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Resumen

AEI frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una fuente importante de proteinas para las
personas, principalmente en los paises en desarrollo. Varias enfermedades
bacterianas, fungosas vy virales afectan la produccién de frijol en el mundo, causando
importantes pérdidas econdmicas a los productores de este grano. Para disminuir las
pérdidas en este cultivo es necesaria la obtencién de variedades mejoradas. Sin
embargo, los métodos tradicionales de mejoramiento estan limitados por el bajo
potencial de recombinacién en esta especie, las barreras sexuales y el aborto de
embriones en hibridos interespecificos. La transformacién genética puede ayudar a los
mejoradores a introducir rasgos nuevos en el frijol y contribuir a mejorar la tolerancia o
resistencia a factores bidticos y abidticos que limitan su rentabilidad. El objetivo de este
trabajo fue establecer diferentes sistemas de regeneracién en P. vulgaris, y su
aplicacion para el desarrollo de un método de transformacion genética via
Agrobacterium tumefaciens. Se estableci- un procedimiento reproducible para la



regeneracion via organogénesis directa de P. vulgaris variedades: CIAP7247F, BAT93,
BAT304, BAT482 e ICA Pijao, utilizando secciones de tallo como explante. El pre-
cultivo de los explantes en medio liquido con TDZ, no descrito para esta especie en la
literatura cientifica consultada, fue un paso determinante para la induccion de yemas
multiples. Se estandarizaron varias fases del cultivo, incluyendo la formacion de brotes,
enraizamiento, aclimatacion de plantulas y el crecimiento de las plantas en casa de
cultivos protegidos.

La optimizacion de varios parametros que intervienen en la

transferencia de ADN en combinacion con la organogénesis directa, permitio por vez
primera regenerar plantas de P. vulgaris a partir de tejido transformado con A.
tumefaciens. Se logro la formacion de embriones somaticos en cotiledones de semillas
inmaduras de P. vulgaris. Para esta especie por vez primera se obtuvieron a nivel
mundial embriones somaticos que alcanzaron la etapa cotiledonal. Se labor6 en el
establecimiento de un protocolo para la regeneracion in vitro de P. vulgaris var.
CIAP7247F via organogénesis indirecta.

El uso del nudo cotiledonal con uno o dos

cotiledones, que no habian sido descritos como explantes iniciales para la regeneracion
de frijol comun, fue un factor importante para la formacion eficiente de callos
morfogenéticos. El protocolo establecido para CIAP7247F es reproducible para las
variedades comerciales BAT93, BAT304, BAT482 e ICA Pijao. Sobre la base de la
regeneracion via organogénesis indirecta, se llevo a cabo la transformacion mediada
por A. tumefaciens en frijol comun.

El uso de callos nodulares verdes, que no se habian

utilizado antes como explante para la transformacion de frijol, jugd un papel importante
para obtener plantas transgénicas. Este sistema permitié obtener plantas transgénicas
que transmitieron a sus progenies los transgenes con proporcion Mendeliana (3:1), lo
que demostrd su valor para la transformacién genética de frijol.

Estos resultados permitieron disponer por vez primera a nivel mundial de un protocolo
de transformacion genética via A. tumefaciens que puede ser empleado para la
obtencidn de variedades de frijol mejoradas.



Comunicacion Corta

Establecer un protocolo de transformacion genética via Agrobacterium tumefaciens
eficiente, reproducible, genotipo independiente y rutinario para obtener plantas
transgénica de Phaseolus vulgaris L., es un proposito de los programas de
mejoramiento genético. Los principales requerimientos para lograr este propdsito son:
desarrollar un sistema de regeneracion eficiente, capaz de regenerar plantas fértiles a
partir de tejido de P. vulgaris transformado y en segundo lugar la optimizacion de
técnicas de transformacién mediadas por A. tumefaciens que permitan una eficiente
transferencia de ADN a las células de frijol. Para contribuir con este objetivo se
investigo en diferentes vias de regeneracion in vitro de P. vulgaris, y los protocolos
establecidos fueron aplicados para desarrollar un método de transformacion genética
basado en A. tumefaciens.

Regeneracion in vitro via organogénesis directa de frijol comun

Se establecié un procedimiento para la regeneracion via organogénesis directa de
plantas fértiles de P. vulgaris, var. CIAP7247F. El pre-cultivo de las plantulas en medio
de cultivo liquido fue necesario para la formacion de yemas multiples. Las yemas
multiples se diferenciaron en brotes en un medio de cultivo sin reguladores de
crecimiento. La adicion de GA3 (1.4 mg I-1) y AgNO3 (2.12 mg I-1) al medio de cultivo
favorecio la elongacion de los brotes (Biotecnologia Vegetal (2009) 9: 47-51). La
formacién de brotes incrementé cuando se afadio sulfato de adenina al medio de
cultivo (Biotecnologia Vegetal (2012) 12: 59-62). Los porcentajes de enraizamiento mas
altos fueron observados con la adicion de AIB al medio de cultivo de enraizamiento. La
longitud de los brotes influyé en su enraizamiento, el 100% de los brotes mayores de
20 mm enraizaron. Las plantas enraizadas in vitro mayores de 20 mm presentaron una
tasa de supervivencia en la casa de cultivos protegidos superior al 95%, donde
florecieron y formaron semillas fértiles (Biotecnologia Vegetal (2009) 9(3): 177-181).
Este sistema de regeneracion eficiente desarrollado para frijol comun puede ser de
gran ayuda para la transformacion genética de esta importante especie.

Transformacién genética via Agrobacterium tumefaciens de frijol comun
empleando organogénesis directa

Para lograr la transformacion genética mediada por Agrobacterium tumefaciens en frijol
comun, se utilizé el protocolo de regeneracion via organogénesis directa desarrollado
para las variedades comerciales de P. vulgaris, CIAP7247F, BAT93, BAT304, BAT482
e ICA Pijao (Biotecnologia Vegetal (2012) 12(1): 49-52). Se emplearon como explante
blanco secciones de epicotilo de plantas germinadas in vitro de la variedad CIAP7247F.
Los explantes fueron inoculados con las cepas de A. tumefaciens EHA101 y
C58C1RIfR(pMP90), conteniendo el vector binario pTJK136 con el gen gusA. La
temperatura de co-cultivo y el fotoperiodo tuvieron un significante efecto sobre la
transferencia de ADN mediada por A. tumefaciens. El tratamiento a los explantes y la
adicion de acetosiringona al medio de co-cultivo incrementaron la actividad GUS. La



combinacion de los mejores tratamientos para cada parametro estudiado (temperatura
25 °C, oscuridad total, explantes tratados con carborundo y la suplementacion del
medio de co-cultivo con 200 uM de acetosiringona), permitié el establecimiento de un
procedimiento reproducible de transferencia de ADN mediado por A. tumefaciens. El
método descrito en este estudio incrementd la eficiencia de la inoculacion de A.
tumefaciens y se obtuvieron altos niveles (90%) de expresion GUS transitoria. Este
procedimiento de transferencia de ADN combinado con el protocolo de regeneracion
via organogénesis directa permiti6 por vez primera en P. vulgaris la obtencion de
plantas fértiles a partir de tejido transformado con A. tumefaciens. Sin embargo, no se
observo transmision de los transgenes a la progenie, lo que demostré que las
supuestas plantas trasformadas eran quimeras.

Formacion de embriones somaticos a partir de cotiledones inmaduros en P.
vulgaris var. CIAP7247F

Para lograr la formacion de embriones somaticos en P. vulgaris var. CIAP7247F, se
emplearon cotiledones de semillas inmaduras como material vegetal inicial. Se
determino el efecto de cinco concentraciones de 2,4-D (10, 20, 30,40y 50 mg I-1) y la
orientacién de los cotiledones en el medio de cultivo sobre la formaciéon de embriones
somaticos. Los resultados demostraron que con 40 y 50 mg I-1 de 2,4-D se presentaron
los mayores valores de explantes que formaron embriones somaticos y numero de
embriones somaticos por explante. Los embriones somaticos se formaron en el lado
abaxial de los cotiledones cuando estos fueron colocados con ese lado opuesto al
medio de cultivo. Se logro la formacion de embriones somaticos en cotiledones de
semillas inmaduras de P. vulgaris var. CIAP7247F. Se demostr6 que la adicion de 2,4-
D al medio de cultivo y la orientacién del explante sobre el medio de cultivo tuvieron un
efecto determinante en la embriogénesis somatica de esta importante leguminosa
(Biotecnologia Vegetal (2011) 11: 131-135).

Regeneracion de plantas via organogénesis indirecta de P. vulgaris

Se desarrollé un protocolo para la regeneracion de plantas via organogénesis indirecta
en Phaseolus vulgaris L. en la variedad CIAP7247F. Para la formacion de callos se
definio el tipo y edad del explante. Se aplico el protocolo en cultivares de frijol comun
BAT-93, BAT-304, BAT-482 e Ica Pijao. La mayor formacion de callos se logré con el
empleo del nudo cotiledonal con uno o dos cotiledones a partir de semillas frescas o
almacenadas durante cuatro meses. Los mayores valores de masa fresca de los callos
(0.76 y 0.72 g) se observaron en el medio de cultivo con 0.04 y 0. 2 mg I-1 de
tidiazuron. Los mayores valores en cuanto al numero de brotes por callo (3.12 y 2.91)
se obtuvieron cuando se emplearon concentraciones de 2.25 y 4.50 mg.I-1 6-BAP en el
medio de cultivo de regeneracion. Los brotes enraizados presentaron un desarrollo
normal en la fase de climatizacion. Se demostrd la reproducibilidad del protocolo en
cuatro variedades comerciales de frijol (Biotecnologia Vegetal (2012) 12: 143-148;
Scientia Horticulturae (2013) 153: 109-116).

Transformacién genética via Agrobacterium tumefaciens de P. vulgaris
empleando organogénesis indirecta



La transformacion genética de plantas como complemento de las técnicas de
mejoramiento convencionales posibilita la transferencia de genes fuera del acervo
genético accesible solo a través de la hibridacion sexual. La obtencion de plantas
transgeénicas de frijol es aun un reto debido a la baja respuesta de la especie en el
cultivo in vitro y a la ineficiencia en la transferencia de ADN. En este trabajo se
estudiaron varios parametros relacionados con la transferencia de ADN. El método de
transferencia de ADN optimizado se combind con la regeneracion via organogeénesis
indirecta y un sistema de seleccion basado en la resistencia al herbicida Finale para
obtener plantas transgénicas de frijol. El empleo de callos nodulares verdes, los cuales
no habian sido utilizados antes como explante blanco, jugd un papel importante para el
establecimiento del protocolo de transformacion. La transferencia de ADN fue
influenciada por la cepa de A. tumefaciens, el fotoperiodo, la concentraciéon de la
suspension bacteriana, el periodo de co-cultivo y el tipo de callo utilizado como
explante blanco. La determinacion de la concentracion minima inhibitoria de Glufosinato
de amonio basada en la resistencia al herbicida Finale permitio la seleccion de plantas
transformadas de frijol (Biotecnologia Vegetal (2012) 12: 203-210). Utilizando el
protocolo de transformacidén genética descrito en este trabajo se obtuvieron plantas
transgénicas estables que transfirieron los transgenes a la progenie con segregacion
Mendeliana. Estos resultados permitieron disponer por vez primera de un protocolo de
transformacion genética via A. tumefaciens que puede ser empleado para la obtencidn
de variedades de frijol mejoradas (Scientia Horticulturae (20195),
http://dx.doi.org/10.1016/j.scienta.2015.06.046
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Aporte cientifico

Se logré establecer por vez primera a nivel nacional e internacional un protocolo para la
transformacién genética en Phaseolus vulgaris L. via Agrobacterium tumefaciens. El protocolo
establecido constituye una herramienta para los estudios gendmicos y genéticos basicos
aplicados en esta especie. Se dispone por vez primera de un sistema para la obtencion de
plantas transgénicas de frijol en el cual se integraron la regeneracion in vitro via organogénesis
indirecta, la transferencia de ADN via A. tumefaciens y la seleccion del tejido transformado
basados en la resistencia a Glufosinato de Amonio. En la literatura cientifica consultada hasta
la fecha, no existe informacion sobre la obtencién de plantas transgénicas estables en este
cultivo con el empleo de A. tumefaciens para la transferencia de genes. Por tanto, estos
resultados constituyen un aporte valioso para la comunidad cientifica interesada en el
mejoramiento genético de esta importante leguminosa, ya que por vez primera, con el empleo
de A. tumefaciens como mecanismo de ingenieria genética, se describe la obtencién de lineas
transgénicas estables de frijol que transmiten los transgenes a sus progenies.

Beneficio practico y social

El mejoramiento genético convencional en el género Phaseolus (frijoles) esta limitado por
varios factores tales como las barreras sexuales entre las especies, la baja capacidad de
cruzamiento y el aborto de embriones en hibridos interespecificos. EI empleo de la
transformacion genética en los programas de mejoramiento del frijol ayudara a vencer las
limitaciones de las técnicas convencionales. Este sistema de transformacion genética
establecido, se esta aplicando para el mejoramiento genético de variedades comerciales de



frijol (Programa Nacional de Alimento humano) en tres vias fundamentales: i) resistencia al
virus del mosaico dorado del frijol; ii) incrementar la tolerancia a sequia, salinidad y altas
temperaturas; iii) incrementar el contenido de metionina (un aminoacido esencial) en la semilla.

La obtenciéon de variedades mejoradas con resistencia al virus del mosaico dorado del frijol,
puede reducir los costos de produccion de este cultivo. Ademas se reduciran las aplicaciones
de pesticidas realizadas para controlar los vectores que transmiten las enfermedades virales, lo
que disminuira la carga contaminante nociva para el ambiente y las personas. Lograr que las
variedades de frijol cultivadas en Cuba toleren la sequia, la salinidad y las altas temperaturas,
permitird dar una respuesta rapida a las condiciones adversas que se avecinan a causa del
cambio climatico. En adicién permitira extender el cultivo de este grano a otras estaciones del
afio, lo que brindara una alternativa para incrementar su producciéon. La transformacion
genética puede ser aplicada también para producir alimento biofortificado, como por ejemplo
frijoles con mayor contenido de metionina en las semillas. Esto permitirda disponer de un
alimento de alta calidad nutricional para los humanos y se contribuira a la creacion de una
mayor conciencia en la poblacidn con respecto al tema de la transgénesis vegetal que puede
incorporar productos agricolas con altos valores nutritivos al consumo social.
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