ser distintos entre una cepa y otra lo que afectaría su capacidad de infección (Cervera et 

al., 1998).  
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En algunas especies de plantas, cepas más virulentas incrementan la eficiencia de este 

proceso (Nadolska-Orczyk y Orczyk 2000) y en otras ocurre lo contrario (Wroblewski et 

al., 2005). En general este último efecto ocurre debido a la muerte de la célula vegetal 

por la infección con cepas “súper-virulentas” que inducen una respuesta necrótica en 

algunas especies de plantas, como se ha observado en A. thaliana (L.) Heynh y 

Nicotiana tabacum L. (Wroblewski et al., 2005).  

Veltcheva et al. (2005) y Svetleva et al. (2003) estudiaron diferentes cepas de 

Agrobacterium tumefaciens (EHA 105, C58C1, LBA4404) en la transformación genética 

de Phaseolus vulgaris y refirieron la influencia de las mismas en la eficiencia de este 

proceso.  

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron una mayor expresión gus 

cuando se empleó la cepa EHA105 en callos organogénicos de Phaseolus vulgaris var 

CIAP7247F.  

Según De Clercq et al. (2002) la cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA101 o sus 

derivados (EHA105, o su progenitor oncogénico el A281) es reconocido como que es 

superior, facilitando la transferencia de genes a las células de las plantas. Sin embargo la 

respuesta de esta cepa en estudios de transformación genética en P. vulgaris no siempre 

ha presentado la misma eficiencia de transformación (Zhang et al., 1997). Jube  y  

Borthakur (2009), informaron una baja eficiencia en la  transformación  genética de 

Leucaena leucocephala Wit. al utilizar la cepa EHA105. Resultados similares fueron 

obtenidos con esta misma  cepa por Jaiwal et al. (2001), en la transformación genética 

de Vigna radiata (L.) Wilczek. De igual modo esto fue descrito en otras especies de 

plantas como: arroz (Hiei  et al., 1994) y algodón (Sunilkumar y Rathore et al., 2001). Es 

por ello que es importante la evaluación de varias cepas de Agrobacterium tumefaciens 

para cada especie y genotipo en investigación. 

Los resultados del presente trabajo coinciden con los obtenidos por Nadolska-Orczyk y 

Orczyk. (2000) quienes informaron una alta eficiencia de transformación con la cepa 

EHA105 en chícharo, comparado con las cepas LBA4404 y C58C1Riff (pMP90).  
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Similares resultados fueron obtenidos por Solleti et al. (2008) quienes usaron estas 

mismas cepas, además de la AGL1 en la transformación genética de Vigna unguiculata 

(L.) Walp, y obtuvieron con la cepa EHA 105 la mayor eficiencia de transformación 

(76%). Por otro lado Hood et al. (1993) al comparar la eficiencia de transformación de 

tres cepas de Agrobacterium: EHA105, MOG101 y  MOG301, en secciones de hojas de 

tabaco, lograron altos porcentaje (66%) de explante transformados con la cepa EHA105. 

En estudios similares Akacay et al. (2009) emplearon tres cepas de Agrobacterium 

tumefaciens: EHA105, C58C1, y KYRT1 las que portaron el plasmidio  pTJK136 par la 

transformación genética de nudos cotiledonales de lenteja (Lens culinaris Medik), la cepa 

EHA105 fue la de mejores resultados. De igual forma Colina et al. (2004) obtuvieron los 

mejores resultados al utilizar la cepa EHA105 con cinco días de cocultivo en la 

transformación genética de ápices procedentes de plantas in vitro del híbrido de Carica 

papaya (L.) IBP42-99.  

 

5.2.2 Plasmidios 

La construcción genética utilizada también contribuye a las diferencias en la eficiencia 

del proceso de transformación genética. Algunos autores, han obtenido resultados 

positivos en la transformación de frijol al usar construcciones que contienen el promotor 

CaMV35S  (Zambre et al., 2005; Amugune et al., 2011). 

En el presente trabajo al transformar callos organogénicos de Phaseolus vulgaris var 

CIAP7247F, se obtuvieron los mayores grados de expresión gus transitoria al utilizar la 

cepa EHA105 que contenía el plasmidio pCAMBIA3301. Esto pudo estar dado por las 

diferencias en el intrón presente en el gen gusA; en el pCAMBIA3301 se utilizó el intrón 

de catalasa, mientras en el pTJK136 se utilizó el intrón st-ls1 de la papa (Solanum 

tuberosum (L.), aunque esta especulación pudiese confirmarse con estudios más 

profundos de expresión estable, como estudios fluorométricos. 

Al respecto, Tanaka et al. (1990) y Ohta et al. (1990) al estudiar el efecto del intrón 

catalasa en la expresión β-glucurunidasa,  en protoplastos de tabaco (dicotiledónea) 

indicaron el efecto estimulador de este, en la expresión gus, lo cual estuvo 

correlacionado con un eficiente splicing del pre-ARNm y  un incremento del ARNm  
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maduro. Estos resultados indicaron que el gen reportero gus con el intrón, fueron útiles 

en el monitoreo de la transferencia de genes vía Agrobacterium tumefaciens. 

Libiakova et al., 2001 al realizar la transformación genética en este mismo tipo de tejido, 

compararon dos construcciones genéticas: una que contenía en intrón st-ls1 con el 

marcador de selección nptII, y otra sin el intrón. Estos autores encontraron similar 

frecuencia de transformación con ambas construcciones. 

 

5.2.3 Condiciones de iluminación durante el cocultivo  

La Transferencia de ADN es un proceso estrechamente regulado, donde múltiples 

factores de la interacción planta hospedante y bacteria son requeridos simultáneamente 

para el proceso de transformación genética (Tzfira y Citovsky, 2002). Cualquiera de 

estos factores pudiera afectar la respuesta a diferentes condiciones de luz. Por parte de 

la bacteria, la eficiencia de la transferencia del ADN depende grandemente  de cuán 

eficientemente  los genes vir son inducidos.  

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron una mayor expresión gus 

cuando se empleó el fotoperíodo 16-8h luz/ osc en callos organogénicos de Phaseolus 

vulgaris var CIAP7247F.  

Según Zambre et al. (2003) el efecto promotor de la luz en la transferencia de ADN 

probablemente no es mediado por un aumento de los inductores del gen vir. Este autor 

planteó tres razones en relación a esto: los explantes fueron dañados, lo cual libera los 

inductores del gen vir, las bacterias fueron pre-inducidas con acetociringona antes del 

cocutivo y  los medios de cocultivo fueron optimizados para la inducción del gen vir con 

relación al ph y la concentración de monosacáridos y acetociringona. Con mayor 

probabilidad las frecuencias de transferencia de ADN-T son influidas por la luz, no al 

nivel de la bacteria, sino a través de la competencia de las células de la planta por la 

fijación de Agrobacterium o la toma del ADN-T. Diferentes condiciones de luz pueden 

afectar diferentes factores fisiológicos que a su vez influyen en la competencia por la 

transferencia de ADN-T. Estos factores incluyen: el nivel de hormonas de la planta, la 

proliferación celular y el estadio del ciclo celular (Villemont et al. 1997).  
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Los mayores grados de expresión gus observados bajo un fotoperíodo de 16/8-h 

luz/oscuridad en callos de P. vulgaris var CIAP7247F, pudieron estar dados por las 

frecuencias en la transferencia de ADN, la cual es influida por la luz, ya que según este 

autor las condiciones de iluminación afectan los factores fisiológicos que influyen en la 

competencia por la transferencia de ADN.  

Los resultados del presente trabajo coinciden con lo informado por De Clercq et al. 

(2002) quienes obtuvieron  los mejores resultados en la transformación genética vía 

Agrobacterium tumefaciens en callos de Phaseolus acutifolius A. Gray con un 

fotoperíodo de 16/8-h luz/oscuridad, mientras que en la oscuridad constante se 

presentaron los menores grados de expresión gus. Por otro lado Nan et al. (1997) 

indicaron que la luz incrementa la cantidad de alcohol coniferyl; el inductor del gen vir de 

la orquídea Dendrobium.  

Por su parte Zambre et al. (2003) utilizaron callos de Phaseolus acutifolius y segmentos 

de raíz de Arabidopsis thaliana en cocultivo con Agrobacterium tumefaciens  con 

diferentes condiciones de luz como: oscuridad constante, fotoperíodo 16-8h luz/ 

oscuridad y luz continua. Estos autores concluyeron, que la transferencia del ADN 

estuvo altamente correlacionada con el período de luz, siendo mayor la actividad gus 

transitoria cuando se utilizó luz continua para los dos tipos de explantes. La actividad 

gus transitoria fue monitoreada a diferentes intervalos y las manchas observadas en los 

tejidos tratados en la oscuridad se desarrollaron solo después de una larga incubación 

(mayor de 24h). De igual forma Escudero y Hohn (1997) indicaron la inhibición de la 

transferencia de ADN en hojas de tabaco inoculadas con Agrobacterium tumefaciens y 

mantenidas en la oscuridad. Esta inhibición se atribuye al cierre de los estomas, puesto 

que estos son la ruta de infección más elegible en este sistema particular de 

transformación.  

Estos resultados contrastan con los obtenidos por Landazábal et al, (2008), donde la 

oscuridad continua durante el cocultivo de clavel (Dianthus caryophyllus L.), incrementó 

la transferencia de ADN. Estos resultados pudieron estar relacionados con la inducción 

de genes de flagelación en la bacteria. La flagelación interviene en la motilidad de la  
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bacteria y en su respuesta quimiostática, ambos importantes factores de virulencia, 

determinantes en la interacción huésped-patógeno (Oberpichler et al. 2008). 

 

5.2.4 Concentración bacteriana 

La concentración óptima de Agrobacterium tumefaciens, es un parámetro importante a 

tener en cuenta en cualquier protocolo de transformación, puesto que cantidades 

pequeñas pueden tener por resultado la reducción de la transferencia de ADN, mientras 

que concentraciones más altas pueden causar muerte del explante banco. Ello depende 

de la cepa de Agrobacterium y del tejido de planta usado (Gurlitz et al., 1987). 

Los resultados del presente trabajo coinciden con los obtenidos por Ko y Korban. (2004)  

quienes con una concentración bacteriana de 0,5 obtuvieron los mayores grados de 

expresión gus en la transformación genética de  callos de Glisine max. En línea con 

estos resultados Zambre et al., (2005) determinaron 0,5 como la concentración 

bacteriana óptima para la transformación genética de callos de Phaseolus acutifolius.  

Por otro lado, Sharma et al., (2011) estudiaron el efecto de la concentración bacteriana 

en la transformación genética vía Agrobacterium tumefaciens en callos de Eleusine 

coracana (L.)  

Gaertn. Estos autores describieron que con 0,8 y 25 minutos de infección fue la mejor 

concentración bacteriana, con un 58% de expresión gus transitoria. Betancourt et al. 

(2008) evaluaron el efecto de diferentes concentraciones bacterianas en el proceso de 

transformación vía Agrobacterium tumefaciens en caña de azúcar, resultando como la 

mejor concentración la de 0,2 al momento de la inducción con acetociringona, con un 

tiempo de cocultivo de siete días. Estos autores concluyeron que a medida que la 

densidad óptica fue mayor el porcentaje de callos con expresión gus positiva disminuyó 

llegando a ser cero en los casos donde se empleó la mayor concentración.  

Hiei et al. (1997) reportaron que la  transformación de arroz fue posible cuando la 

densidad de Agrobacterium tumefaciens se hallaba entre1.0 x 106 y 1.0x1010 (cfu) ml-1 y 

la concentración óptima fue aproximadamente 1.0 x 1010 cfuml-1. La misma densidad de 

Agrobacterium tumefaciens fue exitosamente usada mas tarde en maíz (Ishida et al., 

1996) y adoptadas por muchos otros laboratorios para varios genotipos y explantes en  
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arroz. Densidades de Agrobacterium tumefaciens más altas o más bajas que 1.0 x 1010 

cfuml-1 fueron evaluadas sistemáticamente en maíz (Zhao et al., 2001). La expresión 

transitoria gus se incrementó con la densidad más alta, pero la frecuencia de iniciación 

de callos fue reducida y la frecuencia pico de transformación se alcanzó con 0.5 x 1010 

cfuml-1 de Agrobacterium tumefaciens. Experimentos con varios explantes de trigo 

mostraron que a densidades más altas de Agrobacterium tumefaciens podría 

incrementarse la expresión transitoria gus, pero no estaba correlacionada con una 

frecuencia más alta de transformación (Cheng et al., 1997).  

Una densidad de Agrobacterium tumefaciens más alta que 1 x 1010 cfu usualmente 

dañan las células de la planta y resultaron en valores más bajos de recuperación celular, 

lo que redujo la frecuencia de transformación estable. Sin embargo cuando una 

densidad mayor de Agrobacterium tumefaciens es necesaria para explantes de especies 

recalcitrantes, la frecuencia de transformación puede ser incrementada con un período 

de inoculación corto, un enjuague suave del explante después de la inoculación con 

medio de inoculación fresco, o la adición de un agente bactericida como el nitrato de 

plata en el medio de cocultivo (Zhao et al., 2001; Zhang et al., 2003).  

 

5.2.5  Tiempo de subcultivo 

Como bien lo mencionan varios autores, un factor importante a considerar en la 

transformación es el tipo de explante a utilizar, así como la edad del mismo (Kamisaka y 

Shibata, 1997; Birch, 1997). Además la edad del tejido u órgano usado como explante 

inicial, así como el tipo de explante a utilizar, influye en el cultivo eficiente de plantas in 

vitro (George et al., 2008). En Phaseolus vulgaris algunos autores confirmaron el rol 

determinante de la edad y el tipo de explante a utilizar en el proceso de regeneración; 

requisito indispensable a tener en cuenta en cada protocolo de transformación genética 

(Veltcheva y Svetleva, 2005; Arellano et al. 2009).  

En el presente trabajo el uso de callos organogénicos de 42 días de edad de P. Vulgaris, 

fue determinante para la transformación genética de los mismos, ya que  están 

conformados de células poco diferenciadas y mitóticamente activas, lo que facilita la 

infección por Agrobacterium tumefaciens, a diferencia de los callos más jóvenes (de 21  



                                                                                                                                           Discusión 
 

59 

 

 

días de edad), con menor grado de actividad mitótica, en los cuales la infección se 

dificulta más, y por tanto presentaron un menor grado de expresión gus. 

Estos resultados pudieran estar relacionados con que los callos de 42 días de cultivo 

tienen más tejido en fase de multiplicación y por lo tanto la epidermis de este tejido es 

más sensible y las heridas son mayores, de tal forma que dejan expuestas una mayor 

cantidad de células a la acción de Agrobacterium  tumefaciens, por lo que se produce 

una mayor transferencia de ADN. Además, ello puede estar dado por la diferencia en el 

metabolismo de los tejidos, dependiendo de su estado de crecimiento ya que a los 21 

días de subcultivo, los callos se encuentran recuperándose del estrés provocado por las 

condiciones de cultivo y comienzan el crecimiento. Sin embargo, a los 42 días, los 

mismos se encuentran con un crecimiento más estable y por tanto continuo, lo que 

pudiera condicionar un estado fisiológico que beneficie la transferencia de ADN. 

Al parecer en los tejidos con división activa, las células mantienen un estado fisiológico 

más adecuado, debido a una mayor concentración de auxinas lo que le da a las células 

mayor competencia para la transformación genética (Ghorbel et al., 2000). Este estado 

fisiológico del tejido le permite responder más fácilmente al estímulo de los genes 

encargados de la transferencia de ADN y esto provoca que sean tejidos más 

susceptibles a la infección de Agrobacterium tumefaciens, y por tanto presenten mayor 

eficiencia de transformación.   

Los resultados obtenidos demuestran que la transferencia de ADN está estrechamente 

relacionada con el grado de diferenciación de los tejidos. Estos resultados coinciden con 

lo señalado por Cervera et al (2000), que indicaron, en tejidos menos diferenciados, se 

incrementa la susceptibilidad de las células vegetales a la infección de Agrobacterium, lo 

que incrementa la eficiencia de transformación. Además de acuerdo Bond y Roose, 

(1998) informaron que en los tejidos adultos (diferenciados), hay menor número de 

células en división activa y por lo tanto son menos susceptibles a la integración del ADN-

T. 
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5.3 Transformación genética de callos de Phaseolus vulgaris mediada por A. 

tumefaciens y análisis molecular de líneas regeneradas 

5.3.1 Transformación genética de P. vulgaris mediada por A. tumefaciens 

La expresión transitoria de los transgenes durante un protocolo de transformación 

mediada por Agrobacterium tumefaciens es un indicativo de la transferencia del ADN del 

vector a las células hospederas durante el cocultivo. Este indicador fue de gran 

importancia para la estandarización de los parámetros relacionados con la transferencia 

de ADN de Agrobacterium tumefaciens a las células de P. vulgaris. 

En concordancia con los objetivos trazados en este trabajo se obtuvieron plantas 

transgénicas de P. vulgaris. El análisis histoquímico demostró que existieron diferentes 

patrones de expresión del gen gus para cada línea transgénica evaluada. Este resultado 

pudo estar dado por una integración diferente de los transgenes, lo que ocasionó 

variaciones en la respuesta de cada línea transformada respecto a la oxidación de la 

enzima β-glucuronidasa.  

La expresión gus estable es un indicativo del porcentaje de líneas transformadas con 

transgenes funcionales, dentro del total de líneas regeneradas además de las 

inserciones completas del ADN-T en los protocolos de transformación por Agrobacterium 

(Gelvin, 2003).  

Aunque la expresión de los transgenes reporteros en líneas transformadas, en cierta 

manera subestima la eficiencia de la transformación partir de estimaciones 

histoquímicas. La detección de plantas gus-positivas es un indicativo del porcentaje de 

líneas transformadas con transgenes funcionales, dentro del total de líneas regeneradas. 

  

5.3.2 Análisis molecular de las líneas de plantas regeneradas 

5.3.2.1Análisis de la progenie mediante la Reacción en cadena de la polimerasa 

(RCP) 

La confirmación de la presencia de los genes gusA  y bar en las líneas transgénicas, así 

como la expresión de la β-glucuronidasa en la planta demuestran la funcionalidad de los 

promotores empleados para la transformación genética de  Phaseolus vulgaris. Es 

importante destacar que a diferencia del análisis histoquímico, los análisis moleculares 
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como la RCP son más sensibles para la detección de plantas transgénicas. Pues este 

análisis molecular es capaz de identificar las secuencias de los transgenes aunque estos 

no se expresen. Con la aplicación de la RCP se demostró que los transgenes gus  y bar 

fueron transferidos de las plantas originalmente transformadas a las progenies derivadas 

de estas. A través de esta misma técnica se identificó la línea en la que estos 

transgenes  fueron heredados de forma Mendeliana con proporción de 3:1.  

En el caso de la línea 1 donde el gen gus se transmitió en una proporción no esperada 

1:6. Esta segregación anormal del transgén pudo ser debido a que la planta inicial 

transformada fuese una quimera ó a que esta planta presentó numerosas inserciones 

del gen. De ahí que por lo general es deseable la inserción de una sola copia debido a 

que se minimiza así la probabilidad de que el inserto interrumpa alguna secuencia 

funcional y por tanto afecte alguna otra función de la planta (Vaucheret y Fagard 2001). 

Este fenómeno también pudo haber sido condicionado por la falta de transmisión del gen 

gus por uno de los gametos, ya sean masculinos ó femeninos (Olhoft et al., 2003).     

En resumen, puede decirse que las condiciones definidas para la estandarización de los 

parámetros en la transformación genética de Phaseolus vulgaris var CIAP7247F fueron:  

El empleo de callos organogénicos en el segundo subcultivo de multiplicación, con la 

cepa EHA 105 (pCAMBIA3301), con fotoperíodo de 16-8 horas de luz/oscuridad, una 

concentración bacteriana de 0.5 de DO600  y una concentración mínima inhibitoria de 

0.50 mg.l-1 de glufosinato de amonio para la selección de los callos. En estas 

condiciones se logró la obtención de  plantas transformadas genéticamente de con 

características estables en su progenie.  
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6. CONCLUSIONES 

 

1- La determinación de la concentración mínima inhibitoria del agente selectivo 

glufosinato de amonio, permitió la selección de plantas transformadas de Phaseolus 

vulgaris var CIAP7247F.  

 

2- Con la estandarización de los parámetros: cepa bacteriana, plasmidio, fotoperíodo, 

concentración bacteriana y tiempo de subcultivo, se logró la transformación genética 

de callos organonénicos de Phaseolus vulgaris var CIAP7247F. 

 

3- La aplicación de los parámetros estandarizados permitió la obtención de  plantas 

transformadas genéticamente de Phaseolus vulgaris var CIAP7247F con 

características estables en su progenie.  

 
 



                                                                                                                                     Recomendaciones 
 

63 

 

 

7. RECOMENDACIONES 

 

1- Transformar callos organógenicos de  Phaseolus vulgaris L. var. BAT-93, BAT-

482 e Ica Pijao según los  parámetros estandarizados en el presente trabajo.  

 

2- Incrementar la precisión de la  actividad gus transitoria  mediante ensayos 

fluorométricos,  en la estandarización de condiciones de cocultivo en los 

protocolos de transformación genética vía A. tumefaciens en Phaseolus vulgaris 

var. CIAP 7247F 
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