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RESUMEN

El presente trabajo de revision bibliografica permiti6 describir los avances en la
micropropagacion de las leguminosas de interés agropecuario y el uso de técnicas de cultivo
in vitro en su desarrollo vegetativo y de regeneracion. Para lo cual se realiz6 una recopilacion
de la informacion cientifica de los tltimos 30 afios en bases indexadas como Web of Science
(WOS), Scopus, Latindex, Scielo, Repositorios y Boletines. Se emplearon palabras claves
de busqueda, generando informacién cientifica condensada con los estudios encontrados.
Aportando al estado actual las técnicas, condiciones, factores y variedades de cultivos in
vitro de las leguminosas. No se encontraron gran variedad de leguminosas registradas en
idiomas inglés, espafiol u otro idioma. Cuyos medios de cultivo y técnicas con mayor

preferencia son el MS, la embriogénesis y organogénesis, respectivamente.

Palabras claves: Embriogénesis, explante, medios de cultivo



ABSTRACT

This literature review allowed us to describe the advances in the micropropagation of
legumes of agricultural interest and the use of in vitro culture techniques in their vegetative
and regenerative development. To this end, a compilation of scientific information from the
last 30 years was carried out in indexed databases such as Web of Science (WOS), Scopus,
Latindex, Scielo, Repositories and Bulletins. Search keywords were used, generating
scientific information condensed with the studies found. Contributing to the current state the
techniques, conditions, factors and varieties of in vitro cultures of legumes. No wide variety
of legumes were found recorded in English, Spanish or any other language. Whose culture
media and techniques with the greatest preference are MS, embryogenesis and

organogenesis, respectively.

Keywords: Embryogenesis, Explant, Culture Medium
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1 INTRODUCCION

El uso de técnicas biotecnoldgicas como el cultivo in vitro de plantas puede
revolucionar la agricultura al ofrecer una forma efectiva de mejorar la productividad,
minimizar la incidencia de enfermedades y aumentar la existencia de plantas de alta calidad

(Bhojwani y Dantu, 2013).

Aunque el cultivo in vitro ofrece privilegios representativos, su puesta en marcha es
aun incipiente en la industria agricola, lo que representa una perdida para mejorar la

efectividad y productividad (Torres y Santos-Ordoéiiez, 2020).

La micropropagacion de plantas en la actualidad cuenta con un gran potencial
productivo; siendo aprovechada en laboratorios comerciales y de investigacion,
principalmente para la propagacion de plantas ornamentales, de importancia agroalimentaria
y forestal. En las etapas de la micropropagacion pueden acontecer enigmas asociados con la
polucion y dilemas vinculados con el apilamiento de etileno en los envases de cultivo

(Aragoén et al., 2014; Bello-Bello et al., 2021).

La regeneracion in vitro en leguminosas es un paso precedente irremplazable para la
alteracion genética ya que implica la incitacion y desarrollo de una planta completa. La
regeneracion de tejido cultivado a partir de frijoles ha tenido cierto éxito en los ultimos afios,
al lograr regenerar plantulas completas. No obstante, los efectos del genotipo en las
capacidades regenerativas, asi como la efectividad y replicabilidad han sido principalmente

los limitantes en la regeneracion de leguminosas.

Por otra parte, las leguminosas para la nutricién animal se dividen en forrajeras y
grano. Las forrajeras, como la alfalfa y los tréboles, se usan especialmente en rumiantes. Las
leguminosas-grano, como haba, guisante y altramuz, son sustanciales para aves y cerdos,
con 25-45% de proteina y alto contenido de carbohidratos; su importancia ha crecido en
Europa tras la privacion de harinas animales. Las leguminosas son clave para una agricultura
sostenible, a pesar de que su uso en la alimentacidén animal estd incrementando, aiin no se
aprovecha completamente su potencial nutricional. Por ello, un reto cientifico actual en el
campo de la produccion animal es distinguir los factores que limitan la eficiencia nutricional

de las dietas que incorporan leguminosas-grano (Voisin et al., 2013).



Las semillas de las leguminosas son empleadas tanto para alimentacién animal como
humana. Su bajo contenido en lipidos y fibra dietética los transforma en una gran fuente de
proteinas. Su idoneidad para familiarizarse a condiciones climaticas y de suelo perjudicial y
su relacion simbiotica con diferentes bacterias de las raices lo convierten en un activo valioso

en la rotacion de cultivos y la fijacion de nitrogeno.

El valor nutricional de las legumbres ha sido muy empleado para grandes grupos de
la poblacion. En los paises en desarrollo, singularmente entre los grupos de poblacion mas
pobres, las legumbres son la principal fuente de proteinas y energia, mientras que su
consumo ha aumentado en los paises desarrollados en virtud a la aminoracioén del consumo

de proteina animal (FAO, 2005).

Sin embargo, existen escasas revisiones publicadas que recopilen el conjunto de
técnicas de cultivo in vitro empleadas para la propagacion de especies de leguminosas de
interés agropecuario. Por lo cual, este trabajo cobra importancia debido a que recopila las
técnicas de cultivo in vitro empleadas para propagar material genético, técnicas aplicadas,
en esterilizacion, los medios de cultivo empleados, las condiciones ambientales del cultivo,
los reguladores de crecimiento agregados, entre otros aspectos de interés cientifico que

permitan mejorar y elevar su produccion.



Problema:
(Existe informacion técnica actualizada sobre los avances de la micropropagacion in vitro

de plantas leguminosas de interés agropecuario en los ultimos 30 afios?

Objetivos

Objetivo general:

Describir los avances en la micropropagacion de las leguminosas de interés agropecuario y

el uso de técnicas de cultivo in vitro en su desarrollo vegetativo y regeneracion.

Objetivos Especificos:

1. Revisar la informacion publicada en las principales bases de datos cientificas sobre las
técnicas de cultivo in vitro empleadas en las leguminosas mencionadas y evaluar la

distribucion de las publicaciones en el tiempo, y por paises.

2. Sintetizar los aspectos mas importantes del cultivo in vitro (condiciones ambientales del
cultivo, técnicas exploradas, medios de cultivo, reguladores del crecimiento, y

suplementos empleados) en base a los resultados obtenidos en la busqueda bibliografica.



2.1

2.2

2 METODOLOGIA

Se realiz6 una revision bibliografica a partir de la busqueda en bases indexadas como
Web of Science (WOS), Scopus, Latindex, Scielo y también se incluiran articulos originales
publicados en revistas cientificas durante los ultimos 30 afios sobre investigaciones
relacionadas con el cultivo in vitro y técnicas de micropropagacion de alguna especie de
leguminosas de interés agropecuario. Se incluirdn articulos cuyo objetivo principal no s6lo
sea el cultivo in vitro de leguminosas, sino también en alguna de las fases o experimentos
que el estudio incluya alguna de estas técnicas. Se implement6 busquedas de articulos en

inglés, espafiol y otros idiomas que puedan contribuir con este conocimiento.

También se incluy6 el empleo de ecuaciones de busqueda (como and y or, el primero
para encontrar registros que incluyeran ambos términos conectados por este operador. “or”
se empled para encontrar publicaciones que contuvieran cualquier de los términos separados

por este operador) y aplicando criterios de inclusion y exclusion.

Variables
Se consideraron como variables al afo de publicacion, tipo de publicacion, pais,
especies vegetales y autores para conocer el estado actual de las técnicas de

micropropagacion de plantas leguminosas.

Procedimiento

Una vez localizados los documentos cientificos disponibles en las bases de datos
sobre el uso de técnicas de micropropagacion de leguminosas, se elaboraron tablas y graficos
para inferir el estado actual de la aplicacion de las técnicas de micropropagacion en los

ultimos 30 afios.



3 REVISION DE LITERATURA

3.1 Cultivo in vitro

La cultura in vitro, segiin Pierik, (1988) es un proceso de biotecnologia que radica en
el cultivo de células, 6rganos o tejidos de plantas en un medio acuoso ficticio conservados
en perfectas condiciones en cuanto a constitucion y condensacidon de sustancias quimicas

para proveer la mejor nutricion de las células.

A través de la propagacion in vitro, es viable estimar multiples propiedades
bioldgicas de las plantas en desarrollo, propias de cada especie. El laboratorio promete un
ambiente verificado donde se pueden memorizar factores como la aclimatacion, la velocidad

de crecimiento, la factibilidad celular y el poder regenerativo.

Un cultivo vegetal in vitro puede entenderse como la extraccion de un tejido u
organo de la planta, el cual se ubica en un medio nutritivo adecuado y bajo condiciones
controladas, aprovechando su consistencia fenotipica y la capacidad totipotencial de sus

células para asistir su progresion y desarrollo (Edirisinghage, 2015).

En la provincia de Santa Elena es escaso el progreso del cultivo in vitro, no hay bases
para la micropropagacion vegetal de legumbres. Con la ayuda de la propagacion in vitro se
maneja el concepto de preservacion de especies y la probabilidad de producir recientes

materiales genéticos con resistencias a enfermedades y plagas (Santana, 2019).

3.2 Técnicas de cultivos in vitro

En el cultivo in vitro de plantas existen distintos métodos que favorecen la
propagacion de un explante, aunque el resultado final dependera en gran medida de la

especie vegetal y de su forma y disposicion particular.

En el ambito de la investigacion, los cultivos vegetales son particularmente utiles
porque autorizan mantener bajo control las condiciones necesarias para el desarrollo de las
plantas. Esto se ha demostrado en estudios recientes con cultivos de células vegetales en
interrupcion  de tipo fotoautotrofico (Gomez-Torres et al., 2014). Ademds de graduar
variables como la temperatura, es posible estimar el ritmo de crecimiento de las plantas,

condicionado por ciertas hormonas especificas que amparan su desarrollo in vitro.



Es posible también determinar otras variables significativas, como la factibilidad de
los explantes y el nivel de estrés al que pueden estar comprometidos, esto a través del manejo
de la proporcion de luz que admiten. Estas herramientas le proporcionan al investigador la
probabilidad de acoplar directamente las condiciones imprescindibles segun las necesidades
peculiares del experimento o del estado que se requiere alcanzar en la planta. Actualmente

se examina seis técnicas principales de cultivo vegetal, entre las que se incluyen:

3.2.1 Embriogénesis somadtica directa

Fernandez Da Silva y Montilla (2023) manifiestan que este método de propagacion
tiene como finalidad crear un nuevo organismo a partir de un embridn vegetal, el cual puede
obtenerse de cualquier semilla dicotiledonea. La embriogénesis directa busca estimular la

multiplicacion de las células madre presentes en el embrion, favoreciendo asi su desarrollo.

3.2.2 Embriogénesis somdtica indirecta

En esta forma de propagacion in vitro, lo usual es utilizar semillas aptas de
dar origen a un nuevo individuo. El objetivo es asistir el desarrollo tanto del embridon
como de la semilla mediante el uso de ciertos reguladores de crecimiento. Esta
técnica ha revelado buenos resultados en algunos explantes correspondiente al género

Saccharum spp. (Castafieda-Castro et al., 2014).

3.2.3 Organogénesis directa

Este método se basa en producir un nuevo individuo a partir de la siembra de un
organo vegetal, el cual puede predisponer de un brote, una hoja o incluso una raiz, siempre
que presente consistencia en sus caracteristicas fenotipicas. En investigaciones con la
especie Jatropha curcas L., se ha constatado la eficiencia de esta técnica para la propagacion

(Pequeno-Granado ef al., 2015).

3.2.4 Organogénesis indirecta

Hernandez-Meneses et al. (2013) plantean que el procedimiento se basa en la siembra
de un tejido vegetal capaz de impulsar la formacién de células meristematicas. El objetivo
principal es aumentar el niimero de células vegetales en el medio, accediendo que estas
generen un nuevo Organo vegetal que continue con el desarrollo. Esta técnica ha sido

utilizada con éxito para aumentar ciertos tejidos de Heliconia collinsiana GRIGGS.



3.2.5 Siembra de meristemos

Esta es considerada la técnica mas efectiva de propagacion vegetal in vitro, ya que
no requiere esterilizacion que ponga en peligro al explante. En este caso, se siembra
directamente la célula meristematica en el medio de cultivo. La dificultad de este proceso
depende del método empleado para extirpar el meristemo, ya que es la parte crucial para que

el proceso sea exitoso.

Al ser una técnica que trabaja directamente con células vegetales altamente
totipotenciales, no es necesario realizar ningin procedimiento de esterilizacion, ya que estas
células estan completamente aisladas y, por lo tanto, libres de agentes patdgenos que podrian

obstaculizar con la siembra.

El uso de esta técnica ha sido aceptado en cultivos de pifia debido a su alta calidad y
eficiencia, exclusivamente considerando la morfologia de esta planta (Villalobos Olivera et
al., 2016). Este método ofrece diversas superioridades para la conservacion y preservacion

de especies vegetales (Morales y Macgayver, 2015).

3.3 Condiciones de un cultivo in vitro

El explante (ya sea un tejido u 6rgano vegetal) requerira una sucesion de condiciones
especificas durante el curso de siembra para su adecuado desarrollo. Cada una de estas
condiciones permitira el crecimiento impecable de los cultivos, considerando que las plantas
se cultivaran en un ambiente diferente al que habitualmente experimentarian (Gago et al.,

2014). Entre estas condiciones se incluyen:

3.3.1 Esterilizacion

El cultivo in vitro de especies vegetales debe sostenerse en condiciones de maxima
esterilizacion, afirmando que esté libre de agentes patogenos. Las condiciones deben ser
ideales para evitar la contaminacién de los cultivos, por lo que es fundamental realizar una
limpieza absoluta en el laboratorio y un seguimiento constante del ambiente. Esto incluye
medir la cantidad de UFCs (unidades formadoras de colonias) bacterianas y flngicas

concurrentes en las distintas areas.



Estudios han desarrollado modelos que posibilitan una desinfeccion apropiada de las
plantas antes de su propagacion, como lo indica el proceso de estandarizacion de protocoles

de desinfeccion para la especie Aspidosperma polynerum (Garcia et al., 2015).

3.3.2 Temperatura

La temperatura inmejorable para el incremento de los cultivos vegetales suele estar
entre los 25 y 30°C, un rango ideal para asistir el desarrollo de estos tejidos. Asi lo han
demostrado estudios en los que se cultivaron especies como Populus tremula y Swietenia
macrophylla, debido a las exigencias especificas de estas plantas (Hermoso et al., 2013;

Arevalo, 2014).

3.3.3 Humedad Relativa

Los cultivos vegetales in vitro necesitan una humedad relativa que oscile entre el
50% y el 80% en relacion con el ambiente, para favorecer su desarrollo. Dependiendo de las
caracteristicas especificas de cada planta, esta humedad puede variar. Por ejemplo, algunos
estudios indican que la albahaca necesita una humedad relativa entre el 70% y el 80%
(Osorio y Villafuerte, 2017), mientras que, para otros cultivos, como el café, se recomienda

una humedad entre el 50% y el 60% (Acosta, 2015).

3.3.4 Ciclo De Luz

Por lo general, las plantulas cultivadas in vitro deben nutrirse durante 18 horas bajo
un ciclo de luz insistente, seguidas de 6 horas de oscuridad, para que puedan realizar la
permutacion de luz necesario para su crecimiento. En el caso del cultivo de albahaca, se pH
utiliza un fotoperiodo semejante al mencionado anteriormente, que también es el beneficiado

por la Organizacion de las Naciones Unidas (Osorio y Villafuerte, 2017).

3.4 Factores que afectan la propagacion in vitro

3.4.1 Medios

El tipo de medio empleado en el cultivo in vitro ha presentado un efecto considerable
en la capacidad regenerativa de distintos 6rganos vegetales. Se han determinado diversos
medios basicos como los formulados por White, Nitsch y Nitsch, B5S y Gamborg en
procedimientos de micropropagacion (Khan et al., 1988). El medio mas considerablemente

adoptado es el Murashige and Skoog, (1962), ya que su conceptualizacion compensa los

8



nutrientes fundamentales necesarios para un crecimiento eficiente in vitro. La oportuna
seleccion del tipo y concentracion del medio, asi como su planteamiento, conforma un
aspecto critico para la mejora de protocolos de regeneracion vegetal (Khan et al., 1988;

Zuker et al., 1997).

3.4.2 Tipo de explante

El tipo de explante constituye un factor decisivo en la mejora de protocolos para el
cultivo de tejidos. Variadas estructuras vegetales como hojas, peciolos, hojas cotiledonares,
hipocdtilos, epicdtilos, embriones, entrenudos y raices han declarado tener un impacto
representativo en los resultados del cultivo in vitro vegetal (Khan et al., 1988; Sujatha y
Mukta, 1996; Tyagi et al., 2001; Gubis et al., 2003; Kumar ef al., 2011). Esta variabilidad
puede expresarse por las distintas concentraciones de fitohormonas endogenas que existen

en cada tejido.

Entre diferentes tipos de explantes, la hoja ha sido uno de los méas empleados en
procesos de regeneracion, principalmente por su extensa superficie (Sujatha y Mukta, 1996;
Tyagi et al., 2001). En Cajanus cajan, Tyagi et al. (2001) trabajaron con explantes de raiz,
brote y hoja; y obtuvieron la mayor tasa de regeneracion en los explantes foliares. De manera
similar, Sujatha y Mukta, (1996) calcularon hojas, peciolos e hipocotilos en Jatropha curcas,

resaltando también a la hoja como el explante mas eficiente.

Se ha contemplado que el mejor tipo de explante varia seglin la especie (Shilpha et
al.,2014), al desempenarse con Solanum trilobatum, identificaron al tallo como el tejido con
mayor capacidad regenerativa. Gubi$ et al. (2003) comprobaron distintos tejidos como
hipocotilos, epicotilos, cotiledones, hojas, peciolos y entrenudos en tomate, analizando que

el hipocotilo generd la mejor respuesta.

Estos ejemplos reflejan como el tipo de explante influye determinadamente en la
efectividad del cultivo de tejidos, dependiendo de la especie y de las condiciones hormonales

internas de cada 6rgano vegetal.

3.4.3 Genotipo

El genotipo representa un elemento clave en la capacidad regenerativa de las plantas,

influyendo de manera elocuente en los resultados de los procesos de regeneracion in vitro



(Tyagi et al., 2001; Gubis et al., 2003; Feyissa et al., 2005; Chitra y Padmaja, 2005; Landi y
Mezzetti, 2006). Diferentes estudios han acreditado como la respuesta regenerativa y la
elongacion de los brotes pueden variar notablemente entre genotipos, posiblemente como
resultado de diferencias en la acumulacién de fitohormonas internas, especialmente las

citoquininas, durante las fases iniciales del cultivo.

Aunque el proceso exacto de esta versatilidad atin no se comprende plenamente, se
ha recomendado que las disimilitudes en la regeneracién podrian estar asociadas con
caracteristicas genéticas tanto cuantitativas como cualitativas (Pellegrineschi, 1997;

Schween y Schwenkel, 2003; Henry et al., 1994).

3.4.4 Fuente de explante

Esta alteracion en la capacidad regenerativa ha sido reportada en la literatura (Feyissa
et al., 2005), puede estar relacionada con los niveles de fitohormonas endogenas que

posponen segun el origen del tejido vegetal.

Los explantes tomados de plantulas jévenes suelen tener un aspecto fisioldogico mas
beneficiosos para la regeneracion, dado su mayor grado de meristematicidad y receptividad
hormonal, en comparacion con los tejidos de plantas adultas (Teng, 1999; Feyissa et al.,
2005). Un ejemplo de esta distincion en la suficiencia regenerativa segun la fuente del

explante se ha documentado en Jatropha curcas.

3.4.5 Orientacion del explante

La forma que se sitia el explante sobre el medio de cultivo puede actuar
notablemente en la eficacia de la regeneracion (Arockiasamy et al., 2002). La mayoria de
los acontecimientos, los explantes dispuestos de forma horizontal exponen mejores
resultados en equiparacion con aquellos situados verticalmente, lo cual podria aplicarse a
una mayor friccién con el medio nutritivo en la posicion horizontal. La orientacién no solo
afecta el punto de inicio del crecimiento, sino también la polaridad del tejido y la aptitud

para formar brotes, como ha sido demostrado en Dionaea muscipula (Teng, 1999).

En estudios realizados con cotiledones, se contempld que aquellos situados con la
cara abaxial (inferior) en contacto con el medio exhibieron una mayor tasa de regeneracion

y un numero superior de brotes, ademas de un desarrollo mas vigoroso, en comparacion con
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los resolutivos con la superficie adaxial (superior) hacia abajo (Bhatia et al., 2004, Bhatia et

al., 2005).

3.5 Leguminosas

De acuerdo con Garcia ef al. (2009), las leguminosas plasman una fuente crucial de
nutrientes en las dietas, especialmente en regiones donde la entrada de proteinas animales

es limitado. Pocas las poblaciones humanas que no afiaden leguminosas en su alimentacion.

Las legumbres producen uno a doce granos o semillas, varian en forma, color y
tamafio, dentro de una vaina. Se refieren a cultivos destinados a la cosecha de grano seco, a
diferencia de cultivos verdes como las hortalizas. Los cultivos mas consumidos se incluyen
lentejas, porotos, arvejas y garbanzos, son fundamentales para una alimentacion saludable y

mesurada.

3.5.1 Importancia

Importante resaltar que las legumbres estan libres de gluten Guerrero y Duran-
Agtiero (2020), que permite su incorporacion en dietas predestinadas a individuos con
enfermedad celiaca. Su costo es mas bajo en semejanza con otras fuentes de proteina, lo cual

permite su presencia en la alimentacion diaria de la poblacion.

La paulatina demanda de forrajes leguminosos de alta calidad, para produccion de
semillas y alimentacion en sistemas ganaderos intensivos, ha incitado la urgencia de métodos
efectivos de propagacion. Estas especies manifiestan reproduccion cruzada, los
perfeccionistas requieren tacticas que permitan resguardar caracteristicas codiciables sin
perder uniformidad. Como una alternativa efectiva surge el cultivo de tejidos, ya que permite
la multiplicacidn activa de plantas selectas en condiciones controladas, evitando variabilidad

genética y utilizando espacios reducidos (Loberant y Altman, 2010).

Las leguminosas tienen la caracteristica de fijar el nitrogeno, ya que pueden alentar

la fertilidad del suelo y tener efectos beneficiosos sobre el medio ambiente.

Segtin Murillo (2023) las leguminosas simbolizan un recurso importante hacia los
campesinos, que accede minimizar el empleo de fertilizantes compuestos, ya que son

propensos a tener un alto costo.
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3.5.2 Caracteristicas

Las legumbres son alimentos de origen vegetal que, desde el punto de contemplacion

nutricional, una fuente importante de proteinas, carbohidratos, fibra dietética y minerales.

Aunque la calidad proteica de las legumbres es buena, no es apto debido a la
existencia de un aminoécido limitante: la metionina. Se recomienda aprovecharlas junto con
un cereal, el cual, aunque menos alin tiene una alta calidad proteica, es rico en metionina y
bajo en lisina. Esta composicion incrementa el perfil aminoacidico, la calidad proteica,
alcanzando niveles similares a la proteina animal. Esta tactica se conoce como

complementacién aminoacidica (FAO, 2016).

Una superioridad nutricional adicional de las legumbres es su bajo indicio glicémico,
por debajo de 49, aunque abarcan una cantidad notable de carbohidratos, su absorbencia es
lenta, lo que la transforma en un alimento beneficiado para personas con variaciones en el
metabolismo de los carbohidratos como oposicion a la insulina, intolerancia a la glucosa o

diabetes tipo 2.

Las leguminosas también se califican por su alto mesurado de minerales, insertando
hierro, zinc, cobre y magnesio, asi su contribucion de vitaminas del complejo (B, B1, B2,

B3 y B6), acido folico y vitamina C.

3.6 Micropropagacion

Es un procedimiento asexual o clonacién de vegetales que se apoya en técnicas in
vitro, denominadas cultivo de tejidos vegetales (CTV). Estas estrategias propias de
biotecnologia vegetal simplifican la preservacion, manipulacion, minuciosidad y aumento

de especies vegetales en ambitos ficticios, vigilados y libres de agentes contaminantes

(Ramirez-Mosqueda ef al., 2020).

También destacada como propagacion clonal, colabora a conseguir plantas
genéticamente similares por medio del uso de sus hipocoétilos, cotiledones, hojas, yemas,
apices, segmento de tallo o meristemos, preservando las particularidades de la planta madre,
sembradas en entornos controlados (estériles) con la ocupacion de medios de cultivo que
engloba carbono, nitrogeno, sales inorganicas, reguladores de crecimiento, vitaminas y

aminoécidos, desarrollando elementos libres de hongos y bacterias (Montoya, 2021).
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3.7 Estudios de técnicas de micropropagacion en leguminosas

Segun Markin et al. (2023) disefaron un protocolo eficiente para reproducir
explantes de punta de brote y nodo cotiledonario de seis accesiones de progreso de caupi y
emplearon medios base Murashige & Skoog (MS) complementando con extracto de platano,
agua de coco, jugo de naranja o tomate. Descubrieron que (AGRAC 216, TA y Asontem) es
la mejor solucion, siendo las mas satisfactoriamente propagadas a partir de extractos de

plantas.

Haliloglu et al. (2023) en su investigacion de caupi, calcularon el impacto de las
hormonas sexuales provenientes de mamiferos, asi como centralizacion de estas, el tipo de
explante y sus relaciones fueron estadisticamente significativos (p < 0.01) en cada uno de

los parametros analizados.

En la investigacion de Barreto et al. (2019) tuvieron como objetivo identificar y
analizar el perfil de expresion de los genes de la subfamilia AFL durante la induccion in
vitro de la embriogénesis somadtica en la leguminosa modelo Medicago, utilizando genotipos
casi isogénicos contrastando por su capacidad de regeneracion in vitro y manifestaron la
conservacion evolutiva de esta via de desarrollo entre los linajes Arabidopsis y Medicago y

abre vias para mejorar la eficiencia de la embriogénesis in vitro en cultivos de leguminosas.

Segiin Morales-Dominguez et al. (2019) en su estudio realizado recolectaron
semillas de arboles de A. farnesiana y P. laevigata, utilizaron ganglios cotiledoniosos como
explantes y se cultivaron en medio MS suplementado con diferentes concentraciones y
combinaciones de PGR y resaltd que el mejor tratamiento fue la MS con 17,12 uM de IAA

en ambos casos.

Szyp-Borowska et al. (2016) en su trabajo plante6 la posibilidad de un rapido
aumento de la progenie vegetativa mediante organogénesis y menciond que pueden ocurrir

variaciones en la cadena de ADN en plantas micropropagadas.

Singh et al. (2019) mencionan que los estudios moleculares realizados sobre Cicer
microphyllum confirman que este CWR es un repositorio natural de genes relacionados a la
resistencia al estrés abiotico. La existencia de germoplasma es una incitacion para satisfacer
la exigencia de utilizacion sostenible de esta especie para la investigacion rutinaria. Por lo

tanto, informamos sobre la conservacion in vitro del germoplasma de este CWR y las
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respuestas fisiologicas a las condiciones de estrés por frio y sequia para garantizar la
disponibilidad a largo plazo del germoplasma para que los investigadores lo exploren y

utilicen para el desarrollo de cultivos transgénicos.

Tan et al. (2018) recalcan que su objetivo es establecer un sistema de regeneracion y
manipulacioén genética y complementd que se utilizaron explantes de nodales in vitro y el
medio de planta lefiosa donde manifiesta que se logroé un protocolo exitoso de regeneracion

vegetal de P. pinnata para su potencial aplicacion.

Dolce et al. (2018) en su estudio realizado explicaron que mediante organogenesis
de brotes y la embriogénesis somatica con la ayuda de explantes crioalmacenados en MS
hubo éxito recuperacion de la planta entera y comprobaron que las plantas renovadas a partir

de hojas reducidas a criopreservacion sostenian una consistencia genética.

La investigaciéon de D’Cunha y Sridhar. (2011) se observé que el incremento en la
concentracion hormonal ampli6 la incitacion de gemas en los brotes, elevando entre el 7% y
el 27%. Se ubicaron hipocotilos cambiados en un medio que incluia BAP de 2iP, surgieron

brotes densos en un intervalo de cuatro semanas.

En esta investigacion hay la intencion de implantar un protocolo eficiente para la
regeneracion vegetal, se emplearon tres acciones de Arachis villosa Benth; S2866, S2867 y
L97, instruido en medio de MS, solo la L97 fue la que manifest6 suficiencia para distinguir

yemas por medio de organogénesis indirecta (Fontana et al., 2009).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1

Estado de las investigaciones en los tltimos 30 afios

En las bases de datos investigadas se obtuvieron 33 documentos cientificos

pertenecientes a Scopus, siendo la base mas utilizada, seguida de Latindex con 6, en WOS

5, en Scielo 4, boletines pertenecientes a la FAO 2; y, 4 trabajos de titulacion obtenidos de

bases de repositorios universitarios, 3 de la Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena

(UPSE) y 1 de la Universidad Estatal de Guayaquil (UG), mostrados en la Tabla 1.

Varios investigadores como Loberant y Altman (2010) mencionan que, la

multiplicacién in vitro es una estrategia efectiva, que evita la variabilidad genética en

espacios reducidos de cultivos vegetales de importancia agricola. Estas estrategias

permitirian simplificar la preservacion, manipulacion y produccién masiva de especies

vegetales generadas por la biotecnologia vegetal (Ramirez-Mosqueda et al., 2020).

Tabla 1. Investigaciones en los tltimos 30 afios en micropropagacion in vitro de

leguminosas.
Scopus Latindex WOS Scielo Boletines Repositorios
Aliy Mirza s.f. Arevalo (2014) Guerrero et al. (2020) Garcia et al. (2015)  FAO (2005)  Acosta (2015)
Aragon et al. Castafieda-Castro et al. Hermoso et al. (2013) Garcia et al. (2009) FAO (2016) Montoya (2021)
(2014) (2014)
Arockiasamy et al. Edirisinghage (2015) Loberant y Altman Pequefio-Granado Murillo (2023)
(2002) (2010) et al. (2015)
Barreto et al. Fernandez Da Silva y Morales-Dominguez et Villalobos ef al. Santana (2019)
(2019) Montilla (2023) al. (2019) (2016)
Bello-Bello. et al. Morales y Macgayver Voisin ef al. (2013)
(2021) (2015)
Bhatia et al. (2004) Osorio y Villafuerte
(2017)

Bhatia et al. (2005)

Bhojwani y Dantu
(2013)
Chitra y Padmaja
(2005)
D’Cunha y Sridhar
(2011)
Dolce et al. (2018)

Feyissa et al.
(2005)
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Gago, J. et al.
(2014)
Gomez-Torres et al.
(2014)

Gubis ef al. (2003)

Haliloglu et al.
(2023)
Hernandez-
Meneses et al.
(2013)
Kumar et al. (2011)

Landi y Mezzetti
(2006)
Fontana et al.
(2009)
Markin ef al. (2023)

Pellegrineschi
(1997)
Ramirez-Mosqueda
et al. (2020)
Schween y
Schwenkel (2003)
Shilpha et al.
(2014)

Singh et al. (2019)

Sujatha y Mukta
(1996)
Szyp-Borowska et
al. (2016)
Tan et al. (2018)

Teng (1999)

Torres y Santos-
Ordoiez (2020)

Tyagi et al. (2001)

Zuker et al. (1997)

4.2 Bases de datos cientificas sobre las técnicas de cultivo in vitro en leguminosas

En cuanto a la propagacion in vitro de las leguminosas, este trabajo encontrd que, 3

tipos son consideradas comestibles, 4 establecidas como forrajeras y 4 forestales (Tabla 2).

El valor nutricional de las legumbres ha sido muy empleado para grandes grupos de
la poblacidn, en los paises en vias de desarrollo, con poblaciones mas pobres, las legumbres

son la principal fuente de proteinas y energia (FAO, 2005).
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Loberant y Altman (2010) indican que la demanda de forrajes leguminosos de alta

calidad ha incitado la urgencia de métodos y técnicas efectivas de propagacion.

Segin Murillo (2023), las leguminosas simbolizan un recurso importante para

minimizar el empleo de fertilizantes compuestos, pero son propensos a tener un alto costo.

Tabla 2. Articulos cientificos publicados acorde al cultivo, afio y pais.

Cultivo Referencia Autores Afio Pais
Arachis https://doi.org/10.32604/biocell.2009.33.179 Fontana et al. 2009  Argentina
villosa Benth
Canavalia https://doi.org/10.2478/v10120-011-0007-7 D’Cunha y Sridhar 2011 India
rosea (Sw.)
Robinia https://doi.org/10.1515/ffp-2016-0002 Szyp-Borowska et al. 2016  Polonia
pseudoacacia
L.
Arachis https://doi.org/10.1007/s11627-017-9865-y Dolce et al. 2018  Argentina
glabrata
Pongamia https://doi.org/10.5511/plantbiotechnology.18.0711a Tan et al. 2018  Malasia
pinnata
Cicer https://doi.org/10.1007/978-981-13-9624-3 12 Singh et al. 2019 India
microphyllum
Medicago https://doi.org/10.1007/s11240-019-01687-3 Barreto et al. 2019 Brasil
truncatula
Acacia
Sfarnesiana y https://doi.org/10.1016/j.sajb.2019.05.034 Morales-Dominguez 2019  México
Prosopis etal.
laevigata
Vigna https://doi.org/10.1007/s11240-023-02554-y Markin et al. 2023 Ghana
unguiculata
Phaseolus https://doi.org/10.1038/s41598-023-30090-4 Haliloglu et al. 2023  Turquia
vulgaris L.

4.3 Caracteristicas técnicas del cultivo in vitro de plantas leguminosas

Los datos obtenidos de los articulos sobre técnicas de micropropagacion mostraron
que, el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS), fue el unico empleado. Sin embargo, se
identificaron variaciones en su formulacion que incluyen suplementos, fitohormonas,

minerales y acidos orgéanicos (Tabla 3). Khan et al. (1988) mencionan que, el medio tiene
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un efecto cuantioso en la capacidad regenerativa, mencionando que el medio mas

considerablemente es el MS (1962), ya que concede nutrientes esenciales para un

crecimiento eficiente a nivel in vitro. Mientas que, el tipo de explante mas recurrente son los

brotes o yemas, debido a su mejor desarrollo (Haliloglu et al., 2023).

Tabla 3. Descripcion de las técnicas in vitro en leguminosas.

Cultivo

Explante

Medios de cultivo

Técnicas

Autor

Vigna unguiculata

Phaseolus vulgaris L.

Medicago truncatula

Acacia farnesiana y
Prosopis laevigata

Robinia pseudoacacia

L.

Cicer microphyllum

Pongamia pinnata

Arachis glabrata

Canavalia rosea (Sw.)

Arachis villosa Benth

Brote y nodo
cotiledoniario

Embridn, hipocotilo,
plimula y radicula

Foliolos

Ganglios cotiledoniosos

Nodal

Foliolos, yemas, hojas
inmaduras

Vainas tiernas, cotiledones
de judias maduras,
cotiledones de semillas
secas germinadas,
hipocétilos, brotes jovenes,
nudos, entrenudos y raices

Yemas

Murashige & Skoog y
extractos de platanos, agua
de coco, jugo de naranja y

tomate, vitamina B5

Murashige & Skoog y
hormonas como
progesterona, 17 -
estradiol, estrona y
testosterona

Murashige & Skoog

Murashige & Skoog

Murashige & Skoog medio
suplementado con 0,6 mg -
1-1 6-BA (6-bencilamino-
purina), 0,1 mg - I-1 NAA
(4cido naftaleno acético)

30 uM de 6-
bencilaminopurina (BAP)
y 1 mM de floroglucinol
(PG)

Murashige & Skoog

Murashige & Skoog

Murashige & Skoog, acido
o-naftalenacético, acido
indol-3-butirico, 6-
bencilaminopurina,
cinetina y Thidiazuron

Embriogénesis
somatica y cigética

Organogénesis

Germoplasma
(CWR)

Embriogénesis
somatica

Embriogénesis
somatica

Organogénesis
directa e indirecta

Markin et al. 2023

Haliloglu et al. 2023

Barreto et al. 2019

Morales-Dominguez
etal 2019

Szyp-Borowska et al.
2016

Singh et al. 2019

Tan et al. 2018

Dolce et al. 2018

D’Cunha y Sridhar.
2011

Fontana et al, 2009

18



S CONCLUSIONES

Esta investigacion obtenida de las principales bases de datos permitié confirmar que,
existe informacion técnica del cultivo in vitro de plantas leguminosas en los tltimos 30 afios,
con poca variedad de cultivos de leguminosas asociados a estas estas técnicas de

micropropagacion, quizas por el costo operativo de un laboratorio.

Se concluye que, entre los aspectos mas importantes del cultivo in vitro de las
leguminosas son el medio de cultivo muy empleado, el Murashige & Skoog (MS); y de las
variaciones que se agregan como los reguladores de crecimiento, compuestos organicos,
hormonas y suplementos; asi como también con el empleo de la organogénesis y
embriogénesis como técnicas biotecnoldgicas especificas a cada especie vegetal. Asi como,
del uso de brotes como el material genético de preferencia para obtener resultados positivos

en el cultivo masivo de leguminosas comestibles, forrajeras y forestales.
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6 RECOMENDACIONES

Para futuros trabajos de revision bibliografica se recomienda el uso de softwares
estadisticos que permitan realizar revisiones sistematicas como un medio efectivo para la

identificacion y evaluacion de la literatura e investigaciones existentes en este tema.
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