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RESUMEN

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los cultivos de mayor importancia
econodmica y alimenticia en Costa Rica. Es la principal fuente de proteina, hierro y fibra en la
dieta de los costarricenses, principalmente en las zonas rurales. La produccion de frijol
enfrenta varias limitantes, tales como enfermedades causadas por hongos, bacterias y virus,
ataque de insectos, deficiencias nutricionales y la pérdida de tolerancia a sequias. Para tratar
de solucionar estos problemas, es indispensable mejorar genéticamente las variedades
existentes por técnicas biotecnoldgicas e induccién de mutaciones. En este estudio, se
realizaron andlisis morfolégicos e histolégicos del desarrollo ontogénico para optimizar el
proceso morfogénico y la regeneracion in vitro de cuatro variedades costarricenses (Bribri,
Guaymi, Huetar y Brunca) de frijol comin(Phaseolus vulgaris L.). Para generar la mayor
cantidad de brotes, se empleo cultivo in vitro de ejes embrionarios, se utilizd cinco
concentraciones de BAP (0, 5, 7.5, 10 y 12.5mg/I). Se determind que la concentracién éptima
para formar brotes corresponde a 5mgl™. Ademas con microscopia electronica se describié la
morfologia de los ejes embrionarios de las cuatro variedades de frijol sin y con 5mgl™ de N°-
benzylaminopurina (BAP), se determinaron semejanzas entre las variedades, como por
ejemplo la estructura y clasificacién de los estomas y tricomas encontrados. Por otra parte, se
observé diferencias en la epidermis de los ejes embrionarios y en los elementos de los vasos.
Con el uso del microscopio de barrido también se determind que la variedad Brunca es la que
forma mayor nimero de brotes apicales al dia doce de cultivo, sin embargo no se encontraron

diferencias significativas (p= 0.1053) entre las variedades para esta caracteristicas.
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INTRODUCC ION

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los cultivos de mayor
importancia econdémica y alimenticia en Costa Rica. Es la principal fuente de
proteina, hierro y fibra en la dieta de los costarricenses, principalmente en las zonas
rurales (MAG 1991).

La produccion de frijol enfrenta varias limitaciones, tales como enfermedades
causadas por hongos, bacterias y virus, ataque de insectos, deficiencias nutricionales
y la pérdida de tolerancia a sequias (Aragdo et al. 1996; MAG 1991). Para tratar de
solucionar estos problemas, es indispensable buscar alternativas que permitan
mejorar las variedades existentes por técnicas biotecnoldgicas e induccién de
mutaciones.

Para tales efectos, es indispensable desarrollar un sistema eficiente de cultivo in
vitro que permita la regeneracion de plantas. Esta especie, no obstante es, bastante
recalcitrante en su respuesta morfogénica, a los diversos métodos de cultivo in vitro.
Muy pocos grupos en el mundo han logrado desarrollar procedimientos exitosos de
regeneracion de plantas para este cultivo. Asimismo, a pesar del gran nimero de
investigaciones sobre la regeneracion de plantas in vitro, via embriogénesis u
organogénesis somatica, en numerosas especies vegetales, muy pocas presentan la
evidencia histologica suficiente como para comprender los eventos morfolégicos
obtenidos.

Por lo tanto, es de suma importancia realizar estudios morfolégicos e
histologicos que permitan la optimizacién de la regeneracion bajo condiciones de
cultivo in vitro de las variedades costarricenses del frijol comdn.

El estudio de la morfologia de los meristemos apicales de genotipos
costarricenses de frijol, permitira la seleccion adecuada de las variedades de frijol a
utilizar para la aplicacion de técnicas de transformacion genética e induccién de
mutaciones.

Ademads, este estudio busca optimizar el proceso de organogénesis y
regeneracion de plantas de frijol, mediante el conocimiento de los eventos
histolégicos y anatémicos morfoldgicos que ocurren en las diversas etapas de
desarrollo. Esa informacién es muy importante, pues se desconoce la respuesta de las
variedades de frijol comun que se cultivan en Costa Rica, a la aplicacion de técnicas

de cultivo de tejidos. Estas técnicas pueden ser de gran utilidad para complementar



programas de mejoramiento. Las ventajas que se obtienen son: disminucion del
tiempo y el costo necesario para generar nuevas variedades, facilidad de
manipulacién in vitro de individuos potenciales y ejercer altas presiones de
seleccion.

Segun Aragdo y Rech (1997), las caracteristicas morfologicas de los brotes
apicales y los efectos del BAP en la induccion de brotes mualtiples son importantes
para evaluar rasgos importantes en el meristemo apical, por lo que es una
caracteristica que se tomard en cuenta para asi obtener en un futuro variedades

costarricenses de frijol mejoradas genéticamente.



MARCO TEORICO

El frijol comin (Phaseolus vulgaris) es uno de los cultivos mas viejos del
nuevo mundo, y el de mayor consumo a nivel mundial(Veltcheva y Svetleva 2005).
Pertenece a la familia de las legumbres (Fabaceae), la cual comprende 643 géneros y
18000 especies, agrupadas en 40 tribus. La tribu Phaseoleae es por mucho el grupo
mas importante econdmicamente, ya que contiene el 75% de las legumbres
comercializadas en el mundo (Broughton et al. 2003).

El género Phaseolus es monofilético, de origen Neotropical. Se conocen entre
50-60 especies originarias de America, donde 5 especies: el frijol comin (P.
vulgaris), frijol yearlong (P. polyanthus), frijol scarlet runner (P. coccineus), frijol
terapia (P. acutifolius) y el frijol Lima (P. lunatus) han sido domesticados
(Broughton et al. 2003). El frijol comin se encuentra entre las especies mas
cultivadas de la familia Fabaceae, siendo la legumbre mas importante (Veltcheva y
Svetleva 2005).

El frijol comin se consume como grano maduro, grano inmaduro o como
vegetal. La alta calidad nutricional de los frijoles en términos de porcentaje de
proteina es un importante complemento de los alimentos almidonados. El alto
contenido mineral, especialmente hierro y zinc, asi como fuente de fibra, acido
félico, tiamina, magnesio y potasio, son de gran importancia en regiones donde hay
una alta prevalencia de deficiencias de micronutrientes (Broughton et al. 2003;
Rodriguez y Fernandez 2003).

La semilla del frijol contiene entre 20-25% de proteina, y la phaseolina es la
principal. También es fuente de vitaminas y minerales. Contiene biotina la cual es
un factor esencial para una variedad de carboxilasas y descarboxilasas establecidas
en diversas vias metabdlicas de todos los organismos. Se cree que el estado de la
biotina varia entre las plantas durante el desarrollo y condiciones de crecimiento. El
aislamiento, identificacion y caracterizacion de la biogénesis de P. vulgaris podria
ampliar el conocimiento de las condiciones 6ptimas y del tejido mas apropiado de la
planta para obtener grandes cantidades de biotina libre, lo cual traeria mayores
beneficios para la salud (Broughton et al. 2003).



1. Caracteristicas del género Phaseolus.

El frijol es una planta anual, de crecimiento rapido. El sistema radicular es poco
profundo, estd constituido por una raiz principal y gran nimero de raices
secundarias con elevado grado de ramificacion. El tallo principal es herbaceo, es el
eje central de la planta, el cual estd formado por una sucesion de nudos y
entrenudos; se origina del meristemo apical del embrién de la semilla. Las primeras
hojas son simples, las demas hojas son compuestas, trifoliadas y su tamafio cambia
segun la variedad. La flor presenta una coloracion que varia de blanco al color lila,
segun la variedad. Las inflorescencias presentan de 4 a 8 flores por racimo, cuyos
pedunculos nacen en las axilas de las hojas o en las terminales de algunos tallos. El
fruto es una legumbre de color, forma y dimensiones variables, en cuyo interior se
disponen 4-6 semillas. La semilla es pequefia, de forma, tamafio y color
dependientes de la variedad (Barboza 2002).

1.1 Distribucion

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 nimero de vainas y de semillas por planta Este grano se produce en
regiones con 1500 a 2600 mm de precipitacién anual, aunque tedricamente 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 produccion, pues
inciden directamente en el desarrollo de la planta y la susceptibilidad a
enfermedades (Barboza 2002; Broughton et al. 2003).

2. Origen del frijol
Existe duda sobre cudl nombre debe darse a la especie silvestre cercana a P.
vulgaris. En poblaciones Sudamericanas, puede ser distinguido empleando el
término “aborigineus”. El tipo silvestre crece aislado en un amplio rango desde el
este central de México a través de América Central, a lo largo de las laderas
orientales de los Andes al noroeste de Argentina (Kaplan 1981).
Se sugiere que al menos un grupo de P. vulgaris domesticado evolucioné en la

region Mesoamericana (México- Guatemala), pero no se tiene evidencia al respecto



(Kaplan 1981).

Ademas los fosiles de frijoles, estdn mal representados en los registros
arqueoldgicos, como resultado de los métodos de recoleccion, pues los agricultores
de regiones como Meéxico, arrancan las plantas con crecimiento erecto o arbustivo
del suelo cuando maduran y las desgranan en estelas (juncos que sirven para cubrir
el suelo de las habitaciones). Por lo tanto, el principal recurso de evidencia
disponible para el analisis de la distribucién y origenes del frijol, comprende
semillas y fragmentos de semillas, las cuales pueden ser carbonizadas por la
ausencia del contacto con la humedad (Kaplan 1981).

Existen varias hipétesis sobre el inicio de la domesticacion del frijol comdn: la
mas aceptada es la que propone que el frijol fue domesticado en Mesoamérica y
luego transportado a Sudamérica. Segun Kaplan (1981), la domesticacion se llevé a
cabo hace unos 7000 afios. (Kaplan 1981)

3. Situacion mundial

La produccién mundial de frijoles secos ronda los 19-23 millones de toneladas
métricas (TM) anuales, que se siembran en 26 millones de hectéareas (ha) de las
cuales 7 millones son producidas en América Latina y Africa (Broughton et al.
2003; SEPSA y FAO 2006). En estos sitios son una importante fuente de proteinas y
calorias, pues, la proteina animal es limitada y el consumo de frijol satisface el
requerimiento proteico. Ademas, el frijol comun cuenta con el 22% de la proteina
total consumida por los humanos en el mundo (Aragéo et al. 1996, Sanchez et al.
2005)

De acuerdo con los informes presentados por SEPSA y la FAO (2006), el 55%
de la produccion total, se concentra en sélo 5 paises: Brasil, India, China, Myanmar
y Meéxico (Cuadro 1). Estos grandes productores son, a su vez, grandes
consumidores del producto, por lo que la produccién mundial se dedica en mayor
medida a atender las demandas locales de cada pais. Brasil es el principal productor
universal de frijol, y logra una produccién de 2.8 millones de TM. India es el otro
gran productor mundial de frijol, con un 31% del &rea y una participacion del 14%
en la produccion mundial. Similar al caso de Brasil, India presenta un alto volumen
de produccion pero con bajos rendimientos, de casi un 50% inferior a la media

mundial.



Cuadro 1. Produccion promedio anual de frijol y sus principales productores
(2001-2005)

Porcentaes
Produccian | Pa I'“ll‘_'i':l-.lt ign | acumulads
Fais _{en miles) | relativa % | e
fMundo 1H8A3ET L
Firausil 2073 165% 15%%
I 2580 14% 0%
China 3 1942 11%)] 41%
Mynnmar ! 1518 8% 9%
AR 1333 T 5 =T B
Estados
Limnidios de
Lanerica 1052 5% G2 %o
LIganda 523 3% G65%
| o mesia 211 £ o 5 o
Kenya il = _ 10 . -1 D
| Cansda : 308 2% FO%
T urcyuia 240 1 % F 2%
Eiuruamch 235 1 i 3%
Talaarclia 178 1 9% o
Micaraaua 1a7F 1 % | 5%
Frstoe 4504 250, 1000

Fuente: SEPSA y FAO 2006

En el mundo se comercializa, en promedio, tan solo un 17% del total del frijol
producido; asimismo, el promedio del nivel de dependencia de importaciones es del
15%. Cuatro paises (Myanmar, China, Argentina y Canadd) concentran el 72% de
las exportaciones mundiales de frijol. En la importacion, también hay una alta
concentracion, pero menos marcada. Nueve paises (India, Japon, EE.UU., Reino
Unido, México, Brasil, Italia, Cuba y Venezuela) importan en conjunto casi la mitad
del total mundial. Costa Rica ocupa la posicion 20 entre los grandes importadores de
frijol, pero la quinta posicion entre los importadores de frijol negro (SEPSA y FAO
2006).

Gran parte de la produccion en Latinoamérica tiene lugar en pequefias fincas de
1-10 ha, a menudo en tierras quebradas y de baja fertilidad. Al menos el 80% de las
areas aqui plantadas son establecidas en laderas. En paises como Kenya, el consumo
anual es mayor que en Ameérica Latina, llegando a 66 kg por persona (Broughton et
al. 2003).

Ante la pobreza en Africa y América Latina, especialmente en éreas rurales, las
legumbres son cultivos provechosos en comparacion con otras opciones como los
cereales. En América Central, los pequefios agricultores reportan que entre los

distintos cultivos, el frijol es el principal generador de ingresos, pues le atribuyen el



bienestar nutricional de la familia y el subsidio econdmico, que les permite a los
hijos del agricultor el ingreso a diferentes niveles de educacion, incluyendo niveles
universitarios (Broughton et al. 2003).

4. Situacion del frijol en Costa Rica

La produccion nacional de frijol es de 10 mil TM anuales, cultivadas en
aproximadamente 12 mil ha. Esta produccién ha disminuido a una tasa media de -
9.1% anual entre el afio 2000 y el 2005, en razon de unas 1 800 ha al afio. Las
principales zonas de siembra son las regiones de Huetar Norte y Brunca, con 67% y
22% de la produccion total, respectivamente (SEPSA y FAO 2006).

El consumo per capita por afio en Costa Rica es de aproximadamente 10 kg.
Este consumo ha disminuido a una tasa media de -1% anual (Fig. 1), entre el afio
2000 y el 2005 (Araya 2000; SEPSA y FAO 2006). De acuerdo con Araya (2000),
en Costa Rica el area dedicada al cultivo del frijol ha variado en los Gltimos afios. A
partir de 1980 se dio un incremento sostenido, pasando de 23 681 ha a 63 160 ha en
el periodo 1991-1992. Sin embargo, como lo reportan SEPSA y FAO (2006), el
area sembrada decreci6 hasta llegar a reducirse al 50% en el periodo comprendido
entre 1995-1996, debido principalmente, a politicas gubernamentales. Para el lapso
agricola entre el afio 1998-1999 la superficie cultivada fue de 36 142 ha. La razon
principal de esta disminucion radica en que el Estado costarricense implementd
politicas de libre comercio, entre las cuales estan el eliminar las compras de ciertos
productos agricolas. Estas compras tenian como objeto el garantizar un precio de
compra a los productores. Ante la eliminacion de esta distorsién de mercado, los
productores de frijol se vieron fuertemente afectados y esto se ha reflejado en una

disminucidn del area cultivada y por ende de la produccién nacional.



Figura 1. Consumo per capita de frijoles para Costa Rica (2000-2005). Tomado

de SEPSA y FAO 2006.

En Costa Rica, cerca del 90% de la produccion esta destinada a la venta y el
restante 10% es para autoconsumo. La produccién se puede clasificar en tres
segmentos: i) quienes siembran este producto mayoritariamente para autoconsumo o
subsistencia; ii) un segundo segmento destina la mayor parte de su cosecha a fines
comerciales, pero consume un pequefio porcentaje de esta y iii) un tercer segmento
que dedica su cosecha completamente al mercado. Se estima que el consumo anual
de frijol en Costa Rica es de 40 mil TM. De esta cantidad, la produccion nacional
cubre entre un 30% - 40%. Por tanto, se debe recurrir al mercado internacional para
complementar la insuficiente oferta interna (Fig. 2) (SEPSA y FAO 2006).
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Figura 2. Importacion de frijoles negros y rojos a Costa Rica entre 1998 y 2003.
Tomado de Salazar (2004).

Costa Rica importa frijol negro desde China, los Estados Unidos, Canada,

Argentina y Chile. China se ha consolidado recientemente como el primer proveedor
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de este grano, con una participacién que supera la tercera parte del total de
importaciones del afio 2005. En cuanto al frijol rojo, Honduras y Nicaragua son los
principales proveedores. Incluso, dichos paises alcanzaron plena participacion
durante los afios anteriores al 2005, cuando China ain no se constituia como un
mercado emergente y significativo para el abastecimiento del grano (SEPSA y FAO
2006).

En Costa Rica, la produccién de frijol se enfrenta a problemas que lo hacen
menos competitivo en relacidn con otros paises productores, tales como disminucién
del uso de semillas de variedades mejoradas, altos costos de produccién, exceso en
el laboreo del suelo y la alta dependencia de fertilizantes y agroquimicos. La
principal limitacién para su produccion es la enfermedad fangica "Mustia hilachosa"
(MH) (Thanatephorus cucumeris) que se presenta en condiciones humedas y
lluviosas y con temperaturas moderadas y altas. Para esta enfermedad, no existen
fuentes de resistencia natural en las variedades comerciales que se siembran en la
region centroamericana (MAG 1991; Araya 2000).

En ese sentido, resulta de gran interés, generar variabilidad genética por medio
de técnicas biotecnoldgicas, para la seleccion y obtencion de variedades resistentes a
MH. La aplicacion de técnicas como el cultivo in vitro, la ingenieria genética y/o la
mutagenésis, puede ser una valiosa alternativa para el control de enfermedades en
esta especie. Asi, se puede contribuir al incremento de la productividad del frijol, en
condiciones armoniosas con el ambiente y la salud de los agricultores y de esa
manera, propiciar un aumento de la competitividad de la produccion nacional (MAG
1991).

El frijol negro pequefio es el de mayor consumo; es preferido por un 50% de los
consumidores del pais, solo un 20% consume frijol rojo y al 30% le es indiferente el
color del grano. Dicha preferencia fue inducida por politicas de precios tiempo atras,
la cual termind por ser una costumbre. Por otra parte, el grano rojo ha tomado mas
valor debido a una menor oferta (Herndndez y Araya 2000; Hernandez et al. 2001).

Sin embargo, desde el afio 2000, la preferencia por el frijol negro se ha venido
debilitando, debido probablemente al efecto combinado de la reduccion de la
cosecha local de frijol negro, diferenciales de precios entre ambos tipos de frijol, y
la influencia de la inmigracion extranjera, en particular desde Nicaragua. (SEPSA y
FAO 2006).



5. Importancia del frijol en Costa Rica

El cultivo de frijol tiene gran importancia econémica y social, ya que es
producido por pequefios y medianos agricultores. Es parte fundamental de la dieta
proteinica de la poblacion, en especial en las zonas rurales donde, por limitaciones
economicas, muchas veces el consumo de proteina animal es reducido (MAG 1991;
Araya 2000). Se estima que el frijol es la segunda fuente de proteina diaria mas
importante y la tercera fuente de calorias en el continente africano (Broughton et al.
2003)

De acuerdo con Rodriguez y Fernandez (2003), el 96.7% de los costarricenses
consumen frijoles. Sin embargo, la cantidad y frecuencia con que se emplean ha
venido disminuyendo. En el periodo comprendido entre 1966 y 1996 el
abastecimiento promedio de frijol pasé de 57g de frijoles/dia a un consumo de 31 g
por dia en 1996. Dicho consumo es menor en la zona urbana (28.1 g/ dia) que en la
rural (42.9 g/ dia).

5.1 Importancia Nutricional del frijol

El frijol juega un papel importante en los requerimientos diarios de magnesio,
proteinas, tiamina, hierro y potasio (Fig. 3), pero a pesar de su valioso aporte a la
dieta, los folatos y la fibra siguen siendo deficientes en la poblacién costarricense
(Rodriguez y Fernandez 2003).

LB | -Ih
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Figura 3. Aporte nutricional diario del consumo de frijoles a la dieta del
costarricense, durante en periodo de 1996. Tomado de Rodriguez y Fernandez
(2003).
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Por otro lado el consumo de frijol contribuye a la prevencion y tratamiento de
patologias como la diabetes y el cancer, por su aporte de micronutrientes asi como
por su alto contenido de aminodacidos, taninos, fitoestrdgenos, fibra y aminoacidos
no esenciales (Rodriguez y Fernandez 2003).

6. Variedades de frijol en Costa Rica
Poehlman y Allen (2003) definen una variedad agricola como un grupo de
plantas similares que por sus caracteristicas estructurales y rendimiento se
distinguen de otras variedades dentro de la misma especie.
Entre las variedades que se cultivan en Costa Rica, se encuentran las de grano
negro (Brunca y Guaymi) y las de grano rojo (Huetar y Bribri).

6.1 Variedades de grano negro

Brunca: Procede de la linea BAT 304, generada por el programa frijol del
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) de Colombia y fue catalogada
como nueva variedad en 1982. Actualmente es una de las variedades mas cultivadas
del pais por su precocidad, rendimiento y amplia adaptacion (Hern&ndez, en prep.).

Es wuna variedad de crecimiento indeterminado y postrado, conocido
anteriormente como de semi-guia. Su altura es de 45 cm. Una de sus principales
caracteristicas es su gran precocidad, ya que florece entre los 34 y 37 dias. Madura a
los 66 dias y su ciclo de cultivo es de 75 dias (MAG 1991).

La flor es de color lila, la semilla es negra opaca y en la madurez, las vainas
cambian de color verde a crema claro. Se siembra en las principales zonas frijoleras
del pais y bajo diferentes métodos como el frijol tapado (las semillas son sembradas
y cubiertas con vegetacion muerta), el “espeque” (en un hoyo hecho por una
macana, se colocan de una a tres semillas de frijol), en relevo con maiz y
semimecanizado. Su rendimiento promedio es de 1 700kg/ha que va a depender del

sistema y del manejo agronomico (Hernandez, en prep.).

Guaymi: Es una planta arbustiva y semierecta, posee habito de crecimiento
indeterminado arbustivo con buena ramificacién y produccion de una gran cantidad
de vainas. Florece a los 38 dias y la maduracion ocurre a los 68 dias. Su ciclo de
vida es de 76 dias. El grano es color negro brillante, flor color lila y las vainas son

color crema violacea durante la madurez fisiologica.
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Presenta una amplia adaptacion y se siembra en las principales zonas
productoras de frijol del pais. Su rendimiento depende del sistema de siembra y el
manejo agrondmico; a nivel experimental es de 1.667kg/ha y en las fincas de los
agricultores es de 1.226kg/ha (Hern&ndez, en prep.).

6.2  Variedades de grano rojo

De acuerdo con Hernandez et al (2001), la decoloracién del grano es una
caracteristica no deseable y muy frecuente en variedades de grano rojo, por lo que,
la estabilidad en el color del grano de la variedad Bribri bajo diferentes condiciones
de manejo, localidades, épocas de siembra y almacenamiento, le han conferido una

gran aceptacion por parte del agricultor y los comerciantes.

Bribri: La linea MD 23-24 se introdujo y evaludé en Costa Rica entre los afios
1996 y 1999 y que dié origen a la nueva variedad de frijol Bribri. La misma fue
desarrollada por la Escuela Agricola Panamericana-Zamorano y se origin6d de la
cruza (RAB 310/XAN 155) X (DOR 391/POMPADOUR G) (Hernandez et al
2001).

Esta es una variedad arbustiva, para siembra en espeque (tradicional, se da un
espaciamiento entre hileras y plantas y con un palo se da forma al hueco donde se
siembra la semilla), semimecanizada o en asocio con otros cultivos. Posee amplia
adaptacion a diversas zonas frijoleras de América Central. Se ha evaluado en
altitudes desde los 40m hasta los 1000msnm, en regiones como Upala, Los Chiles,
Guatuso, Alajuela, Puriscal, Pérez Zeledon y Buenos Aires (Hernandez y Araya
2000).

La planta posee las siguientes caracteristicas: es un arbusto de crecimiento
indeterminado y de porte erecto. El ciclo vegetativo oscila entre 76 y 80 dias. El
periodo de floracion abarca de 38 a 41 dias después de la siembra. La flor es de
color blanca. La madurez fisiol6gica se alcanza entre los 68 y 72 dias después de la
siembra. El color del tallo es verde en la fase vegetativa y rosado en la etapa
madura. En la etapa de madurez fisioldgica, las vainas son de color verde durante la
etapa de llenado del grano y rosadas de la mitad de la vaina hacia el dorso de la
misma. El peso de 100 semillas llega a los 18 o 20 gramos y su color es rojo
brillante oscuro (Hernandez y Araya 2000; Hernandez et al. 2001).
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En estudios realizados, se encontrd que la produccién promedio de esta variedad
en las fincas de agricultores fue de 972kg/ha, con un maximo de 1930kg/ha. A nivel
experimental su produccion promedio fue de 939kg/ha, con un méaximo de
1811kg/ha. El analisis general de los datos indica que en un 68% de los ensayos,
Bribri super6 en rendimiento al testigo local y el 48% tuvo una produccion similar.
En rendimiento promedio superé al testigo nacional en un 17% vy al testigo local en
un 13,4 %; su produccién fue superior en un 8,5% al promedio de rendimiento
obtenido en todos los ensayos, ademas posee tolerancia a enfermedades,
especialmente a mustia hilachosa (Hernandez y Araya 2000).

Huetar: Esta variedad surge del cruce entre el cultivar criollo México 80-R con
la linea BAT 202, realizado en el programa de frijol comun del Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT). La poblacion F2 fue introducida en el pais en 1980,
en donde se inici6 el proceso de seleccion hasta nominarla como nueva variedad en
1982 (Hernandez, en prep.)

La variedad es arbustiva, erecta, de porte bajo, con altura de 45cm, precoz y
resistente al volcamiento. Posee habito de crecimiento arbustivo indeterminado.
Florece aproximadamente a los 34 dias, madura entre los 63 y los 66 dias cuando
sus vainas toman un color rojo. La maduracion es muy uniforme y el ciclo de
cultivo es de 75 dias (MAG 1991).

El grano es de color rojo opaco de forma alargada ovoidal, la flor color blanco y
las vainas al madurar cambian de color verde a color rojo Se siembra en las
principales zonas productoras de frijol del pais. A nivel experimental su rendimiento
promedio es de 1 528kg/ha. Se puede sembrar bajo condiciones de monocultivo en
los sistemas semimecanizado y de espeque (Hernandez, en prep.)

7. Cultivo in vitro de tejidos vegetales

Una amplia variedad de técnicas de cultivo de tejidos, manipulacién genética y
biologia molecular han sido desarrolladas en varias especies de plantas. Estas
técnicas han tenido profunda repercusion en las practicas agricolas y en el
mejoramiento de la calidad y cantidad de alimentos y plantas cultivables de interés
comercial. A estas tecnologias llevadas a cabo en el laboratorio, se les llama
biotecnologia de plantas. Las bases fundamentales para su aplicacion son la
capacidad de células y 6rganos de plantas de desarrollarse en plantas completas
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(Simbiosis 2003, Svetleva et al. 2003, Valdez et al. 2004).

El cultivo de tejidos consiste esencialmente en aislar una porcion de la planta
(explante) y obtener asi células, tejidos u 6rganos, que se cultivan en condiciones
asépticas, en un medio de cultivo de composicion quimica definida y que se colocan
en condiciones ambientales controladas de luz, fotoperiodo, temperatura y humedad,
adecuadas a la fisiologia de la planta. Se pueden obtener diferentes respuestas
morfogénicas, dependiendo de la metodologia y de los medios de cultivo utilizados.
Estos van desde la formacion de tejidos organizados (organogénesis) hasta la
obtencion de embriones somaticos y células embrionarias (Roca y Mroginski 1991).

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica que puede ser aplicada para la
obtencion y propagacion de plantas libres de patdgenos; en estudios de genética,
ingenieria genética, fisiologia, biologia molecular, fitopatologia, en la bioconversion
y produccion de compuestos Utiles; en el incremento de la variabilidad genética de
los cultivos; en la conservacién e intercambio de germoplasma; en la obtencion de
mutantes y plantas haploides (Mroginski y Roca 1991).

Consecuentemente, el cultivo in vitro de tejidos vegetales, es una herramienta
poderosa y versatil para el estudio de problemas basicos y para la solucion de

problemas aplicados en el campo de la biotecnologia agricola del frijol.

8. Organogenesis somética

La organogenesis es la produccion de brotes adventicios in vitro y se refiere al
proceso mediante el cual las células y tejidos forman una estructura unipolar
llamada primordio, en que el sistema vascular estd conectado con el tejido
progenitor. La neoformacion de plantas mediante este proceso, puede llevarse a
cabo de tres maneras: i) produccién de drganos adventicios directamente del
explante, sin formacion de callo; ii) produccién de drganos adventicios a partir de un
callo derivado de un explante y iii) produccién de plantulas a partir de yemas
axilares (Dixon 1985; Litz y Jarret 1991). En general, la organogénesis puede
subdividirse en dos etapas: i) caulogénesis o formacion de brotes, inducida por un
medio de cultivo con alta proporcion de citoquininas, que genera plantulas sin raiz,
y posteriormente ii) el enraizamiento de las mismas al transferirlas a un medio con

elevada proporcion de auxinas (Dixon 1985).
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9. ¢Por qué el uso de la biotecnologia para el mejoramiento del frijol?

Existe un considerable interés mundial por el desarrollo de métodos no
convencionales de mejoramiento genético en la agricultura, tales como la
modificacion genética, via transgénesis o por induccion de mutaciones por
irradiacion o por métodos quimicos. El objetivo es generar plantas tolerantes a
factores de estrés bibtico (plagas, patdgenos, enfermedades) o abidtico (condiciones
ambientales adversas) que no pueden ser obtenidas por métodos tradicionales, los
cuales pueden utilizar solamente la variabilidad genética disponible en los recursos
genéticos primarios de la especie, tales como variedades locales, o especies
silvestres relacionadas y reproductivamente compatibles con ella (Chrispeels y
Sadava 2003).

El incremento de la produccién de frijol se ha debido principalmente a la alta
tasa de compuestos quimicos aplicados (fertilizantes, herbicidas, pesticidas, o
insecticidas), mecanizacion o practicas de amelioracién. Sin embargo, estas
practicas han generado varios problemas econdémicos y ecoldgicos, particularmente
contaminacién ambiental (Veltcheva et al. 2005).

La susceptibilidad a sequias, pestes y enfermedades, asi como la baja calidad
nutricional, representan un reto en la produccion de plantas por técnicas de
mejoramiento tradicional (Sanchez et al. 2005)

Los métodos de produccién tradicional llegan a ser limitados por el bajo
potencial de recombinacién como resultado de la autopolinizacién, la baja capacidad
hereditaria de algunas caracteristicas importantes y al aborto de embriones en
algunos hibridos interespecificos (Veltcheva et al. 2005). Tal es el caso de
Phaseolus, cuya produccién es limitada y susceptible a muchos patogenos,
incluyendo varios virus, hongos y bacterias (Mohamed et al. 2006)

Las distintas técnicas biotecnoldgicas ofrecen una alternativa para superar dichas
limitaciones y guiar al mejoramiento del frijol en varios campos: i) aumentando la
resistencia o tolerancia a plagas y enfermedades y a factores ambientales estresantes,
i) mejorando la calidad de la semilla y la arquitectura de la planta y iii) cambiando
el modo de produccion (Veltcheva et al. 2005).

Para utilizar exitosamente la gran variedad de aplicaciones biotecnoldgicas
disponibles en mejoramiento genético, se requiere contar con metodologias de
regeneracion de plantas a partir de células somaticas generadas por cultivo in vitro.

De otra manera, se obtendrian plantas modificadas genéticamente, pero de
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naturaleza "quimérica" o genéticamente heterogéneas. Sin embargo, la morfogénesis
in vitro adn no ha sido establecida de manera exitosa y repetible para una gran
cantidad de especies cultivadas, tales como el frijol comun (P. vulgaris L.). Esta
especie es bastante recalcitrante en su respuesta morfogénica a los diversos métodos
de cultivo in vitro, por lo que pocos grupos en el mundo han logrado desarrollar
procedimientos exitosos de regeneracion de plantas (Zambre et al. 1997; Roca et al.
1998).

La produccion de brotes y la regeneracion de plantas en Phaseolus bajo
condiciones de cultivo in vitro ha sido descrita por autores como Malik y Saxena
(1991), Aragdo y Rech (1997) y Mohamed y colaboradores (2006), sin embargo la
frecuencia de brotes obtenidos es ain limitada, 4-8 brotes por explante. (Ahmed et
al. 2002).

Muy pocos laboratorios en el mundo, particularmente en Brasil, han
desarrollado procedimientos exitosos de cultivo in vitro y regeneracion de plantas
para variedades de frijol de origen andino (Broughton et al. 2003). Pero a pesar del
éxito esporadico con transformacion genética, las especies de Phaseolus son ain
consideradas recalcitrantes para el cultivo in vitro y transformacion (Zambre et al.
1997; Mohamed et al. 2006).

10.  Estudios en biotecnologia del frijol

Veltcheva et al. (2005) manifiestan que Kueneman en 1976 obtuvo resultados
preliminares en regeneracion de cultivo de meristemos en P. vulgaris. Ademas,
mencionan que Kartha y colaboradores en 1981 investigaron el proceso de
regeneracion de plantas a partir del cultivo de meristemos en algunas de las méas
importantes legumbres, para la crioconservacion del germoplasma, utilizando un
medio complementado con varias concentraciones de BAP. EI BAP es una
citoquinina, empleada en los medios de cultivo, para estimular la division celular
(junto con otras auxinas) y reactivar la actividad de los brotes laterales. También
induce la formacidn de brotes adventicios (Gaspar et al. 1996).

Malik y Saxena (1991) argumentan que en el primer reporte de regeneracion de
esta especie, solo dos plantas fueron regeneradas en un medio que contenia extracto
de semilla de frijol en una composicién no definida. Ademas, Aragdo y Rech (1997)
mencionan que en 1992 Mohamed y colaboradores, investigaron los efectos del
BAP en la proliferacion de brotes en ejes embrionarios del frijol coman y el frijol
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Terapy en Mesoamérica. Sus resultados demostraron induccion prolifica de brotes
maultiples. En un estudio realizado por Mohamed et al. (2006), en P. angularis, para
promover el desarrollo de yemas y la induccion de brotes maltiples, los brotes
adventicios fueron mantenidos en un medio de multiplicacion que consiste en sales
MS (Murashige y Skoog 1962), vitaminas B5 y suplementado con 5 uM de BAP.

En 1993, Russell y colaboradores obtuvieron las primeras plantas transgénicas
de frijol comun via descarga eléctrica de particulas recubiertas de ADN, aunque a
muy bajas frecuencias de regeneracion (0.03%). En Brasil, Aragao 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 formacion de brotes a
partir de los meristemos apicales de ejes embrionarios bombardeados con micro
proyectiles, impulsados por helio.

Aragdo y Rech (1997) encontraron varios aspectos anatomicos que inciden en la
baja frecuencia de regeneracion de plantas transformadas de frijol. Esto se logré con
el examen de la morfologia de los apices meristematicos de 17 cultivares andinos de
tipo “Carioca” y “Jalo”. En algunos cultivares la region del meristemo apical esta
parcialmente o bastante recubierta por los primordios foliares, lo que dificulta la
penetracion de los micro proyectiles cubiertos de ADN por biobalistica. En aquellos
cultivares donde el grado de exposicion del meristemo apical fue de 100%, lograron
inducir maltiples brotes e incrementar la frecuencia de regeneracion de plantas
transgénicas a partir de los meristemos apicales bombardeados.

Por otro lado, Albino (2005) desarroll6 un método alternativo para la
regeneracion in vitro del frijol, que gener6 plantas via organogénesis a partir de
callos inducidos del cultivo de yemas apicales de ejes embrionarios de la variedad
brasilefia “Olathe Pinto”. Este es un procedimiento bastante eficiente de
regeneracién de novo de plantas fértiles de frijol, donde se generaron unas 8 plantas
enraizadas por callo, empleando 0.5mg/I de thidiazuron (TDZ) y 0.25mg/I de acido
indolacético (AlA). Los analisis histoldgicos confirmaron una neoformacion de
plantas via organogénesis. Este procedimiento experimental esta siendo utilizado
para obtener plantas transformadas de frijol por el grupo de investigadores de los
laboratorios de EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) en
Brasil.

En el caso de estudios morfoldgicos e histoldgicos es poco lo que se ha realizado
con el frijol. Contreras et al. (2001) realizaron observaciones con microscopia
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electronica de transmisién en hojas de P. vulgaris inoculadas con Xanthomonas
axonopodis pv. Phaseoli para visualizar los cambios ocurridos a nivel celular en la
epidermis, mesoéfilo y tejido vascular. Otro estudio realizado con estigmas de P.
vulgaris silvestres y cultivadas, describié la histologia y micromorfologia de la
region estigmatica (Cajal et al. 2004).

Por otra parte, Garcia y Madriz (1999) estudiaron la anatomia de la lamina
foliar en 5 genotipos de frijol mungo: var. "Criolla’, "VC1973A", "VC2764B',
‘NM94' y "CHUN NAM 4', a fin de aportar informacion histoldgica de posible
utilidad para la delimitacion genotipica a nivel intraespecifico y para una mejor
interpretacion de algunos aspectos de su comportamiento agronémico. Los
resultados obtenidos revelaron una histologia bastante homogénea en los 5
genotipos investigados, observandose diferencias con respecto a las variables
anatomicas cuantitativas: densidad de estomas, densidad de tricomas y grosor de la
l&mina foliar.

A nivel mundial, las investigaciones realizadas para el mejoramiento del frijol,
se centran principalmente en los consortium, dentro de los cuales se encuentran: el
consortium Belga (IPBO/B) que desarrolla estudios de transformacion genética,
consortium Brasil (LCV/UFPE) que trabaja con mapas fisicos basados en
citogenética de P. vulgaris y el consortium CIAT en Colombia (Broughton et al.
2003).
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Realizar estudios morfoldgicos e histologicos del desarrollo ontogénico del eje
embrionario de cuatro variedades costarricenses de frijol comdn (Phaseolus vulgaris
L. var. Bribri, Guaymi, Huetar y Brunca) que permitan optimizar el proceso

morfogénico y la regeneracion de plantulas bajo condiciones de cultivo in vitro.

Objetivos especificos:

Describir morfologica e histologicamente los embriones cigéticos de cuatro
variedades costarricenses de frijol, utilizando técnicas de microscopia de luz y
microscopia de barrido (MEB).

Determinar el area de exposicion y la cobertura del meristemo apical en las cuatro

variedades de frijol costarricenses, utilizando microscopia electrénica de barrido.

Determinar la concentracién 6ptima de N°-bencilaminopurina (BAP) para la

induccion de brotes en las cuatro variedades costarricenses de frijol.

Describir, mediante MEB, el desarrollo ontogénico de los brotes generados en los
medios de cultivo complementados con la dosis adecuada de BAP en las cuatro

variedades costarricenses de frijol.

19



MATERIALES Y METODOS

Localizacion experimental

La investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia y
Transformacion Genética de Plantas, en el Laboratorio de Microtécnicas de la
Escuela de Biologia y en el Centro de Investigacion de Estructuras Microscopicas
(CIEMIC) de la Universidad de Costa Rica.

Material vegetal
Se utilizaron embriones cigoticos de las variedades costarricenses de frijol
comun: Guaymi, Bribri, Huetar, y Brunca, fueron suministradas por la Estacion

Experimental Agricola Fabio Baudrit Moreno de la Universidad de Costa Rica.

Desinfeccion del material vegetal

En la cdmara de flujo laminar, las semillas se colocaron en etanol al 70 % v/v por
1 min, y se lavaron tres veces con agua destilada estéril. Posteriormente, se
agregaron 100 ml de hipoclorito de sodio (NaOCI, 5. 25% i.a.) al 1% con tres gotas
de Tween 20, y se agitaron por 20 min. Las semillas se lavaron tres veces con agua
destilada estéril, y se colocaron por 16-18 h en agua destilada estéril.

Transcurrido el tiempo de remojo, en la camara de flujo laminar se procedi6 a
extraer los ejes embrionarios de las semillas. Para eso se abrié cada semilla por la
mitad y se desprendi6 el eje embrionario de los cotiledones. Una vez extraidos, los
primordios fueron removidos con ayuda del bisturi, dejando expuesto el meristemo
apical. Subsecuentemente, se corté una pequefia porcion de la parte posterior del eje
embrionario. Por ultimo, los ejes embrionarios se colocaron en 20 ml de NaOCI al
0,1% por 10 min y se lavaron tres veces con agua destilada estéril.

Cultivo de los ejes embrionarios

Los ejes embrionarios desinfectados se cultivaron en frascos de vidrio tipo
Gerber (4 explantes/frasco) conteniendo 25 ml de medio MS, complementado con 5
diferentes concentraciones de BAP (0.0, 5.0, 7.5, 10.0 y 12.5 mgl™), 3 % de sacarosa
y 0.8 % de agar (Sigma), a un pH 5.8. EI medio se autoclavo por 15min a 1,5 libras
de presion y 121 °C. Los ejes embrionarios se cultivaron a 26 °C con un fotoperiodo
de 12 h luz aproximadamente a 2500 lux. Transcurridas 2 semanas, todos los ejes
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embrionarios cultivados en los tratamientos con BAP se transfirieron a un medio MS
sin reguladores de crecimiento.

Para determinar la concentracion adecuada de BAP en cada una de las variedades
de frijol, se realizaron evaluaciones semanales, durante 5 semanas. Se determind el
namero de brotes, la presencia de raiz, presencia de callo y oxidacion de los brotes.

Los resultados se analizaron estadisticamente a la segunda y quinta semana. Se
escogieron estas dos semanas por ser la segunda semana cuando se realizd el
subcultivo de los explantes y se cortd la parte mas distal del eje embrionario donde se
da la formacion de callo y oxidacién y la quinta semana por ser la Gltima que se
procedio6 a la toma de datos.

Nuevamente, se realiz6 cultivo in vitro para ratificar los datos obtenidos en la
primera fase del estudio, pero esta vez se procedid a utilizar solamente la
concentracion de BAP seleccionada como 6ptima. Se determind el nimero de brotes,
oxidacion, formacién de callo, formacion de raiz y nimero de raices. Se tomo una n:
10, se analiz estadisticamente en la segunda y quinta semana desde el inicio de
cultivo.

Se utiliz6 el programa estadistico Infostat (v.1.1), se empled un analisis de

varianza con el test: Tukey. Ademas, se determiné el promedio y el error estandar.

Microscopia electronica de barrido (MEB)

Los ejes embrionarios previamente desinfectados y extraidos de las semillas o
que fueron recolectados en cada una de la toma de muestras, se fijaron en solucién de
Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 2 h a 4 °C. Las muestras se lavaron tres veces por
15 min con una solucién amortiguadora de fosfatos de sodio (pH 7,4). Se posfijaron
durante una hora en tetradxido de osmio al 1% en amortiguador de fosfatos,
posteriormente se efectuaron tres lavados de 15 min cada uno con agua destilada, se
deshidrataron en una serie ascendente de etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%,
100% y 100%) y seguidamente se realizaron cuatro cambios con alcohol terbutilico
(Mallinckrodt) para ser secados por sublimacion. Por ultimo, los ejes embrionarios se
montaron sobre bases de aluminio de 15 mm, con el meristemo apical dirigido hacia
arriba y se cubrieron en un cobertor iénico (Giko 1B-3) con una capa de oro de 40
nm de grosor. Las observaciones se llevaron a cabo con un microscopio electrénico
de barrido (MEB) Hitachi S-570 que se operd a 15KV.
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Exposicion y cobertura del meristemo apical a los 0 dias de cultivo

Para determinar el area de exposicion y cobertura del meristemo apical, se
emplearon 50 ejes embrionarios de cada una de las variedades estudiadas. Una vez
extraidos los ejes embrionarios a los O dias y ser tratados mediante la técnica de
MEB, se procedié a determinar la parte expuesta dibujando cada uno de los domos
apicales que son proyectados en la pantalla del microscopio de barrido empleando
filminas y marcador permanente y a una misma magnificacion y angulo de
inclinacién. Una vez dibujados, con ayuda de una regla dividida en cm., y que tiene
incorporada la medida de radio para determinar el &rea de un circulo mediante la
formula A=nr?, suponiendo que el domo es circular; esta medida se tomé como el
area total del domo del eje embrionario y el area de cobertura se determiné entre la
diferencia entre el area total y el area que fue dibujada (area de exposicion).

Para determinar el area de exposicion, los domos que fueron dibujados se

recortaron y empleando el medidor de &rea foliar, se determiné el area.

Toma de muestras para microscopia electronica de barrido

Una vez definida mediante cultivo in vitro la concentracion éptima de BAP en
cada una de las cuatro variedades de frijol, se realiz6 la descripcion morfoldgica
mediante microscopia de barrido. Para esto, se tomaron muestras durante las 5
semanas de observacion. Durante las dos primeras semanas de cultivo, se
recolectaron 5 muestras a los 0, 1, 4, 8 y 12 dias. Luego de las dos semanas, los ejes
embrionarios se transfirieron a un medio MS libre de reguladores de crecimiento y se
procedi6 a la toma de 5 muestras una vez a la semana, durante las tres Gltimas

semanas de evaluacion.

Técnicas histoldgicas

Para la descripcién histologica de los meristemos apicales de las cuatro
variedades de frijol se utilizaron dos tipos de técnicas histologicas: la técnica para
microscopia de luz que se empled para el material a los 0 y 8 dias de cultivo y la
microscopia oOptica de alta resolucion (MOAR) para describir el material a los 8 dias
de cultivo.

Se hicieron cortes transversales y longitudinales el nimero de brotes el namero
de brotes y se tomaron las fotografias de las diferentes estructuras de los ejes

embrionarios. Los cortes realizados con ambas técnicas, se observaron en un
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microscopio de luz invertido (Olympus 1X50).

Técnica para microscopia de luz

Los ejes embrionarios se fijaron por 18 h en una solucion de formalina-acetato-
alcohol al 50% v/v (FAA). Posteriormente, se deshidrataron en una serie de alcohol
butilico terciario (ABT) a diferentes concentraciones (Cuadro 2). Luego, se
infiltraron desde el ABT a la parafina (Merck) de forma gradual como se indica a
continuacion: 1) xilol por 30min, 2) xilol-parafina (1:1) por 1 h, 3) parafina pura 3 h
y se colocaron en el horno y 4) posteriormente se hace un Gltimo cambio de parafina
pura por 30min y se dejo en el horno. Después de este proceso la parafina liquida, se
pone en moldes y se orienta el eje embrionario segun el corte requerido y se dejé
polimerizar a temperatura ambiente (24°C-25°C).

Cuadro 2. Concentraciones y tiempo requerido por el alcohol butilico terciario
(ABT) para la deshidratacion del material vegetal.

Tipo de alcohol | Concentracion empleada (%) | Tiempo requerido (h)

A.B. T 50 2

ABT 70 Toda la noche
A.B. T 80 2

A.B. T 85 1

A BT 90 1

A.B. T 95 1

ABT 100 Toda la noche
A.B. T 100 2-4

A.B. T 100 2-4

Después de este proceso, se obtuvieron cortes con un grosor aproximado de 5-7
pm utilizando un micrétomo rotatorio (Reichert) y una cuchilla de acero inoxidable,
se montaron en portaobjetos con ayuda del adhesivo Haupt (1g gelatina Knox,
100ml agua destilada 30°C, 2g fenol y 15ml glicerina pura) y solucién flotadora
(formalina al 4%), posteriormente, se tifieron con las soluciones que se indican en el
Cuadro 3.
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Cuadro 3. Soluciones y tiempo requerido para tefiir el material vegetal, para ser

observado al microscopio de luz.

Solucién empleada Tiempo requerido (min.)
Xilol 10
Xilol 10
Alcohol 95% 3
Alcohol 70% 3
Safranina (2.25g safranina en 225 24 h
ml alcohol etilico 95°)
Alcohol 50% 3
Alcohol 70% 5
Alcohol 95% 3
Fast-green (0.1% o 0.2% en 15s
alcohol absoluto)
Alcohol absoluto 3
Xilol 3
Xilol 3

Microscopia Optica de alta resolucion (MOAR)

Los ejes embrionarios se fijaron en solucion de Karnovsky (Karnovsky 1965) por
2h a 4 °C. Las muestras se lavaron tres veces por 15 min con una solucion
amortiguadora de fosfatos (pH 7,4). Se posfijaron durante una hora en tetradxido de
osmio al 1% y posteriormente se efectuaron tres lavados de 15 min cada uno con
agua destilada. Luego, se deshidrataron en una serie ascendente de acetona (30%,
50%, 70%, 90%, 100%. 100% y 100%). Seguidamente, se colocaron en una mezcla
1:1 acetona y resina Spurr dureza media (Bozzola y Russell 1991)) por 5h, y luego se
infiltraron en resina pura por 5h. Transcurrido este lapso, se realizo la inclusion y
polimerizacion de las muestras en una estufa a 70 °C. Se realizaron cortes con grosor
entre 100-250nm utilizando un ultra micr6tomo (Power tome PC). Luego los cortes
se tifleron con azul de toluidina y se observaron y fotografiaron utilizando el

microscopio invertido.



Desarrollo ontogénico del eje embrionario cigético en condiciones ex vitro

Para cada una de las variedades de frijol, se colocaron semillas en tierra estéril.
Estas semillas se pusieron en las mismas condiciones en las que se encontraba el
material cultivado in vitro, a 28 °C con un fotoperiodo de 12 h luz.

Para realizar la observacion en MEB, se extrajeron los ejes embrionarios a los 0,
1, 4, 8 y 12 dias, recolectando por dia, 5 ejemplares de cada variedad. También, se
realizaron comparaciones con los ejes embrionarios cultivados en los diferentes
tratamientos con y sin BAP in vitro. Ademas, se realizaron observaciones semanales
del crecimiento de las plantulas de frijol para cada una de las variedades. Se

determind presencia de raiz, el nimero de brotes y el color del brote.

25



RESULTADQOS

Exposicion y cobertura del meristemo apical a los 0 dias de cultivo

Con el fin de determinar el area de exposicion y cobertura del meristemo apical,
se analizaron 50 ejes embrionarios de cada una de las variedades Brunca, Guaymi,
Huetar y Bribri por microscopia electronica de barrido. Los resultados obtenidos
indican que el porcentaje de apices donde el meristemo apical esta completamente
expuesto (100%) sigue el siguiente patron: Brunca (37%) > Guaymi (26%) > Huetar
(16%) > Bribri (8%).

Igualmente, la variedad Guaymi presenta el mayor porcentaje de exposicién del
area del meristemo apical (79%), seguida por la variedad Brunca (73%), Huetar
(72%) y Bribri (60%).

En las micrografias de los meristemos apicales de las variedades Brunca (Fig.
4A), Guaymi (Fig. 4B), Huetar (Fig. 4C) y Bribri (Fig. 4D) se observo claramente el
apice caulinar. Rodeando al domo se observan los primordios foliares.

Andlisis ultraestructural del desarrollo de los ejes embrionarios sin BAP
(control) de las cuatro variedades de frijol a través del tiempo.

Las cuatro variedades al dia O presentaron casi en su totalidad un domo
expuesto, la epidermis es mas irregular en el extremo comparado con la parte inferior
del mismo (Fig. 4).

En la epidermis del eje embrionario, se observo zonas con hundimientos, los que
podrian corresponder posiblemente a areas de origen de los estomas (Fig. 5). Sin
embargo, también se observaron protuberancias en la epidermis, que corresponden a
estomas, éstos se observaron asentados en estructuras coniformes (Fig.6). Estas
protuberancias se encontraban en menor nimero y siempre en el hipocétilo del eje

embrionario.

Al realizar cortes transversales se pudo diferenciar las diferentes capas;
epidérmica, células parénquimaticas (corteza y de medula), el cilindro vascular asi
como la capa cuticular (Fig. 7). En la variedad Bribri, entre las células
parénquimaticas se notd los espacios intercelulares y se logra apreciar la capa

epidérmica de forma mas alargada (Fig. 8 y 9). Las células parénquimaticas son de
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reserva por la gran cantidad de almidon presente (Fig. 10)

Al dia 1 de crecimiento se observo el extremo apical que contiene el apice
caulinar. Se observaron las papilas epidérmicas que cubren toda la estructura (Fig.
11). La epidermis de los domos, para las cuatro variedades, son células irregulares en
su extremo mas definidas y regulares en la parte inferior (Fig. 12) EIl epicotilo
presentd papilas cubiertas con cera cuticular en muchos casos y con estructuras que

puede ser el origen de los tricomas o de los estomas (Fig. 13).

El crecimiento de los primordios foliares fue muy evidente conforme el
desarrollo ontogénico del eje embrionario. Al dia 4, se observd la presencia de
estructuras globosas y/o elongadas, las cuales envuelven el apice. Las papilas que
componen la epidermis son muy conspicuas y en los primordios de mayor edad se
observaron diferentes grados de desarrollo de tricomas unicelulares y pluricelulares
(Fig. 14). Se observo el cilindro vascular, se distingue por un halo central. También
se logré diferenciar dos tipos de células, unas medianas las cuales se tratan de las
células del parénquima de corteza y las mas grandes que corresponden a las del
parénquima de médula (Fig. 15). Es a partir de este dia que aparece por primera vez
el floema y el xilema (Fig. 16), en donde se presentaron en todas las variedades
analizadas los elementos de los vasos con ornamentacién de las paredes laterales
secundaria en forma helicoidal (Fig. 16 A). También se observaron puntuaciones de
la pared lateral tipo alterna (Fig. 16 B).

A los 8 dias de crecimiento, se observo tricomas y estomas mas desarrollados, se
notaron estructuras muy joévenes de forma globosa y otras estructuras mas elongadas
de bases anchas. Se observd como estas hojas jévenes van adquiriendo la forma de la
hoja madura (Fig.17 y 18). También es méas evidente un mayor nimero de estomas
en las superficies de las hojas.

Al dia 12, se observo la formacion del brote apical. Ademas, el crecimiento y
volumen de las hojas jovenes aumenta (Fig. 19), dando origen a las hojas maduras,
con una vena central prominente y venas laterales. Es evidente un mayor nimero de

tricomas, en la superficie de las hojas se observd mayor cantidad de estomas.

Los estomas presentes en las cuatro variedades son los paraciticos a diferentes
niveles, solo Bribri presento estomas hundidos y sélo en Brunca se observo
anomociticos, mientras que las cuatro variedades presentan al mismo nivel y

proyectandose hacia fuera (Fig. 20)
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Entre los tipos de tricomas encontrados, se encuentra: los largos simples
unicelulares, los globosos cortos pluricelulares y los simples cortos unicelulares y
puntiagudos (Fig. 21)

Efecto del BAP en el crecimiento bajo condiciones in vitro

Se determind el numero promedio de brotes formados en Bribri, Brunca,
Guaymi y Huetar, a través del tiempo, estimandose esta caracteristica a partir de la
tercera semana hasta la quinta semana de cultivo en medio MS complementado con 5
mgl™ de BAP. Se observé un incremento en el nimero de brotes al transcurrir el
tiempo de cultivo en las diferentes concentraciones y en las cuatro variedades
estudiadas. La variedad Huetar a la tercera semana de cultivo, presenté un promedio
de brotes inferior a 1 al someterla a las concentraciones de 10.0 y 12.5 mgl™ de BAP.
En el control (0.0 mgl™ de BAP) en todas las variedades se di6 la formacién de solo
1 brote y este se mantuvo a lo largo del tiempo (Fig. 22-25).

En el Cuadro 4 se muestra el promedio de brotes producidos por los ejes
embrionarios de las cuatro variedades en las diferentes concentraciones de BAP, a la
quinta semana de cultivo. Se determind que al usar el BAP la mayor cantidad de
brotes se obtuvo al utilizar 5 mgl™ a excepcion de la variedad Huetar, la cual fue a
12.5 mgl™ (Fig. 26-30).
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Cuadro 4. Promedio de brotes a la quinta semana, producidos en los ejes
embrionarios de Bribri, Brunca, Guaymi y Huetar sometidos a las diferentes
concentraciones de BAP.

Variedad Concentracion de BAP (mgl™)
0 5 75 10 125
Bribri 140 |2.26+0.27AB | 1.88+0.16 AB | 2.23+0.33 AB | 1.89 + 0.23 AB
Brunca 140 | 266+0.18A | 1.94+020AB | 238+025A | 2.44+0.26 A
Guaymi 140 | 1.73+0.15B | 167+0.15B | 1.47+0.15B | 1.50+0.19B
Huetar 140 | 253+0.22A | 253+0.21A | 246+0.19A | 269+02A
D 0,0121 0,0077 0,0100 0,0025
R2 0,07 0,08 0,07 0,10

Estadisticamente, si se compara entre tratamientos para cada una de las
variedades, Brunca (p= 0,1774), Bribri (p= 0,5656), Guaymi (p= 0,5890) y Huetar
(p= 0,8963), se demuestra que no existen diferencias significativas (Fig. 31-34). Por
lo tanto, se determiné el tratamiento de 5 mgl™ como el mas efectivo, basandose
solamente en el promedio de brotes cuantificables. Se elimind del analisis estadistico
el control, ya que se espera la formacién de un brote.

Cuando se analizd estadisticamente entre variedades para cada uno de los
tratamientos empleados, todos fueron significativos (Cuadro 4, ver columnas), la
variedad Bribri en todos los tratamientos compartié semejanza con las demas
variedades estudiadas. Se demuestra como en este caso en cada uno de los

tratamientos si se compara las variedades si es estadisticamente significativo.

Otra variable que se cuantifico fue la presencia o ausencia de oxidacion en el eje
embrionario. En Bribri, los ejes embrionarios se oxidaron en las diferentes dosis de
BAP utilizadas entre un 97% a un 100% a la segunda semana, mientras que en la
quinta semana la oxidacion fue gradual conforme aumenté la dosis de BAP, a
excepcion del control que presentd 100% de oxidacién (Fig. 35).

De acuerdo al ANOVA utilizando las diferentes concentraciones de BAP para la
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segunda semana, no se observaron diferencias significativas (p=0.6015), sin
embargo, a la quinta semana si se observaron diferencias significativas (p<0.0001),
donde el control es estadisticamente diferente en todas las concentraciones utilizadas,
y el menor porcentaje de oxidacion se observo al utilizar una concentracion de 5 mgl
! de BAP obtuvo menor porcentaje de oxidacion.

Para la variedad Guaymi, a la segunda semana de cultivo, todos los tratamientos
causaron entre un 97% a un 100% de oxidacion en los ejes embrionarios. Para la
quinta semana, al igual que Bribri conforme se aumento la concentracion de BAP se
obtuvo mayor oxidacion, excepto el tratamiento que corresponde a 12.5 mgl™* de
BAP que fue ligeramente menor al correspondiente a 10 mgl™ (Fig. 36).

Al realizar el ANOVA, se determiné que para la segunda semana no se
obtuvieron diferencias significativas (p= 0.4540) comparado con la quinta semana,
donde si se obtuvieron diferencias (p=0.0286). Se observaron tres grupos, uno
correspondiente al control, el segundo a 5 mgl™ de BAP con menor oxidacién vy el
tercer grupo que comprende las deméas concentraciones, las cuales comparten
similitud con 0y 5 mgl™.

Para la variedad Brunca, a la segunda semana de cultivo los porcentajes de
oxidacion oscilaron entre 78%-94%. A la quinta semana, estos valores se
mantuvieron constantes a diferencia del tratamiento de 5 mgl™de BAP que descendi6
drasticamente de 94% en la segunda semana a un 25% al final de la evaluacion (Fig.
37).

Segin el ANOVA, en la segunda semana no se obtuvieron diferencias
significativas (p=1063), al contrario a la quinta semana se observaron diferencias
significativas (p<0.0001), donde la concentracién correspondiente a 5 mgl™ es
diferente a las demés concentraciones.

Por ultimo, para Huetar a la segunda semana al igual que Brunca, los valores
varfan entre 63%-98%, siendo el control el que presenta menor oxidacion y 5 mgl™
BAP la mayor oxidacion. En la quinta semana, la oxidacion en las concentraciones
de 5y 7.5 mgl™* BAP se redujo dréasticamente, mientras que en las demas se mantuvo
constante (Fig. 38).

ElI ANOVA muestra como en la semana dos y cinco se obtuvo diferencias
significativas (p=0.0001) y (p=0.0009) respectivamente.

De los datos analizados, comparando entre tratamientos, entre variedades y la

interaccién de ambos analisis con respecto a la oxidacion, se obtiene un resultado

30



significativo (p<0.0001). Entre las variedades Bribri y Huetar, el comportamiento
observado es similar, pues presentan valores similares de oxidacion, de igual forma
pasa en las variedades Brunca y Guaymi.

Entre los diferentes tratamientos, los resultados obtenidos son variables salvo la
concentracion de 12.5 mgl®, que exhibe un comportamiento similar a la
concentracién de 0 mgl™ por un lado y con 10 y 7.5 mgl™ por otro lado. En cuanto a
la interaccién entre estas variables, un grupo aparte lo forma Brunca 5 mgl™, esto se
debe al 25% de oxidacion que se obtuvo en este tratamiento.

Con respecto a los analisis anteriores se concluyd que la concentracion optima
para formar los brotes corresponde a la de 5 mgl™ de BAP.

En el segundo experimento donde se realizd el cultivo de los ejes
embrionarios, la variedad Brunca presenta mayor promedio de brotes con 2.40 £
0.37 por explante y 4.10 = 0.48 en la segunda y quinta semana respectivamente
(Cuadro 5). Lo anterior confirma lo obtenido en el primer cultivo de los ejes
embrionarios, donde la variedad Brunca a la quinta semana presenta mayor nimero

de brotes y Guaymi con 1,50 + 0,22 es el que presenta menos brotes.

Cuadro 5. Promedio de brotes a la segunda y quinta semana de observacion
empleando 5 mgl™de BAP en cada una de las variedades.

Variedad Semana dos Semana cinco

Huetar 1.10+0.28 B 2.00+0.37B

Guaymi 1.60 £ 0.27AB 1.50+0.22 B

Brunca 240+0.37 A 410+0.48 A

Bribri 0.90+0.35B 1.86+0.34B
P 0,0098 <0,0001
R? 0,27 0,49

Estadisticamente, a la semana dos entre variedades existen diferencias

significativas (p= 0.0098), al igual en la quinta semana se observaron diferencias
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significativas (p<0.0001), donde Brunca es estadisticamente diferente a las otras
variedades (ver letras Cuadro 5).

En cuanto a la oxidacién, tanto en la semana dos como en la cinco, la mayor
oxidacion se presento en la variedad Bribri con 50% y 100% respectivamente (Fig.
39 y 40). Estadisticamente, a la segunda semana no hay diferencias significativas
entre las variedades (p=0.2801), sin embargo a la quinta semana si hay significancia
(p=0.0053).

Para el caso de formacion de callo, en la segunda semana Huetar, Guaymi y
Brunca present6 un 100% y Bribri solo un 50% lo formaron. Por su parte, Guaymi en
la quinta semana presenté mayor porcentaje (60%), mientras que para Bribri no se
formé callo (Fig. 41y 42).

De igual manera, para la formacion de raiz, Guaymi en la segunda semana
presentd un mayor porcentaje de raiz (80%) y Huetar fue la que presentdé menos
porcentaje de plantulas que la formaron (10%). En la quinta semana Guaymi, Brunca
y Bribri todas las plantulas formaron raiz y solo un 60% formaron raiz en Huetar
(Fig. 43 y 44). Estadisticamente, a la semana dos se encontré diferencias
significativas para formacion de callo (p= 0.0001) y raiz (p= 0.0055). A diferencia de
la semana cinco para la variable formacion de callo no se encontro6 diferencia alguna
(p= 0.0767). Por su parte el dato correspondiente a raiz si fue significativo (p=
0.0041), donde Huetar es diferente a las otras variedades.

Lo anterior se ratifica con el nimero de raices presentes en las plantulas, donde
Huetar presentd 2.20, Brunca 4.5, Guaymi 6,5 y Bribri 4.14 raices por explante (Fig.
45). Se observaron diferencias significativas en el nimero de raices entre las

variedades (p= 0.0013) en la semana cinco de observacién.

Andlisis de la formacion de brotes utilizando MEB.

Se utiliz6 una concentracién de 5 mgl* BAP para las cuatro variedades
estudiadas. Haciendo uso de MEB, se determind el promedio de brotes apicales a los
doce dias de observacion (se escogid este dia por ser el periodo en que se observo
claramente los brotes formados), obteniéndose un mayor promedio en la variedad
Brunca con 3.60 + 0.24 brotes (cuadro 6) coincidiendo con lo encontrado en el
cultivo in vitro. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas (p= 0.1053)
entre las cuatro variedades a los doce dias de cultivo (ver letras en cuadro 6).
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Cuadro 6. Promedio de brotes apicales a los doce dias de cultivo, empleando
MEB y 5 mgl™ de BAP en las cuatro variedades de frijol estudiadas.

Variedad | Brotes apicales

Huetar 240+0.51 A

Guaymi | 2.20+0.58 A

Brunca 3.60+0.24 A

Bribri 3.40+0.40 A

P 0,1053

R? 0,31

Del mismo modo, se determind el promedio de brotes laterales presentes a la
quinta semana de cultivo (a los 37 dias) y se observé un mayor nimero de brotes en
la variedad Huetar (1 £ 0.45), mientras que la variedad Guaymi no presentaron brotes
laterales (Fig. 46). Al realizar analisis estadistico no presento diferencias
significativas (p=0.2174).

Andlisis ultraestructural del desarrollo de los ejes embrionarios empleando

BAP en las cuatro variedades de frijol a través del tiempo.

La morfologia de los ejes embrionarios para las cuatro variedades de frijol
cultivados en un medio complementado con 5 mgl™ de BAP, muestra el meristemo
apical, un vastago compuesto por los primordios jovenes que sobresalen al lado del
domo, (Fig. 47). Al cuarto dia de cultivo, se aprecié hojas jovenes que cubren los
brotes que empiezan a formarse (Fig. 48).

En el octavo dia de cultivo, el domo apical esta cubierto por gran cantidad de
hojas jovenes con tricomas en la superficie abaxial (Fig.49). Se contabiliz6 un
promedio de hojas jévenes, en Brunca de 7.6, Bribri 7.0, Huetar 5.3 y Guaymi 5.0, de
un total de cinco plantulas para cada variedad.
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Al dia doce de cultivo, se observd la formacion de un mayor nimero de hojas
los cuales presentaron mayor cantidad de tricomas en la superficie abaxial. Estos
tricomas en la parte superior de las hojas son mas maduros y en la parte inferior son

mas jovenes. También se observo la formacion de brotes (Fig. 50).

En el epicotilo e hipocotilo la epidermis muestra diferencias morfoldgicas.
Todas las variedades tienen el epic6tilo con papilas, aunque en la mayoria de los
casos y debido al tratamiento aplicado se observaron colapsadas (Fig. 51). Con
respecto al hipocotilo, en Guaymi al dia uno de crecimiento se observaron células
lisas mientras que en Brunca, Bribri y Huetar presentan papilas (Fig. 52). Se observé
cera cuticular en todas las variedades estudiadas.

La variedad Guaymi presentd dos tipos de epidermis una lisa en la zona del
hipocétilo y otra irregular. Esta caracteristica se mantiene a través del tiempo (Fig.
53).

Con respecto a los estomas, al dia uno de cultivo en las cuatro variedades se
observé la formacion de estos, siendo Bribri la variedad que las presenta mas
inmaduros (Fig. 54). En el dia doce se observé los estomas bien formados con una
buena definicion de las estructuras que lo forman: el ostiolo y las células guarda (Fig.
55).

También en la epidermis se observaron cuatro tipos de tricomas: dos
pluricelulares y dos unicelulares (Fig. 56). Entre los pluricelulares estd uno corto
globoso el cual comprende entre 3 a 5 células, mientras que el largo simple con una
base engrosada y se divide en dos células. Los tricomas unicelulares son uno largo y
simple, y el otro corto, simple ambos con una base engrosada.

Con respecto a los tejidos internos en un corte transversal de tallo, para el dia
uno ya se observo el cilindro vascular que separa la médula de la corteza. Bribri se
diferencia de las otras tres variedades en el tamafio del parénquima de la médula, el
cual es mas grande que el parénquima de la corteza. Por el contrario en Brunca,
Guaymi y Huetar el parénquima de la médula es mas pequefio que el parénquima de
la corteza. Las cuatro variedades se asemejan en que presentan dos capas de células
epidérmicas (Fig. 57).

A partir del dia cuatro se aprecié un tejido xileméatico bien formado, se
distinguen los elementos de los vasos y el parénquima (Fig. 58).

Los elementos de los vasos en las cuatro variedades presentaron
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ornamentaciones de la pared lateral secundaria de forma helicoidal y escalariforme
(Fig.59 y 60). En Brunca y Bribri se observaron también tipos de puntuaciones en las
paredes laterales de forma opuestas y escalariforme (Fig. 61).

Desarrollo ontogénico y analisis ultraestructural del eje embrionario cigotico en
condiciones ex vitro.

Las observaciones realizadas con cada una de las variedades estudiadas
muestran como a la primera semana de cultivo las que corresponden a grano negro
(Guaymi y Brunca) presentan tallo rosado, y por su parte las de grano rojo (Huetar y
Bribri) su tallo es verde tierno (Fig. 62). Ademas otra caracteristica que se pudo
observar fue la germinacion en las variedades de frijol negro fue mayor que en las de
frijol rojo. Donde Brunca y Guaymi presentaron en orden 50% y 60% de
germinacion mientras que Huetar y Bribri 10% y 20% respectivamente.

Por otra parte, a la quinta semana se observé un mayor desarrollo de las plantas
formadas comparado con la semana uno. Las variedades de grano negro mantienen
su tallo rosado (Fig. 63 B y C). Las variedades de grano color rojo, sélo Bribri
cambio el color de su tallo de verde tierno a rosado, pero Huetar lo mantiene verde
tierno (Fig. 63 A y D). Al igual que en la primera semana, la germinacion y
desarrollo de los de grano negro fue més evidente que los de grano rojo.

Con respecto a las observaciones en microscopio de barrido, al dia uno de
cultivo bajo condiciones ex vitro, el domo esta bastante expuesto y se aprecié como
el extremo tiene las células menos definidas si se compara con la parte inferior, las

cuales son mas definidas (Fig. 64).

Al dia 1 se pudieron encontrar estomas bien formados en las diferentes partes
del eje embrionario, pero en la variedad Bribri, slo se observaron los estomas en
desarrollo. También se apreciaron las células de la epidermis del epicotilo, las cuales
tienen forma irregular (estos se muestran colapsadas). En Huetar, la epidermis esta
compuesta por papilas bien formadas (Fig. 65). El hipocétilo presenta células
irregulares, aunque en su gran mayoria se encuentran colapsadas (Fig. 66). También
se observaron tricomas en el cuerpo del eje embrionario, principalmente en la zona
de los primordios foliares, en las variedades de grano negro (Brunca y Guaymi) ya
que Huetar y Bribri no se observaron (Fig. 67). En un corte transversal del vastago se
observd que el grosor de las diferentes capas es similar entre las diferentes
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variedades, se distingui6 facilmente el parénquima de la médula y de la corteza, el
cilindro vascular, la epidermis y la cuticula (Fig. 68).

Al cuarto dia de cultivo se observo mayor desarrollo de las hojas alrededor del
domo, también ya a este nivel se observaron tricomas bien desarrollados en el
epicétilo. En las cuatro variedades se aprecid6 como muchos de estos tricomas se
desprendieron de la epidermis de la planta durante el proceso (Fig. 69).

Al el dia ocho y doce de cultivo, el meristemo esta mas cubierto de hojas y éstas
presentan mayor nimero de tricomas, los cuales se presentaron también en la parte
interna de los primordios foliares de mayor edad. De igual forma en el resto de la
plantula. En la Figura 70 y 71 se observa los tricomas largos en el centro del
meristemo. También se observé claramente un brote formado por cada eje

embrionario (Fig. 72).

Al dia ocho de cultivo, las epidermis de las plantulas son similares a lo exhibido
al dia uno de cultivo. Para las cuatro variedades, la epidermis es irregular, aunque

unas mas alargadas que en otras variedades (Fig. 73).

La presencia de tricomas fue otra caracteristica que se observé durante todos los
dias en que se realizd la observacion. Para los ejes embrionarios cultivados ex vitro a
diferencia de los ejes embrionarios a los que se suministro 5 mgl™ de BAP no se
logré observar los tricomas largos simples pluricelulares. En Guaymi se aprecié un

tricoma globular largo unicelular (Fig. 74).

En las cuatro variedades también se encontrd estomas paraciticos que estan
hundidos, al mismo nivel de las otras células epidérmicas y los que se proyectan
hacia el exterior. En Guaymi y Huetar ademas se evidencié la presencia de estomas

anomociticos, aunque estos en menor proporcion (Fig. 75)

El desarrollo de las hojas es en un periodo mas temprano que en cultivo in vitro,
ya al cuarto dia se logré observar hojas bien desarrolladas y con gran cantidad de
tricomas (Fig. 76)

Histologia del frijol.

Los meristemos de los ejes embrionarios de frijol presentaron las capas
caracteristicas de un meristemo apical tanto al dia cero como al octavo dia de cultivo.

Se observd el procambium, el meristema fundamental, la protodermis y el
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promeristema (Fig. 77). Se pudo distinguir en todas las variedades la capa de la
protodermis a los cero dias de cultivo, la cual estd compuesta por una hilera de
células (Fig. 78).

En corte transversal del tallo a los 0 y 8 dias con 5 mgl™ BAP, se muestra el
xilema rodeado por otras células mas pequefias (posiblemente se trate de floema),
ademas de parénquima de médula (células més grandes) (Fig.79).

Con estas técnicas de microscopia de luz se observaron las diferentes capas de
los tejidos meristematicos que dan origen a los tejidos vasculares, fundamentales
(parénguima, colénquima y esclerénquima) y la epidermis, que posteriormente van
formando los diferentes érganos de la planta. No se encontr6 diferencias entre los
ejes embrionarios a los que se les aplic6 BAP y a los que no se les aplico esta
citoquinina (Fig. 80 y 81).

No se observo diferencia en cuanto a la formacion de yemas axilares, en las
plantulas cultivadas para el dia ocho, sin BAP y las que se le aplicaron 5 mgl™ de
BAP (Fig. 82).

Es importante ademas mencionar como la técnica histolégica permitié confirmar
la presencia de tricomas unicelulares y pluricelulares en las diferentes variedades

analizadas (Fig. 83).
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Figura 4. Microfotografias de barrido de los meristemos apicales de las variedades costarricenses de frijol
a los 0 dias de cultivo sin BAP. HP: hojas primarias, D: domo, PF: primordios foliares.

(A) Brunca, en el extremo del domo presenta células mas irregulares y en la parte inferior mas definidas.
Esc. 4,5 cm= 150 pm

(B) Guaymi, en el extremo del domo presenta células mas irregulares y en la parte inferior méas definidas.
Esc. 4,5 cm=150 pm

(C) Huetar, en el extremo del domo presenta células mas irregulares y en la parte inferior mas definidas.
Esc. 4,5 cm= 150 pm

(D) Bribri, en el extremo del domo presenta células mas irregulares y en la parte inferior mas definidas.

Esc. 4,5 cm= 176 pm.
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Figura 5. Detalle de la superficie epidérmica, se distinguen posibles origenes de estomas de las variedades

costarricenses de frijol a los 0 dias de cultivo sin BAP.

(A) Brunca, estoma en desarrollo. Obsérvese las papilas de la epidermis del epicétilo. Esc. 4,5 cm= 23,1
pm.

(B) Guaymi, posibles origenes de estomas o de tricomas, estoma en desarrollo (flecha). Obsérvese las
papilas de la epidermis del epicétilo. Esc. 4,5 cm= 30pm.

(C) Huetar, posibles origenes de estomas o de tricomas (1), estomas en desarrollo (2). Obsérvese las papilas
de la epidermis del epicotilo. Esc. 4,5 cm=100 pm

(D) Bribri, estoma en formacion. Esc. 4,5 cm= 8,6 um.
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Figura 6. Estomas en formacion a los 0 dias de cultivo sin BAP, estomas que se encuentran en una

estructura conica
(A) Brunca. Obsérvese las papilas de la epidermis del hipocétilo. Esc. 4,5 cm=27um.
(B) Guaymi. Obsérvese las papilas de la epidermis del hipocétilo. Esc. 4,5 cm=15um.
(C) Huetar. Obsérvese las papilas de la epidermis del hipocétilo. Esc. 4,5 cm=43um.

(D) Bribri, Obsérvese las papilas de la epidermis del hipocétilo. Esc. 4,5 cm=38um.
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Figura 7. Corte transversal del eje embrionario a los 0 dias de cultivo sin BAP. Se observan las células
parénquimaticas de corteza y de medula, el haz vascular y la capa epidérmica

(A)  Brunca. Esc. 4,5 cm= 0,38 um.

(B) Bribri. Esc. 4,5 cm= 0,43 um.
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Figura 8. Corte transversal del eje embrionario a los 0 dias de cultivo sin BAP.

(A) Brunca. Obsérvese la capa epidérmica, las células se observan un poco alargadas (flecha). Esc. 4,5
cm=60 pm.

(B) Guaymi. Obsérvese la capa epidérmica, las células se observan un poco alargadas (flecha). Esc. 4,5
cm=43 pm.

(C) Huetar. Obsérvese la capa epidérmica, las células se observan un poco alargadas (flecha). Esc. 4,5
cm=30 pm.

(D) Bribri. Obsérvese la capa epidérmica, las células se observan un poco alargadas (flecha). Esc. 4,5
cm=38 pm.
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Figura 9. Cortes transversales del vastago a los 0 dias de cultivo sin BAP.
(A) Detalle de las células de la capa epidérmica. Esc. 4,5 cm=5 pum.

(B) Células de parénquima, se observan muy vacuolizadas y conteniendo granulos, posiblemente de
almidon. Note los espacios intercelulares. Esc. 4,5 cm= 27 um.
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Figura 10. Detalle células de parénquima a los O dias de cultivo sin BAP. Se observan espacios

intercelulares y almiddn Esc. 4,5 cm=15um.
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Figura 11. Apice caulinar a 1 dia de cultivo sin BAP. Nétese que el polo apical esta formado por células

pequefias e isodiamétricas y la presencia de papilas epidérmicas que cubren toda la estructura. Ademas, el domo
esta rodeado por dos primordios muy jovenes.

(A) Brunca, Esc. 4,5 cm= 200 pum.
(B) Guaymi, Esc. 4,5 cm= 250 pm.
(C) Huetar, Esc. 4,5 cm= 150 pm.
(D) Bribri, Esc. 4,5 cm= 176 pm.
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Figura 12. Domo de los meristemos apicales, al dia 1 de cultivo sin BAP. Notese las células de la parte

central del domo de forma irregular y mientras se acerca a la zona inferior son mas regulares.
(A) Brunca. Esc, 4.5 cm=150 pm.
(B) Guaymi. Esc, 4.5 cm=86 um.
(C) Huetar. Esc, 4.5 cm=50 pm.

(D) Bribri. Esc, 4.5 cm=38 pm.
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Figura 13. Detalle de la superficie del epicétilo al dia uno de crecimiento en un medio sin BAP.

(A) Brunca. Papilas, obsérvese la formacion de tricoma. Esc. 4,5 cm=0,27 mm.

(B) Guaymi. Papilas, obsérvese formacidn tricomas asi como posibles origenes de estomas o tricomas Esc.
4,5 cm=43 pm.

(C) Huetar. Papilas, obsérvese posibles origenes de estomas o tricomas Esc. 4,5 cm=60 pum.

(D) Bribri. Papilas Esc. 4,5 cm=38 um.
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Figura 14. Extremo apical, al dia 4 de crecimiento en el medio de cultivo sin BAP.

(A) Brunca. Nétese los primordios foliares que envuelven el meristemo apical. Alrededor se observa hojas
jovenes cubiertos de tricomas. Esc. 4,5 cm=200 pm.

(B) Guaymi. Micrografia que muestra las hojas jovenes que rodean el domo, obsérvese los tricomas en el
cuerpo de la plantula Esc. 4,5 cm=0.43 mm.

(C) Huetar. Meristemo apical semicubierto por tres primordios foliares. Estas estructuras estan rodeadas por
hojas jovenes. Esc. 4,5 cm=231 um.

(D) Bribri. Domo cubierto por hojas joévenes, nétese la gran cantidad de tricomas. Esc. 4,5 cm=0.38 mm.

48



Figura 15. Corte transversal al cuarto dia de desarrollo del eje embrionario en el medio sin BAP. En las
cuatro variedades se observaron las mismas estructuras y desarrollo.

(A) Brunca. Note el parénquima de la corteza y de la médula, el cilindro vascular (cubierto por gran
cantidad de cera) y la capa epidérmica. Esc. 4,5 cm=0.30 mm.

(B) Bribri. Note el parénquima de la corteza y de la médula, el cilindro vascular y la capa epidérmica Esc.
4,5 cm=0,27 mm.
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Figura 16. Elementos de los vasos presentes en el xilema del frijol, a los 8 dias de cultivo sin BAP.
(A) Ornamentacion de las paredes laterales secundaria forma helicoidal. Esc. 4,5 cm=7,5 pm.

(B) Puntuacion de la pared lateral tipo alterna Esc. 4,5 cm=13,6 pm.
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Figura 17. Extremo apical al dia ocho de crecimiento en el medio sin BAP.

(A) Brunca. Obsérvese la gran cantidad de tricomas y las hojas jévenes que van adquiriendo forma de hoja
madura. Esc. 4,5 cm=0,60 mm.

(B) Guaymi. Tricomas maduros en hojas maduras. Esc. 4,5 cm=0,75 mm.

(C) Huetar. Hojas que sobresalen del domo, note los tricomas en cuerpo de la plantula. Esc. 4,5 cm=1,20
mm.

(D) Bribri. Domo cubierto por gran cantidad de tricomas maduros. Esc. 4,5 cm=1 mm
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Figura 18. Ocho dias de crecimiento en medio sin BAP. Se observa un abundante nimero de estomas

presentes en las hojas. Se nota una estructura estomatica bien desarrollada.

(A) Brunca. Estomas paraciticos en superficie adaxial de hoja, presenta tricomas unicelulares en el borde de
la hoja. Esc. 4,5 cm=0,75 mm.

(B) Guaymi. Se observa un alto nimero de estomas con el ostiolo abierto, en superficie adaxial. Esc. 4,5
cm=103 pm.

(C) Huetar. Mayor detalle de estomas abiertos. Note los tricomas en el borde de la lamina foliar. Esc. 4,5
cm=43 pm.
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Figura 19. Panoramica del eje embrionario, a los doce dias de cultivo sin BAP. Notese la formacion de

solamente un brote.

(A) Brunca. Crecimiento de las hojas es muy evidente, cerca del domo se nota un crecimiento abundante de
tricomas muy largos Esc. 4,5 cm=0,75 mm.

(B) Huetar. Crecimiento de las hojas, cerca del domo se nota un crecimiento abundante de tricomas muy
largos En la superficie abaxial se evidencia mayor nimero de tricomas Esc. 4,5 cm=200 pm.
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Figura 20.Estomas presentes en frijol a diferentes dias de cultivo in vitro en medio MS sin BAP.

(A). Estoma anomacitico en la variedad Brunca al dia de cultivo. Esc. 4,5 cm=10 pm.
(B). Estoma paraciticos al mismo nivel de las células epidérmicas. Esc. 4,5 cm=200 pm.

(C). Estoma paraciticos proyectado hacia el exterior de la epidermis 4,5 cm=50 pm.

(D). Estoma paraciticos hundido con respecto al nivel de las células epidérmicas 4,5 cm=150 pm.
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Figura 21. Tricomas encontrados en las cuatro variedades de frijol en medio sin BAP.
(A) Tricoma corto globular pluricelular, compuesto por tres células. Esc. 4,5 cm=15 um.

(B) Tricoma largo unicelular. Esc. 4,5 cm=50 um.
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Figura 22. Efecto de la concentracion de BAP en la formacion de brotes en la variedad Bribri a la tercera,

cuarta y quinta semana de cultivo.
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Figura 23. Efecto de la concentracion de BAP en la formacion de brotes en la variedad Brunca a la tercera,

cuarta y quinta semana de cultivo.
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Figura 24. Efecto de la concentracion de BAP en la formacion de brotes en la variedad Guaymi a la

tercera, cuarta y quinta semana de cultivo.
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Figura 25. Efecto de la concentracion de BAP en la formacidn de brotes en la variedad Huetar a la tercera,

cuarta y quinta semana de cultivo.
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Figura 26. Tratamiento con 0 mgl™ de BAP a la quinta semana de cultivo in vitro. Se observa la formacion

de solamente un brote con hojas y raices bien desarrolladas.(A) Bribri, (B) Brunca, (C) Guaymiy (D) Huetar.
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Figura 27. Formacidn de brotes en la variedad Bribri a la quinta semana de cultivo in vitro en los diferentes
tratamientos empleados: (A) 5 mgl™, (B) 7,5 mgl™, (C) 10 mgl™ y (D) 12,5 mgl™.
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Figura 28. Formacion de brotes en la variedad Brunca a la quinta semana de cultivo in vitro en los
diferentes tratamientos empleados: (A) 5 mgl™?, (B) 7,5 mgl™, (C) 10 mgl™y (D) 12,5 mgl™.
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Figura 29. Formacion de brotes en la variedad Guaymi a la quinta semana de cultivo in vitro en los
diferentes tratamientos empleados: (A) 5 mgl?, (B) 7,5 mgl?, (C) 10 mgl™ty (D) 12,5 mgl™.
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Figura 30. Formacion de brotes en la variedad Huetar a la quinta semana de cultivo in vitro en los
diferentes tratamientos empleados: (A) 5 mgl?, (B) 7,5 mgl?, (C) 10 mgl™y (D) 12,5 mgl™.
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Figura 31. Andlisis estadistico del nimero de brotes para la variedad Bribri a la quinta semana de cultivo

bajo condiciones in vitro.
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Figura 32. Analisis estadistico del nimero de brotes para la variedad Brunca a la quinta semana de cultivo

bajo condiciones in vitro.
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Figura 33. Andlisis estadistico del nimero de brotes para la variedad Guaymi a la quinta semana de cultivo

bajo condiciones in vitro.
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Figura 34. Analisis estadistico del nimero de brotes para la variedad Huetar a la quinta semana de cultivo

bajo condiciones in vitro.
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Figura 35. Efecto del BAP en la variedad Bribri para la oxidacion de los ejes embrionarios a la segunda y

quinta semana de cultivo, bajo condiciones in vitro.
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Figura 36. Efecto del BAP en la variedad Guaymi para la oxidacion de los ejes embrionarios a la segunda
y quinta semana de cultivo, bajo condiciones in vitro.
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Figura 37. Efecto del BAP en la variedad Brunca para la oxidacion de los ejes embrionarios a la segunda y
quinta semana de cultivo bajo condiciones in vitro.
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Figura 38. Efecto del BAP en la variedad Huetar para la oxidacion de los ejes embrionarios a la segunda y
quinta semana de cultivo bajo condiciones in vitro.
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Figura 39. Porcentaje de oxidacion empleando 5 mgl™ de BAP en las variedades Huetar, Guaymi, Brunca y

Bribri a la segunda y quinta semana de cultivo.
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Figura 40. Oxidacion de las plantulas a la quinta semana de cultivo in vitro empleando 5 mgl™. Bribri (A),
Guaymi (B), Brunca (C) y Huetar (D).
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Figura 41. Porcentaje de formacion de callo en las variedades Huetar, Guaymi, Brunca y Bribri empleando

5 mgl™ de BAP a la segunda y quinta semana de cultivo.
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Figura 42. Formacidn de callo (c) de las pléantulas a la segunda semana de cultivo in vitro empleando 5
mgl™.Bribri (A), Guaymi (B), Brunca (C) y Huetar (D).
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Figura 43. Promedio de formacion de raiz en las variedades Huetar, Guaymi, Brunca y Bribri empleando 5

mgl™ de BAP a la segunda y quinta semana de cultivo.

77



Figura 44. Formacion de raiz (r) de las plantulas a la quinta semana de cultivo in vitro empleando 5 mgl’
1.Bribri (A), Guaymi (B), Brunca (C) y Huetar (D).
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Figura 45. Promedio de raices en las plantulas de las variedades Huetar, Guaymi, Brunca y Bribri

empleando 5 mgl™ de BAP a la quinta semana de cultivo.
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Figura 46. Promedio de brotes laterales en las cuatro variedades estudiadas empleando 5 mgl™ de BAP a la
quinta semana de cultivo in vitro.
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Figura 47. Superficie del domo apical para cada una de las cuatro variedades de frijol al dia 1 de cultivo en

medio MS complementado con 5 mgl™ de BAP.

(A) Brunca. El érea delimitada (a) corresponde epidermis con células menos definidas, (b) epidermis con
células mas definidas, (p) primordios jovenes. Esc. 4,5 cm=100 pum.

(B) Guaymi. Esc. 4,5 cm=86 um.
(C) Huetar. Esc. 4,5 cm=86 pum.

(D) Bribri. Esc. 4,5 cm=150 pm.
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Figura 48. Domo apical al cuarto dia de cultivo en medio MS complementado con 5 mgl™ de BAP. Se

observa la formacion de hojas (a) que rodean el domo.
(A) Brunca. Esc. 4,5 cm=100 pm.
(B) Guaymi. Esc. 4,5 cm=86 um.
(C) Huetar. Esc. 4,5 cm=86 pum.
(D) Bribri. Esc. 4,5 cm=100 pm.
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Figura 49. Extremo apical al octavo dia de cultivo en medio MS complementado con 5 mgl™ de BAP.

(A) Brunca. Obsérvese las hojas que cubren el domo. Esc. 4,5 cm=150 pm.
(B) Guaymi. Formacidn de cinco hojas jovenes. Esc. 4,5 cm=250 pum.
(C) Huetar. la formacion de dos brotes (b). Esc. 4,5 cm=136 um.

(D) Bribri. Hojas con abundante cantidad de tricomas. Esc. 4,5 cm=0,38 mm.
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Figura 50. Meristemo apical de frijol a los doce dias de cultivo en medio MS complementado con 5 mgl™.

(A) Brunca. Obsérvese la formacion de 2 brotes cubiertos por tricomas maduros. Esc. 4,5 cm=0,43 mm.
(B) Guaymi. Formacidn de dos brotes, se encuentran cubiertos por tricomas. Esc. 4,5 cm=0,75 mm.
(C) Huetar. Cuatro brotes formados. Esc. 4,5 cm=0,38 mm.

(D) Bribri. Formacion de tres brotes. Tricomas maduros sobresalen de los brotes. Esc. 4,5 cm=0,60 mm.
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Figura 51. Epicétilo de frijol al dia de cultivo en medio MS complementado con 5 mgl™.

(A) Brunca. Papilas colapsadas, obsérvese los tricomas globulares. Esc. 4,5 cm=38 um
(B) Guaymi. Epidermis irregular. Esc. 4,5 cm=38 um
(C) Huetar. Papilas, obsérvese el posible origen de tricomas o de estomas. Esc. 4,5 cm=43 um

(D) Bribri. Papilas colapsadas. Formacion de estomas. Esc. 4,5 cm=30 um
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Figura 52. Hipocétilo de frijol al dia de cultivo en medio MS complementado con 5 mgl™.

(A) Brunca, papilas con cera. Esc. 4,5 cm=30 pum
(B) Guaymi, epidermis lisa. Esc. 4,5 cm=30 pm

(C) Huetar, papilas, con estomas desarrollados Esc. 4,5 cm=50 um
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Figura 53. Epidermis de Guaymi a través del tiempo en medio MS complementado con 5 mgl™ de BAP al
dia uno de cultivo.

(A) Eje embrionario, se marca donde inicia el epic6tilo (1) y el hipocotilo (2). Esc. 4,5 cm=100 pm

(C) Panoramica, obsérvese la epidermis irregular (1) del epicétilo y lisa (2) del hipocotilo. Esc. 4,5 cm=1
mm.

87



Figura 54. Desarrollo de los estomas al dia uno de cultivo en medio MS complementado con 5 mgl™ de

BAP
(A) Brunca. Estoma paracitico al nivel de las células epidérmicas. Esc. 4,5 cm=43 um

(B) Guaymi. Estoma paracitico al nivel de las células epidérmicas, obsérvese tricomas globulares. Esc. 4,5
cm=30 pm

(C) Huetar. Estoma paracitico al nivel de las células epidérmicas. Esc. 4,5 cm=50 pm

(D) Bribri. Estoma paracitico al nivel de las células epidérmicas. Esc. 4,5 cm=30 um




Figura 55. Desarrollo de los estomas al dia doce en medio MS complementado con 5 mgl™ de BAP.

(A) Brunca. Estoma abierto en hoja. Esc. 4,5 cm=27 um
(B) Guaymi. Estoma en superficie abaxial. Esc. 4,5 cm=23,1 um
(C) Huetar. Detalle estoma abierto. Esc. 4,5 cm=100 pm

(D) Bribri. Estomas abiertos. Esc. 4,5 cm=60 pm.
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Figura 56. Tricomas presentes en frijol en medio MS complementado con 5 mgl™ de BAP.

(A) Pluricelular largo, note las dos células que lo forma Esc. 4,5 cm=75 pm
(B) Unicelular largo. Esc. 4,5 cm=136 um
(C) Unicelular corto (flecha), en vena central y laminas foliares de las hojas. Esc. 4,5 cm=176 um

(D) Globular corto pluricelular (flecha). Esc. 4,5 cm=60 pm




BAP.

Figura 57. Corte transversal de tallo con un dia de cultivo en medio MS complementado con 5 mgl™ de

(A) Brunca. Esc. 4,5 cm=0,27mm.
(B) Guaymi. Esc. 4,5 cm=250 um.
(C) Huetar. Esc. 4,5 cm=0,27 mm.

(D) Bribri, corte colapsado. Esc. 4,5 cm=200 pm.
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Figura 58. Corte transversal de tallo al dia cuatro en medio MS complementado con 5mgl™ de BAP

(A) Brunca. Obsérvese el parénquima de la corteza y de la médula, el cilindro vascular y la epidermis. Esc.
4,5 cm=0,60 mm

(B) Guaymi. Obsérvese el parénquima de la corteza y de la médula, el cilindro vascular y la epidermis. Esc.
4,5 cm=231 pm

(C) Bribri. Obsérvese el parénquima de la corteza y de la médula, el cilindro vascular y la epidermis. Esc.
4,5 cm=0,50 mm
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Figura 59. Elementos de los vasos con ornamentaciones tipo helicoidal en la pared lateral secundaria, en

medio MS complementado con 5 mgl™ de BAP.
(A) Brunca. Esc. 4,5 cm=8,6 um
(B) Guaymi. Esc. 4,5 cm=12 um
(C) Huetar. Esc. 4,5 cm=10 um
(D) Bribri. Esc. 4,5 cm=12 um

93



Figura 60. Elementos de los vasos con ornamentaciones tipo escalariforme en la pared lateral secundaria,

en medio MS complementado con 5 mgl™ de BAP.
(A) Brunca. Esc. 4,5 cm=8,6 um
(B) Guaymi. Esc. 4,5 cm=12 um
(C) Huetar. Esc. 4,5 cm=12 um
(D) Bribri. Esc. 4,5 cm=10 um
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Figura 61. Tipos de puntuaciones en las paredes laterales de los elementos de los vasos, en medio MS
complementado con 5 mgl™ de BAP.

(A) Opuestas presentes en Brunca. Esc. 4,5 cm=12 um

(B) Escalariforme en Brunca. Esc. 4,5 cm=12 um
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Figura 62. Desarrollo de los ejes embrionarios a la semana uno de cultivo, en condiciones ex vitro. (A) Bribri.
(B) Brunca. (C) Guaymi y (D) Huetar.
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Figura 63. Desarrollo de los ejes embrionarios a la semana cinco de cultivo, en condiciones ex vitro. (A)
Bribri. (B) Brunca. (C) Guaymi y (D) Huetar.
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Figura 64. Domo frijol a los 0 de dias de cultivo ex vitro.
(A
(B)

©)
)

Domo se observa cubierto por primordio viejo. Esc. 4,5 cm=200 pm

Células irregulares en el extremo (a) y definidas en la parte inferior (b). igual caracteristica se observa
en las cuatro variedades. Esc. 4,5 cm=136 um

Panoramica del eje embrionario. Esc. 4,5 cm=0,38 mm

Domo expuesto. Esc. 4,5 cm=136 um
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Figura 65. Estomas formados al dia uno bajo condiciones de cultivo ex vitro.

(A) Brunca. Estoma bien formado, observe la epidermis alargada. Esc. 4,5 cm=25 pm
(B) Guaymi. Estoma cerrado, la epidermis se encuentra colapsada. Esc. 4,5 cm=20 um
(C) Huetar. Estomas en desarrollo, obsérvese las papilas. Esc. 4,5 cm=38 pm

(D) Bribri. Estoma cerrado, epidermis colapsada. Esc. 4,5 cm=20 um
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Figura 66. Hipocoétilo de frijol al dia uno bajo condiciones de cultivo ex vitro.

(A) Brunca. Epidermis irregular se observa colapsada. Esc. 4,5 cm=30 pum
(B) Guaymi. Epidermis rectangular. Esc. 4,5 cm=30 pm

(C) Huetar. Papilas, obsérvese los posibles origenes de estomas o tricomas. Esc. 4,5 cm=30 um
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Figura 67. Tricomas en cuerpo de eje embrionario al dia uno bajo condiciones de cultivo ex vitro.

(A) Brunca. Tricomas en epicétilo (flecha). Esc. 4,5 cm=200 um
(B) Guaymi. Tricomas globulares (flecha). Esc. 4,5 cm=200 um
(C) Huetar. No presenta tricomas visibles. Esc. 4,5 cm=0.38 mm

(D) Bribri. No tiene tricomas visibles. Esc. 4,5 cm=0,38 mm
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Figura 68. Corte transversal del vastago al dia uno bajo condiciones de cultivo ex vitro.

(A) Brunca. Observe la epidermis (e), el parénquima de médula (pm) y de la corteza (pc), la cuticula (c) y
el cilindro vascular (cv). Esc. 4,5 cm=0,27 mm

(B) Guaymi. Esc. 4,5 cm=0,30 mm
(C) Bribri. Esc. 4,5 cm=0,38 mm
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Figura 69. Extremo apical al cuarto dia bajo condiciones de cultivo bajo condiciones de cultivo ex vitro.

(A) Brunca. Obsérvese los primordios que sobresalen en la periferia del domo, con gran cantidad de
tricomas en la superficie. Esc, 4.5 cm=200 pm.

(B) Huetar. Obsérvese los primordios que sobresalen en la periferia del domo, con gran tricomas en la
superficie Esc, 4.5 cm=0,30 mm.

(C) Bribri. Obsérvese los primordios que sobresalen en la periferia del domo, con gran cantidad de tricomas
en la superficie Esc, 4.5 cm=231 um.
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Figura 70. Hojas con ocho dias de crecimiento bajo condiciones de cultivo ex vitro.

(A) Brunca. Note la gran cantidad de tricomas presentes en el centro del brote formado. Esc, 4.5 cm=0,43
mm.

(B) Guaymi. Note la gran cantidad de tricomas presentes (flecha). Esc, 4.5 cm=0,75 mm.
(C) Huetar. Cantidad de tricomas presentes en el centro del brote Esc, 4.5 cm=38 mm.

(D) Bribri. Gran cantidad de tricomas presentes en el centro del brote Esc, 4.5 cm=43 mm.
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Figura 71. Hojas con doce dias de crecimiento bajo condiciones de cultivo ex vitro.

(A) Brunca. Note la gran cantidad de tricomas presentes en el centro del brote formado (flecha). Esc, 4.5
cm=0,75 mm.

(B) Guaymi. Note la gran cantidad de tricomas presentes (flecha). Esc, 4.5 cm=0,86 mm.

(D) Bribri. Gran cantidad de tricomas presentes en el centro del brote Esc, 4.5 cm=50 mm.
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Figura 72. Formacion de un brote, bajo condiciones de cultivo ex vitro, en cada una de las variedades

estudiadas. Esc, 4.5 cm=1,36 mm.
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Figura 73. Epidermis a los ocho dias de cultivo bajo condiciones de cultivo ex vitro.

(A) Brunca. Epidermis en epicotilo, presenta células alargadas. Esc, 4.5 cm=75 pm.
(B) Guaymi. Epidermis irregular en epicotilo. Esc, 4.5 cm=30 pm.

(C) Huetar. Epidermis en epicotilo, presenta células alargadas. Esc, 4.5 cm=50 pum.
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Figura 74. Tricomas presentes en las cuatro variedades de frijol bajo condiciones de cultivo ex vitro.

(A) tricoma globular corto pluricelular. Esc, 4.5 cm=60 pm.
(B) Tricoma unicelular largo. Esc, 4.5 cm=100 pm.
(C) unicelular corto. Esc, 4.5 cm=100 um.

(D) Globular largo unicelular, presente solo en guaymi. Esc, 4.5 cm=86 um.

108



Figura 75. Estomas presentes en variedades de frijol bajo condiciones de cultivo ex vitro.
(A). Tricoma anomocitico. Esc, 4.5 cm=10 pm.
(B). Tricoma paracitico, se encuentra proyectado hacia el exterior. Esc, 4.5 cm=13,6 um.

(C) Tricoma paracitico, se encuentra al nivel de las células epidérmicas. Esc, 4.5 cm=38 um.

(D). Tricoma paracitico, se encuentra hundido con respecto a las células epidérmicas. Esc, 4.5 cm=12 um.




Figura 76. Hoja bien desarrollada al cuarto dia bajo condiciones de cultivo ex vitro. Obsérvese los

tricomas, asi como la venacién. Esc, 4.5 cm=0,50 mm.
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Figura 77. Corte longitudinal del meristemo apical de frijol. Se muestra, (pr) el promeristema, (p)

procambium, (mf) meristema fundamental y protodermis (sefialado por la flecha).
(A) A los 0 dias de cultivo con o sin BAP.
(B) A los ocho dias de cultivo sin BAP.
(C) A los ocho dias de cultivo con 5 mgl™*de BAP.
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Figura 78. Protodermis a los cero dias de cultivo sin aplicacion de BAP. Se muestra la capa del eje

embrionario compuesta por una hilera de células (flecha). Esta caracteristica se observo en todas las variedades
analizadas.
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Figura 79. Cortes transversales de tallo de frijol.

(A) A los 0 dias de cultivo, note, el cilindro vascular, el parénquima de la corteza, el parénquima de la
médula y la epidermis.

(B) Alos 8 dias sin BAP, corte de un segmento del vastago de frijol, observe el xilema formado (flechas).
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Figura 80. Corte longitudinal de meristemo apical de frijol (30um).

(A) Sin BAP a los 8 dias de cultivo.

(B) Con 5 mgl™ de BAP a los 8 dias de cultivo. (1) Células iniciales apicales, (2) células madres centrales.
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Figura 81. Elementos de los vasos tipo helicoidal (flechas) presentes en tallo de frijol.

(A) Sin BAP a los 8 dias de cultivo.
(B) Con 5 mgl™ de BAP a los 8 dias de cultivo.
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Figura 82. Corte longitudinal de meristemo apical de frijol. Se sefiala la yema axilar formada (flecha).
(A) Sin BAP a los 8 dias de cultivo.
(B) Con 5 mgl™ de BAP alos 8 dias de cultivo.
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Figura 83. Tricomas observados en los ejes embrionarios de frijol cultivados en la ausencia de BAP a los 8

dias de cultivo.
(1) Tricoma tipo unicelular largo.

(2) Pluricelular globoso, notese que esta formado por cuatro células.
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DISCUSION

La anatomia de las estructuras en las diferentes especies de plantas, provee la
base para la identificacion, relacion taxonémica y evolucién (Clark y Gould 1975).
Tanto la superficie de las plantas como su anatomia interna presentan rasgos
topogréficos complejos, de tamafios microscopicos y que en ocasiones se hace necesario
el uso de un microscopio electrénico. Pero en nuestro caso, el analisis de las
caracteristicas ultraestructurales, resulta de gran ayuda en el reconocimiento
morfoldgico, por ejemplo para determinar el tamafio del meristemo (domo).

En el desarrollo del eje embrionario de las variedades de frijol, el microscopio
electronico facilita la observacion para lograr determinar las diferencias y semejanzas
de las variedades analizadas, debido a que estos caracteres son muy similares y la
observacion con un microscopio de luz se ve limitada por la resolucién y aumentos que
ofrece (Sanchez 1999).

Inicialmente, el embridn cigdtico es una masa de células indiferenciadas, y
conforme se va desarrollando, los diferentes tejidos, de acuerdo a su posicion y
caracteristicas citologicas, van adquiriendo una funcion especifica dentro de la planta.
Este crecimiento se da mediante divisiones en todos los planos produciendo cuerpos
isodiamétricos, o con formas no definidas (Evert 2006).

Recientemente, el meristemo apical ha sido objeto muchos estudios en el
desarrollo de las plantas. El brote meristematico apical es tipicamente pequefio
(aproximadamente 100um en diametro), el domo esta formado por un grupo de 800 a
12000 células, pero el tamafio y forma del brote meristematico apical varia en diferentes
etapas del desarrollo y entre especies (Medford 1992). Tiene, entre sus funciones,
proveer la informacidn de los brotes axiales y la iniciacion de los érganos laterales, tales
como las hojas (Kwiatkowska 2004).

El meristemo apical se relaciona con el crecimiento, distribucion interna y la
forma externa del apice. Por tanto, se da una diferenciacién de zonas distintivas en el
meristemo, zonas observadas en los cortes realizados en este analisis como son
procambiun, protodermis y meristemo fundamental. En algunas partes las células
pueden dividirse lentamente y alcanzar considerables dimensiones, en otras pueden
dividirse frecuentemente y permanecer pequefias (Evert 2006). El brote meristematico
apical consiste de un pequefio domo de células cubiertas y protegidas por hojas en el
botén como se confirmd en el trabajo a las diferentes semanas. Este grupo de células

parece ser superficialmente homogéneo, y esta organizado en regiones con diferentes
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funciones y destinos (Brand et al. 2001).

Con respecto a la epidermis en todas las variedades de frijol, el extremo del
domo comparado con la parte inferior mostraba la epidermis mas irregular, debido a que
estas células corresponden a las células de la zona central, que es un grupo de células
localizadas en el extremo apical y actian como depoésito de las células madre (Medford
1992; Lenhard y Laux 1999; Brand et al. 2001). Ademas, como menciona Evert (2006),
se caracteriza por mantenerse siempre joven y poco diferenciado, lo que indica que es
una zona constante crecimiento como lo sefialan Kwiatkowska y Dumais (2003).

Se observé las ceras cuticulares sobre la capa epidérmica en todas las variedades
de frijol con o sin BAP en el medio de cultivo. De acuerdo con Evert (2006) y Flores-
Vindas (1999), la presencia de estas sustancias regula la transpiracion de la planta y la
protege contra la desecacion y son evidentes en estados tempranos de desarrollo.

En relacion a los estomas, se observaron estructuras con células auxiliares
alrededor, segun Garcia y Madriz (1999), los estomas encontrados en Vigna radiata (L.)
(frijol mungo) son en su mayoria paraciticos, pero también se observaron estomas
paralelociticos con células anexas de tamafio desigual. De acuerdo con Espinosa-
Osornio (2002) los estomas paraciticos son frecuentes en las Rubiaceae, las
Mimosoideae y en algunos géneros de Papilionoideae.

Cabe sefialar, que aun cuando el estoma paracitico es reportado como el mas
comun en especies de la subfamilia Papilionoideae la presencia de estomas
paralelociticos, también ha sido indicada en miembros de la misma (Garcia y Madriz
1999). En nuestro estudio, se logrd observar en mayor nimero estomas paraciticos, lo
anterior porque en algunos casos, la disposicion de las células epidérmicas alrededor de
las células oclusivas permitio clasificar los estomas como anomociticos pero solamente
en Guaymi y en Brunca, y como Flores-Vindas (1999) menciona una misma especie
puede mostrar diferentes tipos estomaticos.

Los estomas estaban dispuestos sobre las diferentes superficies del eje
embrionario, hundidos, al mismo nivel de las otras células epidérmicas y proyectados
hacia el exterior de la epidermis, caracteristica sefialada por Flores-Vindas (1999) como
variable en la superficie de la planta. En las hojas de todas las variedades estudiadas, se
observaron estomas en ambas epidermis (hojas anfiestomatica), caracteristica que
parece ser comln de acuerdo con Garcia y Madriz (1999) en el género Vigna.

A simple vista se evidencié como la mayor cantidad de estomas se encontraban

en la superficie abaxial, que segin Garcia y Madriz (1999) es comun en las hojas
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anfiestomaticas, puesto que la presencia de una alta densidad de estomas por unidad de
area de lamina se ha correlacionado con una mejor capacidad fotosintética.

En el presente trabajo se pudieron observar diferentes tipos de tricomas: (1)
simples, sin ramificacion, unicelulares, delgados y largos, (2) los simples, sin
ramificacion unicelulares cortos, presentes en las venas de las hojas, (3) los globulares
cortos pluricelulares, (4) los globulares unicelulares largos que solo se observaron en los
ejes embrionarios de Huetar cultivados bajo condiciones ex vitro y (5) los pluricelulares
largos que se encontraron en Bribri a partir de la tercera semana de cultivo, de acuerdo a
la clasificacion de Gonzalez (2006). Segun Garcia y Madriz (1999), entre los tipos de
tricomas descritos para cultivos de P. vulgaris L. sobre la epidermis adaxial y abaxial,
se encuentran, el tricoma tector unicelular, en cuya base se observan varias células de
contorno poligonal que se disponen a modo de roseta y el tricoma glandular de pedicelo
corto formado por 3 células y cabeza globosa de contenido denso, constituida por 4
celulas. Siendo el primero el mas abundante en la cara adaxial, especialmente sobre las
venas, mientras que el segundo tipo predomina en la epidermis abaxial. Estos tricomas
fueron descritos por Dahlin y colaboradores en otros tres cultivares de P. vulgaris.

Con respecto a los tejidos vasculares inmersos dentro del parénquima, se logré
observar elementos de los vasos del xilema con ornamentacion de la pared lateral
secundaria en forma helicoidal y escalariforme. De acuerdo con Flores-Vindas (1999)
una misma planta puede presentas mas de un tipo de ornamentacion de los elementos de

los vasos.

En relacion al &rea de exposicion del domo apical, en un estudio realizado con
17 cultivares de frijol Brasilefio tipo Carioca y Jalo, se observd como esta region
meristematica apical esta parcialmente expuesta, puesto que comprende un rango de
exposicion entre 25% - 85% (Aragdo y Rech 1997). En nuestro trabajo este rango esta
entre 60% y 79%.

Aragdo y Rech (1997), también determinaron el nimero de brotes producidos
empleando diferentes concentraciones de BAP para cinco cultivares de frijol.
Obtuvieron que las concentraciones ptimas fueron 4,4uM (1 mgl™) en el cultivar
FEB171y 22,2 uM (5 mgl™) en el cultivar PF9029984 y en promedio se produjeron de
6 a 8 brotes por planta. Resultados muy similares obtuvo Mohamed y colaboradores
(2006), utilizando explantes de epicétilo de Phaseolus angularis L. cultivados en medio
s6lido y liquido de MSBs (MS base més vitamina Bs) con 5pM de BAP (1,13 mgl™)
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obteniendo un promedio de 16-18 brotes por explante.

A pesar de ser un genero diferente a Phaseolus Rodriguez y colaboradores
(2003) utilizaron Artemisia absintium L., empleando segmentos nodales de l1cm de
longitud determinaron que la concentracién 6ptima de BAP correspondié a 0,5mgl™
obteniendo en promedio 35 brotes a los 40 dias de cultivo.

Los resultados obtenidos en estos estudios son muy superiores al nimero de
brotes obtenidos en nuestro estudio, en el que se empleé 5 mgl™de BAP y que obtuvo
un promedio de 1,5 a 4 brotes por explante; aunque cantidad suministrada en el cultivar
PF9029984 es igual a la que se utilizd en nuestro caso. Por el contrario, la que se
empleo en el cultivar FEB171 (1mgl™), en P. angularis (1,13mgl™) y en A. absintium
(0,5mgl™) son muy inferiores a las que se probaron en esta investigacion.

Si se aplican dosis altas de BAP, estas concentraciones pueden ser excesivas,
pues los reguladores de crecimiento actian como estimuladores en pocas cantidades y
en altas concentraciones, deprimen las plantas actuando como inhibidores (Rodriguez
2003). Se menciona como el BAP a 30-80uM (6,8-18mgl™) afecta negativamente la
frecuencia de diferenciacion de brotes en Phaseolus (Mohamed et al. 2006).

Aragdo y Rech (1997), empleando BAP observaron que al segundo dia de
cultivo se inicié la formacion de brotes y a partir del dia cinco superaba los cuatro
brotes. La mayoria de estos brotes aparecieron en la zona periferial del meristemo.
Ademas, gran nimero de brotes surgieron entre el sétimo y décimo dia de cultivo, pero
muy pocos alcanzaron tamafios superiores a 1 cm. En este estudio, al cuarto dia de
cultivo, se observé como el domo apical va adquiriendo mayor tamafio y los primordios
comienzan a desarrollarse, sin embargo es a partir del dia ocho que se evidencia el
inicio de la formacion de brotes y al dia doce se lograron cuantificar por el tamafio
alcanzado (superior a 1 c¢cm). En estas variedades costarricenses la mayoria de estos
brotes, también, se desarrollaron en la zona periferial del meristemo. Estudios realizados
han demostrado que la diferenciacion de brotes de novo en embriones de frijol
empleando citoquininas aparece en la capa periferial del anillo meristematico (Aragao y
Rech 1997).
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CONCLUSIONES

Las cuatro variedades de frijol cultivadas en medio MS presentan una
morfologia e histologia similar entre ellas. Al cuarto dia de cultivo estan presentes
los elementos de los vasos con ornamentacion de las paredes laterales secundarias
tipo helicoidal. Estas variedades presentan tres tipos de tricomas dos unicelulares y
uno pluricelular, también el estoma caracteristico es el paracitico y se observaron

hundidos, a nivel de las células epidérmicas y elevados.

Guaymi fue la variedad que presentd el mayor porcentaje de exposicion del area
del meristemo (domo) con 79%. La variedad Bribri es la que presentd menor area de

exposicion con un 60%.

La concentracion 6ptima de BAP para la induccion de brotes a partir de ejes
embrionarios de frijol es la que corresponde a 5 mgl™. El promedio de brotes
formado es de 1,5 a 4 brotes por explante en las cuatro variedades estudiadas.

Las plantulas generadas en medio de cultivo complementado con 5 mgl™ de
BAP presentaron una morfologia e histologia con comportamiento similar a las
plantulas a las que no se les suministré el BAP. Estas plantulas presentan ademas
tricomas largos simples pluricelulares con la base engrosada. Las ornamentaciones

de las paredes laterales secundarias son tipo helicoidal y escalariforme.
RECOMENDACIONES
Realizar experimentos con menores concentraciones de BAP que permitan
experimentar si se forma mayor cantidad de brotes por explante para optimizar el

proceso morfogénico y la regeneracion in vitro de las cuatro variedades de frijol.

Realizar pruebas que permitan definir el protocolo 6ptimo de MEB vy asi evitar

que las estructuras se colapsen y que permita la adecuada observacién de los tejidos.

Emplear secado por punto critico para evitar que los tejidos se colapsen por

accion del secado por sublimacién.
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